i Lasonangna
0 REOSTINA

Slovak Societ

Casopis pre pracovnikov diagno




LABORATORNA
DIAGNOSTIKA

Slovak Society of Clinical Biochemistry
Casopis pre pracovnikov diagnostickych laboratdrii

Cislo 1/2017
Roénik XXII.

PREDSEDA REDAKCNEJ RADY REDAKCNA RADA

Oliver Récz Jan Balla
Darina Behtlova
Pavel Blazicek
Marta Dobakova
Michal Farkas
Vladimir Heriban
Marko Kapalla
Katarina Lepejova
Angela Mol¢anyova
Ingrid Schusterova
Julius Spanar
Ladislav Turecky

Vydava Slovenska spoloc¢nost klinickej biochémie pri SLS
Povolené Ministerstvom Kultury SR pod reg. ¢. 1531/96
ISSN 1335-2644



OBSAH

LEPEJ, J., LEPEJOVA, K., MAJERNIK, J., SOLTES, P: TELEMEDICINA ~ BLIZKOST NA DIALKU ? ..oooooooreeeeeesooeeeereeseessseeeeeeesessns 5

MAREKOVA, M., RABAJDOVA, M., URBAN, P, SPAKOVA, I, RACZ, O., SOBOLOVA, V., NAGY, V.:
DIAGNOSTICKY POTENCIAL MiRNA PRI PROGRESII UROTELIALNEHO KARCINOMU.......onmmreeurererneeesneeesssneeenns 11

ZALEJSKA-FIOLKA J., HUBKOVA B., BIRKOVA A., VELIKA B., BLASZCZYK U., DUROVCOVA E.: MONITORING
UCINNOSTI TERAPIE OBEZITY VYUZITIM ANALYZY LIPOPROTEINOV SYSTEMOM LIPOPRINT..........cccommmemeeeeneees 12

RABAJDOVA M., VELIKA B., BIRKOVA A., BRENISIN M., DUDIC R., URDZIK P., MAREKOVA M.:
VYUZITIE METABOLOMICKYCH A MOLEKULOVYCH TECHNIK PRI PREDIKCII INTRAUTERINNYCH
PATOLOGIT PLODU oo eeeeeeeeeeeeesesesesss s eseessssse e sesssss e eesse s eeese s eeese s seeeese s eeesesseesessseeeeereee 17

BISCAKOVA, Z., BOJCIKOVA, P, RABAJDOVA, M., MAREKOVA, M.: MiRNA AKO DIAGNOSTICKY MARKER
VYBRANYCH RAKOVINOVYCH OCHORENT.....ooooeseeeeeeeseeeeesecceeeeseeeesssssessssssssssssseessssssssssssesssssssssssssessssssssssssssesssssessessnees 20

HORVATHOVA, E,, DANIELISOVA, V., MIHALIK, J.: DEPRENYL POZITIVNE OVPLYVNUJE ANTIOXIDACNY
STATUS V SEMENNIKU POTKANA A ZVYSUJE POCTY SPERMIL....covvuirriierensieernnesesessessessssssssssssssssssssesssssssssssssssssssnenees 29

HORVATHOVA, E, MATEFFY, S.: VPLYV ANTIOXIDANTOV NA MUZSKE REPRODUKCNE PARAMETRE
INFLUENCE OF ANTIOXIDANTS ON MALE REPRODUCTIVE PARAMETERS........ccccoviiiiiiiiiiicciiieienns 34

KLABNIK T., BOLERAZSKA B., STUPAK, M., RABAJDOVA M., TOMECKOVA V., VELIKA B.:
BIOCHEMICKE MARKERY OSTEOMYELITID SANKY A CELUSTE .....oonmivvverrieesnsesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 40

STOFILOVA, J., SALAJ, R, LANGERHOLC, T., SOLTESOVA, A., STROJNY, L., BOMBA, A.:
IMUNOMODULACNY UCINOK LACTOBACILLUS PLANTARUM LS/07 IN VITRO A IN VIVO..ovvvoooreoooeeeeeeseseessooeereen 46

VISCOROVA, Z., SABO, J., ANDRASINA, L.: VYUZITIE PROTEOMICKE] ANALYZY LEUKOCYTOV
V ONKOLOGIT et eeeeseseeeseseeseseessessesessesseseesessaseeseesessasesseesessasesssesessesesssesessasesssesessesesseesessesessaesessenessaeessenessasessesessaesenesessaseses 54



Laboratdérna Diagnostika, XXII, 1, 2017: 5—10

TELEMEDICINA — BLiZKOST NA DIALKU ?

LEPEJ, ).}, LEPEJOVA, K.2, MAJERNIK, J.3, SOLTES, P.*
Klinika nuklearnej mediciny, UPJS LF a In§titGtu nuklearnej a molekuldrnej mediciny, Kosice
20OKBaHI, Cumulus s.r.o., Kosice
3Ustav lekdarskej informatiky, UPJS LF, Kogice
“Roche Slovensko, s.r.o. Bratislava

SUHRN

V clanku autori definuju pojem teleme-
dicina. Podavaju sihrnny prehlad jej vyvoja
za predchadzajucich 50 rokov. Histdria je roz-
delena do 7 period, od zaciatkov zaloZenych
na analégovych telekomunikacnych sietach
aZ po sucasnost, v ktorej sa zacinaji zavadzat
principy umelej inteligencie (AI). Popisuju
rozne formy a metddy telemediciny s podrob-
nejSim zameranim na laboratérnu medicinu
a diskutuju jej prinosy. V zavere upozornuju
na rizika a filozofické aspekty mozného vyvoja
telemediciny.

Klucové slova: Telemedicina, komunikacia
v medicine, informacné systémy, digitalne ob-
razy, umela inteligencia.

ABSTRACT

In this article the authors define the term -
telemedicine. They give an overview of its de-
velopment over the past 50 years. The history is
divided into 7 periods — from beginnings ba-

sed on analogue telecommunication networks
to the present, in which the principles of Ar-
tificial Intelligence (AI) are being introduced.
They describe various forms and methods of
telemedicine with a more detailed focus on la-
boratory medicine and discuss its benefits. Fi-
nally, they highlight the risks and philosophi-
cal aspects of the development of telemedicine.

Keywords: Telemedicine, medical informa-
tion and communication systems, digital ima-
ging, artificial intelligence.

UvVOD

Podla definicie WHO, telemedicina predsta-
vuje sthrnné oznacenie pre zdravotnicke akti-
vity, sluzby a systémy prevadzkované na dialku
cestou informacnych a komunika¢nych tech-
noldgii za ucelom podpory globalneho zdravia,
prevencie a zdravotnej starostlivosti, ale aj vzde-
lavania, riadenia systému zdravotnictva a zdra-
votnickeho vyskumu.

Telemedicina je sucastou Sirsiecho pojmu
e-health. Pre medicinsku starostlivost moze byt




kriticky faktor velka vzdialenost pacienta od po-

skytovatela zdravotnickej starostlivosti (ZS). Te-

lemedicina umoznuje riesit problém dostupnosti
zdravotnej starostlivosti v pripadoch:

1. Krajiny s riedko obyvanymi, zle dostupnymi
oblastami (USA, Kanada, Australia, Rusko)
maju lokality, kde je vzdialenost od najblizsie-
ho lekara > 100 km.

2. Krajiny s malym poctom lekarov na 1000 oby-

vatelov (v roku 2013:

- GR =6,3!

-SK=34

- priemer OECD = 3,3
-USA =26

- Indonézia = 0,3
— Afrika < 0,1).

3. Specidlne situacie (expedicie, namorné lode,
kozmické lode).

4. Neprimerane vela navstev u lekara pri prie-
mernom pocte lekarov (problém Slovenska).

Ciele telemediciny: Zlepsenie dostupnosti,
zvy$enie kvality a zniZenie ndkladov zdravotnej
starostlivosti.

VYVOJOVE ETAPY, METODY
A SLUZBY TELEMEDICINY

I. Analégova komunikacia

V 60-tych rokoch minulého storocia vznikla
snaha o zlepSenie zdravotnej starostlivosti pre
odlahlé oblasti (USA, Australia) formou telefo-
nickej komunikdcie. Po¢as 70-tych rokov pokra-
¢oval rozvoj hlasovych sluzieb, ktoré predstavuju
prvé najjednoduchsie metédy telemediciny, zalo-
zenej na vyuzivani vtedy este analégovej telefon-
nej siete. Typickymi prikladmi su: linky dovery,
linky bezpecia, ¢i iné konzultacné a poradenské
linky. Podmienkou rozvoja telemediciny st dob-
re fungujuce telekomunikacie. Pochopitelne,
v tom case telemedicina eSte nebola definovana.

II. Osobné pocitace
V 80-tych rokoch sa zacali pouzivat osob-
né pocitace, ktoré znamenali vyznamny prinos

aj pre medicinu. V 90.-tych rokoch boli techno-
légie na vzdialenu diagnostiku povodne urcené
pre vojenské ucely a vesmirne misie. Bola navrh-
nuta technologia s nazvom Telemedicine Instru-
mentation Pack (TIP). Kufrik obsahoval osob-
ny pocita¢, analégovu videokameru schopnu aj
fotografovat, otoskop, oftalmoskop, elektricky
stetoskop, elektrokardiograf, tlakomer a pulzny
oximeter. Neodbornici vyskoleni na ich obsluhu
elektronicky zaslali zistené udaje lekdrovi, ktory
nasledne rozhodol o dal3ej liecbe.

III. Informacné systémy a siete (Internet)

V 90-tych rokoch zacina digitalne prepojenie
pocitacov - vytvorenie SIETI - zéklad na zjed-
nodusenie prenosu nielen hlasu (ako v minulos-
ti), ale aj udajov a neskor aj obrazovej informacie.
Vytvarané su informacné systémy (NIS, LIS, RIS,
AIS...). Vznikaju datové sluzby, ktoré st dnes
v prevaznej miere zalozené na sluzbach internetu
a pre prenos udajov sa vyuzivaju protokoly TCP/
IP. Postupne sa diferencuju prvé metédy teleme-
diciny, ktoré sa mozu uplatnit v sirokom spektre
lekdrskych odborov. Patria sem:

o Telekonzulacie - pristup k poznatkom alebo
expertize Specialistu na dialku.

o Telediagnostika - urcenie diagnézy u pa-
cienta za pomoci vzdialeného lekara.

o Telemonitorovanie - dialkové monitorova-
nie pacienta, ktory sa nachadza mimo zdra-
votnickeho zariadenia.

o Telestarostlivost — vyuzitie idajov z telemo-
nitorovania pri poskytovani lekdrskej a zdra-
votnej pomoci na dialku.

o Televzdelavanie (teleedukdcia) - vzdeldva-
nie pacientov, lekarov i Studentov mediciny
na dialku vratane moznosti Teleevaluacie,
tj. vyhodnocovania ziskanych poznatkov
na dialku = E-learning.

o Teleprezencia - zaistenie virtudlnej pritom-
nosti osoby na dialku.

V tejto etape zacCina aj prvé vyuzivanie in-
formacnych systémov v laboratérnej medicine
(LIS).




Telemedicina a klinicka biochémia. Medzi
priekopnikmi informacnych inovacii v zdravot-
nictve boli prave laboratéria klinickej bioché-
mie, hematolégie a dalSich odbornosti. Rozvoj
pristrojovej techniky v laboratdéridach priniesol
nevyhnutne potrebu spracovavat velké mnozstvo
dat, vysledkov, ktoré bolo potrebné uchovavat,
vyhodnocovat a porovnavat s predoslymi. Ana-
lyzatory sa zacali prepajat s pocitacom a pre ich
vzéjomnu komunikdaciu bol stanoveny ako $tan-
dard ASTM (American Society for Testing and
Materials) protokol, ktory dodrzuju véetci reno-
movani vyrobcovia pristrojovej techniky.

Ako bolo spomenuté, na zaciatku 90-tych
rokov sa zacali budovat pocitacové siete, ktoré
umoznili viacerym sucasne pracujucim pocita-
¢om vstupovat do jedného programu nad jednou
databazou udajov, ¢im sa zrodil laboratérny in-
formacny systém.

Nasledujucou hybnou silou rozvoja sa stalo
budovanie LAN (Local Area Network) ether-
netovych sieti, od prvotnych koaxialnych s pre-
nosovou rychlostou do 10 Mbps (megabits per
second) cez krutené dvojlinky s prenosovou rych-
lostou bliziacou sa hranici 10 Gbps az po optické
siete, ktoré idu prenosovou rychlostou za hrani-
cu 10Gbps. Okrem takzvanych ,,pevnych® sieti
sa rozvijaju aj bezdrotové siete WLAN (Wireless
LAN). Tento rozvoj umoznuje prepojit medzi se-
bou aj vzdialené pracoviska nielen v ramci jed-
ného zdravotného zariadenia, ale prakticky kde-
kolvek na svete.

A opdt medzi prvymi, ktori vyuzivali mo-
derné prostriedky, su biochemické laboratdria,
prepdjaju sa laboratdrne informacné systémy
(LIS) s nemocni¢nymi informacnymi systémami
(NIS), s pristrojmi pri l6zku pacienta (POCT).
Vysledky pacientov su zasielané zabezpecenym
prenosom cez internet aj sikromnym lekdrom,
ktori nie st zapojeni v ramci NIS, ¢i uz formou
kédovanej prilohy k mailu alebo pristupom
na webové rozhranie cez zabezpeceny HTTPS
protokol. Vacsinou su tieto moznosti spojené
s jednoduchym uloZenim zaslanych vysledkov
(vo formate XML) do dokumentécie pacienta
v ambulantnom informaénom softvéri (AIS).

Obdobne funguje aj opa¢ny smer komunikacie,
elektronické ziadanky st zasielané z oddeleni
a ambulancii priamo do laboratérneho infor-
macného systému.

Dalsim velkym prinosom rozvoja informac-
nych technolégii je moznost vzdialenej spra-
vy zariadeni, ¢i sa jedna o LIS alebo analyzator.
Pouzitim SSL (Secure Socket Layer) protokolu
su data prenasané Sifrovane, pre komunikuja-
ce strany su vydavané bezpecnostné certifikaty,
na zaklade ktorych dochadza k overeniu dove-
ryhodnosti komunikujucich subjektov, je kon-
trolovana MAC adresa sietového prvku, o je
jedinecny 48-bitovy identifikator, ktory prvok
(sietova karta) dostane pri vyrobe. Vsetky bez-
pecnostné opatrenia musia byt vykondvané
vzhladom na to, Ze sa pohybujeme v oblasti s cit-
livymi pacientskymi datami. Dne$né moderné
analyzatory maja pripojenie do informacnych
sieti, prostrednictvom ktorych ziskavaju aktual-
ne informacie k metodikam, zmenam v Sarziach
reagencii, kalibratorov, kontrol kvality bez ma-
nualneho zasahu uzivatela. Vyuzivaju vzdialena
podporu aplika¢nych Specialistov a servisnych
inzinierov, ktori na dialku vedia analyzovat a vy-
riesit problém alebo sa pripravit na osobnu nav-
Stevu.

Virtudlny svet informacnych technoldgii (tele-
medicina, manazment dat) sa svojou ddlezitostou
priblizuje k diagnostike a liecbe pacienta. Tieto
odbory vytvaraju tak silné vazby, ze jedine ich
spolo¢nym rozvojom budeme moct v buducnosti
zlep$ovat zdravotnu starostlivost o pacienta.

IV. Digitalne obrazy

Digitalizacia obrazov zacala uz v 60-tych ro-
koch (nuklearna medicina), pokracovala s CT
(70. roky) a MR (80. roky). Zavedenie digitalnej
zobrazovacej zdravotnickej techniky, ale aj beznej
digitalnej fotografie a videa, vytvorilo podmienky
pre rozvoj obrazovych sluzieb v 90.-tych rokoch.
Tieto st primarne zamerané na sprostredkovanie
prenosu obrazovych informacii. Do tejto kategd-
rie sluzieb patria teleradiologia, telesonografia,
telepatologia, teledermatoldgia. V elektronic-




kej forme je obrazova dokumenticia ukladana
a prenasana pomocou samostatnych systémov
PACS (Picture Archiving and Communications
System). Pre komunikaciu s jednotlivymi moda-
litami, medzi PACS systémami a s nemocnicny-
mi informacénymi systémami vyuZzivaji $tandard
DICOM. Pre Slovensko sa pouziva privatna siet
T3C a obrazové data sa daju poslat len pracovis-
kam s licenciou.

V. Rozmach telekomunikacii a nové materialy

Na prelome tisicroc¢ia zac¢ina intenzivny roz-
voj telekomunikacii a novych materialov, ktory je
urychlovany biznisom okolo masového pouziva-
nia mobilnych telefénov. VSeobecna dostupnost
mobilnych telefénov (od 2007 aj smartfony), ale
aj nové technoldgie podporuju rozvoj dalsej ka-
tegérie datovych sluzieb, sledovanie fyziologic-
kych funkcii na dialku - telemetria. Postupnym
vyvojom technolégii a medicinskych poznatkov
sa telemedicina zacala uplatnovat aj v dalsich ob-
lastiach, ako su telefarmacia, telekardiologia,
telediabetoldgia. Bezne sa cez mobil daju moni-
torovat pulz, tlak, EKG, hladina cukru a iné fy-
ziologické parametre.

VI. Robotizacia

Roboty nie st objav tohto storocia. Ale v medi-
cine sa opera¢né roboty zacali uplatiiovat len ne-
davno. Zacina sa rozvijat teleterapia a telechirur-
gia. Operacné roboty umoznuju lekdrovi urobit
operaciu zo vzdialeného miesta, bez kontaktu s te-
lom pacienta. Chirurg vykonava operaciu v sede
pri ovladacom pristroji a pomocou joystickov
ovlada pohyb robotickych ramien s nastrojmi.

VII. Umela inteligencia

Umela inteligencia (AI - Artificial intelligen-
ce) nachadza uplatnenie napriklad v onkoldgii.
Expertny software pomaha pri rozhodovani
o lie¢ebnom rezime - pre konkrétneho pacienta
optimalny terapeuticky protokol. Predpokladaju
sa aj dal$ie moznosti jej vyuzitia v medicine.

Realita sucasnosti je on-line pristup k data-
bazam, resp. elektronickej zdravotnej dokumen-
tacii. Vzhladom k tomu, Ze multimedialne infor-

macie st uz sucastou elektronickej zdravotnej
dokumentacie, dochadza k postupnému splyva-
niu obrazovych a datovych telemedicinskych
sluzieb. Jednotlivé sluzby zabezpecuju prenos
informacii medzi lekdrom a pacientom, medzi
lekdrmi, medzi jednotlivymi zdravotnickymi
pracoviskami, medzi jednotlivymi zobrazovaci-
mi oddeleniami, ¢i medzi inymi pracoviskami,
ako su napriklad organy $tatnej spravy, poistov-
ne a pod., bez ohladu na geograficku lokalizaciu
zucastnenych stran. Vyznam zac¢inaju mat velké
datové uloziska a pribudaju cloudy, ktoré obsa-
huju aj programy, privelké na instalaciu v pocita-
¢i uzivatela.

Za guru telemediciny je povazovany Dr. Eric
Topol. V knihe The Creative Destruction of Medi-
cine, priekopnicky genetik a kardiolég Eric Topol
predstavuje radikalne novy pristup a predpoveda
prichod éry velkych dat na kliniky, do laboratérii
a nemocnic. Pomocou personalne orientovanej
technoldgie mozu lekari vidiet aplny, priebez-
ne aktualizovany obraz kazdého pacienta a tak
zvolit viac individualny terapeuticky pristup.
Nové technoldgie umoznuji sekvenovat geném
kazdého jedinca s cielom predpovedat ucinky
liekov a zlepSené zobrazovanie a technolégia 3D
tlaciarni st zaciatkom moznosti tlacit organy
na poziadanie.

Eric Topol je aj riaditelom Scripps Transla-
tional Science Institute a spoluzakladatelom
a podpredsedom West Wireless Health Institu-
te v LA Jolla, California. Vybudoval si celosveto-
vu povest osobnosti s vynimo¢nymi znalostami
v oblasti genomiky a bezdrotovej zdravotnej
starostlivosti, ako aj osobnosti, ktora vedie re-
voliciu v medicine.

Za najvyznamnejsie prinosy telemediciny
mozno povazovat:

1. Moznosti konzultacii $pickovych odborni-
kov, vzdialena diagnostika, prenos informacii
medzi zdravotnickymi zariadeniami. Zjed-
nodusena komunikacia medzi lekarom a pa-
cientom, hlavne pre tych, ktori su vzdialeni,
zle mobilni alebo tazko chori a tak zmiernenie
ich socialnej izolacie.




2. Skratenie doby hospitalizacie pacientov cez
moznosti monitorovania ich Zivotnych funk-
cii v domacej starostlivosti. Zvysenie kvality
diagnosticko-liecebného procesu.

3. Dostupnost aktualnych laboratérnych in-
formacii (on-line) na najvyhodnejsom mieste
pre pacienta a lekdra (operac¢na sala, ambu-
lancia, 16zkové oddelenie, konzilium).

4. Integracia jednotlivych zobrazovacich me-
tdd do ucelenych systémov, porovnavanie
SONO, CT, MR, SPECT/CT, PET/CT, PET/
MR atd. moznost dvojitého citania (kontro-
la) nalezov. Vyrazne kvalitnejsia diagnosti-
ka v dosledku rozsiahlych moznosti prace
s elektronickou obrazovou dokumentaciou,
okamzita a casovo neobmedzena dostupnost
obrazovej dokumentacie vzniknutej v inych
zdravotnickych zariadeniach.

5. Vyssia komplexnost zdravotnej dokumen-
tacie (prepojenie informacnych systémov),
mozna uspora financii na opakovanie na-
kladnych diagnostickych metéd a nedo-
stupnych Specialistov.

6. Rozsiahle vzdelavanie pomocou videokon-
ferencii a on-line prenosov, vytvaranie in-
formacnych sieti pre zdravotnicku vychovu
a osvetu - teleedukacia. Vyssia kvalita v pre-
a postgradualnej vychove E-learning.

7. Moznost kontrolovat si svoje platby za zdra-
votnu starostlivost samotnym pacientom po-
mocou pristupu do vlastného uctu zdravotnej
poistovne.

Ako asi bude vyzerat nasa budicnost? Sci-fi
na pobavenie. Rdno sa necitim dobre, prikladdam
si svoje ,,smart zariadenie“ na hrud, citim jemné
vibrdcie, je to prijemné. Ten starsi model bol otras-
ny, nastastie to vyrobca uznal a rychlo nahradil
stdvajiici model novou generdciou. O pdt minuit je
po vsetkom, moj lekdr dostal spravu o mojom stave
a poslal mi termin. Este stdle je nutné osobné vy-
Setrenie u lekdra, ale pocul som, Ze sa testuje tech-
nolégia, ked to moje ,smart-icko“ vysetri aj zdk-
ladné parametre v krvi a objedna rovno dondsku
potrebného lieku. Co potom budii robit ti chuddci
v labdku, a ¢o moj doktor??? A co ja? To uz nevsta-

nem ani z postele? Esteze musim za tym doktorom.
Aj ked mi nie je najlepsie, vonku je krdsny prvy
jarny deti roku 2037. Trochu sa prejdem... mozno
ma to prejde... len aby ma nepreslo nejaké robo-
auto!

Mozné rizika telemediciny

Zakladny problém v st¢asnosti na Slovensku
je, ze chyba komplexna legislativa pre teleme-
dicinu. V pripade zlej rady cez e-mail, kto bude
zodpovedat za mozné nepriaznivé dosledky pre
pacienta?

Aka je optimalna miera zavislosti pracovni-
kov na technolégiach, spoliehanie sa na externé
zdroje informacii, bez potreby osvojit si trvalé
znalosti? To vedie k velmi nebezpecnej strate
zrucnosti, ak ich nepouzivame, to plati aj pre
stratu asociativneho myslenia. Zavislost zna-
mena stratu slobody.

Ale nielen to. Kazda technologia moze zly-
hat. Kontrola technoldgie taktiez vyzaduje cas
a peniaze.

Pri vypadku siete sa nielen nedostaneme k vy-
sledkom, ktoré prechadzaju z analyzatora do LISu,
ale analyzator ani nevie, co ma merat. Situdcia,
ktort poznd kazdy z nds a ktord ndm dava pocit
bezmocnosti, ak sa jednd o akutny stav.

Velmi nebezpecny je problém tiniku a zneuzi-
tia zdravotnickych informacii a osobnych dat.
Chamtivost tu bola a vzdy bude, preto zI¢ tmysly
nemozno nikdy vylucit. Hackeri uz pre zisk za-
blokovali pocitace mnohych nemocnic vo viace-
rych $tatoch sveta (vid sprava TA3 z 12.5.2017).

Systémy vyzaduju zapojit vela dalsich Tudi
a novu techniku. To vSetko stoji peniaze. Ale ako
sa da posudit ,,hodnota za peniaze“ v tejto ob-
lasti, ked vObec nevieme, aké st skuto¢né nakla-
dy a prinosy z vyuzivania telemediciny? Moze
dojst k rastu nakladov na prenos dat bez priame-
ho uzitku pre pacienta.

Tieto ¢innosti vyZaduja ¢as. Kolko casu ve-
nujeme praci s pocitacom a kolko samotnému
mysleniu alebo osobnému rozhovoru z o¢i do oci
a hrejivému slovu pre pacienta? Cas je nasa naj-
vzacnej$ia komodita, ktorej vyznam si ¢asto ne-
uvedomujeme. Benjamin Franklin povedal: ,,¢as




st peniaze®. Co potrebujeme dnes nie je vela pe-
nazi ale viac ¢asu pre pacienta.

Iba ekonomické motivacie pre vyuzivanie
telemediciny mozu byt velmi znepokojujuice.
Je dobra spolo¢nost, ktora zdoraznuje iba funke-
né, efektivne planovanie a uskuto¢novanie ekono-
mickych cielov bez ohladu na socialne, kultirne,
potreby Iudi? Technokratom ide predovsetkym
o zisk, poslanie mediciny je vSak niekde uplne
inde. Medicinu mozno robit aj s holymi rukami,
ked ¢loveka ute$ime a pomdzeme mu v utrpeni
ako v zakopoch svetovych vojen.

Strach pacienta z vysledkov, ktoré ziska zo
sucasnej a buducej POCT technolégie (self-mni-
toring), ktoré nie su dostatocne overené skuse-
nostou a komplexnym pohladom lekdara, moze
mat velmi nebezpec¢né dosledky. Internet za par
rokov poskytol tisice stranok so zdravotnickymi
(aj pseudo) informdciami a reklamou pre pacien-
tov. UZ dnes Casto vnasaju do myslenia pacienta
chaos a nie vzdy prospievaju k zlepseniu zdravot-
nej starostlivosti, ktord ma byt hlavne adresna.
Takto poskytované ,,v§eobecné rady“ su daleko
od pojmu personalizovana medicina.

Ukladame a presuvame vsetky naSe data.
Nase myslienky sa stlacenim klavesy ocitaju
v lahko spracovatelnej forme v neznamom ky-
berpriestore (W.F. Gibson, 1984). Stracame ich
originalitu a stavame sa len anonymnym clan-
kom ,samo sa budujiuceho niec¢oho“. Coho?
»Kto“ ma pristupové prava, aby mohol vase mys-
lienky pouzit? Na ¢o ich pouzije? Aké su ,jeho"
motivacie?

Dnes futurologicky a vzdialene vyzera prob-
lém umelej inteligencie (AI) a jej nezavislosti
na ludskom rozhodovani. Ale aké budu rozhod-
nutia Al, ak prevazi jej miera racionality (IQ)
nad rozsahom empatie a sucitu (EQ) ? Pamaitaj-
me si: Informacie # vedomosti # miadrost!

ZAVER

Nesmieme vytesnit lekara zo systému zdra-
votnej starostlivosti. Pocitace neskladaju Hippo-
kratovu prisahu. Myslite si, ze virtudlny lekar je
lepsi, ako skutocny, aj ked nie az taky dokonaly?

BUDUCNOST? Pozrite si série Voyager
zo sci-fi seridlu Star Trek, ,,The Doctor” je
USS Voyager Emergency Medical Holographic
program. Vsetko je uz vymyslené... staci zreali-
zovat.

Pacient potrebuje upokojujuce slovo ¢loveka,
posilnenie vo viere a nie len informdcie a lieky.
Pripady z historie jednozna¢ne dokazuju, ze kaz-
da technoldgia modze byt dobry sluha, ale velmi
zly pan. Prospech pacienta ma byt jediné kri-
térium !
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DIAGNOSTICKY POTENCIAL MiRNA PRI PROGRESII
UROTELIALNEHO KARCINOMU

MAREKOVA, M.-2, RABAJDOVA, M.}, URBAN, P.L, SPAKOVA, 1.}, RACZ, 0.3
SOBOLOVA, V.4, NAGY, V.*
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Onkologické ochorenia patria v sticasnos-
ti medzi najcastejsie sa vyskytujuce civilizacné
ochorenia, postihujice vsetky vekové kategdrie
s velmi vysokou hladinou mortality a morbidity
vyplyvajucich z neskorého odhalenia pritomnosti
solidnych nadorov. Sucasny klinicko-biochemic-
ky vyskum sa preto zameriava na identifikaciu
a charakterizaciu novych molekulovych marke-
rov vyuzitelnych ako prediktivne ukazovatele pri
diagnostike nielen nadorovych, ale aj prekance-
réznych ochoreni. Jednym z novsich markerov su
aj molekuly miRNA. Jednovlaknové endogénne
molekuly miRNA, patria do skupiny vyznam-
nych reguldtorov génovej expresie na posttran-
skripénej urovni. ZvySend alebo znizena expre-
sia miRNA ma vplyv aj na expresiu onkogénov
a tumor-supresorovych génov. Molekuly miRNA
sa okrem $pecifickych expresnych profilov v na-
dorovom tkanive vyznacuju aj dal$imi vlastnosta-
mi, ako jednoduchou detekciou, vysokou stabili-
tou, $irokym dynamickym rozsahom a korelaciou
s uz znamymi klinicko-patologickymi charakte-
ristikami. Vdaka svojim vlastnostiam by miRNA
mohli sluzit ako vhodny diagnosticky marker,
napr. pre zistenie pravdepodobnosti vzniku ocho-
renia, recidivy, alebo odpovede na liecbu

Praca bola zamerana na $tudium molekulo-
vych zmien expresie miR-17-5p a miR-99 v moci

pacientov s histologicky potvrdenym urotelial-
nym karcindmom (n=20) v porovnani s kontrol-
nou skupinou (n=10). Izolacia miRNA molekul
z mocu bola uskuto¢nend vyuzitim komercéného
kitu Norgen Biotek. Kvantifikicia zmien expre-
sie vybranych miRNA bola detegovand metédou
qRT-PCR vyuzitim kitov Tagman microRNA RT
a Tagman Advanced miRNA. Relativna hladina
expresie miR-17-5p a miRNA 99 bola stanovena
normalizaciou na zdklade vztahu 2-4¢= 2-(Cta-Ci0),

Ziskané vysledky dokazali signifikantne zvyse-
nu expresiu miR-17-5p v moc¢i pacientov s uro-
telidlnym karcindémom v porovnani s kontrolnou
skupinou (o 116,7 %). Pri miR-99 bolo pozorova-
né zniZenie expresie oproti kontrolnym vzorkach
(o 19,4%). Rozdielne hladiny relativnej expresie
miR-17-5p a miR-99 naznacuji mozné vyuzitie
studovanych miRNA pri diferencialnej diagnos-
tike prekanceréznych stavov a stavov karcinomov
vo véasnych Stadiach. Tento komplexny experi-
mentélny pristup umozni neinvazivny odber vzo-
riek, naslednu analyzu vybranych miRNA v moci
pacientov, co moze prispiet k presnejsej prognoze
ochorenia a nasledne k zlepseniu kvality zivota
pacientov.

Tato prdca bola podporend grantovym projek-
tom VEGA 1/0372/17.
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MONITORING UCINNOSTI TERAPIE OBEZITY VYUZITIM ANALYZY
LIPOPROTEINOV SYSTEMOM LIPOPRINT

ZALEJSKA-FIOLKA J.1, HUBKOVA B.2, BIRKOVA A.2, VELIKA B.2, BLASZCZYK U.!

DUROVCOVA E .23
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SUHRN

Miera obezity neustale narasta, rovnako aj
pocet pridruzenych zdravotnych problémov.
Narasta vSak aj zaujem o skupinové, takzva-
né extrémne chudnutia. Priemysel postaveny
na chudnuti a diétnych potravinach prekonava
dlhoro¢né rekordy bez toho, aby sa to odzrkad-
lilo na zvrateni rasticeho trendu obezity. Ve-
lakrat sa totiZ zabuida na individualne potreby
jednotlivcov. Ciel chudnutia ma byt realny, ma
viest najmi k zlepSeniu celkového zdravotné-
ho stavu organizmu. Terapia ma zohladnovat
najmodernejsie trendy v oblasti liecby obezity.
Jednym takymto nastrojom je sledovanie hla-
diny cholesterolu v subfrakciach lipoproteinov
systétmom LipoPrint. Cielom nasej prace bol
monitoring ucinnosti terapie obezity u 54 pa-
cientov s nadvahou az tazkou obezitou. Nase
vysledky poukazali na individualnu variabi-
litu vo vysledkoch zmien aterogénnych a ne-
aterogénnych subfrakcii lipoproteinov, ako aj
na variabilitu medzi pohlaviami. U muzov sme
zaznamenali vyraznej$i pokles aterogénnych
subfrakcii LDL (subfrakcie 3 az 7) ako aj vyraz-
nejsi narast neaterogénnych subfrakcii HDL

(subfrakcie 1 azZ 7) po Siestich mesiacoch tera-
pie v porovnani so Zenami.

ABSTRACT

The rate of obesity is steadily increasing,
as well as the occurrence of associated health
problems. There is also an increasing interest
in extreme-weight loss programmes. The wei-
ght-loss industry is fuelled, but without reflec-
ting in positive health outcomes. The needs of
an individual are forgotten in many cases. The
goal of weight loss should be realistic, aimed
to improve the overall health of the patient.
The latest knowledge should be implemented
in the treatment of obesity. A modern tool is
cholesterol level monitoring in particular li-
poprotein subfractions — the LipoPrint frac-
tionation system. The aim of our work was to
monitor the effectiveness of obesity treatment
in 54 overweight and obese patients. Our re-
sults showed individual variability in changing
of atherogenic and non-atherogenic lipopro-
tein subfractions, as well as in gender-specific
transitions of these subfractions with weight
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loss. We observed a more significant decrease
in atherogenic LDL subfractions (subfractions
3 to 7) as well as a more pronounced increa-
se in non-atherogenic subfractions of HDL
(subfractions 1 to 7) in men compared to wo-
men after six months of obesity treatment.

UvVOoD

Obezita je choroba, o ktorej sa najcastejsie
hovori v spojeni s obyvatelmi USA, pricom jej
narast v Eurdpe je tak isto alarmujuci. Najvacsi
vyskyt obéznych Tudi v ramci Eurdpy je podla
spravy OECD z roku 2017 v Madarsku (az 30 %
populécie nad 15 rokov), na Slovenku a v Pol-
sku je prevalencia obezity nizsia (16,3 %, resp.
16,7 % populacie nad 15 rokov), avsak so stupa-
jucim trendom. Obezita je rizikovym faktorom
mnohych ochoreni, pricom medzi najzavaznejsie
patria kardiometabolické nasledky nadmerného
obsahu tuku v tele. Preto je mimoriadne ddlezita
véasna terapeuticka intervencia a monitorova-
nie obéznych pacientov. Jednym z prostriedkov
umoznujicich monitoring znizZovania rizika ate-
rogenity je kvantifikdcia cholesterolu v lipoprote-
inovych frakciach systémom LipoPrint.
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V klinickej biochémii je mozné stanovit li-
poproteiny, ako aj v nich obsiahnuty cholesterol
viacerymi metédami. Tie poskytuju informacie
aj o rdznych dal$ich charakteristikach, ako napri-
klad o pocte castic, obsahu lipidov, povrchovom
naboji, oxida¢nom stave, obsahu a pomere prote-
inov atd. Medzi pouzivané technoldgie patria ul-
tracentrifugdcia, elektroforéza vyuzivajica rozne
média, kapildrna izotachoforéza, nefelometria,
elektronova mikroskopia, vysokoucinna kvapa-
linova chromatografia, selektivna precipitacia,
nizkouhlovy rozptyl RTG Ziarenia a neutrénov,
diferen¢nd skenovacia kalorimetria, NMR, a roz-
ne techniky spektroskopie.

METODA

LipoPrint patri medzi metddy zalozené na se-
paracii castic v elektrickom poli na polyakry-
lamidovom géli. Vyuziva farbenie lipofilnym
farbivom, ktoré sa viaze proporcionalne k mnoz-
stvu cholesterolu obsiahnutého v jednotlivych
lipoproteinovych casticiach. K deleniu dochadza
na zaklade velkosti ¢astic. Mensie, denzné Castice
su pohyblivejsie, zatial ¢o vacsie Castice migruju
pomalsie. Tymto sposobom je mozné separovat

9590858075 7065 6055504540353025201510 5 0

priemer castic [nm]

Obr. 1. Zavislost hustoty jednotlivych lipoproteinov delenych systémom LipoPrint od velkosti ¢astic
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Obr. 2. Znazornenie rozdielu medzi cholesterolom viazanym na lipoproteiny nizkej hustoty (LDL-C) a poc¢tom castic lipoproteinov nizkej hus-

toty (LDL-P). Za rovnakou hodnotou LDL-C sa mdze skryvat iny pocet ¢astic LDL-P. Ak je pocet ¢astic mensi, najcastejsie ide o fenotyp s vy$sim

obsahom velkych, menej aterogénnych LDL ¢astic. Ak je pocet Castic vicsi, ide o fenotyp s va¢sim poctom malych, denznych, aterogénnych castic
LDL (sdLDL)

heterogénnu zmes jednotlivych lipoproteino-
vych castic intermediarnej hustoty (IDL), nizkej
hustoty (LDL) aj vysokej hustoty (HDL). Vy-
sledkom je elektroforetogram s pasmom VLDL,
tromi pasmami IDL, siedmymi pasmami LDL
(LipoPrint LDL) a desiatimi pasmami HDL (Li-
poPrint HDL).

Kym velké, menej denzné subfrakcie vykazuju
neaterogénne (frakcie HDL 1 az 3) resp. menej
aterogénne vlastnosti (frakcie HDL 4-7, LDL 1
a2 aIDL C), malé, denzné IDL B a A, LDL 3-7
a HDL 8-10 frakcie prispievaju k rozvoju atero-
sklerézy. Na obrazku ¢.2 je znazorneny rozdiel
medzi terminom ,cholesterol viazany na lipo-
proteiny nizkej hustoty (LDL-C) a terminom
»pocet castic LDL® (LDL-P).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Cielom predkladanej prace bolo monitoro-
vanie ucinnosti terapie obezity porovnanim vy-
sledkov frakcionacie lipoproteinov nizkej a vyso-
kej hustoty u obéznych pacientov a u pacientov
s nadvahou pred zacatim terapie a po Siestich
mesiacoch terapie. Liecba bola nemedikamen-

tézna a pozostavala z upravy energetického prij-
mu na 85% z hodnoty bazalneho metabolizmu.
Navyse mali pacienti predpisanu fyzicku aktivitu
v trvani pol hodiny trikrat tyzdenne, ako napri-
klad 1x plavanie, 2x rychla chodza, alebo 3x cvi-
Cenie fitnes; podla fyzickych predpokladov pa-
cientov. Subor pacientov pozostaval zo 180 Iudji,
pricom liecbu uspesne absolvovalo len 54 pa-
cientov (vek 47+ 11), z toho 16 muzov a 38 Zien.
Medzi pacientami boli 4 muzi a 9 Zien s tazkou
obezitou (index telesnej hmotnosti — BMI nad

Tab. 1. Priemerné hodnoty sledovanych parametrov
pred a po 6 mesiacoch terapie

n=53 trapiou omes)
hmotnost [kg] 95.5+27.0 86.0+24.0
BMI 367 32+6
VFA [cm?] 140.0 + 35.7 11721323
TC [mmol-L] 573+1.40 555+1.29
LDL-C [mmol-L] 330+1.10 3.24+1.00
HDL-C [mmol-L] 1.46£0.28 1.59+0.30

BMI-index telesnej hmotnosti; VFA - plocha viscerdlneho tuku
TC-celkovy cholesterol; LDL-C = cholesterol lipoproteinov nizkej hustoty
HDL-C-cholesterol lipoproteinov vysokej hustoty
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Tab. 2. Statistické vyhodnotenie rozdielov v sledovanych parametroch medzi pacientami
s ohladom na zmeny aterogénnych LDL <astic

zmena aterogénnych A hmotnosti ABMI AVFA ATC
LDL castic [%] [cm?] [mmol-L]
lvs.= 0.136 0.109 0.097 0.045
lvs. 1 0.862 0.766 0.742 0313
=vs. 1 0.159 0.129 0.051 0.211

| - pacienti s poklesom aterogénnych LDL Castic pocas terapie, n = 14; = - pacienti bez zmeny aterogénnych LDL Castic pocas terapie, n = 28
1 - pacienti s narastom aterogénnych LDL ¢astic pocas terapie, n - 11; * = p < 0.05, $tatistickd vyznamnost Studentovho t testu

Tab. 3. Statistické vyhodnotenie rozdielov v sledovanych parametroch medzi pacientmi
s ohladom na zmeny neaterogénnych HDL castic

zmena neaterogénnych A hmotnosti A BMI AVFA ATC
HDL castic [%] [cm?] [mmol-L]
Tvs. | 0.029° 0.035" 0.418 0.008™

1 - pacienti s ndrastom neaterogénnych HDL castic pocas terapie, n = 42; | - pacienti s poklesom neaterogénnych HDL ¢astic pocas terapie, n =11
* - p < 0.05, statisticka vyznamnost Studentovho t testu; ** - p < 0.01, Statisticka vyznamnost Studentovho t testu

40) 10 muzov a 21 Zien s obezitou (BMI 30 az
39,9) 2 muzi a 8 zien s nadvahou (BMI 25 az
29,9).

Priemerné hodnoty sledovanych parametrov
st znazornené v nasledujucej tabulke (Tab. 1).

K znizeniu hmotnosti a BMI doslo u kazdého
pacienta. V pripade 75 % pacientov doslo k na-
rastu hodnoty HDL-C a priblizne u 50 % k re-
dukcii hodnoty celkového cholesterolu (TC)
a LDL-C. K poklesu aterogénnych LDL castic
doslo v pripade 14 pacientov, a to v pripade 50 %
muzov a 16% zien. K zvysSeniu aterogénnych
LDL castic doslo v pripade 30 % zien, avsak nie
v pripade muzov. U ostatnych 28 pacientov sme
nezaznamenali zmenu obsahu aterogénnych
¢astic LDL. U pacientov, u ktorych doslo k znize-
niu aterogénnych LDL c¢astic sme zaznamenali aj
pokles hodnoty TC a naopak u pacientov, u kto-
rych k tejto zmene nedoslo, stipla hodnota TC
po 6 mesiacoch terapie (Tab. 2).

K poklesu percentudlneho podielu aterogén-
nych LDL aj HDL castic doslo v pripade 37 pa-

cientov (81 % muzov a 65 % zien). U 42 pacientov
doslo k zvySeniu percentualneho podielu neate-
rogénnych HDL castic (81 % muzova 78 % Zien).
Porovnanim vysledkov pacientov, u ktorych do-
$lo k zvy$eniu neaterogénnych HDL castic s vy-
sledkami pacientov, u ktorych k tejto zmene ne-
doslo, sme zaznamenali $tatisticky signifikantny
rozdiel v zmene hmotnosti, hodn6ét BMI a TC
po 6 mesiacoch terapie (Tab. 3).

ZAVER

Hlavnymi zavermi nasej prace su nasledujuce
mySslienky:
1. chudnut by sa malo pod dohladom odbornika,
2. monitoring ucinnosti terapie ma zohladnit
najnovsie poznatky o lipidoch a lipoprotei-
noch,
3. odportucania pocas chudnutia maju byt perso-
nalizované. Standardizované postupy terapie
obezity nemusia zohladnit niektoré Specifi-
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ka pacientov, akym je fenotyp lipoproteinov.
Nase vysledky poukazali na vyraznejsi pokles
aterogénnych LDL castic a vyraznej$i narast
neaterogénnych HDL castic pocas terapie
u muzov v porovnani so Zenami. Popri tych-
to skuto¢nostiach treba brat ohlad aj na to,
aby bol ciel terapie dosiahnutelny a zamera-

ny na celozivotny manazment starostlivosti
o zdravie.

PODAKOVANIE

Prdaca vznikla pri rieseni projektu KNW-1-
016/N/7/2.
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SUHRN

Priebeh tehotenstva moze byt komplikovany
mnohymi patologickymi stavmi. NajcastejSimi
pri¢inami maternalnej mortality su eklampsia,
intrakranialne krvacanie, renalne zlyhanie,
zlyhanie pe¢ene a HELLP (Hemolysis, Elevated
Liver Enzymes, Low Platelets) syndrom. V stu-
dii bola analyzovana transkripénu aktivitu vy-
branych pro- a antiangiogénnych markerov,
hladinu glukdzy ale aj totalny antioxidacny
status v biologickom materiali odobratom pa-
cientkam, ktoré porodili predcasne, v kombi-
nacii s PE (preeklampsia) a IUGR (Intrauterine
Growth Restriction) v porovnani s fyziologic-
ky ukoncenymi graviditami. Vysledky analyz
poukazuju na rozdielnu transkrip¢nu aktivitu
pro- a antiangiogénnych biomarkerov, rovna-
ko sa lisia v hodnotach TAS (Total Antioxidant
Status) v jednotlivych experimentalnych sku-
pinach. Poznanie faktorov regulujucich vznik
a odpoved na oxida¢ny stres na metabolo-
mickej a genomickej urovni prispieva k lepSej
predstave a chapaniu etiopatogenézy gyneko-
logicko-porodnickych komplikacii.

SUMMARY

Pregnancy may be complicated by many
pathological conditions. The most common
causes of maternal mortality are eclampsia, in-
tracranial bleeding, renal failure, liver failure,
and HELLP (Hemolysis, Elevated Liver Enzy-
mes, Low Platelets) syndrome. We analyzed
the transcriptional activity of pro- and antian-
giogenic markers, glucose levels as well as total
antioxidant status in women’s biological ma-
terials. Women had premature birth, in com-
bination with PE (preeklampsia) and IUGR
(Intrauterine Growth Restriction), compared
to physiologically completed pregnancies. The
results of the analysis indicate the different
transcriptional activity of pro- and anti-an-
giogenic biomarkers, as well as the TAS (Total
Antioxidant Status) values in the individual
experimental groups. New information on oxi-
dative stress regulating factors contributes to
a better understanding of the etiopathogenesis
of gynecological-parenteral complications.
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Priebeh tehotenstva moze byt komplikovany
mnohymi patologickymi stavmi. Najcastej$imi
pri¢inami maternalnej mortality su eklampsia,
intrakranialne krvacanie, renalne zlyhanie, zlyha-
nie pecene a HELLP (Hemolysis, Elevated Liver
Enzymes, Low Platelets) syndrom. Ku zvysova-
niu maternalnej a perinatalnej morbidity a mor-
tality podstatne prispievaju aj preeklampsia (PE),
vnutromaternicova rastova retarddcia plodu
(IUGR, Intrauterine growth restriction) a pred-
¢asny porod (PP). PE sa kazdoroc¢ne podiela az
na 70000 amrtiach matiek [1]. Okrem mater-
skej morbidity a mortality je PE zodpovedna
za 500000 umrti deti za rok [2]. PP je definovany
ako porod pred ukoncenym 37. tyzdiiom gesta-
cie [3]. Podiela sa na 70-80 % perinatalnej mor-
talite a takmer na polovici zavaznej neurologic-
kej morbidite novorodencov. Slovensko patri ku
krajindm s vysokym poctom PP. Najzavaznejsia
perinatalna morbidita a mortalita sa tyka 1-2%
novorodencov narodenych pred 32. gesta¢nym
tyzdnom s porodnou vahou nizsou ako 1500g
[4]. Spustacie mechanizmy tychto patologickych
stavov su stale nezname. Pri diagnostike vnut-
romaternicového zapalu spdsobeného mikrobi-
alnou invaziou sa ako pomocné vySetrenie vyu-
ziva stanovenie koncentracie glukézy v plodovej
vode [5]. Intrauterinnd infekcia zvy3uje riziko PP
a suvisi s dal$imi tehotenskymi komplikaciami,
akymi st napriklad IUGR alebo PE. Mnohé $tu-
die uvadzaju, Ze insuficiencia v antioxidacnom
systéme je pricinny faktor spojeny s nepriaz-
nivym priebehom poérodu [6]. Oxidacny stres
zodpovedny za spravny priebeh fyziologického
tehotenstva, zohrava délezitu ulohu aj pri pokle-
se plodnosti u Zien s vyssim vekom, ¢i iniciacii
PP pre poskodenie kolagénu vo fetalnych mem-
branach [7]. Oxidac¢ny stres sa taktiez podiela
na rozvoji PE a pred¢asnom odtoku plodovej
vody [8]. Intenzivnym vyskumom boli identifi-
kované biomolekuly, ktoré hraju délezitu ulohu
v angiogenéze pocas vcasného vyvoja placenty.
Medzi ne patri vaskularny endotelidlny faktor
A (VEGF A, Vascular Endothelial Growth Factor
A), placentdrny rastovy faktor (PIGE Placental
Growth Factor) a ich antagonisti, FMS-like ty-

rozin kindza 1 (sFlt-1, soluble FMS-like tyrosine
kinase), tiez znama ako VEGFR1 a rozpustny en-
doglin (sEng, soluble Endoglin). ZvySena expre-
sia faktorov vyvolanych hypoxiou, ako je napr.
HIF-1 (Hypoxia-Inducible Factor 1), stimuluje
transkripénu aktivitu anti-angiogénnych génov
a génov zastavajucich dolezitu tlohu v angioge-
néze v priebehu vyvoja placenty.

Cielom pilotnej $tudie bolo stanovit tran-
skrip¢nu aktivitu vybranych pro- a antiangio-
génnych markerov (VEGE, HIF-1, sEng, Flt-1,
PIGF-1) vo vzorkach periférnej krvi Zien, ktoré
porodili predc¢asne, v kombinacii s PE a IUGR
v porovnani s fyziologicky ukoncenymi gravidi-
tami. Transkripéna aktivita $pecifickych génov
bola detegovana s pouzitim chromatin imuno-
precipitacnej analyzy v kombinacii s qReal-time
PCR (chip-qRT-PCR). Koncentracia glukozy vo
vzorkach plodovych vod bola stanovena $tan-
dardnym laboratéornym vySetrenim (Randox
Glucose, Gluc-PAP, cat. No. GL 2623). Na sta-
novenie totalneho antioxida¢ny statusu (TAS,
Total Antioxidant Status) v plodovej vode, kto-
ry charakterizuje aktivitu vSetkych pritomnych
antioxidantov v Studovanom materiali, bola po-
uzitd kolorimetrickd metdda (Randox TAS, cat.
No. NX 2332). V $tudii boli popisané aj fluores-
cencné vlastnosti plodovej vody pomocou syn-
chrénnych fluorescen¢nych fingerprintov (SFF),
ktoré charakterizuji metabolém v biologickom
materidli. SFF boli merané v rozsahu vlnovych
dlzok A=250-550nm spektrofluorimetrom LS
55 (Perkin-Elmer, USA), pouzitim kremennej
kyvety (QS, 1 cm) pri izbovej teplote po centrifu-
gacii pri 3500 ot/10 min.

Vysledky analyz poukazuju na rozdiel v hod-
notdch TAS medzi skupinou Zien, ktorych gravi-
dita bola bez komplikdcii a skupinou zZien ktorych
gravidita prebehla s pridruzenou komplikaciou
(p=4.63E""). Pri porovnani skupiny zien s fyzio-
logickym priebehom tehotenstva a Zien s patolo-
gickym priebehom tehotenstva su hodnoty TAS
v priemere vyssie (TAS=5,699+0,572) v porov-
nani so skupinou zZien s patologickym priebehom
tehotenstva (TAS = 4,459 +0,610). Dalsie vysled-
ky analyz poukdzali na signifikantné (p<0,001)
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znizenie expresie mRNA PIGF-1 a VEGF-A
v skupine zien, ktoré rodili v termine s kompli-
kaciami a v skupine Zien, ktoré rodili pred¢asne
s komplikaciami oproti Zenam v kontrolnej sku-
pine. V danych skupinach pacientok bol zaroven
analyzovany vyrazny narast hladin mRNA pre
gény HIF-1, endoglin a Flt-1 (p <0,001).

Celkova fluorescencia plodovej vody sa od-
liSuje od fluorescencie inych biologickych ma-
teridlov a nekoreluje s obsahom celkovych pro-
teinov. Je vSak mozné najst zavislost pomerov
intenzit fluorescencie pri uréitych vinovych dlz-
kach od alfa-fetoproteinu.

Poznanie faktorov regulujucich vznik a odpo-
ved na oxidacny stres na metabolomickej a ge-
nomickej urovni prispieva k lepsSej predstave
a chapaniu etiopatogenézy gynekologicko-po-
rodnickych komplikacii. Na zaklade vysledkov
mozeme konstatovat, ze zvySeny oxidacny stres,
zvysenie hladin expresie antiangiogénnych gé-
nov a zniZenie transkrip¢nej aktivity pro-angio-
génnych génov moze v budicnosti poskytnut
informacie vyuzitelné pri diagnostike intraute-
rinnych patoldgii plodu a patologickych kompli-
kacii veducich k pred¢asnému porodu.

Prdca vznikla pri rieseni projektu VEGA
1/0873/16.
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SUHRN

Do skupiny nekddujucich RNA patri aj sku-
pina mikroRNA (miRNA), stadiu ktorych je
v poslednych rokoch venovana mimoriadna
pozornost, kedZe sa vyznamnou mierou podie-
Iaju na regulacii génovej expresie. V sticasnosti
je znamych viac ako 2000 miRNA, regulacny
potencial ktorych je Studovany v mnohych $pic-
kovych laboratoériach. Vysoka stabilita, dob-
ra detegovatelnost, Siroky dynamicky rozsah
a korelacia so znamymi klinicko-patologicky-
mi charakteristikami, predurcuje tieto mole-
kuly ako vhodné biomarkery mnohych ocho-
reni, vratane ochoreni nadorovych. Okrem
$pecifickych expresnych profilov v nadorovom
tkanive, vykazuju miRNA aj dalSie vlastnos-
ti vdaka ktorym predstavuju vhodny nadoro-
vy biomarker. Praca predstavuje miRNA ako
diagnosticky marker nadorovych ochoreni
Zien a pri nadoroch urogenitalneho traktu.

SUMMARY

MicroRNAs (miRNAs) belong to a group

of non-coding RNAs. Recently, their study has
been given extraordinary attention, since they
have a significant role in regulating gene ex-
pression. More than 2,000 miRNAs are known
nowadays, their regulatory potential is studied
in many top laboratories. High stability, good
detectability, broad dynamic range, and cor-
relation with known clinical and pathological
characteristics predict these molecules as bio-
markers of diseases, including tumor diseases.
In addition to specific expression profiles in
tumor tissue, the miRNA also exhibits other
properties that make it a suitable tumor bio-
marker. The work emphasizes the importance
of miRNA as a diagnostic marker for tumors in
women and for urogenital tract tumors.

UvVOD

Na zaciatku 90. rokov sa v laboratériu profe-
sora Horvitza (nositel Nobelovej ceny za ob-
jav regulacie bunkového cyklu a apoptozy)
na Massachusettskom technologickom institute
v Cambridgi Victor Ambros a Gary Ruvkun
zaoberali Studiom génov podielajucich sa na re-
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gulacii prechodu medzi jednotlivymi vyvojovymi
stadiami hlisty Caenorhabditis elegans. Jednym zo
$tudovanych génov bol lin-4, ktorého inaktivacna
mutdcia vedie k zdsadnym vyvojovym chybdm
hlisty (Lee a kol., 1993), a ktory je povazovany
za prvu popisani mikroRNA (miRNA). Druhym
klt¢ovym génom bol lin-14, ktorého supresorova
mutdcia dokdzala zvratit efekt sposobeny inakti-
vaciou lin-4, ¢o naznac¢ovalo mozny regulacny
efekt lin-4 na lin-14 za fyziologickych podmie-
nok. Ambros a Ruvkun popisali kratky neko-
dujuci transkript lin-4, ktory vdzbou na 3"'UTR
(Untranslated Region) oblast mRNA reguloval
post-transkrip¢né hladiny expresie génu lin-14
(Reinhart a kol., 2000).

MikroRNA (miRNA) patri do skupiny neko-
dujucich RNA molekdl a vyskytuje sa vo vacsi-
ne eukaryotov, vratane Iudi, kde sa vyznamne
podiela na regulacii génovej expresie napr. kon-
trolou mnohych fyziologickych a patologickych
procesov v organizme, vratane malignej transfor-
macie. MiRNA je kratka, 19-25 nukleotidov dlha
jednoretazcova RNA, ktora vznika z dlhého pri-
marneho transkriptu (pri-miRNA) a vlasoc¢nico-
vej prekurzorovej Struktury (pre-miRNA) ucin-
kom ribonukledz v jadre a cytoplazme (Obr. 1).
Ich hlavnou funkciou je post-transkripénd regu-
lacia génovej expresie (Farazi a kol., 2001).

Obr. 1. Struktira pre-miRNA

MiRNA musi spliiat niekolko kritérii:

a) musi byt detegovatelna pomocou northern
blotu, RT-PCR alebo inej standardnej metddy
umoznujucej detekciu RNA;

b) vyskytuje sa vo vlaso¢nicovej kmenovej casti,
asi 70 nukleotidov dlhej prekurzorovej struk-
tary;

c) sekvencie RNA a prekurzorov su fylogenetic-
ky konzervované;

d) inhibicia klucovych ribonukledz v biogenéze
miRNA musi viest k poklesu hladin kratkych
RNA a k akumulacii jej prekurzorovych struk-
tur (Ambros akol., 2003).

Pocet znamych miRNA stale narasta a v sucas-
nosti je identifikovanych a popisanych viac ako
2000 (https://www.miRBase.org). Tieto molekuly
maju potencial regulovat viac nez polovicu kédu-
jucich génov v fudskom genéme, pricom kazda
miRNA moze regulovat stovky cielovych mRNA
(Hansen a kol., 2011).

BIOGENEZA A FUNKCIA MiRNA

V ramci biogenézy (Obr. 2) obsahuju gény pre
miRNA vlastné promotory a st prepisované po-
mocou RNA polymerazy II do primdrnych tran-
skriptov (pri-miRNA). Pri-miRNA su nésledne
zostrihované ribonukledzou III (Drosha) a via-
zu sa na dsRNA (double-strand RNA) pomocou
proteinu oznacovaného Pasha (alebo DGCRS,
DiGeorge syndrome chromosomal region 8)
na kratke, 70 nukleotidov dlhé vlasoc¢nicové
struktary pre-miRNA. Spolo¢ne vytvaraju mul-
tiproteinovy komplex nazyvany mikroprocesor.
Pre-miRNA su dalej transportované do cytoplaz-
my pomocou GTP-dependentného transport-
ného proteinu Exportin 5 (Exp-5). Exp-5 ro-
zoznava dvojnukleotidové precnievanie, ktoré
zanecha na 3’konci vlaso¢nicovej pre-miRNA
ribonukledza Drosha. Transport je aktivny, ener-
geticky zavisly na vizbe GTP s malym proteinom
s GTPazovou aktivitou Ran, ktord je sucastou
transportného komplexu. V cytoplazme st pre-
-miRNA spracované do podoby maturovanych
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Obr. 2. Model biogenézy a biologickej funkcie mikroRNA

dvojretazcovych miRNA interakcii s endonukle-
azou Dicer, ktora je v komplexe dsRNA s vdzob-
nym proteinom TRBP (human immunodeficien-
cy virus transactivating response RNA-binding
protein) (Carthew a kol., 2009).

Pri spracovavani endonukledzou Dicer do-
chadza k rozvinutiu dvojretazcovej miRNA. Prvy
retazec maturovanej miRNA oznacovany ako
»guide strand“ je inkorporovany do multipro-
teinového komplexu miRISC (miRNA Induced
Silencing Complex). Druhy retazec tzv. ,passen-

ger strand” je uvolneny a degradovany. O osude
retazca rozhoduje stabilita parovania na 5 kon-
ci; veduci retazec je ten, ktory je menej stabilny
na 5'konci duplexu guided strand/passenger
strand. Poziciu zostrihovanych miest pre enzymy
Drosha a Dicer urcuju vlastnosti 5 terminalnych
alebo 3’terminalnych nukleotidov (Winter
a kol., 2011).

Spracovanie prekurzorovych struktur tymito
enzymami nie je vzdy identické, moze tak viest
k vzniku izoforiem miRNA s rozdielnymi zakon-
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¢eniami a nasledne aj s rozdielnym osudom jed-
notlivych retazcov miRNA. Gény pre miRNA pro-
dukuji predovietkym jeden dominantny retazec
miRNA (Winter akol., 2009). Pomer duplexu sa
moze menit v roznych tkanivach, v rozdielnych
vyvojovych §tadiach ¢i v priebehu nadorovej
transformacie. Maturovana miRNA, ktora je za-
¢lenena do multiproteinového komplexu miRI-
SC realizuje svoju funkciu vdzbou na nie uplne
komplementarne miesta v ramci 3 "UTR cielovej
mRNA (Krol a kol., 2010). 3'UTR oblast kon-
troluje mnoho aspektov metabolizmu mRNA
akymi su transport, lokalizacia, G¢innost transla-
cie a stabilita. Tieto oblasti mézu dosahovat dlz-
ky niekolkych kilobaz (kb) a obsahuju vdzobné
miesta pre rozne regulacné proteiny a miRNA, ¢o
umoznuje znacnu dynamicku regulaciu (New-
man a Hammond, 2010).

MiRNA inhibuje expresiu cielovych génov
post-transkripéne na urovni translacie, pricom
komplex miRISC je tvoreny predovsetkym pro-
teinmi Agol-4 (Argonaute), proteinmi Gemin3
a Gemin4 (Gen nuclear organelle associated pro-
tein) a je analogicky ku komplexu RISC (RNA-
induced silencing complex). Upln4 komplemen-
tarita miRNA s ciefovou mRNA preto umoznuje
degradaciu komplexu miRISC katalyzovanu pro-
teinom Ago2. Neuplna komplementarita je spo-
jend s inhibiciou translacie (Carthew a kol,
2009).

MiRNA A LUDSKY GENOM

Vicsina medzigénovych miRNA ma primar-
ne transkripty dlhé priblizne 3-4kb s jasne de-
finovanym $tartovacim nukleotidom a poly(A)
signdlom vymedzujucim hranicu transkriptu.
Gény pre miRNA su rozmiestnené na véetkych
ludskych chromozémoch s vynimkou chro-
mozomu Y. Priblizne 50% miRNA sa nacha-
dza v podobe klastrov, ktoré su prepisované
ako polycistronické primarne transkripty (Kim
a Nam, 2006). V genome sa miRNA vyskytuju
v roznom vztahu vzhladom k znamym a defino-
vanym transkripénym jednotkdm. Medzigénové

miRNA mozu byt monocystronické so svojim
vlastnym promdtorom alebo polycystronické,
pricom niekolko miRNA je prepisovanych ako
klastre primarnych transkriptov, deliacich sa o je-
den prométor. Dalsia skupina génov pre miRNA
si intrénové miRNA, ktoré sa vyskytuju v in-
tronovych oblastiach kodujucich gén alebo gén
pre nekddujicu RNA. Intréonové RNA sa mozu
vyskytovat samostatne alebo v klastroch a st
prepisované z promotoru hostitelského génu,
nasledne spracované klasickou biogenetickou
drahou z daného intrénu. Specidlny pripad tvo-
ria tzv. miRtrény, kde intrén priamo zodpoveda
sekvencii pre-miRNA so zastrihnutymi miesta-
mi na oboch koncoch. V takom pripade nie je
potrebny k maturacii miRtréonu mikroproceso-
rovy komplex. Najvzacnej$ou skupinou miRNA
su exonové miRNA, ktoré sa casto nachadzaju
na prechode exénu a intrénu v ramci génu pre
nekdédujucu RNA. Tieto miRNA su transkribo-
vané z promotoru hostitelského génu a ich ma-
turacia casto vedie k inaktivacii jeho transkriptu
(Olena a Patton, 2010).

MiRNA AKO BIOMARKER

MiRNA ma dolezité postavenie v post-tran-
skripénych regulaciach génovej expresie mno-
hych onkogénov a nadorovych supresorov.
Okrem S$pecifickych expresnych profilov v na-

Tab. 1. Priklady mikroRNA nachadzajtice sa v telovych tekutinach
pri vybranych nadorovych ochoreniach (Cortez akol., 2011)

‘ Telova tekutina H miRNA

Nador prsnikov miR-195, let7-a

Nadory miR-21, miR-92, miR-93, miR-126, miR-29a
vajecnikov

Nadory mocového miR-126, miR-152, miR-182

mechira

Nadory pecene miR-500

Nadory zaludka miR-17, miR-21, miR-106a, miR-106b

miR-141, miR-16, miR-92a, miR-92b,
miR-103, miR-107, miR-197, miR-34b,
miR-328, miR-636, miR-640, miR-766

Nédory prostaty
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dorovom tkanive, vykazuju miRNA aj dalsie
vlastnosti vdaka ktorym predstavuju idealny na-
dorovy biomarker (Tab. 1). Medzi tieto vlastnosti
patri napriklad ich vysoka stabilita, lahka detek-
cia, $iroky dynamicky rozsah a koreldcia so zna-
mymi klinicko-patologickymi charakteristikami
(Chan a kol,, 2011). Cirkulujica miRNA preu-
kazala velmi dobré analytické vlastnosti nielen
v diagnostike roznych typov solidnych nadorov,
ale aj v dalsich klinicko-patologickych stratifika-
cidch (Brase akol., 2010; Reid a kol., 2011).

Nadorové ochorenia Zien

Nadory prsnikov predstavuju celosvetovo
najcastejsie diagnostikované nadorové ochorenie
u zien. U zZien do 25 rokov st karcinémy vzacne.
S pribudajucim vekom sa frekvencia ich vyskytu
zvySuje. Priblizne tretina pacientiek umiera v do-
sledku metastdzovania nadoru. Na vzniku a roz-
voji ochorenia sa podiela cely rad faktorov, ktoré
mozno vseobecne rozdelit na genetické, napr.
mutacie v génoch BRCA1, BRCA2 (Breast Can-
cer), PTEN (Phosphatase and Tensin homolog)
a dalsie, ako hormondlne (napr. dlzka expozicie
estrogénu, prolaktinu), alebo environmentalne
(napr. ionizujuce Ziarenie, obezita, nevhodna
strava, nedostatok fyzickej aktivity). Zatial ¢o
prva skupina sa uplatiiuje prevazne pri vzniku
dedi¢nych foriem karcinému prsnikov (pribliz-
ne 10-15 % pripadov), ostatné skupiny zohrava-
ju vyznamnu ulohu pri zriedkavejsich formach
karcinomu prsnikov (Klener a Abrahamova,
2002).

Vicsina malignych narodov prsnikov vznika
z epitelidlnych buniek mlie¢nej zlazy, a to naj-
CastejSie z terminalnych lalocikov prsnej zlazy
a z jej vyvodov. Vzniku karcinému predchadza
atypicka duktalna alebo lobularna hyperplazia,
z ktorej sa vyvinie neinvazivna forma karcinému
oznacovana ako karcindm in situ. Najdolezitej-
$im zastupcom a zaroven najbeznej$im typom
invazivneho karcinému prsnikov je tzv. invaziv-
ny duktdlny karcinom (Gathani a kol., 2005).
Ide o heterogénnu skupinu tumorov, ktoré ne-
mozno zaradit medzi ostatné presne definované
histologické typy invazivnych karcinémov prsni-

kov. Z molekulového hladiska st karcinémy prs-
nikov velmi heterogénnym ochorenim, preto sa
karcindmy delia do réznych podskupin. Najpo-
uzivanejsie je delenie na zdklade expresie stero-
idnych receptorov (ER - estrogénovy receptor a,
PR - progesterénovy receptor a HER2 - ludsky
epidermalny rastovy receptor pripadne ampli-
fikdcia jeho génu). Na zaklade morfologickych,
molekulovych a biologickych odlisnosti jednot-
livych karcinémov a klinického Stadia ochorenia
sa v sucasnosti stanovuje prognoéza jednotlivych
pacientov a ich lie¢ba. Na prvom mieste v liecbe
lokalizovaného ochorenia je chirurgické rieSenie
tumoru, pripadne uzlin.

Druhou najc¢astejsou formou rakoviny a gy-
nekologickou malignitou u Zien mladsich ako
50 rokov je rakovina krcka maternice. Najcas-
tejsie sa vyskytuje v rozvojovych krajinach a je
druhou najcastejsou pricinou smrti zien v do-
sledku onkologického ochorenia. Najvyssie hod-
noty vyskytu ochorenia st zaznamenané v stred-
nej Amerike, v Karibskej oblasti, juznej Amerike.
Naopak, najnizsi vyskyt ochorenia je v juznej
a zapadnej Eurépe, v Japonsku a Cine. Takmer
30% zo vsetkych rakovinovych ochoreni je spo-
sobenych infekénymi cinitelmi ako su baktérie,
virusy a parazity.

Endometrialne karcindmy sa objavuji u Zien
vo veku medzi 55-65 rokov. Zname su rizikové
faktory vzniku tychto nadorov: obezita (zvySena
syntéza estrogénu v tukovom tkanive, nadob-
lickdich a vaje¢nikoch), diabetes, hypertenzia
a neplodnost (zena, ktora nerodila a ma neovu-
la¢né cykly). Karcinémy casto vznikaji na pod-
klade atypickej hyperplazie endometria. Nadory
mozu rast exofyticky do dutiny maternice alebo
st infiltrované do steny maternice. Histologicky
odpovedaju diferencovanym adenokarcinémom,
objavuju sa aj nadory so skvamdznou zlozkou.
Tie patria k adenoskvaméznym karcindémom.
K metastazam dochadza v neskor§om obdobi.
Napadnuté byvaju lymfatické uzliny panvy, ale aj
vzdialené organy.

Nédory z povrchového epitelu a stromy st naj-
pocetnejSou skupinou nadorov vajecnikov. Patri
sem cely rad nadorov oznacovanych ako serdz-
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ne, mucinézne, endometroidné a svetlobunkové.
V celej panvovej oblasti je na podbrusnici epitel,
ktory sa moze diferencovat v epitel endocervi-
kalny, endometridlny a tubdrny, s moZnostou
naslednej nadorovej transformdcie. Neexistuju
priznaky, ktoré by mohli signalizovat pociato¢né
stadium. Diagndza sa v 70 % stanovi az v III. ale-
bo IV. klinickom $tadiu. Malé percento nadorov
byva objavené nahodne pri brusnych operaciach
alebo z doévodu akutnej komplikacie nadoru.

V stcasnosti patria medzi najstudovanejsie
biomolekuly s potencidlom diagnostického vyu-
zitia aj pri malignych ochoreniach Zien aj mole-
kuly miRNA (Tab. 2).

Tab. 2. Prehlad miRNA pri Zenskych malignitach
(Wang a Luo, 2015; Yanokura akol., 2015)

H miRNA

miR-21, miR-155, miR-182, miR-10b, miR-
273, miR-9, miR-195, let7-a

Karcinom prsnikov

Karcinom endometria miR-185, miR-106a, miR-181a, miR210,
miR-423, miR-103, miR-107, miRlet7c,

miR-205, miR-449 and miR-429

miR-21, miR-92, miR-93, miR-126, miR-
29a

Karcindm vajecnikov

Nadory urogenitalneho traktu

Klasifikdcia nddorov mocového mechura ur-
¢uje dve hlavné skupiny - neinvazivnu skupinu
papilarnych tumorov a invazivne nadory. Ty-
pické papilomy st vzacne, Castejsie sa vyskytuju
ako invertovany papilém, papilarna urotelova
neopldzia s nizkym malignym potencidlom, ne-
invazivny papilarny karcindm nizkeho stupna
malignity a neinvazivny papilarny karciném vy-
sokého stupna malignity. Asi v 10% pripadov
sa nador meni na invazivny papilokarciném.
Rozlisenie papiléomu od karcinému je v niekto-
rych pripadoch velmi naro¢né. Papilarna urote-
lova neoplazia nizkeho maligneho potencialu je
ochorenie, ktoré moze mat recidivu. Povrchovy
epitel je hyperplasticky a jeho stratifikacia je za-
chovana. Papilarny urotelovy karciném nizkeho
stupna malignity na rozdiel od neoplazie vyka-
zuje zvySenie vrstvy povrchového epitelu, sply-
vanie papil a nevyraznu anizokarydzu. Papilarny

urotelovy karcindm vysokého stupna malignity -
vytvaraju sa solidne nadorové loziska, kde chyba
papilarna tprava, stratifikdcia epitelu. Objavuja
sa pocetné mitdzy a vyraznd anizocytdza a anizo-
karidza. Tieto typy karcinémov sa mozu objavo-
vat aj v oblickovej panvicke. Vyskytuju sa menej
¢asto nez podobné nadory mocového mechura,
tvoria 5-10 % vsetkych nadorov obliciek. Aj ked
su liecené nefrektémiou, 5 rokov preziva pribliz-
ne 50 % pacientov.

Urotelialny karcindm mocového mechu-
ra (UBC) patri k najcastejSiemu nadorovému
ochoreniu mocovych ciest. Najvyssia incidencia
je zaznamenand v krajindch severnej Ameriky,
severnej Afriky a Eurdpy. Najnizsia incidencia je
zaznamenana v krajinach strednej Afriky a na ju-
hovychode Azie.

Dolezitu ulohu pocas progresie urotelidlne-
ho karcindému mocového mechira zohravaju
aj molekuly miRNA (Tab. 3). Pocas epigenetic-
kych zmien alebo defektov biogenézy sa vysky-
tuje u UBC down-regulacia alebo up-regulacia.
Down-regulacia miRNA zahfna zastavenie bun-
kového cyklu, proliferaciu, apoptdézu, metastazo-
vanie a rezistenciu voc¢iliekom. Molekuly miRNA
su Casto spajané s rozsahom a typom tumoru ¢i
prezitim pacienta, a preto by v budicnosti mohli
miRNA predstavovat prognosticky a diagnostic-
ky marker.

Tab. 3. Prehlad miRNA pri urotelialnom karcinéme
mocového mechura (Enokida a kol., 2016)

| H —

Karcinom mocového || miR-1, miR-16, miR-23b, miR-24, miR-27a,
mechura miR-27b, miR-29¢, miR-30a, miR-34a, miR-99a,
miR-100, miR-101, miR-124, miR-125b, miR-
128, miR-129, miR-133a, miR-133b, miR-1353,
miR-138, miR-143, miR-144-5p/3p, miR-
145,miR-186, miR-193a, miR-195, miR-200b,
miR-200c, miR-203, miR-214, miR-218-1, miR-
221, miR-320a, miR-320c, miR-449a, miR-485,
miR-490, miR-493, miR-497, miR-574, miR-576,
miR-590, miR-126, miR-152, miR-182

Karcinomy ureteru patria k vzacne sa vyskytu-
jucim nadorom. Karcinomy mocového mechura
sa v poslednych desatrociach vyskytuju takmer
tak casto ako bronchogénne karcindmy. Postihuju
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muzov asi trikrat castejsie ako zeny. U fajciarov je
riziko vzniku karcinému 2-4krat vyssie. Tretim,
najcastejsie sa vyskytujucim nadorom muzov,
ktory casto vedie k smrti pacientov, je karciném
prostaty. Najcastejsie sa objavuje u muzov vo veku
65-75 rokov. Latentné karcindmy sa vyskytuju asi
u 50 % muzov starsich ako 80 rokov. Pric¢iny tak vy-
sokého vyskytu karcinémov prostaty nie st presne
zname. Okrem hormondlnych vplyvov hraju tlo-
hu aj genetické vplyvy a vplyvy prostredia. Hor-
monalne vplyvy vychadzaju z faktu, Ze rast nadoru
je v niektorych pripadoch potlaceny odstranenim
semennikov alebo aplikaciou estrogénov.

Epigenetické zmeny prispievaju k inicidcii
a progresii tohto ochorenia. V stcasnosti sa in-
tenzivne skumaju tri typy epigenetickych zmien:
metylacia DNA, remodelacia chromatinu a regu-
lacia génovej expresie molekulami miRNA (Jero-
nimo a kol., 2001). Karciném prostaty postupny-
mi zmenami v tkanivach zahfna stratu expresie
ribonukledzy L kédovanej génom HPC1 (Here-
ditary Prostate Cancer 1), takisto zmeny tykaju-
ce sa génu pre androgénny receptor (AR) a génu
pre MSR1 (Macrophage Scavenger receptor 1).
Hereditarne zmeny maju takisto vplyv v sekven-
cidch DNA, napriklad mutdcia v génoch BRCA1
a BRCA2. Vysledkom je zmena normélneho tka-
niva (bez patologickych zmien) na tkanivo, ktoré
sa oznacuje ako prostetickd intraepitelidlna neo-
plazia (PIN) (Shand a Gelmann, 2006).

V zavislosti od sposobu vzniku génu TM-
PRSS2-ETS v léziach typu PIN st dve rozne
cesty patogenézy karcinomu prostaty (Shah
a Chinnaiyan, 2009). K vzniku génu docha-
dza v high-grade PIN, a to priblizne u 20 % kar-

cinémov prostaty. Vznika adrogénny promotor
regulovaného génu $pecifického pre prostatu -
transmembranové proteazy serinového typu 2
(TMPRSS2, lokus 21q22.2) a gén z rodiny tran-
skripénych faktorov virusu erytroblastosis E26
transformujuci sekvenciu ETS (ETV1, lokus
7q21.2 alebo ERG, lokus 21q22.3). V tkanive
HGPIN, v ktorom doslo ku vzniku fizneho génu
TMPRSS2-ETS, dochadza k znizenej expresii
tumor supresorovych génov PTEN a NKX3.1
(NK3 homeobox 1) a ku zvysenej expresii on-
kogénu ¢-MYC (MYC proto-oncogene). Takto
zmenené tkanivo sa meni na karcindm prostaty,
zvysuje sa expresia ¢-MYC, zniZuje sa expresia
p53 a vznika pokrocily karciném prostaty. Ak
dochddza k vzniku metastdz, metastazy si zacho-
vavaju podobny typ fuzie TMPRSS2-ETS. Ak
pred vznikom metastdz neddjde k translokacii
a fizny gén nevznika, neobjavuje sa ani u meta-
staz. Nepritomnost fizneho génu sa ukazuje ako
priaznivy prognosticky faktor karcinému prosta-
ty (Nam a kol., 2007).

Ku genetickym zmendm prispievaju aj epi-
genetické zmeny, napriklad metylacia DNA.
Pri metastatickom karcinéme dochadza ku glo-
balnej hypometylacii cytozinu, ktora je spojena
s chromozomadlnou instabilitou a progresiou
ochorenia (Jerénimo a kol., 2001). ZvySena
expresia v dosledku hypometylacie promdtora
bola zaznamenana v génoch IGF2 (Insulin Like
Growth Factor 2), CAGE (Cap Analysis Gene
Expression), CYPB1 (Cytochrome P450 Family
1 Subfamily B Member 1), HPSE (Heparanase),
WNTS5A (Protein wnt Family Member 5a) a dal-
$ich. Pocas patogenézy dochadza k hypermety-

Tab. 4. Prehlad miRNA pri karcinome prostaty (Kumar a Lupold, 2016)

Karcinom miRNA
prostaty
Znizena expresia Zvysena expresia
Tkanivo miR-100, miR-107, miR-125a, miR-125b, miR-126, miR-130a, miR-133a, | miR-141, miR-148a, miR-15b, miR-17,
miR-133b, miR-143, miR-145, miR-149, miR-150, miR-195, miR-199a miR-182, miR-183, miR-18a, miR-191
Sérum miR-223, miR-24, miR-26b, miR-30c miR-103, miR-106a, miR-107, miR-141,
miR-16, miR-200b, miR-200c
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lacii génov zucastnujicich sa bunkového cyklu,
oprav DNA, hormonalnych odpovedi, apoptdzy
a k hypermetylacii promoétoru niektorych génov
kédujicich miRNA (Tab. 4). Dalsi mechanizmus
prispievajuci k deregulacii expresie génov je re-
modeldcia chromatinu a posttransla¢né modifi-
kacie histénov.

ZAVER

MiRNA sa funkéne podielaju na reguldcii nie-
kolkych hlavnych znakov maligneho nadoru, za-
sahuju do molekulovych procesov nadorovych
kmenovych buniek a procesu autofagie. Idealny
nadorovy biomarker by mal byt produkovany na-
dorovymi bunkami alebo byt odpovedou na ich
funkcie a nemal by byt pritomny v zdravych tka-
nivach alebo tkanivach napadnutych benignym
ochorenim. Dalej by mal byt lahko stanovitelny
v dobre dostupnom biologickom materiali a mal
by korelovat s velkostou tumoru, prognézou
ochorenia alebo odpovedou na liecbu. Mnohé
z tychto kritérii, v kontexte s doposial realizo-
vanymi $tudiami zaoberajicimi sa miRNA ako
potencidlnym nadorovym biomarkerom, pred-
urc¢uju miRNA ako novy, perspektivny onkolo-
gicky marker vyuzitelny nielen v laboratérnej
diagnostike onkologickych ochoreni, ale aj pri
liecbe a predovsetkym v prevencii.

Praca vznikla pri rieseni projektov VEGA
1/0372/17 a VEGA 1/0873/16.

LITERATURA

1. AMBROS, V., BARTEL, B., BARTEL, D.P,, 2003: A uniform
system for microRNA annotation. RNA, 9: 277-279.

2. BRASE,].C., WUTTING, D., KUNER, R., SULTMANN, H.,
2010: Serum microRNAs as non-invasive biomarkers for can-
cer. Mol. Cancer, 9: 306.

3. CARTHEW, R.W,, SONTHEIMER, E.J., 2009: Origins and
Mechanisms of miRNAs and SiRNAs. Cell, 136, 642-655.

4. CORTEZ, M.A., RAMOS, C., FERDIN, J., LOPEZ-BER-
ESTEIN, G., SOOD, A.K., CALIN, G.A., 2011: MicroRNAs

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

in body fluids- the mix of hormones and biomarkers. Nature

Rev., Clin. Oncol., 8: 467-477.

. ENOKIDA, H., YOSHINO, H., MATSUSHITA, R., NAK-

AGAWA, M., 2016: The role of microRNAs in bladder cancer.
Investig. Clin. Urol., 57 Suppl 1: S60-S76.

. FARAZI, T.A., HOELL, J.I., MOROZOV, P, TUSCHL, T.,

2001: MiRNAs in human cancer. J. Patol., 223:102-115.

. GATHANI, T,, BULL, D., GREEN, J., REEVES, G., BERAL,

V., 2005: Breast cancer histological classification: agreement
between the Office for National Statistics and the National
Health Servis Breast Screening Programme. Breast Cancer

Res., 7:1090-1096.

. HANSEN, T.B., KJEMS, J., BRAMSEN, J.B., 2011: Enhanc-

ing miRNA annotation confidence in miRBase by continuous

cross dataset analysis. RNA Biol., 8: 378-383.

. CHAN, E., PADRO, D.E., WEIDHAAS, ].B., 2011: Cancer

microRNAs: from subtype profiling to predictors of response
to therapy. Trends Mol. Med., 17: 235-243.

JERONIMO, C., BASTIAN, P.]., BJARTELL, A., CARBONE,
G.M.,, CATTO, ], CLARK, S., RUI, H., NELSON, W., SHA-
RIAT, S., 2001: Epigenetics in prostate cancer: biologic and
clinical relevance. Eur. Urol., 60: 753-766.

KIM, V.N.,, NAM, J.W.,, 2006: Genomics of microRNA.
Trends Genet., 22: 165-173.

KLENER, P, ABRAHAMOVA, J., 2002: Nadory prsu. v Klen-
er P.: Klinickd onkoldgia, 1. vyd., Praha: Galén, 495-513.
KROL, J., LOEDIGE, L., FLIPOWICZ, W., 2010: The wide-
spread regulation of microRNA biogenesis, function and de-
cay. Nat. Rev. Genet., 11: 597-610.

KUMAR, B., LUPOLD, §., 2016: MicroRNA expression and
function in prostate cancer: a review of current knowledge
and opportunities for discovery. Asian J. Androl., 18: 559-567.
LEE, R.C,, FEINBAUM, R.L., AMBROS, V., 1993: The C. el-
egans heterochronic gene lin-4 encodes small RNAs with an-
tisense complementarity to lin-14. Cell, 75: 843-854.

NAM, R.K., SUGAR, L,YANG, W, SRIVASTAVA, S,
KLOTZ, L.H., YANG, L.Y.,, 2007: Expression of the TM-
PRSS2: ERG fusion gene predicts cancer recurrence after sur-
gery for localised prostate cancer. Br. J. Cancer, 97: 1690-1695.
NEWMAN, M. A,, HAMMOND, S.M,, 2010: Emerging par-
adigms of regulated microRNA processing. Genes Dev., 24:
1086-1092.

OLENA, A.F, PATTON, J.G., 2010: Genomic organization
of microRNAs. J. Cell Physiol., 22: 540-545.

REID, G., KIRSCHNER, M.B., VAN ZANDIWIJK, N.,

2011: Circulation microRNAs: Association with disease and

27



20.

21.

22.

potential use as biomarkers. Crit. Rev. Oncol. Hematol., 80:
193-208.

REINHART, B.]., SLACK, E.J., BASSON, M., PASQUINEL-
LI, A.E., BETTINGER, J.C., ROUGVIE, A.E., HORVITZ,
R., RUVKUN, G., 2000: The 21-nucleotide let-7 RNA regu-
lates developmental timing in Caenorhabditis elegans. Nature,
403: 901-906.

SHAH, R.B., CHINNAIYAN, A.M., 2009: The discovery of
common recurrent transmembrane protease serine 2 (TM-
PRSS2)-erythroblastosis virus E26 trabsforming sequence
(ETS) gene fusions in prostate cancer: significance and clini-
cal implications. Adv. Anat. Pathol., 16: 145-153.

SHAND, R.L., GELMANN, E.P, 2006: Molecular biolo-
gy of prostate-cancer pathogenesis. Curr. Opin. Urol., 6, 16:
123-131.

23.

24.

25.

26.
27.

WANG, W., LUQO, Y.P, 2015: MicroRNAs in breast cancer:
oncogene and tumor suppressors with clinical potential. J.
Zhejiang Univ. Sci. B., 16 (1): 18-31.

WINTER, J., DIEDERICHS, S., 2011: MicroRNA biogenesis
and cancer. Methods Mol. Biol., 676: 3-22.

WINTER, J., JUNG, S., KELLER, S., GREGORY, R.1., DIE-
DERICHS, S., 2009: Many roads to maturity: microRNA
biogenesis pathways and their regulation. Nat. Cell Biol., 11:
228-234.

www.miRBase.org

YANOKURA, M., BANNO, K., IIDA, M., IRIE, H., UMENE,
K., MASUDA, K., KOBAYASHI, E.T., AOKI, D., 2015: Mi-
croRNAS in endometrial cancer: recent advances and poten-

tial clinical applications. EXCLI J., 14: 190-8.

28



Laboratdrna Diagnostika, XXII, 1, 2017: 29—33

DEPRENYL POZITiIVNE OVPLYVNUJE ANTIOXIDACNY STATUS
V SEMENNIKU POTKANA A ZVYSUJE POCTY SPERMII

HORVATHOVA, F., DANIELISOVA, V.2, MIHALIK, J.2
1Jstav anatémie UPJS LF, Srobarova 2, 041 80 Kosice
2Neurobiologicky Ustav SAV, Soltésovej 4, 040 01 Kosice

frantiska.horvathova@student.upjs.sk

SUHRN

Téma neplodnych muzov a muzov so znize-
nou plodnostou je ¢oraz aktualnejsia. Mnoho
clankov zameranych na tuto problematiku je
zameranych na suplementaciu antioxidantmi,
pretoze sa ukazalo, Ze jednou z pricin neplod-
nosti je oxidacny stres. Bolo dokazané, ze
deprenyl v nizkych davkach ma preukazatel-
né antioxidacné vlastnosti. Zistili sme, Ze jeho
intraperitonealna aplikacia v dvoch roznych
davkach pozitivne ovplyvnila oxidacny status
v semenniku potkana. Zatial ¢o vysoka davka
(HDD, high dose of deprenyl; 0,25 mg/kg/den)
zvysila aktivitu SOD a CAT, pri nizkej dav-
ke (LDD, low dose of deprenyl, 0,0025mg/kg/
den) doslo okrem k vzostupu antioxida¢nych
enzymov aj k zvySeniu poctu spermii oproti
kontrolnej skupine o 19 %. Deprenyl pozitivne
ovplyviiuje antioxidac¢ny status v semenniku
potkana a jeho nizka davka zvySuje pocty sper-
mii.

Klucové slova: deprenyl, muzska neplod-
nost, spermie, MnSOD, CuZnSOD, CAT

ABSTRACT

Infertility and reduced fertility is one of the
topics in recent years. Many articles are focused
on antioxidant supplementation. It has been
shown that one cause of infertility is oxidati-
ve stress. It was proved that low dose adminis-
tration of deprenyl has antioxidant properties.
We observed that the intraperitoneal adminis-
tration of deprenyl in two different doses has
positive influence on the antioxidant status in
rat testes. While high dose of deprenyl (HDD,
0,25 mg/kg/day) elevated the activity of supe-
roxide dismutase (SOD) and catalase (CAT),
low dose of deprenyl (LDD, 0,0025 mg/kg/day)
increased not only SOD but also sperm count
compared to control by 19 %.

Key words: deprenyl, male infertility, sperm,
MnSOD, CyZnSOD, CAT
UVOD

Deprenyl sa vyuziva v terapii Parkinsonovej
choroby, no jeho tcinky st mnohostranné. Je to
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latka so Sirokym spektrom ucinku. Ten je vSak
zavisly na davke, druhu zvierata, pohlavi a veku
(Kunikowska a kol., 2002). Jeho dlhodobé uzi-
vanie zvy$uje hladiny antioxida¢nych enzymov
superoxiddizmutazy (SOD) a katalazy (CAT)
(Carrillo a kol,, 1991), redukuje tvorbu reak-
tivnych foriem kyslika (Simon a kol., 2005), tiez
redukuje produkciu peroxidu vodika v procese
metabolizmu dopaminu (Olanow a kol., 1995)
a udrziava integritu mitochondridlnej membrany
(Simon akol., 2005).

Vplyv oxida¢ného stresu na plodnost, pocet
a pohyblivost spermii je Studovanou témou. Jeho
negativny vplyv sa prejavuje zmenami v DNA,
znizenou pohyblivostou a poctom spermii a tiez
znizenymi oplodnovacimi schopnostami (Ham-
dy a kol., 2012). Pozitivnu stvislost medzi zvy-
$enymi hladinami SOD v seminalnej plazme
a zvy$enym poctom spermii zistili Shiva a kol,,
(2011).

Schopnost deprenylu zvysit aktivitu antioxi-
da¢nych enzymov sa dokazala v nervovom tka-
nive a v peceni. SOD st enzymatické antioxidan-
ty, ktoré dizmutuju superoxid na peroxid vodika.
Ten je v nasledujucom kroku premienany pomo-
cou CAT na kyslik a vodu. Cielom tohto expe-
rimentu bolo zistit, ¢i intraperitonealna aplika-
cia deprenylu v dvoch roznych davkach, vyvola
zmenu v aktivite medeno-zinkovej a mangano-
vej superoxiddizmutazy (CuZnSOD a MnSOD)
a na ne nadvizujucu aktivitu CAT v semenniku
potkana.

MATERIAL A METODY

Samce potkanov kmena Wistar vo veku 3 me-
siacov boli nahodne rozdelené do troch skupin:
kontrolna skupina (C), nizka davka deprenylu
(LDD) a vysoka davka deprenylu (HDD). Zvie-
ratam bol pocas 30 dni intraperitonalne podava-
ny deprenyl, LDD (0,00 25 mg/kg na den), HDD
(0,25mg/kg na den) alebo fyziologicky roztok
(C, control; kontrolnd skupina). Zvierata boli
kfmené $tandardnou diétou v miestnosti s regu-
lovanou teplotou a pravidelnym svetelnym cyk-

lom (12h/12h). Po ukonceni podavania depre-
nylu boli usmrtené letdlnou ddvkou tiopentalu
(40 mg/kg). Manipuldcia a experiment so zviera-
tami bol schvéleny Etickou komisiou UPJS LF aj
SVPS SR(Cislo povolenia: Ro-1757/10-221b).

ODBER A SPRACOVANIE VZORIEK

Tkanivo semennikov z usmrtenych zvierat sa
vyuzilo na meranie aktivity SOD a CAT. Akti-
vita SOD bola merana pomocou modifikovanej
nepriamej spektroskopickej inhibi¢nej metddy.
Prostrednictvom xantinxantinoxidazy bol vo
vzorke generovany superoxid, o ktory sutazili
SOD a nitroblutetrazolium (NBT). NBT je supe-
roxidom redukovany na modry formazan, kto-
rého absorbancia bola vyhodnotena pri 560nm.
Ziskané udaje boli zakreslené do grafu ako inhi-
bicia vs. proteinova koncentracia. Hodnoty SOD
enzymov st udavané v jednotkach na g proteinu
(U/g protein), pricom jedna jednotka je defino-
vana ako mnozstvo, ktoré redukuje absorban-
ciu o 50%. Aktivita CuZnSOD bola vypocitana
ako rozdiel medzi aktivitou celkovej SOD a ak-
tivitou MnSOD tak, Ze aktivita CuZnSOD bola
inhibovana pridavkom 2mM kyanidu sodného.
Aktivita CAT bola urcena spektrofotometrickou
metodou podla Gétha. Supernatant bol inkubo-
vany s peroxidom vodika (substrat). Enzymatic-
ka reakcia bola zastavend pridanim 32mM mo-
lybdatu amoénneho. Intenzita vzniknutého zltého
komplexu (molybdat aménny - peroxid vodika)
bola merana pri 405nm. Aktivita CAT je udava-
na v jednotkach U/g proteinu.

Prisemenniky po odobrati do predhriateho
PBS (pH=7,2) boli prenesené do 1ml média
199 s Hanksovymi solami a Hepesom (Gibco,
12340-030). Nasledne boli niekolkokrat nastrih-
nuté, ¢im sa spermie uvolnili do roztoku. Z neho
sme odobrali 50 ul a preniesli do 950 ul fixa¢né-
ho roztoku (riedenie 1:20). Fixa¢ny roztok sme
pripravili rozpustenim 50 g NaHCO, a 10ml 35 %
formalinu v 1000ml dH,0. Po dokonalom pre-
mie$ani sme preniesli po 10 pl pracovného rozto-
ku so spermiami na oba konce Neubauerovej ko-
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morky, kde sme spermie spocitali v 5 $tvorcoch
(V=4nl, S=0,04mm, h=0,01 mm), v mriezke
¢islo 5. Ziskané hodnoty boli vynasobené fakto-
rom riedenia 20, ¢im sme dostali konecny pocet
spermii v 10° ml™".

Aktivity enzymov boli vyhodnotené pomocou
testu ANOVA. Vzijomny vztah medzi aktivitou
enzymov a poctom spermii bol uréeny regresnou
analyzou.

VYSLEDKY

Intraperitonedlna aplikacia deprenylu pozi-
tivne ovplyvnila aktivitu SOD a CAT. Vyrazny
narast aktivity CuZnSOD oproti kontrole bol
zrejmy v oboch experimentalnych skupinach.
Merania MnSOD zaznamenali najvys$siu aktivitu
pri nizkej davke, v HDD skupine stipla MnSOD
oproti kontrole len nepatrne (Tab. 2). Celkova
SOD a tiez aktivita CAT zaznamenali zvySenu
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Obr. 2. Regresna analyza MnSOD a poctu spermii

aktivitu v oboch experimentdlnych skupinach
(Tab. 2).

Pocet spermii stipol v HDD oproti C len
0 3%, avSak po podani nizkej davky deprenylu
doslo k vzostupu poctu spermii oproti kontrole
az 0 19% (Tab. 2).

Vysledky regresnych analyz naznacuju, Ze
existuje suvislost medzi aktivitou SOD a poctom
spermii (Tab. 1). S narastajucou aktivitou SOD
stipal pocet spermii (Obr. 1, 2, 3). Statistickd vy-
znamnost bola dosiahnutd pri MnSOD v LDD.
Negativna korelacia medzi CAT a poctom sper-
mii poukazuje na to, Ze aktivita CAT na pocet
spermii nevplyva (Obr. 4)

DISKUSIA
Intraperitonedlna aplikacia deprenylu zvysila

u pokusnych zvierat aktivitu antioxida¢nych en-
zymov v semennikoch. V regresnych analyzach
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Obr. 3. Regresna analyza CAT a poctu spermii
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Tab. 1. Hodnoty $tatistickej vyznamnosti regresnej analyzy a poctu spermii

‘ ‘ SOD CuZnSOD MnSOD CAT
C 0,5 0,72 0,022 0,9704
LDD 0,3 0,5 0,028 0,6533
HDD 0,02 0,03 0,23 0,0206

Tab. 2. Priemerné hodnoty SOD, CAT a spermii v jednotlivych skupinach

SOD CuZnSOD MnSOD CAT Pocet spermii
v miliénoch
C 1,56 0,256 1,19+0,169 0,37+0,088 17,29+4,67 115,135
LDD 2,88+0,394 2,15+0,295 0,730,098 33,55+6,51 137,545
HDD 2,55+0,308 2,18+0,222 0,37+0,084 32,01+6.55 119,909
ANOVA p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

sme Statistickil vyznamnost nedosiahli v CuZn-
SOD. CuZnSOD pozostava z dvoch frakcii, SOD1
a SOD3. SOD1 je cytoplazmatickd forma a SOD3
extracelularna, ktoré sme vsak v tomto experi-
mente nevedeli rozlisit. Vyznamny je poznatok,
ze aktivitu CuZnSOD v semenniku zvysili obe
davky deprenylu takmer na rovnaku hodnotu.
CuZnSOD tvori majoritnu zlozku meranych
SOD enzymoyv, preto sa Statistickd vyznamnost
nedosiahla ani v celkovej SOD.

KedZe na aktivitu SOD uzko nadvézuje ak-
tivita CAT. Jej namerand aktivita ako keby ko-
pirovala aktivitu celkovej SOD a bola zvysend
v oboch experimentalnych skupinach. Negativna
korelacia medzi aktivitou CAT a poc¢tom spermii
naznacuje, Ze pocet spermii nie je na jej aktivite
zavisly. Aj ked je kataldza dolezitd v destrukcii pe-
roxidu vodika (H,0,) vytvorenom SOD enzyma-
mi, vsemenniku moze byt jej funkcia druhorada.
V degraddcii H,O, v semenniku je asi dolezitejsia
glutatiénperoxidaza, ktorej aktivita v semenniku
je vyssia ako aktivita CAT (Schneider a kol,
2009).

Aktivita MnSOD bola dvojnasobne zvysena
oproti kontrole v nizkej davke a v tejto davke
sme dosiahli aj najvyssi pocet spermii. MnSOD

je dolezity mitochondridlny enzym. Uvadza sa,
Ze jej zvySena expresia redukuje chromozoémo-
vu nestabilitu (van de Wetering, 2008). Avsak jej
nadmieru zvySena aktivita je spojend s rizikom
nadprodukcie H O,. Ak neddjde k jeho ucin-
nému odstraneniu, moéze redukovat bunkovu
proliferdciu a oddaluje vstup buniek do S-fazy
(Kim a kol., 2010). Predpokladame, Ze hoci do-
$lo k zvy$eniu MnSOD, jej aktivita nepresiahla
kriticki hodnotu. Na jednej strane to oddvod-
nujeme zvysenou aktivitou CAT a tiez aj tym, Ze
v spermiach, ktorych pocet stupol o 19 %, nedo-
$lo k fragmentacii DNA (Mihalik a kol., 2015).
Nami pouzita nizka davka deprenylu, je nie-
kolkonasobne nizsia ako maximalna pripustna
davka v terapii Parkinsonovej choroby. Ukazalo
sa, ze pozitivne ovplyviuje antioxidacny status
v semenniku potkana, ¢o podporuju aj zvysené
pocty spermii, ktoré nevykazovali poskodenie
DNA. Tieto vysledky by mohli byt v budtcnosti
aplikovane v terapii muzskej neplodnosti, moz-
no aj pri kryoprezervacii spermii. Avsak je nutné
dosledné testovanie na ludskych dobrovolnikoch,
pretoze ucinnost deprenylu je zavisla na veku,
pohlavi jedinca a od samotnej davky deprenylu.
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VPLYV ANTIOXIDANTOV NA MUZSKE REPRODUKCNE PARAMETRE

INFLUENCE OF ANTIOXIDANTS ON MALE REPRODUCTIVE PARAMETERS

HORVATHOVA, F., MATEFFY, S.
Ustav anatémie UPJS LF, Srobarova 2, 041 80 Kosice

SUHRN

Oxidacny stres v muzskom reprodukénom
systéme sposobuje poskodenie bunkovych
membran a integritu DNA. Obvykle s mecha-
nizmu tvorby a eliminacie reaktivnych foriem
kyslika (ROS) v rovnovahe. Jej narusenie moze
viest u muzov az k neplodnosti. Je dokazané, ze
ROS st jednou z pricin neplodnosti. V snahe
znizit oxida¢ny stres v muZskom pohlavnom
systéme sa vyuzivali mnohé latky s antioxi-
da¢nymi vlastnostami. Mnohé z tychto latok
su zname, dlho vyuzivané, ¢asto su pouZivané
aj vytazky z rastlin. Menej ¢asto nachadzame
informacie o novosyntetizovanych latkach,
pretoze testovanie je ¢asovo a financne naroc-
né. Clanok prinasa prehlad latok, ktoré zvysili
hladiny antioxida¢nych enzymov a zlepsili re-
produkc¢né parametre v muzskom pohlavnom
systéme.

Klucové slova: neplodnost, antioxidanty, re-
aktivne formy kyslika, spermie

SUMMARY

Oxidative stress in the male reproductive
system causes damage to cell membranes and
can destroy DNA integrity. Usually, there is
equilibrium between the formation and sca-
venging of reactive oxygen species (ROS). The
disruption of this mechanism can cause infer-
tility. There is evidence that ROS belong to fac-
tors causing infertility. In order to reduce oxi-
dative stress in the male reproductive system
many substances with antioxidant properties
has been used. Many of these substances are
long known and lot of are plant extracts. In-
formation of newly synthesized substances are
less often because testing is time- and costly
consuming. This article provides an overview
of substances that increase levels of antioxi-
dant enzymes and improve reproductive para-
meters in the male reproductive system.

Key words: infertility, antioxidants, reactive
oxygen species, spermatozoa
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Oxidacny stres je jednym z faktorov v etiologii
muzskej neplodnosti. Je dosledkom nerovnovahy
medzi tvorbou a elimindciou reaktivnych foriem
kyslika. Reaktivne formy kyslika (ROS, reactive
oxygen species) st vedlajsim produktom fyzio-
logickych procesov a bunkového metabolizmu.
Hoci ich nadprodukcia je spajand s bunkovym
poskodenim, ich pritomnost v bunke je dolezi-
ta, pretoze plnia funkciu sekundarnych poslov.
Preto sa aj v semene udrziavaju nizke hladiny
oxidac¢ného stresu, aby sa zabezpecila normalna
bunkova signalizacia (Ford, 2004).

Nadmerna produkcia ROS moze posobit
skodlivo. ROS indukuju lipidova peroxidaciu,
DNA fragmentdciu, naru$uju motilitu spermii
a mozu naru$it normdlny embryondlny vyvin
(Aitken, De Iuliis, 2007; Aitken, Baker,
2006; Sikka, 2001; Hales akol., 2005). Na trov-
ni semennikov sui schopné narusit germinalny
epitel, potrebny na diferencidciu spermii a ste-
roidogénnu aktivitu Leydigovych buniek (Hales
a kol., 2005; Naughton a kol., 2001). Sucasné
studie poukazali na suvislost medzi neplodnos-
tou a zvySenymi hladinami ROS (Tremellen,
2008; Rajesh Kumar a kol., 2002). Hoci je oxi-
dacny stres jednym z faktorov neplodnosti, jeho
pri¢inny mechanizmus zostava nejasny. Moze
k nemu prispievat nadmerny ucinok fyzikalnych,
chemickych a patologickych vplyvov. Klinicky
obraz je velmi komplexny. Oxida¢né poskodenie
kazdého jedinca je vysledkom vplyvu vonkajsie-
ho prostredia (faj¢enie, chemoterapia, radiacia),
pritomnosti patologickych faktorov (infekcie,
diabetes), genetickych faktorov, vplyvu xenobio-
tik, narusenia endokrinného prostredia... (Ait-
ken akol,, 1989; Marchlewicz akol., 2007).

U mnohych neplodnych muzov boli name-
rané zvySené hladiny ROS. Prvotne sa predpo-
kladalo, Ze je to sposobené ich nadprodukciou.
Vyskumy vsak naznacuju, ze pravdepodobnou
pri¢inou je znizena aktivita antioxidantov (Zini
a kol., 1993). Zvysit hladiny antioxidantov sa
pokusali mnohé stadie, vyuzivajuc latky s pre-
ukdzanym antioxida¢nym uc¢inkom. Medzi naj-
starSie a najcastejsie pouzivané patria vitamin C
a E, glutation, karnitin, lykopén, koenzym Q10.

Postupne sa zacali vyuzivat vytazky réznych rast-
lin, ¢i uz domacich alebo znamych z tradicnej
mediciny réznych svetovych oblasti (¢ernuska,
goji, ZensSen a iné). Vyuzivat sa mozu aj lieciva,
ktorych primdrne urcenie bolo v terapii inych
chorob, napr. deprenyl, ktory sa vyuziva hlavne
v terapii Parkinsonovej choroby, ale jeho poda-
nie u potkanov zvysilo pocet spermii (Mihalik
a kol., 2015). Nakoniec st k dispozicii aj novo-
syntetizované latky (Fertilix).

Najznamejsie pouzZivané antioxidanty

Vitamin C, kyselina L-askorbovd, je jednym
z najviac znamych a vyuzivanych antioxidantov.
Antioxida¢né vlastnosti vitaminu C ochranu-
ju ludské spermie pred poskodenim vyvolanym
endogénnou oxidaciou DNA. Jeho koncentra-
cia v seminalnej plazme je desatkrat vyssia ako
v krvnom sére. Je zaujimavé, Ze vitamin C pdso-
bi v nizkych davkach ako antioxidant a vo velmi
vysokych davkach pdsobi ako oxidant (Wayner
akol., 1986). Zvyseny prijem vitaminu C bol spre-
vadzany zvySenym poctom spermii, zlepSenou
motilitou a Zivotaschopnostou (Eskenazi a kol,,
2005; Dawson a kol., 1987). Rovnaky ucinok
malo podavanie vitaminu C aj u faj¢iarov (Daw-
son a kol., 1992). Pri leukocytospermii (zvyse-
ny pocet leukocytov v ejakulate nad 1x10°ml™)
koncentrdcia vitaminu C v semindlnej plazme
vyrazne klesa. Pri nedostatku vitaminu C sa zvy-
Suje zastupenie abnormalnej fragmentacie DNA
v spermiach (Song a kol. 2006).

Pri analyzovani ejakulatu sa sledovali aj stra-
vovacie navyky muzov. Vysledky ukazali, Ze muzi,
ktori prijimaju stravu s vys$im obsahom antio-
xidantov, medzi nimi aj vitamin E, maju lepsie
vysledné charakteristiky ejakulatu. Vitamin E
sa spaja s lepSou motilitou spermii a ich vy$simi
poctami (Eskenazi a kol,, 2005). U muzov s vy-
sokym koncentraciami ROS v ejakuléte, podava-
nie vitaminu E zvysilo jeho sérova koncentraciu
a zlepsilo oplodnovaciu funkciu spermii (Kes-
sopoulou a kol., 1995). Vitamin E tiez znizuje
hladiny lipidovej peroxidacie u spermii (Geva
a kol., 1996).

Vitamin C a E posobia v ochrane proti ROS
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ako synergisti. Ich kombinacia u muzov s nevy-
svetlenou neplodnostou a zvySenou fragmenta-
ciou DNA znizila pocty spermii s fragmentova-
nou DNA azvysila percento tspesnych oplodnenti
(Greco akol., 2005).

Glutation, GSH, je dolezity antioxidant. Na-
chadza sa v seminalnej plazme, kde posobi proti
oxida¢nému stresu, ktory moze poskodit sper-
mie. GSH je aktivny predovsetkym pri zapaloch.
U pacientov s chronickymi zapalmi pohlavného
ustrojenstva zvysil motilitu spermii a zlepsil ich
morfoldégiu. GSH neposobi priamo na spermie,
ale jeho ucinok je zaloZzeny na zmene prostredia,
v ktorom sa spermie nachadzaju (Lenzi a kol,
1993).

Karnitin sa v poslednej dobe pouziva ako
stravovaci doplnok pri chudnuti a Sportovani. Je
v pozitivnej korelacii s motilitou, vitalitou a kon-
centraciou spermii (Tang a kol., 2008). Vyuzitie
karnitinu ako antioxidantu sa testovalo na fudoch
aj zvieratach. Niektoré experimenty vykazovali
uspesnost, iné zase nie. Ako ucinny antioxidant
sa karnitin ukazal pri pacientoch s prostato- ve-
zikulo-epidimitidou a leukocytospermiou, ale
len vtedy, ak boli pacienti predtym lie¢eni pomo-
cou protizapalovych lie¢iv (Vicari et al., 2002).
Ci je karnitin skuto¢ne G&inny antioxidant, sa
neda s urcitostou potvrdit, pretoze mnohé stadie
nemali kontrolnu skupinu. V inych experimen-
toch posobil pozitivne na kvalitu semena, ale ako
antioxidant bol neu¢inny (Lenzi a kol., 2003).

Koenzym Q10, tiez ubichinon, je sucastou
dychacieho retazca. Ako antioxidant pdsobi v sa-
motnych mitochondriach a bunkovych membra-
nach. Jeho nedostatok v organizme sposobi nizsi
pocet spermii a zaroven vzostup spermii s ab-
normalnou morfolégiou (Balercia akol., 2004).
Koenzym Q10 sa ukazal byt aj ucinny pri in vitro
fertilizacii, po jeho dlhodobom podavani sa zvy-
$il pocet oplodneni (Lewin, Lavon, 1997).

Jeden z najucinnejsich antioxidantov je me-
latonin. Redukuje oxidacny stres v semenniku
vyvolany etanolom, indometacinom, radiaciou,
cisplatinou. In vitro $tudie poukazali na to, ze me-
latonin a jeho prekurzor, N-acetyl-serotonin, by
mohli inhibovat lipidovua peroxidaciu v testiku-

larnych mikrozémoch a mitochondriach (Oth-
man a kol., 2001; Gavazza, Catala, 2004).
Ochranu pred cyklofosfamidom, adriamycinom
a oziarenim sprostredkovalo podavanie kyseliny
lipoovej (Prahalathan a kol., 2005; Selvaku-
mar akol,, 2004; Manda a kol., 2007).

Vytazky z rastlin

Testovanie tc¢inkov vytazkov z rastlin je novo-
dobym trendom v Sirokom spektre medicinske-
ho vyskumu.

Lykopén, cervené farbivo, prirodny karote-
noid a antioxidant je pritomny v paradajkach,
vodnom meldne, $ipkach. Je schopny zvratit oxi-
dac¢né poskodenie v semenniku vyvolané cyklo-
sporinom a cisplatinou (Turk akol., 2007; Ates-
sahin akol., 2006).

Betakarotén, ktory je vSeobecne znamou rast-
linnou zlozkou, znizuje oxidacny stres po kad-
miu, potlaca lipidovi peroxidaciu a obnovuje
hladiny superoxid dizmutdz, glutatién S-transfe-
raz a glutatiénu na fyziologické hladiny (E1-Mis-
siry, Shalaby, 2000).

Vytazok z goji, Lycium barbarum, ochranu-
je spermie pred oxida¢nym stresom vyvolanym
teplom a potlaca poskodenie DNA vyvolané pe-
roxidom vodika (Mallick a kol., 2007).

Rastlina, ktora sa aj na nasom tzemi vyuziva-
la v tradi¢nej medicine, je cernuska, Nigella sa-
tiva. Aplikovala sa pri chorobach dychacich ciest
a traviaceho ustrojenstva, pri poruchach obli¢iek
a pecene, tiez pri reumatizme (Ahmed a kol,
2013). Predpoklada sa, Ze zlozkou s antioxidac-
nymi vlastnostami, ktora vplyva na reprodukéné
parametre, je tymochinén. U potkanov podava-
nie ¢ernusky zvysilo pocty spermii a ich motili-
tu, zvysilo pocet Leydigovych buniek. Cernugka
pravdepodobne podporuje aj sekréciu testoste-
rénu a FSH, ¢im posobi na zvysenie poctu sper-
mii (Mohammad a kol., 2009; Parandin a kol.,,
2012).

Zen3en indicky, Withania somnifer, sa vy-
uziva v tradi¢nej indickej medicine. Jeho poda-
vanie znizilo hladiny oxidantov, zvysilo hladiny
antioxidantov a vitaminov A, C a E v seminalnej
plazme. Taktiez posobi priaznivo na hladiny tes-
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tosteronu, luteiniza¢ného hormadnu a folikuli sti-
mulujuceho hormoénu (Shahin a kol., 2009).
Pri oxida¢nom strese nasledkom diabetu po-
mohol extrakt z bananovnika, tamarindu indic-
kého, klincekovca jambolanového a Coccinia in-
dica (Mallick a kol., 2007). Podavanie lecitinu
ochranilo spermie pred oxida¢nym stresom in-
dukovanym chronickym prijmom etanolu (Ma-
neesh a kol, 2005). Podavanie antioxidantov,
ako je resveratrol (vytazok z cerveného hrozna)
a kakao, zlepsilo testikularne funkcie zdravych
zvierat (Juan akol., 2005; Orozco akol., 2003).

Novosyntetizované latky

Od roku 2009 je na australskom trhu dostup-
na latka Menevit (Bayer Australia, Pymble, New
South Wales, Australia). Toto lie¢ivo preukazatel-
ne zvysilo pocet oplodneni u Iudi z 16% na 38%,
ak sa jednalo o prirodzené pocatie. Pri umelom
oplodneni sa jeho uc¢innost nepreukazala (Tre-
mellen a kol., 2009).

Informacie o potencionalnom antioxidac-
nom ucinku novosyntetizovanych latok v ex-
perimentalnej faze vyvoja je pomerne malo. Je-
den z najnovsich antioxidantov, zatial testovany
na zvieratdch, je Fertilix. Bol vyvinuty vedcami
zo skupiny CellOxess (LLC, Medicinal Chemis-
try, Princeton). Testovania prebiehali v laboraté-
ridch vo Franctzsku a Spanielsku. U testovanych
mysi Fertilix znizil defragmentdciu DNA. U mysi
po skrotilnom tepelnom Soku obnovil pocty
oplodneni takmer na normalne hodnoty. Zauji-
mavé je, ze tieto vysledky boli dosiahnuté uz po 2
tyzdnoch podavania (Moazamian a kol., 2015;
Gharagozloo akol, 2014).

Mnohé¢ $tudie nedokazali pozitivny vplyv an-
tioxidantov potvrdit, v inych bol zjavny. Nie je
presne zname, preco sa u niektorych nedostavil
ocakavany kladny tc¢inok. Mdze to byt spdso-
bené nevhodnou dévkou, kombinaciou, dlzkou
podavania. Testovanie novych antioxidantov je
komplikované a ako uspesny sa v priemere ukaze
jeden z piatich.
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SUHRN

Osteomyelitida celuste a sanky je zavainé
kostné ochorenie. Zahfna spektrum poruch,
ktoré su definované hlavne na zaklade klinické-
ho, radiologického, histopatologického a etio-
logického nalezu. S ohladom na potencialne
funk¢né a estetické nasledky je dolezita vcasna
diagnoza osteomyelitidy, ktora umoznuje vy-
tvorit vhodny podklad pre primeranu liecbu.
Zobrazovacie metédy pomahaju k presnému
hodnoteniu zapalovych zmien kosti a makkych
tkaniv pre skoré potvrdenie diagndzy, na pres-
né urcenie rozsahu ochorenia a rozpoznanie
potencidlnych komplikacii alebo tendencie
chronicity. Okrem zobrazovacich metod su do-
lezité vysledky biochemickych vySetreni, ktoré
napomahaju k zlepSeniu samotnej diagnostiky.
Osteomyelitida celuste a sanky predstavuje vel-
ku vyzvu pre medicinu orofacialnej oblasti.

Klucové slova: Osteomyelitida, kostna re-
modelacia, markery

SUMMARY

Osteomyelitis of the jaw and mandible is
consider as serious bone disease. It includes
a spectrum of disorders, defined mostly due
to clinical, radiological, histopathological and
etiological findings. With the respect to the
potentially functional and aesthetic consequ-
ences is important early diagnosis of osteomy-
elitis, which allows to create a suitable basis
for the treatment. Imaging techniques help to
exact evaluation of inflammatory changes in
bone and soft tissues and in early diagnosis
confirmation, to exact determination of the
disease extension and in detection of potential
complications or chronicity trends. Instead of
imaging methods are important the results
of biochemical tests are important, and could
help in diagnosis improvement. Osteomyelitis
of the jaw and mandible is a great challenge for
medicine in orofacial region.

Key words: Osteomyelitis, bone remodeling,
markers
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UVOoD

Osteomyelitida celusti je velmi unikatne ocho-
renie tvarovych kosti, ktoré napriek pokrokom
v diagnostike a novym terapeutickym postupom
predstavuje velkt vyzvu pre dentdlnu medicinu,
ako aj pre lieceného pacienta. Osteomyelitidy
Celuste a sanky patria k infek¢nym ochoreniam,
ktoré st casto spojené s komplikovanym priebe-
hom. Niekedy su nutné rozsiahle operdcie, kto-
ré vedu k znetvoreniu tvare s nasledkom straty
postihnutych kosti a zubov, pripadne aj k vzniku
sprievodného zjazvenia (Baltensperger, 2009).
Primdrne je vznik tohto ochorenia spdjany s in-
fekciou sposobenou mikroorganizmami. Ocho-
renie moze vzniknut tiez po komplikaciach pri
zubnych extrakcidch, pri nedostato¢nej liecbe
zlomeniny v tvarovej oblasti a/alebo po ozaro-
vani Celuste (Koorbusch a kol., 1992). Aj na-
priek vSetkym vyhodam spojenym s pokrokom
mediciny a zubného lekarstva, problémy so zvy-
Sujicim sa podielom mikroorganizmov odol-
nych voci bezne pouzivanym antibiotikam, vacsi
pocet pacientov liecenych steroidmi a dal$imi
imunokompromitujicimi liekmi, ako aj rastd-
ci vyskyt ochoreni napr. AIDS a diabetes, vedie
k vzniku novych problémov pri liecbe osteomye-
litidy a k narastu pripadov pacientov zle reaguju-
cich na $tandardnu liecbu. Osteomyelitida preto
predstavuje velku vyzvu pre medicinu orofaci-
alnej oblasti. Aj na zaklade vyssie spomenutych
faktorov sa venuje zvySend pozornost prave vcas-
nej diagnostike osteomyelitid.

Osteomyelitidy mozeme rodzdelit do dvoch
zakladnych skupin a to na akutnu a chronicka
(Arunkumar a kol., 2011). Vicsina pripadov
akatnej osteomyelitidy je diagnostikovanych
lahko podla klinického obrazu, priebehu ocho-
renia a vyhodnotenim nalezov diagnostickych
zobrazovacich metod. Pri akutnom priebehu
ochorenia dochadza k nekrdze a destrukcii kosti.
V klinickom obraze pacientov je mozné pozoro-
vat opuch dasien, prislu$nej casti tvare, silné bo-
lesti, horucku az triasku. V niektorych pripadoch
je pozorovana kyvavost a uvoliiovanie zubov su-
visiacich s infekciov zubov. Naproti tomu klinic-

ky obraz a priebeh chronickej osteomyelitidy sa
casto diagnostikuje tazsie, pretoze chyba predis-
ponujica udalost, ako napriklad stomatochirur-
gicky zékrok alebo infikovany zub. Pri podozreni
treba venovat viac pozornosti anamnéze pacien-
ta. Vzhladom na ne$pecifické klinické priznaky,
ktoré nevykazuju jasné znamky infekcie, ako st
tvorba hnisu alebo fistul, meni sa zoznam dife-
rencidlne diagnosticky vyznamnych stavov v po-
rovnani s akutnou a sekunddrne chronickou os-
teomyelitidou (Topazian, 1994; Makek, 1983).

Biochemické markery v diagnostike
ostemyelitid

Osteomyelitidy vo vSobecnosti suvisia s re-
modelaciou kostného tkaniva. V zdravych kos-
tiach existuje rovnovaha medzi metabolizmom
osteoblastov a osteoklastov. Avsak pri degradacii
kostného tkaniva prevysuje funkcia osteoklas-
tov. Vznika tak mnoho degradac¢nych produktov
kosnej matrix, ktoré sa uvoliiuju do krvi. Bioche-
micky monitoring kostného metabolizmu je za-
visly na merani aktivity enzymov a koncentracie
proteinov uvolnovanych pocas kostnej formacie.
Taktiez zavisi na degrada¢nych produktoch, tvo-
renych pocas kostnej resorpcie. Momentalne je
znama Siroka $kala biochemickych markerov,
ktoré zabezpecuju Specifické a citlivé postudenie
stupna resorpcie a formacie kosti. Kedze jed-
notlivé markery zachytavaju rozne fazy kostnej
remodelacnej aktivity, paralelné urcovanie via-
cerych markerov, najméa vsak kombindcia mar-
kerov osteoformacie a osteoresorpcie najlepsie
odraza charakter kostnej remodelacie.

Osteonekroéza celuste bolo pozorovand aj ako
neziaduci ucinok lie¢by bisfosfonatmi u pacien-
tov so zhubnymi nadormi (najcastejsie karcinom
prsnika, prostaty, pluc) (Nekulova akol., 2008).
V suvislosti so systémovou liecbou bisfosfonat-
mi bola prvykrat popisana v roku 2003 Mar-
xom najskor len v suvislosti s intravendznymi
preparatmi, no neskor v roku 2005 a 2007 bol
tento neziaduci ucinok pripisany bisfosfonatom
pri preoralnom uziti (Marx, 2003; Marx a kol.
2005). VySetrenie markerov kostnej remodelacie
je dolezité v diagnostike a pri sledovani efektu te-

41



rapie zhubnych nadorov, pretoze kostné metasta-
zy byvaju velmi castou komplikdciou pacientov
zo zhubnymi nadormi, a st pri¢inou ¢astej mor-
bidity a mortality.

MARKERY REMODELACIE KOSTNEHO
TKANIVA

Biochemické markery umoznuju Specifické
a citlivé posudenie rychlosti tvorby a resorpcie
kosti. K markerom tohto typu patri kostnd alka-
licka fosfataza (B-ALP), osteokalcin, PINP (N-
-terminalny propeptid prokolagénu typ 1), P1CP
(C-N-terminalny propeptid prokolagénu typ
1), C-terminalny telopeptid (CTx), N-terminal-
ny telopeptid (NTx), matrix metaloproteinazy
(MMPs), reaktany akutnej fazy.

Kostna alkalicka fosfatiza (B-ALP Bone
Specific Alkaline Phosphatase) je vhodny mar-
ker kostnej remodelacie pri roznych kostnych
ochoreniach a osteoporoze, slizi na stanovenie
aktivity osteoklastov. Pri osteopordze sa jej cel-
kova aktivita zvySuje len malokedy a ani v tychto
pripadoch nemozno vylucit, ze zvySena enzy-
mova aktivita odraza zvySenu aktivitu peceno-
vého izoenzymu. Ludské sérum obsahuje r6zne
izoenzymy alkalickej fosfatazy: kostny, peceno-
vy, intestinalny a pocas gravidity aj placentarny.
Intestinalnu a placentarnu formu mozno oddelit
relativne Tahko, vac¢si problém spdsobuje odli-
S$enie kostného a pecenového izoenzymu. Tieto
dva izoenzymy st produktami jedného génu a li-
$ia sa len posttransla¢nou modifikaciou. Aktivita
kostného izoenzymu po liecbe bifosfondtmi a es-
trogénmi po 1-2 mesiacoch klesa. Odporuca sa
aj na sledovanie fluoridovej terapie, kde sa vSak
naopak pri uspesnej terapii jej aktivita zvysuje
(Stancikova a kol., 1997).

Osteokalcin (kostny Gla protein, BGP, Bone
Gla Protein), najhojnejsie zastipeny nekolagé-
novy kostny protein, predstavuje viac ako 20 %
nekolagénovych proteinov kosti. Je to maly,
49 aminokyselin obsahujuci y-karboxyglutama-

tovy protein o velkosti 5-8kDa exprimovany
prevazne osteoblastmi. Povazovany je za bio-
marker kostnej modelacie a kostnej premeny,
je $pecificky pre kostnu a dentalnu hmotu. Bolo
preukazané, ze sérové hladiny osteokalcinu kore-
luju s hustotou mineralizdcie kostnej hmoty a Ze
osteokalcin je jednym z markerov rizika vzniku
zlomeniny bedrového kibu. Aj napriek dolezi-
tej ulohe osteokalcinu v kostnom metabolizme
a dokazu genetickej asociacie v Iudskej popula-
cii, efekt polymorfizmu v génoch osteokalcinu
na hladinu osteokalcinu v sére, hustoty kostnej
hmoty a riziko vzniku fraktdry, sa nedokazalo
uplne presne objasnit napriek intenzivnemu vy-
skumu (Ling a kol,, 2015). Sérovy osteokalcin
koreluje s rastom skeletu v obdobi puberty, zvysu-
je sa pri rozli¢nych poruchach kostného metabo-
lizmu spojenych so zvysenym kostnym obratom,
napr. pri primarnej a sekundarnej hypertyredze,
hyperparatyredze a akromegilii, a pri niektorych
formach osteopordzy (Delmas, 1990).

PINP (N-terminalny propeptid prokolagén
typuI)a P1CP (C- N-terminalny propeptid pro-
kolagén typu I)

Prokolagén I je syntetizovny fibroblastami
a osteoblastami, obsahuje N-(amino) a i C-(kar-
boxy) termindlnu cast molekuly. Obidva tieto
propeptidy vznikaju tc¢inkom $pecifickych pro-
teinaz v procese tvorby kolagénu z prokolagénu,
ktory je zacleneny do kostnej hmoty (Nekulova
a kol. 2008). Prave PINP patri k najefektivnej-
$im markerom kostnej formdcie a je vyuzivany
na monitorovanie ucinku antiresorpc¢nej terapie
a terapie kostnej formacie. Jeho koncentracia
je priamo umerna mnozstvu kolagénu, ktory je
produkovany osteoblastami, a zvySuje sa u pa-
cientov s roznymi ochoreniami kosti, pre ktoré je
charakteristicka prave zvysend aktivita osteoblas-
tov (Pagana, Pagana, 2010).

Degradaciou kostného kolagénu tuc¢inkom
zmie$anych kyslych a neutrdlnych protedz vzni-
kaju amino- a karboxyterminalne telopeptidy
CTx (C-terminalny telopeptid) a NTx (N-ter-
minalny telopeptid). Obidva telopeptidy sluzia
na monitoring terapeutickej odpovede u pacien-

42



tov s metabolickou poruchou kosti, na predikciu
hustoty kostného tkaniva, k predikcii terapeu-
tickej odozvy este pred zacatim antiresorpénej
liecby a k detekcii kostnych metastdz u pacientov
s roznymi malignitami.

CTx (C-Terminal Telopeptide, carboxy-ter-
minal collagen crosslinks) sérovy CTx peptid je
vyznamny marker funkcie osteoklastov. Vznika
pri degradacii kolagénu, ktory tvori viac ako 90%
organickej hmoty kosti. Pocas fyziologického
kostného metabolizmu je zrely kolagén I degra-
dovany na malé fragmenty, ktoré st odvadzané
krvou a vylu¢ované oblickami. Patri k vyznam-
nym markerom kostnej resorpcie (Rosen a kol.,,
2000). Existuju dve hlavné cesty kostnej resorbcie,
prva je sprostredkovana katepsinom K a uplat-
nuje sa pocas fyziologickej resorpcie kosti, druha
stvisi s patologiami, a je sprostredkovana pomo-
cou matrix metaloproteinazy 9 (MMP 9) (Koi-
zumi a kol., 2003). Pacienti s ochoreniami, pri
ktorych je zvysena kostna remodeldcia, napr. Pa-
getova choroba a osteopordza maju zvysené hla-
diny sérového CTx peptidu (Marx a kol. 2007).

NTx (N-Terminal Telopeptide, amino-ter-
minal collagen crosslinks) patri k senzitivnym
a $pecifickym indikatorom kostnej resorpcie. Je
vyluc¢ovany do mocu ako produkt $tiepenia kost-
ného kolagénu. Moze byt vyuzity pre diagnos-
tické informdcie o metabolickom ochoreni kos-
ti a pre sledovanie antiresorpc¢nej terapie (Xue
a kol., 1999). Hladiny NTx mozno merat v moci
(uNTX) alebo v krvnom sére (sérovy NTX)
(Clemens akol., 1997).

Matrix metaloproteinazy (MMPs) tvoria
skupinu enzymov, ktora reguluje osteogenézu,
remodelaciu kostného tkaniva pocas embryoge-
nézy, adolescencie a hojenia kostného tkaniva.
MMPs, vratane MMP-1, -2, -3, -9, and -13, su
sekretované mezenchymalnymi bunkami stromy
a osteoklastov (Montes a kol., 2010). MMP-1
(kolagenaza I), je syntetizovand bunkami mezen-
chymalneho p6vodu, ako st napriklad osteoblas-
tom podobné bunky. MMP-8 (Kolagenaza II) je

syntetizovana primarne neutrofilmi a MMP-13
(kolagenaza III) je vylucovana chondrocytmi,
synovialnymi fibroblastmi a osteoblastmi. MMP-
9 je zinok -dependentna endopeptidaza, hlavnou
ulohou je degradacia a remodelacia extracelu-
larnej matrix. Je dolezitd v metabolickych pro-
cesoch suvisiacich s premenou extracelularnej
matrix, napr. pri rakovine, osteoporéze alebo pri
fibréze. Medzi aktivatory MMP-9 patria: MMP-
2, MMP-3, MMP-7, MMP-10, MMP-13, katepsin
G a urokinaza/plazmin. Spomedzi spomenutych
je najdolezitejsi aktivator MMP-3. Kedze MMP-
9 vyzaduje aktivaciu v extracelularnom priestore,
je identifikovanie molekuldrneho kontextu, ktory
moze aktivovat MMP-9 dolezité. MMP-9 je aso-
ciovany so stratou kostnej matrix a participuje
pri katabolizme kosti.

Reaktanty akutnej fazy (Proteiny akutnej fazy,
PAF; acute phase reactants, APR’s)

V neposlednom rade k délezitym vysetro-
vanym markerom patria aj hladiny reaktantov
akdatnej fazy. Zmenené hodnoty PAF sa tradic-
ne vyuzivaju ako nespecifické diagnostické in-
dikatory poskodenia a zapalu. PAF predstavuju
hetreogénnou skupina plazmatickych proteinov,
ktorych koncentracia sa pocas akutnej fazy zni-
zuje (tzv. negativne reaktanty akutnej fazy -
albumin, pre-albumin, tranferin, apo Al, apo
All,a2-HS glykoprotein, inter-a-trypsinovy in-
hibitor, glykoprotein bohaty na histidin), alebo
naopak zvysuje (tzv. pozitivne reaktanty akutej
fazy - sérovy amyloid A, a u c¢loveka najmi C-
-reaktivny protein). Syntézu PAF reguluju zapa-
lové mediatory. K regula¢nym faktory so stimu-
la¢nym uc¢inkom patria: TNE IL-1, IL-6, IL-11,
IFN-y, LIF (leukemicky inhibi¢ny faktor), OSM
(onkostatin M), CNTF (ciliarny neurotropny
fak-tor), TGF- f a glukokortikoidy (Jain a kol,,
2011; Bernadi¢ a kol., 2004).

Aj dozrievanie a proliferacia osteoklastov je
pod kontrolou velkého poctu cytokinov, ktoré
dany proces stimuluju (interleukiny: IL-1, IL-6,
IL-11, IL-17; tumor nekrotizujuci factor TNF-
-a a TNF-P (tumor necrosis factor a a f)) alebo
cytokiny inhibi¢né (interleukiny: IL-4, IL-10, IL-
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18; transformujuci rastovy faktor TGF B (factor
transforming growth P)). IL-1 a IL-6 indukuju
aktivdaciu, diferenciaciu a pritahovanie osteoklas-
tov spustanim resorbcie, IL-10 (protizapalovy cy-
tokin) je dolezity endogénny supresor infekciou-
-stimulovanej kostnej resorbcie in vivo. Ucinok
spociva v tom, Ze prekurzorové bunky vytvaraju
makrofdgy namiesto osteoklastov.

ZAVER

Vysledky biochemickych vySetreni vyznamne
prispievaju k diagnostike osteomyelitid. Diag-
nosticka a prognosticka hodnota biochemickych
markerov by sa mali vzdy hodnotit spolu s vy-
sledkami dalsich laboratérnych testov, zobrazova-
cich metdd, denzitometrického vysetrenia alebo
s vysledkami vySetrenia kostnej biopsie, aby bola
mozna vcasna diagnostika patologickych stavov
a nasledne ich terapia v oblasti sanky a celuste.

Hlavnym ciefom liecby osteomyelitidy je eli-
minacia, alebo aspon zlepsenie priznakov. V za-
vislosti od priznakov (okrem chirurgie) je k dis-
pozicii aj niekolko konzervativnych spdsobov
liecby. Aj ked sa choroba nemusi vyliecit, kazda
zmena opa¢nym smerom alebo zniZenie intenzi-
ty ochorenia by malo byt povazované za uspech.
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IMUNOMODULACNY UCINOK LACTOBACILLUS PLANTARUM LS/07
IN VITRO A IN VIVO
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SUHRN

V praci sme sledovali schopnost probiotic-
kého kmena Lactobacillus plantarum L1S/07
stimulovat produkciu cytokinov v kultare
imunitnych buniek a v bunkovom modeli tra-
viaceho traktu in vitro. In vivo sme overovali
jeho cinnost vocli experimentalne navodenej
kolitide u potkanov. L.plantarum LS/07 sti-
muloval produkciu cytokinov TNF-a, IL-10,
TGEF-B1 v oboch testovanych in vitro mode-
loch, ale rozdielnym spésobom. Zaznamenali
sme protektivny ucinok L. plantarum pri DSS
vyvolanej kolitide u potkanov, ktory sa preja-
vil zmiernenim priznakov ochorenia a posko-
denia sliznice hrubého creva a signifikantnou
stimuldciou imunosupresivneho cytokinu IL-
10 v intestinalnej sliznici. Tento protektivny
ucinok koreloval so schopnostou L. plantarum
stimulovat produkciu IL-10 v intestinalnom in
vitro modeli.

Klucové slova: Lactobacillus plantarum, cy-
tokiny, in vitro, kolitida

SUMMARY

The study was focused on the ability of pro-
biotic strain Lactobacillus plantarum LS/07 to
stimulate cytokine production in the culture of
immune cells and in the cell model of the gas-
trointestinal tract in vitro. Subsequently the
effect of the strain was evaluated in the expe-
rimentally induced colitis in rats. L. plantarum
LS/07 stimulated the production of cytokines
TNF-a, IL-10 and TGF-f1 in the both in vitro
cell models but in different way. We recorded
the protective effect of L.plantarum again-
st DSS-induced colitis in rats by alleviating
symptoms of disease, restoring the damaged
colonic mucosa and by significant stimulation
of immunosuppressive cytokine IL-10 in the
intestinal mucosa. This protective effect corre-
lated with the ability of L. plantarum to stimu-
late the production of IL-10 in the intestinal in
vitro model.

Key words: Lactobacillus plantarum, cytoki-
nes, in vitro, colitis
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UvVOoD

Patogenéza nespecifickych zapalovych ocho-
reni ¢reva (inflammatory bowel disease, IBD)
nie je uplne objasnena, aj ked je zrejmé, Ze chro-
nicky a znova sa opakujtci zapal je vysledkom
dysregulovanej, aberantnej imunitnej odpovede
na pritomnu ¢revnu mikrofléru u Iudi s genetic-
kou predispoziciou. Neadekvatna imunitna od-
poved je sprostredkovana cytokinmi, ktoré maji
dolezita ulohu v inicidcii, stimuldcii, progresii,
ale aj inhibicii IBD. Uvadza sa, Ze u pacientov
s IBD je narusena a rovnovaha medzi pro- a pro-
ti-zdpalovymi cytokinmi. Pre sliznicu hrubého
¢reva IBD pacientov je charakteristickd zvysena
expresia pro-zapalovych cytokinov IL-6, TNF-a,
IL-1, IL-8 [1]. Sekrécia uvedenych cytokinov, ako
aj dalsich pro-zapalovych mediatorov, je vyvola-
na aktivaciou nuklearneho transkripéného fak-
tora kB (NF-kB). Viaceré $tudie na animalnych
modeloch kolitidy potvrdili, Ze ovplyvnenie ak-
tivity vybranych cytokinov resp. ich transkrip¢-
ného faktora, mdze predstavovat uc¢inna formu
terapie IBD [2, 3]. V poslednej dekade narasta
pocet prac testujucich ucinnost probiotickych
mikroorganizmov pri liecbe IBD, ktoré sa vyzna-
¢uju nielen schopnostou upravovat dysbioticku
¢revnu mikrofléru, ale disponujui zna¢nym imu-
nomodula¢nym potencidlom [4, 5]. Posobenie
probiotik na imunitny systém je druhovo resp.
kmenovo $pecifické, a preto nie je prekvapujuce,
ze niektoré kmene su pri terapii IBD efektivnejsie
a niektoré nemaju ziadny efekt [6, 7]. Na zakla-
de uvedenych poznatkov vyvstava nevyhnutnost
testovat kazdy probioticky kmen a nie je mozné
generalizovat uc¢inok jedného kmena na vdetky
probiotika. Najcastejsie sa imunomodula¢nd ak-
tivita probiotik testuje v zjednodusenej in vitro
kultdre imunitnych buniek, avSak v traviacom
trakte prichadzaju baktérie primarne do kontak-
tu s epitelovymi bunkami sliznice, ktoré nasledne
ovplyvnuju zlozky slizni¢ného imunitného systé-
mu. Preto in vitro cytokinovy profil stimulova-
ny probiotikom nemusi korelovat s jeho in vivo
ucinnostou. Napriek uvedenym limitaciam, nie-
kolko $tudii potvrdilo protektivny tcinok voci

experimentalne vyvolanej kolitide u tych probio-
tickych kmenov, ktoré sa vyznacovali signifikant-
nou stimulaciou IL-10 v porovnani s IL-12 alebo
TNF-a v kulture periférnych mononuklearnych
buniek [8, 9]. Na zaklade uvedenych poznatkov
sme testovali schopnost kmena Lactobacillus
plantarum LS/07 stimulovat produkciu cytoki-
nov in vitro a in vivo na modeli experimentalne

vyvolanej kolitidy u potkanov.

MATERIAL A METODY

In vitro stimulacia cytokinov kmenom Lacto-
bacillus plantarum LS/07

Bunkové linie H4-1 (humanne epitelové bun-
ky tenkého ¢reva) a TLT (humanna monocytovo/
makrofagova linia izolovand z krvi) boli poskyt-
nuté prof. Cenci¢ (Univerzita v Maribore, Slo-
vinsko). Bunky boli kultivované v obohatenom
DMEM médiu (Sigma-Aldrich) suplementova-
nom s 5% fetalnym bovinnym sérom, L-gluta-
minom a antibiotikami (penicilin, streptomycin)
v $tandardnych podmienkach pri 5% CO,, 37°C
a 95% vlhkosti. Na dosiahnutie polarizovaného
epitelového monolayeru bola H4-1 bunkova li-
nia nasadena v koncentracii 2x10° buniek.ml™
média na membrany inzertov Transwell systému
(0,4um velkost pérov; Corning, USA) a vloze-
na do 12 jamkovej platnicky. Po 13-14 dnoch
nepretrzitej kultivacie s pravidelnou vymenou
média v apikdlnom aj bazdlnom kompartmente
Transwell systému sa bunky plne diferencovali
a vytvorili suvisly monolayer. Funkéna polari-
ta monolayeru H4-1 buniek bola vyhodnote-
na meranim transepitelovej rezistencie (TEER)
pomocou Millicell-ERS volt-ohmmetra. Bunky
pripravené na experiment dosahovali minimal-
nu hodnotu TEER 680 Q.cm™. TLT bunky boli
nasadené v koncentracii 3x10°> buniek.ml™" mé-
dia do 12 jamkovych platni¢iek a inkubované
1-2 dni, aby vytvorili suvisly monalayer. In vitro
model ¢revnej sliznice bol vytvoreny prenesenim
kompletne diferencovanych H4-1 monolayerov
rastucich na membrane inzertov do 12 jamkovej
platnicky so stuvislymi monolayermi TLT buniek.
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No¢naé kultara L. plantarum LS/07 [10] rastuca
v MRS bujone bola scentrifugovana, 2x premyta
v PBS (pH 7,2-7,4) a nasledne rozsuspendova-
na v DMEM médiu bez antibiotik a nariedena
na koncentraciu 10° CFU.ml™ média. L. planta-
rum (10° CFU.ml™) alebo lipopolysacharid (LPS)
z enteropatogénnej Escherichia coli (10 ug.ml™,
E. coli serotyp O111:B4, pozitivna kontrola) boli
pridané do apikalnej casti modelu a boli kokul-
tivované 24 hod pri 37°C a 5% CO,. Ako ne-
gativna kontrola bolo pouzit¢ DMEM médium.
Po 24 hod inkubacii bolo z bazolateralnej casti
odobrané médium, scentrifugované (2400 rpm,
10 min) a supernatant bol uskladneny pri -80°C
az do stanovenia cytokinov. Koncentracie cyto-
kinov IL-1p, IL-10, TNF-a a TGF-P1 v zozbiera-
nych supernatantoch boli stanovené ELISA me-
todou s vyuzitim komercne dostupnych ELISA
kitov podla navodu odporucaného vyrobcom
(USCN Life Science Inc., USA).

In vivo experiment na modeli kolitidy
Experiment bol schvéleny Stétnou veterinér-
nou a potravinovou spravou SR (Ro-1136/14-
221). V experimente boli pouzité samce (n=24)
potkanov kmena Sprague Dawley vo veku 7 tyz-
dnov. Zvierata boli chované v konven¢nych pod-
mienkach Centralneho zvieratnika Lekarskej fa-
kulty UPJS (SK PC4013). Potkany boli kfmené
konven¢nym laboratérnym krmivom (Misko,
SR) a mali pristup ku krmivu a vode ad libitum.
Zdravotny stav, vaha, spotreba krmiva a vody
bola monitorovana denne. Potkany boli nahod-
ne rozdelené do troch experimentalnych skupin
po 8 zvierat v kazdej skupine: (1) negativna kon-
trola (NK) bez aplikacie dextran sulfatu sodné-
ho (DSS); (2) pozitivna kontrola (PK) 7-dhova
aplikacia DSS v pitnej vode; (3) probioticka sku-
pina (Pro) 7-dnova aplikacia DSS v pitnej vode
a denne podavané mlieko s kmenom L. planta-
rum. Na vyvolanie akutneho zapalu hrubého
¢reva sme pouzili dextran sulfit sodny (MW
~ 40 000) (TdB Consultancy, Svédsko). 5% roz-
tok DSS bol pocas 7 dni podavany zvieratam
v PK a Pro skupine v pitnej vode. 7 dni pred po-
danim DSS a nasledne aj v priebehu podavania

DSS bolo zvieratam v probiotickej skupine denne
podavané odstredené mlieko s no¢nou kultirou
Lactobacillus plantarum (priblizne 10° CFU.ml™!
MRS bujénu/zviera). Po 14 dioch bol zvieratam
v celkovej anestézii odobraty biologicky mate-
ridl na histologické a imunologické vySetrenia.
Na vyhodnotenie stupnia a rozsahu pritomného
zapalu v hrubom creve bol pouzity index aktivi-
ty ochorenia (disease activity index, DAI) publi-
kovany autormi Vasina kol. [11]. Kritéria DAI
zahfiiali meranie dlzky hrubého ¢reva od anu-
su po zaciatok céka, vahu kolénu, konzisten-
ciu a sfarbenie stolice a makroskopické zmeny
hrubého creva s rozsahom skore 0-14. Vsetky
parametre boli hodnotené od zaciatku podava-
nia DSS az do konca experimentu (8.—14.den).
Pritomnost histopatologickych zmien v tkanive
hrubého ¢reva bola vyhodnotena na histologic-
kych rezoch farbenych hematoxylin/eozinom
a Alcianovou modrou (detekcia poharikovitych
buniek) podla standardnych histologickych pro-
tokolov. Koncentraciu cytokinov IL-6, IL-10,
TNF-a a transkripéného faktora NF-xB sme sta-
novili v jejunalnej sliznici, ktord bola spracova-
na podla metddy popisanej Doligalskou a kol.
[12], ELISA metédou s vyuzitim komerénych
ELISA kitov podla instrukcii vyrobcu (Rat IL-6
Platinum ELISA, Rat IL-10 Platinum ELISA (Rat
IL-6 kit, Rat IL-10 kit — eBioscience; Rat TNF-a
kit RayBiotech, Inc., NF-kB p65 kit Elabscience
Biotechnology). Kone¢na koncentracia cytoki-
nov a NF-«xB bola preratana na 1 gram vlhkej
sliznice.

STATISTICKE HODNOTENIE

Vysledky v tabulkach a grafoch su vyjadrené
ako priemerna hodnota so smerodajnou odchyl-
kou (X +SD). Na stanovenie Statistickej vyznam-
nosti vetkych meranych parametrov sme pouzili
Statisticky test jednosmerna ANOVA a Tukeyho
post-hoc test (MINITAB Release 11, 1996).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

V experimente sme sledovali schopnost kme-
na Lactobacillus plantarum LS/07 stimulovat
produkciu cytokinov in vitro a nasledne sme tes-
tovali jeho ucinok pri kolitide vyvolanej podava-
nim dextran sulfatu sodného.

Vysledky viacerych $tadii dokumentuju
schopnost probiotickych baktérii mlie¢neho kva-
senia stimulovat produkciu cytokinov v in vitro
kultarach periférnych mononuklearnych buniek,
dendritickych a epitelovych buniek [8, 13-15].
V uvedenych $tudiach sa uvadza, Ze vo véeobec-
nosti, laktobacily stimuluju v kultire imunitnych
buniek predovsetkym pro-zapalové cytokiny IL-
12 a TNF-aq, ale proti-zapalovy IL-10 len mini-
malne. Zaroven stadie potvrdili, ze cytokinovy
profil salisi v zavislosti od pouzitého druhu alebo
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kmena laktobacilov, ako aj typu buniek. V stlade
s tymto tvrdenim sme nezaznamenali pri priamej
stimulacii imunitnych buniek kmenom L. planta-
rum sekréciu IL-10, ale signifikantnua stimuldciu
TNF-a v porovnani s nestimulovanymi bunkami
(Obr. 1). V in vivo podmienkach traviaceho trak-
tu, nedochadza k priamemu kontaktu baktérii
s imunitnymi bunkami, s vynimkou dendritic-
kych buniek, ale signalizacia nastava prostred-
nictvom enterocytov vizbou na receptory rozpo-
znavajuce molekularne vzory mikroorganizmov,
ako su napr. Toll-like receptory. Naviac, imu-
nomodulac¢na aktivita baktérii v creve moze byt
ovplyvnena interakciami s pritomnymi bunkami
ako uvadzaju Tiittanen kol. [16]. Na zaklade
uvedenych skutoc¢nosti sme testovali aj produk-
ciu cytokinov imunitnymi bunkami indukovanu
nepriamo prostrednictvom enterocytov stimulo-

TNF-a
%
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Obr. 1. U¢inok Lactobacillus plantarum LS/07 na produkciu cytokinov TLT bunkami
stimulovanymi priamo alebo nepriamo prostrednictvom enterocytov H4-1

Hodnoty st uvedené ako priemer 3 nezavislych experimentov +SD. Statisticky vyhodnotené pomocou ANOVA a Tukeyho post-hoc testu, pricom
*—znazornuje $tatisticky signifikantny rozdiel v porovnani s nestimulovanymi bunkami (Neg) (p <0,05). Neg — nestimulované bunky, Lps — bunky stimu-
lované s 10 ug.ml™ lipopolysacharidu z E. coli, LP - bunky stimulované s 10° CFU.ml™" of Lactobacillus plantarum LS/07; TLT - monocytovo/makrofagova

humadnna linia; H4-1 - humanna intestinalna epitelova linia
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vanych L. plantarum v tzv. 3D funkénom intes-
tindlnom modeli [17]. V uvedenom modeli sme
zaznamenali signifikantna stimuldciu proti-za-
palovych cytokinov IL-10 aj TGF-f v porovnani
s nestimulovanou kontrolou, ale kmen minimal-
ne ovplyvnil koncentraciu pro-zapalovych cyto-
kinov IL-13 a TNF-a (Obr. 1).

Baeuerlein kol. [18] uvadzaju, Ze len Gram-
-negativne baktérie, vyznacujtce sa pritomnostou
lipopolysacharidu st schopné stimulovat trans-
epitelidlnu produkciu pro-zapalovycyh cytokinov
IL-6, TNF-a, IL-8 a IFN-y v kulttre periférnych
mononuklearnych buniek (PBMC). Ina stadia
uvadza, Ze leukocyty stimulované prostrednic-
tvom diferencovanych Caco-2 epitelovych bu-
niek vystavenych pdsobeniu nepatogénneho
kmena E. coli K12 produkovali cytokiny TNF-a,
IL-12,IL-14, I1-6 a IL-10 v mensej miere nez, ked
boli priamo vystavené pdsobeniu baktérii [19].

Pro-zapalové cytokiny, ako IL-1,IL-6 a TNF-a,
podporuju patologicky zapalovy proces pri ne-
$pecifickych ¢revnych zapalovych ochoreniach
a maju dolezitd ulohu v reguldcii bariérovej
funkcie ¢revného epitelu [20]. Délezitu ulohu
v patogenéze IBD zohrava tiez imunosupre-
sivny cytokin IL-10, ako dokumentuju Stadie
na IL-10-knock-out mysiach, u ktorych docha-
dza k spontannemu vzniku kolitidy, ale podanie
IL-10 prejavy ochorenia zmiernuje [21]. Nizke
koncentracie IL-10 st charakteristické pre tkani-
vo sliznice ¢reva pacientov s ulceréznou koliti-
dou aj Crohnovou chorobou [22]. Cielenda mo-
dulacia cytokinov v sucasnosti predstavuje jednu
z testovanych foriem terapie IBD, ktora ale nie
vzdy prinasa ziaduci efekt [23]. KedZe probiotika
ovplyviuju nie len kompoziciu ¢revnej mikrofld-
ry, ale disponuju aj imunomodula¢nym poten-
cidlom (vratane vplyvu na sekréciu cytokinov),
v budticnosti sa mozu stat uc¢innym alternativ-
nym alebo adjuvantnym sposobom terapie IBD.
Vyhodou probiotik je aj ich biologicka dostup-
nost priamo v traviacom trakte a ich komplex-
ny ucinok na slizni¢ny imunitny systém, ktory
zahfna modulaciu viacerych signalnych molekul
a molekularnych drah [24].

Predchadzajuce $tadie poukazali na protek-

tivny ucinok probiotik voci experimentalne na-
vodenej kolitide u hlodavcov, ale tento efekt bol
preukazatelny len pri kmenoch, ktoré sa vyzna-
¢ovali signifikantnou stimulaciou IL-10 v kultuare
PBMC [8]. Na modeli DSS indukovanej koliti-
dy u potkanov sme overili efekt kmena L. plan-
tarum LS/07, ktory stimuloval IL-10, ale len pri
ko-kultivacii imunitnych buniek s enterocytmi.
Preventivny ucinok probiotika sme vyhodnotili
na zaklade jeho schopnosti zmiernovat priznaky
ochorenia, ktoré sa prejavili na hmotnosti zvie-
rat (Obr. 2B) a priebehu ochorenia hodnoteného
pomocou DAI (Obr. 2A).

Zaroven sme histologicky pozorovali zmier-
nenie patologickych zmien v hrubom ¢reve vy-
volanych podavanim DSS. Napriek pritomnym
infiltratom zapalovych buniek v tunica mucosae
a submucosae a ojedinele sa vyskytujicim kryp-
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Obr. 2: U¢inok Lactobacillus plantarum 1LS/07 na priebeh
ochorenia (A) a zmeny hmotnosti (B) po aplikacii DSS

Hodnoty st uvedené ako priemer (n=8) +SD. Statisticky vyhodnotené
pomocou ANOVA a Tukeyho post-hoc testu, pricom *-oznacuje
Statisticky signifikantny rozdiel v porovnani s PK skupinou (p<0,05).
NK-negativna kontrola; PK-pozitivna kontrola, aplikdcia DSS;
Pro - podéavany Lactobacillus plantarum LS/07 + aplikacia DSS
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tovym abscesom, malo podavanie L. plantarum
protektivny ucinok voci deplécii poharikovitych
buniek. Poharikovité bunky su dolezité z hladis-
ka sekrécie mucinu, ktory vytvara bariéru na po-
vrchu sliznice a tym zabranuje vstupu ¢revnych
baktérii a progresu IBD. Vplyv na ¢revnu barié-
ru a produkciu mucinu stvisiacu so zmierne-
nim priebehu IBD u mysi bol potvrdeny aj pre
iné probiotické kmene (L.acidophilus, B.lactis,
L. plantarum, B. breve) [25].

Podéavanie probiotik pri IBD vedie k znize-
nej expresii pro-zapalovych cytokinov TNF-a,
IL-1B, IFN-y, ale aj iNOS a inhibicii aktivity
matrix-metaloproteinaz v zapalom aktivovanej
sliznici. Jednym z imunosupresivnych mechaniz-
mov, ktorym probiotické baktérie inhibuju zapal
je inhibicia NF-kB signalnej drahy [24]. Inhibi¢-
ny ucinok na produkciu/expresiu cytokinov IL-6,
IFN-y a TNF-q, ako aj ich transkripéného fakto-
ra NF-kB bol potvrdeny pre viaceré probiotické
kmene testované na hlodavcoch aj v klinickych
studiach [6, 26]. V naSom experimente sme v st-
lade s vy$sie uvedenymi poznatkami zazname-
nali po aplikacii DSS v PK skupine signifikantne
zvy$enu koncentraciu pro-zapalovych cytokinov
IL-6, a TNF-a a NF-kB p65. V skupine zvierat
suplementovanych probiotikom sme sice name-
rali znizené hodnoty sledovanych pro-zapalo-
vych mediatorov (NF-kB p65, IL-6, TNF-a), ale
nie $tatisticky vyznamne v porovnani s PK skupi-
nou (Tabulka 1).

Naopak L. plantarum signifikantne stimu-
loval produkciu IL-10 v sliznici jejuna. Kedze

sme v experimente nepotvrdili inhibi¢ny uc¢inok
L.51plantarum na NF-kB signalnu dréhu, pred-
pokladdme, ze tento kmen moze zmiernovat za-
palovy proces vyvolany DSS nepriamo, ovplyv-
nenim diferenciacie regulacnych T buniek, ktoré
produkuju regulacné cytokiny IL-10 a TGEF-p.
Takyto protizdpalovy mechanizmus zahfnajuci
stimulaciu IL-10 asociovanu s narastom poctu
CD4+Foxp3+ buniek v zapalovych oblastiach
¢reva u zvierat s kolitidou bol potvrdeny pre Lac-
tobacillus reuteri a L. acidophilus [27, 28]. Carol
a kol. [29] uvadzaju aj dal$i mozny proti-zapalo-
vy mechanizmus pdsobenia laktobacilov, popisa-
ny u pacientov s Crohnovou chorobou, a to pro-
strednictvom schopnosti podporovat apoptdzu
intraepitelovych T-lymfocytov.

ZAVER

Na zaklade vysledkov uvedenych experi-
mentov sme zaznamenali protektivny ucinok
L. plantarum pri experimentalne vyvolanej koli-
tide u potkanov, ktory koreloval so schopnostou
probiotika stimulovat produkciu imunosupre-
stvneho cytokinu IL-10 v intestindlnom in vitro
modeli. In vivo sme nepotvrdili inhibi¢ny u¢inok
testovaného kmena na NF-kB signdlnu drahu.
Predpokladame, ze tento kmen zmiernuje expe-
rimentdlne vyvolany zdpal inym mechanizmom
a v organizme jeho protektivny tcinok voci za-
palovym ochoreniam zahfna kombindciu pozi-
tivnych acinkov, ako je inhibicia rastu patogénov

Tab. 1. Kncentracia cytokinov a transkripéného faktora NF-kB v sliznici jejuna

H NK PK Pro
IL-6 [ng.g™'] 564,69+228,36* 1047,84+152,22 878,09+179,60
TNF-a[ng.g] 462,28+195,16* 845,35+£194,96 734,38+221,48
IL-10 [ng.g7'] 684,55+175,92% 331,25+£154,60 580,99+200,29*
NF-kB [pg.g7] 68,91+9,07* 111,35+18,04 92,36126,73

Hodnoty st uvedené ako priemer (n=8) + SD. Statisticky vyhodnotené pomocou ANOVA a Tukeyho post-hoc testu,
pricom *-oznacuje Statisticky signifikantny rozdiel v porovnani s PK skupinou (p <0,05); NK-negativna kontrola;
PK-pozitivna kontrola, aplikacia DSS; Pro-podavany Lactobacillus plantarum LS/07 + aplikacia DSS
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[30], obnova ¢revnej bariéry a reguldcia sekrécie
cytokinov. Napriek tomu, Ze vysledky animalnych
a $tudii naznacuju, ze urcité probiotické laktoba-
cily maju preventivny aj terapeuticky ucinok pri
IBD, ich uspesnd aplikacia v klinickych stadiach
v budtcnosti zavisi od lepSieho objasnenia me-
chanizmov molekuldrneho posobenia v gastroin-
testindlnom trakte pre kazdy testovany kmen.
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SUHRN

Karcinom prsnika je najcastejsi maligny
nador postihujuci Zenska populaciu. Napriek
zavedeniu mamografického skriningu osta-
va véasna diagnostika tohto onkologického
ochorenia nadalej zavaznym medicinskym
problémom. Proteomicka analyza leukocytov
prispieva k identifikacii jednotlivych kompo-
nentov signalnych drah malignej transforma-
cie buniek. Proteomicka analyza je slubnym
nastrojom predikcie klinického priebehu ma-
ligneho ochorenia ako aj odpovede na onkolo-
gicku liecbu.

klucové slova: proteom, leukocyty, karci-
ném prsnika

SUMMARY

Breast cancer is the most frequent malig-
nant tumor in women. Early diagnose of this
oncological disease is, despite of mammo-
graphy screening, severe medical problem.
Proteomics of white blood cells explores and

elucidates the components of signal pathways
in malignant transformation of the cell. Pro-
teomic analysis has become a promising tool
in predicting the clinical course of malignant
disease and the response to antineoplastic the-

rapy.

Key words: proteome, white blood cells, bre-
ast cancer

UVOD

V roku 1994 v Siene zadefinoval australsky ve-
dec Marc Wilkins prvykrat proteém ako komplet-
ny proteinovy komplement bunky alebo organiz-
mu, ktory je exprimovany genémom bunky alebo
organizmu (Wilkins, 1996). Dlhd cesta od ge-
nomiky, transkriptomiky, proteomiky k meta-
bolomike priniesla unikatny nahlad na protein.
V jednom okamihu ten isty protein moze exis-
tovat vo viacerych izoformach a meni sa jeho ex-
presia vplyvom casu a priestoru v ramci jedinej
bunky (Tabulka 1).

Proteomika je vedecka disciplina, ktora ana-
lyzuje proteém tkaniv, telovych tekutin a krvi.
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KLINICKA
PROTEOMIKA

Obr. 1. Vzajomné prepojenie jednotlivych podskupin proteomiky

Tab. 1. Rozdiely medzi genémom a proteémom
(upravené podla Lundlanda, 2004)

Genoém Proteém

staticky, nemeniaci sa casom dynamicky, meniaci sa casom

zmapovanych 25 000 génov protedm nie je zmapovany

analyza 1 genému zlozitd analyza - komplexnost

protedmu

PCR amplifikdcia genému neexistuje PCR ekvivalent

pre protein

Jej vyzvou st kombinacie kédujucich polymor-
fizmov a posttranslacnych modifikacii jediného
proteinu. Cielom proteomického vyskumu je hla-
danie proteinov, urcovanie ich Struktdry a roz-
dielov v ich expresii pri jednotlivych procesoch ¢i
vplyvoch prostredia a sledovanie nespocetnych
proteinovych interakcii. Prinasa globalny po-
hlad na bunkovy metabolizmus. UZ$iu $pecifika-
ciu umoznuje jej sucasné delenie - $trukturalna,
funké¢na, expresivna (Obr. 1).

NAJCASTEJSIE METODY
VYUZIVANE V PROTEOMIKE

Vyznamny pokrok v oblasti rozvoja proteo-
mickych technoldgii priniesol Siroké spektrum
separac¢nych a identifika¢nych metéd. Hmot-
nostnd spektrometria je klu¢ovou modernou
metddu, ktora umoznuje identifikaciu proteinov.
Je nepostradatelnym analytickym nastrojom bio-
chémie, farmakologie a mediciny.

2D-elektroforéza

Pomocou 2D elektroforézy separujeme prote-
iny na gélovej matrici na zdklade ich molekulovej
hmotnosti a izoelektrického bodu (pI). Proteiny
migruju ku katéde alebo andde podla svojho na-
boja a zastavia sa v mieste gélu kde pH dosahuje
ich pl. V druhom rozmere prebieha potom SDS
elektroforéza a proteiny sa delia na zaklade roz-
nej molekulovej hmotnosti. Elektrické pole sa
aplikuje kolmo a proteiny sa pohybuju v polya-
krylamidovom géli zhora nadol. Posttranslacnou
modifikaciou proteinov dochadza k zmene ich
naboja a molekulovej hmotnosti. Vyhodou 2D
elektroforézy je detekcia aj takto zmenenych pro-
teinov (Rabiloud, Lelong, 2011).

Chromatografické separacné metody

Principom tychto metéd je rozdelenie latok
na zaklade ich mobilnej a staciondrnej fazy. Pri
pouzitej stacionarnej faze delime chromatogra-
fiu na papierovi, na tenkej vrstve alebo stlpcov.
Na zaklade mobilnej fazy ju delime na kvapali-
novu a plynovu.

Kvapalinovd chromatografia

Kvapalinovd chromatografia (LC, Liquid
Chromatography) je fyzikdlna separa¢na metoda
prebiehajica v kvapalnej faze. Skiimana vzorka
je separovana na jej zakladné zlozky rozdele-
nim medzi mobilnu (prudiaca kvapalina) a sta-
cionarnu fazu (koléna naplnend sorbentom).
K separacii zloziek zmesi dochadza na zaklade
roznych vlastnosti (polarita, naboj, velkost). Vy-
sokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC,
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High Performance Liquid Chromatography) je
moderna forma kvapalinovej chromatografie,
pouzivajica kolény naplnené drobnymi castica-
mi, cez ktoré je mobilna faza pumpovana pod
vysokym tlakom. Afinita molekuly vodi staci-
onarnej faze spdsobuje spomalenie jej pohybu.
Molekuly skiumanej vzorky sa pohybuju rozne
rychlo. Zlozky vzorky preto opustaju kolénu
chromatografického systému v roznom case, ¢im
dojde k ich rozdeleniu a umozneniu ich detekcie.
Prostrednictvom tejto metddy vieme kvalitativne
a kvantitativne stanovit stovky proteinov (Dong,
2006).

Hmotnostna spektrometria

Hmotnostny spektrometer produkuje prud i6-
nov vzorky, ktoré separuje podla pomeru hmot-
nostianaboja. Klasicky hmotnostny spektrometer
pozostava z ioniza¢ného zdroja, hmotnostného
analyzatora a detektora. Samotny postup analyzy
vzorky (separacie proteinov) pozostava z troch
zakladnych krokov: priprava vzorky, ionizacia
vzorky, hmotnostna analyza.

V stcasnosti najcastejsie pouzivanymi meto-
dami je ionizacia elektrosprejom (ESI, Electro-
spray lonization) a laserova desorpcia/ionizacia
za pritomnosti matrice (MALDI, matrix-assisted
laser desorption ionization).

ESI

Ionizacia elektrosprejom spociva v kombina-
cii vysokého napitia, teploty, susiaceho plynu
s vyslednym nabitym prudom iénov. Roztok ob-
sahujuci analyzovanu vzorku je pri vystupe z ka-
pilary dispergovany elektrosprejom na jemny
aerosol kvapocok do vakuovej trubice. Vplyvom
vysokého napitia elektrického pola nesu jednot-
livé kvapocky naboj. Tato makka ionizacna tech-
nika analyzuje biomolekuly na Grovni pikomélov
1012 a femtomolov 10', pri proteomickej analy-
ze je dokonca citliva na atomoly 10" (Trauger,
2002).

MALDI
Laserova desorpcia/ionizacia za pritomnosti
matrice ulahcujucej desorpciu (MALDI). Princi-

pom MALDI je nanesenie zmesi peptidov spo-
lu s vhodnou matricou na vzorkovaciu platnic-
ku. Nasledne po zaschnuti je platnicka vsunuta
do ioniza¢ného pola hmotnostného spektromet-
ra. Peptidy vo vzorke ziskavaju ionizaciu kratkym
pulzom laserového luca a pritomna matrica ich
chrani pred destrukciou (Trauger, 2002). Na-
sledna analyza peptidov v podobe molekulovych
iénov prebieha v hmotnostnych analyzatoroch.
Pred vstupom do analyzatora st idny urychle-
né a dopadaju na detektor. Doba letu i6nu zavisi
na pomere hmotnosti a naboja a umoznuje ziste-
nie molekulovej hmotnosti peptidov, identifikaciu
proteinov pomocou pocitacovych softvérov, roz-
nych algoritmov (napr. MASCOT, EASYPROT)
a proteomickych databaz (napr. TREMBL).

Hmotnostné analyzatory

Medzi najcastejSie pouzivané hmotnostné
analyzatory v proteomike patria: hmotnostny
spektrometer zloZeny z analyzitora doby letu
(TOE Time of Flight) a analyzator s iénovou pas-
cou (IT, Ion Trap) .

Kvadrupélovy hmotnostny spektrometer
(QTOE, Quadrupole Time of Flight) je $tan-
dardne zloZeny zo 4 (v najnovsich zariadeniach
z 8) proti sebe stojacich ty¢i na ktoré je apliko-
vand kombindcia jednosmerného a striedavého
napdtia. Iény v elektrostatickom poli vstupuju
do kvadrupolu a osciluji. Len idny s efektivnou
hmotnostou prejdu analyzatorom v urc¢itom mo-
mente (Wysocki a kol., 2005).

Casovo preletovy analyzdtor (TOF) meria
prelet idnov do detektora po akceleracii. Iénové
zrkadlo kompenzuje pociato¢na variabilitu kine-
tickej energie ionov s rovnakym pomerom m/Q.

Hmotnostnd analyza pomocou iénovej pasce
zbiera iény do evakuovanej dutiny a potom su
selektivne vypustané podla urcitej hmotnosti .
Priamo v i6novej pasci dochddza k mnohona-
sobnej fragmentacii iénov. Zdrojom ionizacie IT
a TOF je najcastejsie elektrosprejova ionizacia
(Aebersold, Mann, 2003).
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PROTEOMICKA ANALYZA
LEUKOCYTOV

Aktivacia leukocytov ma klucové postavenie
pri vzniku a priebehu ochorenia. Mediatormi za-
palovych a nadorovych procesov su zviacsa pro-
teiny. Koreldcia transkriptému mRNA a expresia
proteinov je nepostacujuca (de Hoog, Mann,
2004). Zachytenie zmien na signalnych drahach
a identifikovanie potencialnych prekancerdz je
hlavnou tlohou proteomiky v onkoldgii, ktora
vyusti v cielenu prevenciu a predikciu onkolo-
gickej diagndzy. Idedlom klinickej proteomiky je
ndjdenie Specifického proteinu pre kazdé ochore-
nie.

Analyza proteému leukocytov periférnej krvi
predstavuje minimalne invazivnu a vysokoinfor-
mativnu metddu. Prindsa benefit nielen novych
diagnostickych markerov, ale moéze byt v budtc-
nosti prediktivnym markerom individualnych
neziaducich uc¢inkov onkologickej liecby.

Proteém polymorfonuklearnych leukocytov
periférnej krvi zdravého jedinca

V studii Stein a kol, (2013) izolovali po-
lymorfonukledrne leukocyty z periférnej krvi
zdravych jedincov. V svojej stadii porovnavali
proteomickd analyzu s porovnanim izoelektric-
kej fokusécie proteinov mimo gélu (OG-IEEOff-
-Gel Isoelectric Focusing) a pH reverzno-fazo-
vou chromatografiou (Hp-RP, High pH Reversed
Phase Chromatography). Pomocou OG-IEF bolo
zistenych v prienikoch 1477 priekaznych protei-
nov. Hp-RP metddou bolo detekovanych o 17 %
viac proteinov — 1711. Hp-RP technika prinasa
uniformnu peptidovu distribuciu a vacsie rozli-
$enie proteinov. Kombinacia Hp-RP a OG-IEF
frakcionacie umoznuje ziskanie vacsieho spek-
tra proteinov a prindasa sfubnu cestu tzv. shotgun
proteomiky (Stein a kol., 2013).

Proteomika leukocytov v onkologii

Krokom k blizsiemu pochopeniu nadorovej
invazie a metastatickému potencialu je studium
motility buniek v rdmci interakcii s imunitnym
systémom, ktoré zahfna reorganizaciu aktino-

vého cytoskeletu, regulaciu lokdlnej adhézie,
kontrolu membranovych proteinov procesu en-
docytdzy a epitelidlneho mezenchymalneho pre-
chodu. Odpovedou st zmeny signalnych drah
evokované humoralnymi faktormi - cytokinmi,
chemokinmi ¢i rastovymi faktormi. Prave ar-
chitektonika mikrofilamentalnej siete proteinov
je jednym z vyznamnych momentov bunkovej
proliferacie, diferenciacie, interakcie, motility
a migracie. Zlozky tejto siete s prepojené navza-
jom vo vsetkych stadiach tumorigenézy od pre-
kancerdz az po metastaticku diseminovanu fazu
ochorenia. Imunitny systém zdravého jedinca
potlaca patologické informacie veduce k zmene
3D S$truktary a/alebo nerovnovahy aktinovych
filament a subcelularnych S$truktur. Stupajuci
metastazujuci potencial buniek bol asociovany
s poklesom aktinu a slabsie organizovanym ak-
tinovym skeletom (Jiang, Enomoto, Taka-
hashi, 2009).

Proteomika leukocytov pri karcinéme prsnika

Karciném prsnika je najcastejsie diagnostiko-
vany zhubny nador postihujtci zensku popula-
ciu. V §tudii Yeghiazaryana a kol. (2007) ana-
lyzovali proteiny cirkulujtcich leukocytov pred
biopsiou, pred chirugickym odstranenim tumo-
ru, pred radioterapiou 14 Gy, 30 Gy (Gray) a pred
konec¢nou radioterapiou 60 Gy. Pouzitou metodi-
kou bola 2D gélova elektroforéza, matricou asis-
tovana laserova ionizacia (MALDI-TOF), kvan-
tifikdcia pomocou Western blot. Sledovali zmeny
hladin expresie proteinov cirkulujucich leukocy-
tov vplyvom radia¢ného Zziarenia. Vysledok $tu-
die poukazal na extenzivne individudlne zmeny
vplyvom chirugickej intervencie a rddioterapie.
Individudlne zmeny hladin expresie proteinov
mozu byt ndstrojom toxikoproteomiky. Nazna-
¢ili klucovu regula¢nu ulohu thioredoxinu, mo-
hutné ovlyvnenenie detoxikacnej kaskady vol-
nych radikalov, superoxid dismutdzy 2 (SOD-2)
a katalazy (Yeghiazaryan a kol,, 2007). Detek-
cia liekmi indukovanej toxicity rozvija novy od-
bor - toxikoproteomiku.

V jednej z najnovsich $tudii boli analyzované
proteiny plazmy u 87 pacientok s karcindmom
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prsnika v klinickom $tadiu IIIA a IIIB po che-
moterapii doxorubicinom. Vzorky periférnej
krvi boli odobraté po diagnéze, pred zahajenim
onkologickej liecby, ihned po infuzii doxorubici-
nu a po prvom cykle chemoterapie. Vzorky boli
spracované LC-MS a ESI proteomickou analy-
zou. Bola zistena znizena expresia 80 proteinov,
ktoré zohravaju ulohu pri zapalovom procese.
Dominantné boli proteiny akutnej zapalovej
odpovede (napr. TNF-a, Tumor necrosis factor
alpha), rastovy faktor (TGF-P1, Transforming
growth factor beta-1), interleukiny (napr. IL-1p,
IL-12), clusterin, a gelsolin (Panis, 2015).

Pri karcinome prsnika nastavaju zmeny ex-
presie tiez profilinu, ktory je jednym z najdo-
lezitejSich mediatorov signdlnej transdukcie
a aktinového cytoskeletu. Profilin ako pozitivny
efektor polymerizdcie aktinu mobilizuje T-lym-
focyty. Pri translacii signalov do migrujucich
buniek zohrava dolezitt ulohu akumulacia pro-
filinu. Minimalna zmena koncentracie profilinu
vedie k zniZeniu kvality filopodii a zmene mig-
ra¢ného potencialu buniek. Profilin-dependent-
né zmeny cirkulujicich leukocytov u pacientok
s karcinémom prsnika zohravaja tlohu v tumo-
rigenéze. Zvysenie expresie profilinu by mohlo

byt dal$ou liecebnou stratégiou ako dostat pod
kontrolu metastaticky potencial pri karcinéme
prsnika (Janke a kol., 2000; Wang a kol., 2002;
Wittenmayer akol., 2004; Roy a kol., 2004).

V $tudii Brauna a kol. (2009) izolovali leu-
kocyty u 12 pacientok (6 s karcinémom prsni-
ka a 6 kontrolnych zdravych zien). Identifikovali
proteiny, ktoré rozdelili do niekolkych vseobec-
nych skupin (Tabulka 2). Najsignifikantnejsie
rozdiely expresie proteinov medzi pacientkami
s karcinomom prsnika a zien bez tumoru boli
prave zo skupiny mikrofilamentalnej siete. De-
tekovali znizenie expresie calgranulinu, RhoA,
profilinu a aktinu.

Calgranuliny patria do skupiny S100 protei-
nov viazucich vapnik. Mnoho z nich je kddova-
nych zhlukom génov epidermalnej diferenciacie
chromozému 1q21. Prave tato oblast je casto re-
organizovand u malignych tumorov (Itou a kol.,
2002). Zmeny expresie calgranulinu A a B boli
detekované u karcindmu prsnika, adenokarci-
nému zalidka, pazerdka, malobunkového kar-
cinomu a adenokarcinému plic, B-bunkového
lymféomu. Vyskum ukdzal, Ze zmeny expresie
calgranulinov priamo stvisia so zvySenou akti-
vaciou imunitného systému, mobilizaciou a in-

Tab. 2. Skupiny proteinov periférnych leukocytov u pacientok s karcindmom prsnika

(upravené podla Braun a kol., 2009)

Skupiny A . . .
proteinov Detegované latky proteinovej povahy Funkcie

1. skupina fibrinogén, vimentin, plastin, tropomyozin, aktin, tubulin, keratin, | Proteiny mikrofilamentélnej siete migra-
profilin, vinculin, twinfilin, calgranulin, RhoA, LyGDI, GDI2 cie buniek

2. skupina mitochondridlna ATP-syntaza, cytochrom b, pyruvatkinaza, Proteiny energetického metabolizmu
karboanhydréza, fosfoglycerat kindza a mutaza, mitochondrial- a transportu
na-NADH-ubichinén oxidoreduktéza, triézafosfatizomeraza,
laktétdehydrogendza

3. skupina anexiny, chloridovy intraceluldrny kanalovy protein 1) Proteiny Ca2+ dependentnej membrany

a signalizacie

4. skupina 14-3-3 protein, heat-shock proteiny, endoplasmin, katalazy, per- Proteiny stresovej odpovede, antioxi-
oxiredoxin, glutation S-transferaza, purin nukleozid-fosforylaza, dacnej obrany a detoxikécie
alpha-1-antitrypsin, kyselina delta-aminolevulinové

5. skupina mitochondridlny elongacny faktor Tu, protein disulfid-izomerdza, | Proteiny regulacie syntézy a modifikacie
cytosol aminopeptidaza, peptidyl-prolyl cis-trans isomeraza,ak- enzymov
tivator proteazému

6. skupina matrix-metalloproteindza-9 Modifikacné tkanivové enzymy
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filtraciou do periférnych tkaniv (Kurata a kol.,
2005). Zvysenu hladinu expresie calgranulinu B
priamo potencuje stupajuci zapalovy potenci-
al a priamo suvisi aj so stupnom diferenciacie
nadoru. Pri nizko diferencovanom invazivnom
adenokarcinéme prsnika je mnohondsobne vys-
$ia expresia SI00A9 (Arai a kol., 2004).

Vplyv oxidacného stresu

Zmena proteému odraza individudlny vplyv
oxida¢ného stresu na energeticky metabolizmus,
DNA reparaciu a smrt buniek (Golubnitscha-
ja, 2007). Vplyvom oxida¢ného stresu dochadza
k zmene imunopeptidému buniek. Indukuje za-
palové mikroprostredie, odstranuje nutrienty,
vedie k poklesu syntézy proteinov a stimuluje
degradaciu proteému imunocytov (Granados
a kol., 2009, Caron akol., 2011).

Pri ireverzibilnom zasahu d6jde k neadekvat-
nej imunologickej odpovedi, naruseniu bunkovej
smrti a nekontrolovatelnej proliferacii. Cytotoxi-
cita vyuzivanych chemoterapeutik doxorubicinu
a cyklofosfamidu ovplyviuje vsetky stadia karci-
nému prsnika. Analyzy genotoxicity periférnych
leukocytov u pacientok s karciném prsnika po-
ukazuju na individudlnu obranyschopnost a roz-
dielny antioxida¢ny status pred chemoterapiou,
pocas liecby a po jej ukonceni. V priebehu liecby
stipa genotoxické poskodenie ¢o vedie k zave-
rom potreby individualizacie liecby na redukova-
nie neziaducich uc¢inkov a zvysenie kvality zivota
(Gomes a kol., 2015). Uspesnejsia liecba vyza-
duje molekularny pristup k signalnym draham
leukocytov.

Chaperdny

Stcastou proteinovych signalnych drah su
chaperény. Brania bunku proti denatura¢nym
ucinkom stresovych faktorov, reguluji degrada-
ciu cytoplazmatickych proteinov, spolupodielaju
sa na antioxida¢nej metabolickej ochrane, regu-
luju reorganizaciu filament a apoptézu. Vicsina
solidnych nadorov ma v case diagnézy uz po-
trebnu geneticku diverzitu na vznik rezistencie
voci terapii zameranej na jeden molekularny
ciel (Kitano, 2003). Multichaperénovy systém

Hsp90 akumuluje polymorfné varianty génov
v klucovych signalnych drahach bez zmeny fe-
notypu. Zaistuje prezitie bunky i pri extrémnom
mnozstve mutacii. Inaktivaciou Hsp90 neutrali-
zujucou protilatkou alebo pdsobenim inhibito-
rov bolo pozorované znizenie aktivity matrixovej
metaloproteindzy 2 a nadorovej invazie (Eustace
a kol., 2004; Workman, 2004; Necker, 2007).

ZAVER

Proteomika predstavuje unikatny nahlad
na kompletny proteinovy komplement orga-
nizmu v kontexte Casu a priestoru. Pomocou
modernej hmotnostnej spektrometrie je mozné
analyzovat jednotlivé proteiny buniek, telovych
tekutin a tkaniva. Leukocyty predstavuju mobil-
na jednotku imunitného systému a ich proteiny
odrazaju zmeny na urovni signalnych drah pri
karcinogenéze. Proteomicka analyza leukocytov
periférnej krvi pri karcinéme prsnika zachytava
mnozstvo proteinov, ktoré mdzeme zaradit me-
dzi potencialne diagnostické a/alebo prediktivne
markery individudlnych neziaducich uc¢inkov
a predstavuje slubny smer vyskumu vcasnej diag-
nostiky a vysokocielenej efektivnejsej liecbe.
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