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Otvorené zlomeniny a luxacie talu, astragalectomiakazuistiky
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Suhrn

Kompletna otvorena zlomenina alebo dislokacia taduvSetkych susediacich artiktigych
spojov s alebo bez fraktiry je ki vzacny druh poranenia. Existuje ler’mé obmedzené
mnoZstvo pripadov ktoré boli zdokumentované a po@syv literature. V niektorych
pripadoch je talus Uplne odpojeny od kosi nohyzived&ych Struktlr (,chybajaci talus®),
ktorého pripad popisujeme aj v naSom prispevku.

Kruéové slova:talus, otvorené zlomeniny, luxa@é zlomeniny talu, astragalectomia
(Open talar fracture, traumatic dislocation of thetalus, astragalectomia case reports)

Summary

Complete open dislocation of the talus from alkitgacent joints with or without a fracture is
a very rare type of injury. Only a few such casasiing been described in the literature. In
some cases the talus is completely disconnectad fiee foot (,missing talus”) as we
described it in our report.

Key words: talus, open fracture, astragalectomia,

Uvod

Clenkovu kog (talus) tvori trochlea tali, collum a caput tal{1). Na dorzalnefasti
tela sa nachadzarocessus posterior taliktory je tvorenytuberculum laterale et mediale
medzi ktorymi prebiehtendo musculi flexoris hallucis longuEalusmé Kbové plochy pres
naviculare a pre calcaneus Na ¢lenkovl ko$ sa upina mnoho vazov, ale Ziadny sval.
Medialna tretina kosti je zasobena z vnutornejnstnaomocouramus deltoideus a. canalis
tarsi, predstavuje vetvia. tibialis posterior Pri fraktrach méze Wytato vetva jediny
neposkodeny zdroj cievneho zdsobenia. Stredné&eraliad tretina kosti je zdsobend cievnou
sietou pod ktkom z anastomdz medai canalis tarsi(vetvaa. tibialis posterioy aa. sinus
tarsi (vetvaa. dorsalis pedis(1,3).

Ide o zriedkavé poranenie, ktoré predstavuje @&PAvSetkych traumatickych luxacii
(2, 4,5, 6, 7, 8). Luxacie sa mb6zu vyskytrlavne pri prudkych trazoch, kedy déjde k jeho
destrukcii.

Ciel'om naSej prace je prezentéwdastné sklsenosti s nielwai ¢astymi, otvorenymi
a luxanymi zlomeninami talu, ich ligou ad’alSimi komplikaciami.

Material a metédy

Kratky anatomicky popis talu ajeho uloZenialenkovom HKbe, 3pecifika jeho
uloZenia. Na priklade 3 kazuistik prezentovanieuaktych moznosti ligby, otvorenych
zlomenin a luxénych zlomenin talu, vysledky opéreej liecby, zhodnotenie vysledkov
liecby a komplikacii,d’alSi postup pri danych zlomeninach.



Kazuistika 1:

29 rat. pacient dastnik autonehody - Smyk na motorke, privalenien@jokortatiny
motocyklom.

Nalez: otvorenej zlomeniny &ka talu z luxaciou hlagky talu lateralne, otvorena
rana v oblasti lateralnej strany do 5cm, dislokdmtvrdena na RTG a CT snimkach. Pacient
po priprave operovany do 4 hodin.

Vykonana otvorend repozicia rozSirenim laterdlaeyra mala incizia z medialnej
strany, ostesyntéza 3x kortikdlnou skrutkou. Nasedkorgatina fixovana 10 tyiov v
sadrovej dlahe + néasledne indikovana ortézalalidvanie kowatiny, nasledne postupne
RHB a plna zéaz. Na kontrole po 3, 8 mesiacoch bez znamok brdagkalu, rany zhojené
bez komplikéacii, plnd hybnékorcatiny.

Obr. 1. Primér nalez Obr. 2. Primarna RTG snimka

Obr. 3. RTG snimka  Obr. 4. RTG snimka 8 mesiacov po operacii
po operacii

Kazuistika 2:

25 rany pacient gastnik autonehody ako motocyklista - kolizia mokety
s automobilom, ptiom bola zakliesnena prava dolna k&atina medzi automobil a motorku.

Nalez: devastmé poranenie v oblastiorsum pedis medialnej a lateralnej strany
nohy. RTG vySetrenia potvrdili ndlez luxacie tatlpmeninyos calcaneum, os naviculaee
os cuneiforme medial®acient bol po priprave operovany do 1 hodiny.

Vykonana revizia rany — rozsiahla rana ma medidhjejateralnej strane nohy,
siahajuca od oblasti nad medidlnym malleolom azoptag’ diafyzy |. metatarzu. Nélez



takmer kompletnej luxacie talu, talus prichyteny imalym pruhom tkaniva z laterélnej
strany. Nalez zlomeninyalcanea v sustentakularnej oblasti, s odlomenim celej pjoc
cubocalcanearnehoitlu os naviculare medialnej strany, abrupcia mediélnej stramy
cuneiforme mediala bazy |. metatarzu. RuptarBaghy musculus extensor pollicis longus
lézia a. dorsalis pedis Nasli sme preruSeny proximalny koniec. Distalnkoniec v
devastovanom tkanive najdeny nebol. Distalag’ nohy bola celkovo chladnejSia, bledSia,
pulzécie na. tibialis posteriorslabo hmatné.

Po repozicii talu na pbdvodné miesto, kalcaneokuditecho kbu a
talovnavikularneho flou vykonavame dmsnu fixaciu talonavikularnehdlu Kirscherovym
drétom - ziskali sme obnovenie tvaru nohy iakg nohy, postavenie fixované externym
fixatorom, na zaver rana kryta podtlakovou terapiod.C seal. S odstuporasu vykonané
eSte dve revizie rany a vymena V.A.C. seal.

Nasledne boli realizované eSte dve operacie naik€lipopalenin a rekonstréike]
chirurgie - debridement a nekrektomia, amputacikgp@ohy, autotransplantacia koze z
pravého stehna na dorsum pedis a ahtasdialnej strany nohy.

Po troch mesiacochnatie externého fixatora a postupne chédza laligvanim
z oporou barli. Kontrola po jednom roku po opergmacient chodi z oporou jednej
francuzskej barle, nehojaci sa defekt v oblasti iéledj strany talu, pretrvava secernacia
zrany a nalez pozitivnej mikrobialnej kultivacimalez osteomyelitidy. Pacient je
perspektivne planovany ndalSi vykon. Vziiadom na komplikovandsstavu a mozné
ohrozenie na Zivote pri osteomyelitide ja navrhd@vapamputacia kamatiny, ktorl pacient
zatid’ odmieta.

.\-._

Obr. 1. Primérn
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Obr. 4. RTG snimka 1 rok po operacii
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Obr. 3. Nalez 1 rok po operacii



Kazuistika 3:

40 rainy pacient pracovny uraz, pri pileni stromu v lpad na’avu dolnu koratinu.

Nalez: devastamé poranenie, dorzalnej a lateralnej stranychtiny v oblasticlenka,
obrovska rana priblizne 25cm z lateralnej stramyg kateralnym malleolom, luxacia talu z fr.
kr¢ka talu a trieStiva zlomenina distalnej fibuly nd@® snimkach. Pacient bol po priprave
operovany do troch hodin.

Vykonana revizia rany, nélez hibokej rany v oblaséd laterAdlnym malleolom,
poSkodenia art. dorz. pedis ktora bola ligovana,|éeie prednej skupiny svalov predkolenia,
poSkodenie laterodorzalnej skupiny, sutura svalstv@stivA zlomenina distalneho konca
fibuly zo stratou kostného tkaniva, luxacia a zé&ofrakt. talu v oblasti kika. Vykonana
repozicia a fixacia Kirchnerovym drotom transkakk@me az do tibie a premostenie triestivej
zlomeniny fibuly K- drétom, sutura rany drendz, maver fixacia postavenia externym
fixatorom.

S odstupomcasu boli vykonané dve revizie rany a podtlakovanéizeV.A.C seal,
nasledne na Klinike plastickej chirurgie jedna mékdmia atri krat krytie defektu
xenotransplantatom, definitivneirty kozny transplantat.

Po troch mesiacoch kontrola rany zhojené bez defeste ponechany externy fixator,
nasledne po Styrochiatie fixatora, postupne chédza Z’akovanim z pomocou barli.

Obr. 3. Nalez 3 rhesiace poperécii Obr. 4. RTG snimka 3 mesiace po operacii



Diskusia a zaver

Poranenie talu, najma otvorené zlomeniny a luxagiearitné poranenia, ako vyplyva
z literatary (2, 4, 5, 6, 7, 8) aj z naSich klingck skisenosti. Lida poraneni tohto typu je
pomerne narnéa a zéhava, niekedy neprinasa tuzeny vysledok a uspokojeme pacieta aj
pre lekaraTalus ako kog ma pomerne zlozité ulozenie, je pokryta gkeg ¢asti chrupkou,
nema silné vazivoveé spojenia, a preto pri vyrazmasili pdsobiacom v inverzii a dorzalnej
flexii nohy moze dojs k luxacii, luxanym zlomeninamCastou priinou daného typu Grazu
su dopravné nehody, Specialne motocyklove. Akonganee aj z literatdry, v lide sa kladie
vel’ky dbraz na zachovanie talu ako kosti, ako m#élmku medzi predkolenim, péatou
a zvyskom nohy (2, 4, 5, 6, 7, 8), ako dolezitegjgsti talocruralneho a subtalarneho kibu. Ak
je ¢o len mald moznaszachovavame tuto kfsaj napriek riziku vzniku infekcie, ktoré je
pomerne vEké. Nahrada talu ako kosti ktora spéja predkolamehu je zlozZité sasto vedie
k vyraznému obmedzeniu hybnosti. Preto aj my digtbe naSich pacientov nepristupujeme
k astragalectomii, alebo amputadialusreponujeme spado élenkového kbu, snazime sa ho
fixovat' v ¢o najoptimalnejSom postaveni a rekonstruujeme mékagiva preco najlepSiu
vyzivu a fixaciu talu. Definitivne zabezjigeme postavenie talucéenkového kbu externym
fixatorom.

Z danych kazuistik vyplyva, Ze najdélezitejSiu hilozohrava v konismom dosledku
stav makkych tkaniv, cievnhe a nervové zasobenigke&jsamotné kostné poranenie nemusi
byt dramatické, postarasa nasledne o makke tkaniva mézé siphodlhy proces, vyZzadujuci
opakované operacie, zakroky a starostkivos

VySSie uvedeni pacienti z kazuistik podstupili apadné opergné zakroky a ich stav
eSte doteraz nie je definitivne ustéleny. Rizikonekrdzy talu je vysoké, akutne a chronické
infekcie ran sitasté, starostliva’so zhojenie makkych tkaniv je dlhy proces. PretalgVanie
danych pacientov musi tydlhodobé a vysledky prehodnocované, dalsom sledovani
uvidimeci nasa snaha o zachranu talu - éatimy bola UspesSna a benefitom pre pacienta.
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Suhrn

V traumatologicke] praxi stale ostava otvorena kaamrgentného rieSenia, ligacie resp.
anastomozy, lézie dominantnej artérie v oblasti dialdia. Rozhodovanie sa o
pouziti techniky moézu ovplyvii zistené zmeny na muskuloskeletdlnom systéme
z dlhodobého Fadiska. Od roku 2000 do roku 2010 bolo na naSejikdi oSetrenych 178
pacientov, ktori by dpali inklizne kritéria na zaradenie do Studie. Kledsému vySetreniu
na poziadanie sa vSak dostavilo len 12 z nich.ilZistne, ze u 6smych pacientov z
vySetreného suboru bola realizovana ligacia poskedartérie a u Styroch anastomoéza
artérie. V ramci vysSetrenia im bol dany Standard@éaty dotaznik (Functional Status Scale)
zamerany predovsetkym na hodnotenie subjektivngciiqy pacienta a kvality funkcie ruky.
Funkenymi vySetreniami sme zievali citlivost” a krvné zasobenie postihnutej ruky pomocou
Allenovho testu. Z vySetrenia citlivosti bola testoa taktilna citlivog (diskriminana
citivost a dermatomy). Svalovu silu ruky sme merali harig-gestom a objem ruky
ponorenim do kvapaliny odmerného valca. Na merdqstne] denzity sme vyuZili
denzitometrické DXA vySetrenie. Pomocou Allenoviestti sme zistili okliziu vo vSetkych
pripadoch ledovanych artérii bez rozdielu pouZiietervencie. KozZna senzitivita,
diskriminana citlivog’ ruky jasne koreluje s léziou nervov prebiehajucichblizkosti
ledovanych artérii predlaktia, pdm postrehnuté rozdiely st markantné. Sila ruky je
vyznamne oslabena na poskodenej strane po Uranemese na 2/3 (66,67%) sily zdravej
ruky. Rozdiel v objemoch ruky je v priemere na nio#0ml, ¢o by sme mohli vysvetlitym,

Ze denervaciou intraosealnych svalov a svalov licales dochadza k atrofii uvedenych
partii a tym k ubddaniu objemu chorej ruky. Denaitgrické rozdiely neboli dostatoé na
potvrdenie signifikantnosti. Predpokladame, Ze ngeraciu ruky ma vé&i vplyv
rekonstrukcia Slachového aparatu a nervov v pomveatechnikou oSetrenia arterialneho
systému,éo sa potvrdilo aj v naSej Stadii. To znamena, ze jei vyrazny rozdiel medzi
pouzitim ligacie a rekonstrukciou, ale pdkja to mozne z fineného ac¢asového hadiska
treba sa pokusio anastomézu, ktora pravdepodobne prinaSa bendtiadiska dlhodobej
prevencie a zachovania lepSej funkcionality hokoegatiny.

Kraéové slova: poranenie arterialneho systému predlaktia, anastam ligacia,
muskulockeletalne zmeny

Summary

In traumatologycal practice is still open the qigstof urgent solution in lesions of the
dominant artery in the forearm, ligation versussaoiaosis. Deciding whether to use each of
techniques may affect changes in their musculotiedgstem in the way of long term. From
2000 to 2010 were treated in our clinic 178 pasiemthich fulfilled the inclusion criteria for
our study. For subsequent examination upon requegtl2 of them attended our clnic. We
found that eight of the examined patients weretéatay ligation of the injured artery, rest of



them had anastomosis of artery. For the evaluatias given a standardized questionnaire
(Functional Status Scale) focused mainly on theessseent of subjective feelings of the
patient and the quality of hand function. Duringhdtional examination we examined the
sensitivity and the blood supply to the affecteddhly Allen test. For susceptibility testing
we tested tactile sensitivity (sensitivity and distnatory dermatome). Muscle strength was
measured by hand-grip test and a volume of liguwdhlnd immersion in a measuring
cylinder. To measure bone density, we have usesditdemetry DXA testing. Using the Allen
test, we found occlusion of injured arteries in edises used without distinction to the
intervention. Skin sensitivity, discriminatory sénsty of hands clearly correlated with the
lesion of nerves going near the injured arteryhaf torearm, while noticing differences are
striking. Hand strength is significantly weakendé@injury to an average of 2/3 (66,67%) of
non-injured arm strength. The difference in volurhasds is on average 40 ml, what could be
explain by the fact that intraosseous denervatiasales and lumbricalis muscles leads to
atrophy and thus to the dwindling volume of theedsed hand. Densitometry differences
were not sufficient to confirm the significance. \@&sume that the alteration of the hand is
more influenced by reconstruction of tendons antete compared with the technique of
treating arterial system, which was confirmed i study. This means that there is a
significant difference between using ligation aedanstruction but from financial and time-
consuming point of view. But as far as it is poksilwe need to try performing the
anastomosis, which is likely to bring benefits @ims of long-term prevention and better
preserving the functionality for the upper limb.

Uvod

Poranenia arterialneho systému v oblasti predlakigaju stupajuci trend v ramci
arazov vyskytujucich sa na oddeleniach centralnefjmu. Zv&Sa sa jedna o monolateralne
lézie postihujuce jednu z hlavnych artérii a zatovariabilni mieru poskodenia okolitych
anatomickych Struktdar (nervov, Sliach, ...). Medkarus Urazu je viac-menej uniformny -
s&né a rezné poranenia.

Momentalny nedostatok relevantnych Stadii a chydannernic v manazmente vysSie
uvedenych poraneni, aj napriek zvysSujucemu sa wiskytvara dilemugi stati poSkodenu
artériu ligova, alebo je nutna jej rekonstrukcia. Pri rozhodovaspdsobe oSetrenia musime
zvazr, Zze nami zvolena terapia budethmiamy vplyv najma na muskuloskeletalny systém,
&0 je moZzné sasovym odstupom pozoraia*®

NaSa Studia sa zameriava na hodnotenie a konzakveonazitej metody pri lezii
arterialneho systému predlaktia. Primarnynfa@ie bolo zhodnofi nasledky na funkcie ruky
a zistt’ korelaciu medzi metédou a naslednou ftmdu alteraciou, poklanastala.

Material a metédy

V retrospektivnej Studii bola sledovana vzorkaig@ov, ktori podstupili opetay
zakrok pre traumatické posSkodenie jedriejpboch artérii predlaktia na Klinike plastickej,
rekonStruknej a estetickej chirurgie LF UK a UN Bratislavanalyzovani pacienti boli
v ¢asovom rozmedzi 3 az 10 rokov po Uraze (2000-208fi)dia bola schvélena etickou
komisiou UNB Ruzinov. VSetci pacienti, ktori tvoripodklad pre Studiu boli plne
informovani o jej charaktere, jeg€lovosti, a nasledne podpisali informovany suhlas.

Informacie o pacientoch do Studie, fgjiuc ich osobné Udaje ako vek, technika
operacie, strana a rozsah poskodenych Struktizgskali z ich zdravotnej dokumentéacie. Po
zozbierani potrebnych informacii sme nasledne pigokontaktovali pacientov.

Pacienti, ktori sa dostavili na zaklade pisomnejyyna Studiu realizovanou KPECH
podstupili komplexné vySetrenie postihnutej a kalatieralnej hornej kdsatiny. VySetrenie
zahmalo vyplnenie prislusného dotaznika, famgch a zobrazovacich vySetreni a



fotodokumentacie. V ramci Standardizovaného dokazr{iFunctional Status Scale) boli
otazky tykajuce sa predovSetkym subjektivnych jpocgacienta a kvality funkcie ruky, ako
citlivost, obmedzenia rozsahu pohyblivosti,limitacie vykonavania kazdodennych aktivit,
az potazku fyzicku pracu. Medzi fugké vySetrenia, ktoré sme realizovali patri vySe¢ren
citlivosti a krvného zasobenia postihnutej ruky. tBstovani muskuloskeletalnych zmien sme
sa sustredili na meranie svalovej sily, objemwrakneranie kostnej denzity. Na oriatrté
vySetrenie cievneho zasobenia ruky respektive Ipoigosti ledovane) artérie sa nam
osvedil Allenov test, ktory bol dostatme Specificky, senzitivny, materidlne a fitiaa
nenarény a nebolo nutné realizowanaranejSie zobrazovacie vySetrenie. Z vySetrenia
citlivosti bola testovana taktilna citlivogdiskriminana citlivog’ a dermatémy). Svalovu silu
ruky sme merali hand-grip testom a objem ruky penon do kvapaliny odmerného valca.
Na meranie kostnej denzity sme vyuZzili denzitonockti DXA vySetrenie, kde sme sa
zamerali hlavne na distalntag’ predlaktid® Vo vSetkych meraniach sme pouZili metédu
porovnavania poranenej a zdravej ruky a zatqwe vySetreni objemu ruky, svalovej sily a
denzitometrie (BMD) sme porovnavali ruku dominantal nedominantnd, giom bol
zahrnuty koeficient dominancie pre silu ruky -6%,ohjem ruky -10%. Na zaklade
predchadzajucich klinickych Stadii nebolo nutné raah koeficient pri porovnavani merania
BMD, nakd’ko pri nich neboli zistené signifikantné rozdiély

Vysledky

Zo 178 pacientov, $pajlcich inklizne kritéria Stadie, oslovenych pisomn
koreSpondenciou sa d@asu uzaveru vysledkov tejto prace (Studia stalegsale) dostavilo
len 12. VSetci pacienti boli muzského pohlavia emernym vekom 50 rokov. NajmladSi
pacient mal 24, najstarSi 70 rokov. Operéacii sarquiti v priemere pred 6,41 rokmi. U
vSetkych pacientov bola posSkodena len jedna z dwmrhinantnych artérii predlaktia. A.
ulnaris bola ledovana v 9 pripadoch (75%), a. tedia3 (25%) pripadoch. V 4 (33,33%)
pripadoch sa vykonala revaskularizicia poSkodaeeycv ostatnych 8 pripadoch (66,67%)
bola realizovana ligacia. Pomocou Allenovho teshe zistili okluziu vo vSetkych pripadoch
ledovanych artérii bez rozdielu pouZitej intervenciKoZzna senzitivita, diskrimitdaa
citlivost’ ruky jasne koreluje s léziou nervov prebiehajucichlizkosti ledovanych artérii
predlaktia, ptom postrehnuté rozdiely st markantné. Sila rukyyenamne oslabena na
poSkodenej strane po Uraze v priemere na 2/3 (8©,6ily zdravej ruky. Rozdiel v objemoch
ruky je v priemere na urovni 40mEo by sme mohli vysvetli tym, Ze denervaciou
intraosealnych svalov a svalov lumbricales dochékizatrofii uvedenych partii a tym k
ubddaniu objemu chorej ruky. (Otd) Denzitometrické rozdiely neboli dost&té na
potvrdenie signifikantnosti.

Obr. 1. VySetrenie pacienta po kombinovanej I€aivého predlaktia po 34 mesiacoch
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Diskusia

Pre naSu Studiu sme sa rozhodli kvoli vysokémiiyppacientov operovanych s Iéziou
arteridlneho systému predlaktia na KPECH v posledriy0 rokoch. K jej vypracovaniu nas
indpirovala uZ existujica Studia (Basseto ef).aPredpokladali sme viadom na vEkos’
nasho suboru, Ze budeme schopni relevantne zhédiririos respektive nasledky pouzitia
technik pri léziach arterialneho systému predlal@tizgsak pre vémi nizku &ag’ pacientov na
Studii nemozno Statisticky podlaZivysledky existujucej Studie. Z predbeznych vystadk
mozno hodnoti v porovnani s inymi Stadiami, Ze ligacia, metddmaamne, casovo aj
technicky menej natma obstdla v porovnani s anastomézou bez vyrazrgmtielov ku
vztahu neskorSej alteracie ruky. Predpokladame, Zealteaciu ruky ma Wi vplyv
rekonstrukcia Slachového aparatu a nervov v pomveatechnikou oSetrenia arterialneho
systému,éo sa potvrdilo aj v naSej Stadii. To znamena, ze jei vyrazny rozdiel medzi
pouzitim ligacie a rekonstrukciou, ale pdkja to mozne z fineného a¢asového hadiska
treba sa pokusio anastomézu, ktora ptaistidie (Basseto et 3lprinasa benefit zlladiska
dlhodobej prevencie a zachovania lepSej funkcionhbrnej koatiny.
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Kryoprezervacia Pudskych hepatocytov a hodnotenie ich viablity po
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Suhrn

Zmrazovanig’'udskych hepatocytov v tekutom dusiku je najlepdssebom ich uskladnenia.
AvSak zmrazovanie znizuje ich viabilitu. Hlavnynelmm prace bolo sledovavplyv zloZenia
kryoprotektivného média na viabilitWudskych hepatocytov po rozmrazeni. Zdrojom
biologického materialu pre nas vyskum bolc@ee z multiorganovych odberov realizované
na CHKaTC UNM v Martine v obdobi od roku 2008 d&ud010, ktoré boli nevhodné pre
ortotopicku transplantaciu pene. Viabilita a péty 'udskych pé&enovych buniek izolovanych
kolagenazou, boli stanovené pouzitim metody farbetriypanovou modrou. Bunky sme
zmrazovali za pouzitia 4 rdbznych zmrazovacich madiledovali ich vplyv na viabilitu po
rozmrazeni v rdznontase. Spracovali sme @ene od 11 darcov, z toho 8 muzZskych a3
Zenskych. Ako najvhodnejSie z porovnavanych kryakowanych médii sme vyhodnotili
Recovery cell culture freezing medium a médium bbgae 10% DMSO.

Krucéové slova:transplantacia hepatocytov, zmrazovanie hepatocyiabilita hepatocytov,
kryokonzervéné médium, kultivacia hepatocytov, bioarteficiaprasien

(Cryopreservation of human hepatocytes and evaluain of their viablity after thawing)

Summary

Freezing human hepatocytes in liquid nitrogen s llest way of their storage. However,
freezing reduces their viability. The main objeetnf this work was to study the effect of the
composition of cryoprotective media on viability bfiman hepatocytes after thawing. The
source of biological material for our research whkvers from multipleorgan procrument

performed in Surgical department and transplantecan Martin from 2008 to 2010. Those

livers were unsuitable for orthotopic liver traremiation. The viability and number of human
liver cells isolated by collagenase, were deterchineing the Trypan blue dye exclusion
method. The cells were frozen in 4 different typé$reezing media and we monitored their
effect on post-thaw viability at different times.eAprocessed the liver from 11 donors,
including 8 men and 3 women. As the best cryopuesien media were evaluated Recovery
freezing cell culture medium and medium contairi6go DMSO.

Key words: transplantation of hepatocytes, freezing of hepaés; viability of hepatocytes,
cryopreservation media, cultivation of hepatocytesartificial liver

Uvod

Klinicka aplikacia li€ebnych postupov zaloZzenych hadskych pé&enovych bunkéach,
ako su bioarteficidlna pen (BAL) a transplantacia hepatocytov, mbze pothanizova’
umrtnos’ pacientowakajdacich na transplantaciugeme a pomatim datkat’ sa @akavaného
ciela- transplantacie pene. Vytvorenie Standardnych protokolov izolaciprasovania
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a uskladnenia pgenovych buniek je z&kladnym kad@m tejto snahy. Zmrazovanie
hepatocytov v tekutom dusiku je najlepSim spésobiem uskladnenia, pfom vSak
nepriaznivo vplyva na ich viabilitu (HoSala a kd&2Q11). Kryokonzervené média zohravaju
vel'mi dolezita ulohu pri dlhodobom skladovanipgovych buniek. Utenie najvhodnejSieho
kryokonzervdného média, ktoré by umidvalo dosiahntiviabilitu hepatocytov podobnu tej
pred zmrazenim, méze naponidc d’alSiemu rozvoju ligebnych postupov zaloZzenych na
pouZzitiTudskych hepatocytov a ich SirSiemu pouZzitiu v idka&j praxi v buducnosti.

Material a metédy

Zdrojom biologického materidlu pre nas vyskum bpé&ene z multiorganovych
odberov realizované na CHKaTC UNM v Martine v obidoth roku 2008 do roku 2010, ktoré
boli nevhodné pre ortotopicku transplantaciwcgree. Odborné ciele prace a jednotlivé
pracovné postupy boli schvalené Etickou komisiossédriovej lekarskej fakulty UK
v Martine. Pred samotnym odberom sme zhodnotili kéien jednotlivych organov.
Rozhodnutie o0 odmietnuti orgadnu na transplantaciolo b zalozené na zaklade
makroskopického valadu p&ene, histologickych vysledkov bioptickych vzorieé¢ene, ako
aj na zaklade patologickych laboratérnych vysledkepatélnych testov. Viabilita a {ig
ludskych peeinovych buniek izolovanych kolagenazou, boli stan@verouzitim metody
farbenim trypanovou modrou. Bunky sme zmrazovalpeaZitia 4 r6znych zmrazovacich
meédii (DMSO 5%, DMSO 10%, DMSO 15% a RCCF). Skunyaslobsahom buniek sme
transportovali do mraziaceho boxu (-80°C), kde smfe nechali do nasledujucehaia
v kryoskopickej nadobe. Na druhyrdeme ich transportovali do tekutého dusika a néechal
uskladnené nd’alSie experimenty. Nasledne sme ich po 1,3, 6 ae$trooch rozmrazili a
sledovali ich viabilitu po rozmrazeni.

Vysledky

Spracovali sme gene od 11 darcov, z toho 8 muzskych a 3 ZenskyadmErny vek
darcu bol 45,7 + 11,8 rokov. Ziskané mnoZstvo Hurielo od 7,9x10aZ po 8,1x1da
ziskané mnoZstvo buniek na gram tkaniva bolo 0838 do 5,02x10. Najvyssi celkovy
vytazok buniek, ako aj najvySsSi fgZzok na 1g tkaniva bol dosiahnuty spracovanim a
izolaciou buniek zo steatotickych d@mi, najnizSi spracovanim cirhotickych ¢esi.
Priemernyas studenej ischémie bol 11,6 + 6,9 hodiny.

Porovnavali sme viabilitu ziskanych dge#ovych buniek v zavislosti od doby
skladovania pgenovych buniek zmrazenim pri pouziti rédznych kryokemainych meédii
(DMSO 5%, DMSO 10%, DMSO 15% a RCCF). Na porovnaiigila absolitna viabilita
ziskanych pé&enovych buniekAv. NajvysSie hodnoty absolitnej viability po rozaeai pri
porovnani s ostatnymi kryokonzetweymi médiami dosiahlo kryokonzera@ médium
RCCEF pri vSetkych dobéach skladovania zmrazovantekutom dusiku.

Priemerna percentudlna hodnota absolltnej viabiitRCCF bola v jednotlivych
sledovanych obdobiach od 34,3 £ 3,27% po 1 med@a&6,7+ 2,73% v 3 mesiaci. Priemerna
percentualna hodnota absollUtnej viability u médiasabujuceho 10% DMSO bola
v jednotlivych sledovanych obdobiach od 31,6 do4%3, U kryokonzervénych meédii
obsahujucich 5% a 15% DMSO dosahovala priemern&eptralna hodnota absolltnej
viability nizSie hodnoty ako u RCCF a kryokonzemwého média obsahujuceho 10% DMSO
a mala Kklesajucu tendenciuc¢ase. To znamend, Ze predlZzovanim doby skladovania
zmrazovanim Kklesala absolatna viabilita takto spraoych péenovych buniek po
rozmrazeni (\’ graf 1).
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Graf 1. Porovnanie absolutnej viability ziskanychcg@vych buniek v zavislosti od doby
skladovania p&novych buniek zmrazenim pri pouziti réznych kryokemna:nych medii

V tabke 1 je porovnavany vplyv réznych kryokonzemmgch médii na viabilitu
pecenovych buniek po rozmrazeni 1, 3, 6 a 12 mesiacovicghouskladneni zmrazenim
v tekutom dusiku Porovnavali sme vplyv jednotlivyoiédii na viabilitu navzajom. Pri
vzajomnom porovnani RCCF a DMSO 15% po vyhodriqteeZivania po rozmrazeni po 6
resp. 12 mesiacoch od zmrazenia vySiel Statistickgnamny rozdiel P=0,0004 resp.
P=0,0001. Pri vzdjomnom porovhani RCCF a DMSO 5%vyploodnoteni prezivania po
rozmrazeni po 12 mesiacoch od zmrazenia vySiasstily vyznamny rozdiel P=0,0001. Pri
vzajomnom porovnani DMSO 10% a DMSO 15% po vyhoeimiopreZivania po rozmrazeni
po 12 mesiacoch od zmrazenia vySiel Statistickynayany rozdiel P=0,0001. Z uvedeného
vyplyva, Ze kryokonzervmé médium s najlepSou viabilitou ggovych buniek po ich
rozmrazeni na zaklade vysledkov Statistiky je recgwell culture freezing medium RCCF.
Ako druhé najlepSie bolo vyhodnotené kryokonzéméamédium obsahujice 10% DMSO,
ktoré taktiez dosahovalo Statisticky vyznamné relydivo viabilite p&enovych buniek po
rozmrazeni v porovnani s kryokonzefmgm médiom obsahujucom 5% resp. 15%d’(vi
tabu’ka 1).

V tabu’ke 2 je porovnavany vplyv kryokonzetre&ého média na viabilitu penovych
buniek v zavislosti od trvania doby uskladnenigegevych buniek zmrazenim v tekutom
dusiku v mesiacoch. Porovnavali sme rozdiely altsejuviability ziskanych peeiovych
buniek Av v 2 réznych¢éasovych intervaloch uskladneniacpgovych buniek zmrazenim.
V pripade kryokonzensmého média RCCF a kryokonzetwého média obsahujuceho 10%
DMSO neboli zaznamenané Ziadne Statisticky vyznamongiely v zavislosti od trvania doby
skladovania. Pri porovnavani rozdielov viability ¢povych buniek pri pouZiti
kryokonzervéného média obsahujuceho 5% DMSO pri dobe uskladnkra 12 mesiacov,
vySiel Statisticky vyznamny rozdiel na Urovni POIR. Pri porovnavani rozdielov viability
pecenovych buniek pri pouziti kryokonzersnaeho média obsahujuceho 15% DMSO pri dobe
uskladnenia 1 a 12 mesiacov, vySiel Statistickynayany rozdiel na trovni P= 0,01. resp. pri
dobe uskladnenia 1 a 6 mesiacov, vySiel Statgticknamny rozdiel na urovni P= 0,04.
Kryokonzerv&né média s najvysSou absolutnou hodnotou preZiyaigovych buniek pri
dlhodobom skladovani po ich naslednom rozmrazenRGCF a médium obsahujiuce 10%
DMSO. (vid tabU’ka 2).
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Tab. 1. Statisticky vyznamné rozdiely pri vzajomnom porovadi vplyvu rdznych
kryokonzervénych meédii (RCCF, DMSO 5%, DMSO 10%, DMSO 15%) nabilitu
petenovych buniek po rozmrazeni 1, 3, 6 a 12 mesiacoicip@redchadzajucom uskladneni

zmrazenim

Médium 1 Médium 2 Hodnota P | Vysledok|
1 Mesiac | RCCF DMSO 5% | 0,19 ns
RCCF DMSO 10%| 0,66 ns
RCCF DMSO 15%| 0,07 ns
DMSO 10% | DMSO 15% 0,02 *
3 Mesiac | RCCF DMSO 5% | 0,028 *
RCCF DMSO 10%| 0,019 *
RCCF DMSO 15%| 0,009 o
6 Mesiac | DMSO 10% | DMSO 15%| 0,011 *
RCCF DMSO 5% | 0,01 *
RCCF DMSO 10%| 0,029 *
RCCF DMSO 15%| 0,0004 *rx
12 Mesiac | DMSO 10% | DMSO 5% | 0,008 o
DMSO 10% | DMSO 15% 0,001 ok
RCCF DMSO 5% | 0,001 el
RCCF DMSO 10%| 0,048 *
RCCF DMSO 15%| 0,0001 *rx

RCCEF - recovery cell culure freezing medium DMS@imetylsulfoxid ns - nesiginifikantny

Tab. 2. Statisticky vyznamné rozdiely pri porovnavani wplykryokonzervéného média
(DMSO 5%, DMSO 10%, DMSO 15%, RCCF) na viabilitué@evych buniek po
rozmrazeni 1 a 3, 1 a6, resp. 1 a 12 mesiacoghposkladneni zmrazenim

Hodnota
Mesiac 1 | Mesiac 2 P Vysledok

DMSO 5% 1 12 0,012 *
DMSO
10% 1 12 0,18 ns
DMSO
15% 1 6 0,04 *

1 12 0,01 o
RCCF 1 3,6, 12 ns

ns —nesiginifikantné

Diskusia a zaver

V poslednych rokoch sa skiumaju nové postugy lecbu ochoreni p&ne,
vyuzivajuce pe&enové bunky. Transplantacia hepatocytov a model tefiaialnej p&ene su
sfubné ligebné techniky, ktoré mézu sléizako podporna, alebo dokonca alternativnébke
k ortotopickej transplantacii pene (Strain et al., 2002). Obe metédy by mohligieis k
zmierneniu nedostatku darcovskych organov, vyuZijganmej pé&ene na liébu viacerych
pacientov postihnutych terminalnym zlyhavaninégre (Baccarani et al., 2003). Od prvej
transplantacie hepatocytodoveku ubehlo uz 22 rokov, kedy pacientovi s chckau
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hepatitidou a cirh6zou pene injikovali do sleziny hepatocyty zo segmentuojerlastnej
pecene. K @éakavanému klinickému zlepSeniu pacienta vSak ned@ddito, Kusano, 1993).
Taktiez d’alSi autori vo svojich pracach uvadzaju UspeSnéatnphie transplantacie
alogénnych hepatocytov pri tlee akutneho zlyhania pene, ako aj pri ligbe dedinych
metabolickych ochoreni pene (Baccarani et al., 2005; Fox, Chowdhury, 20G4)kovo sa
vo svete uskutmilo asi 100 transplantacii pahovych buniekéloveku. Preto sa eSte stéle
nahliada na transplantaciu hepatocytov ako na ewpatalnu metédu. Zariadenie s
bioarteficialnou pé&eiou sludskymi, alebo zvieracimi hepatocytami, s&at@a pouzivd s
povzbudzujucimi vysledkami pri dasnej podpore pacientov postihnutych fulminantnym
zlyhavanim péene (Fujita et al., 2005). Zakladnym karam oboch tychto experimentalnych
liecebnych metdéd je dostupnbgivotaschopnych, dobre fuétkych peeinovych buniek
v dostaténom mnozstve.

Vel'mi vazny a Kucovy problém ziskanych peinovych buniek je ich skladovanie.
Izolované hepatocyty sa m6zu uchowavarimarnych bunkovych kultirach hepatocytov po
dobu niekdkych dni (Katenz et al., 2007). AvSak pre ich &ir§iplatnenie v praxi je
nevyhnutny iny, dlhodobejSi spdsob uskladnenia. dvélianie zmrazenych hepatocytov
v tekutom dusiku sa zda thyajlepSou mozndsu ich uskladnenia (Stephene et al., 2007,
HoSala a kol., 2011). AvSak kryokonzervaciou sazujei viabilita izolovanych buniek.
NajdolezitejSie faktory, ktoré ovplywuju vysledné prezivanie hepatocytov po rozmrazéni s
zloZzenie kryokonzervaéeho média, pouzity kryoprotektant atempo zmrazi@vaa
rozmrazovania (Guillouzo et al., 1999). Zda sa, pmnalé tempo zniZzovania teploty,
pouzivanie dimetylsulfoxidu ako kryokonzetw&ho média a rychle tempo rozmrazenia su
nevyhnutnymi predpokladmi k Uspesnému kryokonzsr@mu protokolu (Loyd et al., 2004).
V nasSom vyskume sme sa zamerali na sledovanigvwgryokonzervéného média na
viabilitu petenovych buniek po rozmrazeni. Ako kryokonzemé média sme pouZili
dimetylsulfoxid v r6znych koncentraciach a RCCF méda porovnavali sme ich vplyv na
absolGtnu viabilitu p#&enovych buniek po rozmrazeni ajej zéavislosd dzky doby
uskladnenia zmrazenim. NajvySSie hodnoty absolUtiapility po rozmrazeni dosiahlo
v nasom subore médium RCCF pri vSetkych dobéach dekknia zmrazovanim.
U kryokonzervanych meédii obsahujucich 5% a 15% DMSO dosahovalenmarna
percentualna hodnota absolltnej viability nizSidraiy ako u RCCF a média obsahujliceho
10% DMSO a mala klesajucu tendenciwage, to znamena, Ze predlZzovanim doby
skladovania zmrazovanim klesala absolUtna vialitikio spracovanych peiovych buniek
po rozmrazeni. Guillouzo sledoval vplyv DMSO v rgeh koncentraciach na viabilitu
petenovych buniek po rozmrazeni rdznych ziidnych druhov. NajlepSie vysledky viability
po rozmrazeni zaznamenal pri koncentraciach od @02@% DMSO. NajvhodnejSia
koncentracia pri zmrazovani hepatocytov potkanda k6% DMSO, u ostatnych zvieracich
druhov 14% a éloveka od 10 do 12% DMSO v kryokonzetmam médiu (Guillouzo et al.,
1999). Taktiez Alexandrova popisovala kryokonzénéa médium s obsahom 10% DMSO
ako najvhodnejSie pri zmrazovahidskych hepatocytov (Alexandrova et al., 2005, Baud
et al.,, 2013). Hlavnou piihou je nizka molekuldrna hmotnpséo umozuje dobru
permeabilitu do bunky, a tym zédige kryokonzervény efekt na vnutrobunkovej trovni.

Jednou z dloh do buducnosti bude vytvdaké kryokonzervmé protokoly, ktoré
budu umo#ova’ skladova hepatocyty tak, aby ich bolo mozné paukedykdvek to bude
potrebné. NajdélezitejSou a fi@afSou uUlohou bude redukcia poklesu viability a tunusti
hepatocytov p&as procesu zmrazovania a rozmrazovania.
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Suhrn

Proliferacia je proces, kedy dochadza k rastu, nielea vytvoreniu novych buniek. Je
charakteristicka pre bunky s vysokou mitotickouinatdu. Za normalnych podmienok maju
bunky obmedzeny replikay potencial a po sérii niekioych deleni vstupuja do pokojoveho
Stadia. V pripade nadorovych buniek vSak dochadzierégulacii proliferacie a bunky
nadobudaju neobmedzeny replikg potencial,cim sa stavaju nesmiteymi. Prolifer&na
aktivita nadorovych buniek je jednym z doéleZityctognostickych ukazovaitev nadorov.
Jednou z metdd &wjacich prolifer&nu aktivitu buniek je imunohistochemické farbenie
protilatkami, ktoré rozpoznavaju deliace sa bunWypraxi su najastejSie vySetrovanymi
markermi proliferanej aktivity nadorovych buniek antigény Ki67, PCNAMICM proteiny.
Tato praca ponuka prédd spominanych antigénov, blizSie charakterizule Souktiru aj
funkciu a poukazuje na vlastnostifaka ktorym sa vyuZzivaju ako markery proliferacie pr
diagnostike nadorovych ochoreni prsnika.
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(Overview of immunohistochemical markers of prolifeation used in breast cancer
diagnostics)

Summary

Proliferation is a process leading to growing andtiplication of cells. It is characteristic for
cells with an increased mitotic activity. Under mal conditions, cells have a limited
replicative potential and after series of divisidhsy enter a quiescent phase. But in the case
of tumor cells their replicative potential is deutged and the cells acquire unlimited
replicative potential thus becoming immortal. Theoliferative activity of tumor cells
represents an important prognostic marker. Onenefmethods assessing the proliferative
activity of the cells is an immunohistochemical egion of cell-cycle specific antigens.
Commonly examined markers of proliferation are Ki®CNA and MCM antigens. This
review discusses about structure, function and gut@s of these antigens which make them
good markers of proliferation in diagnosis of btezscer.

Key words: markers of proliferation, Ki67, PCNA, MCM

Uvod

Proliferacia je proces, kedy dochadza k rastu,nilela vytvoreniu novych buniek. Je
charakteristicka pre bunky s vysokou mitotickouinatdu. Za normalnych podmienok maju
bunky obmedzeny replikay potencial a po sérii niekioych deleni vstupuja do pokojoveho
Stadia. V pripade nadorovych buniek vSak dochadzierégulacii proliferacie a bunky
nadobudaju neobmedzeny replikg potencial,cim sa stavaju nesmiteymi. Prolifer&na
aktivita nadorovych buniek je jednym z doéleZityctognostickych ukazovaitev nadorov.
Jednou z metdd &wjacich prolifer&nu aktivitu buniek je imunohistochemické farbenie
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protilatkami, ktoré rozpoznavaju deliace sa bunWypraxi su najastejSie vySetrovanymi
markermi proliferanej aktivity nadorovych buniek antigény Ki67, PCNAVICM proteiny.

Tato praca ponuka predd spominanych antigénov, blizSie charakterizuje ic
Struktaru aj funkciu a poukazuje na vlastnostlaka ktorym sa vyuZzivaju ako markery
proliferacie pri diagnostike nadorovych ochorersinpka.

Ki67 protein

Zaciatkom 80. rokov minulého statim objavil tim nemeckych vedcov antigen Ki67
a identifikoval ho na zaklade pouzitia monoklon&lmyprotilatok proti jadrovému antigénu
z bunkovej linie Hodgkinovho lymfémiu Meno antigénu bolo odvodené z mesta pévodu
(Kiel, Nemecko) &isla povodného klonu v 96-jamkovej platke. Detailna analyza odhalila
pritomnos Ki67 antigénu v jadrach buniek vo vSetkych fazammkového cyklu vratane
mitézy, zatid ¢o bunky v G faze postradali expresiu tohto antig&nu

Expresia a bunkova lokaliz&cia Ki67 proteinu v pridgehu bunkového cyklu

Intenzita expresie Ki67 gas bunkového cyklu osciluje. Kym niektori autori
uvadzaju, e na Zmtku G, fazy st bunky negativne na pritomtd&i67°, ini preukazali
nastup expresie Ki67 uz v neskorej faz€. Je vieobecne akceptované, 7&apadS fazy sa
zvySuje intenzita farbenia Ki67 antigénbra svoje maximum dosiahne as metafazy
mitézy. Prudky pokles nastavadas anafazy a telofazyv pokojovom Stadiu alebo v3aze
bunky neexprimuju Ki67°.

Aj lokalizacia Ki67 p@&as bunkového cyklu nie je homogénna. V skorychi&tadG
sa Ki67 vyskytuje v malom mnozstve prerusovane kejcrukleoplazme. Tieto miesta
koreSponduji s Gsekmi satelitovej DNAS priebehom & fazy dochéadza k poklesu
kolokalizainych oblasti satelitovej DNA. V neskorejy @&ze, kedy dochadza k obnoveniu
jadierka, sa Ki67 vyskytuje prevaZne v tejto Sttw&® aj kel jeho pritomnos bola
pozorovanad aj v niektorych heterochromatinovych éuwmch molekuly DNA Poda
niektorych autorov sa pas S fazy nachadza Ki67 vyhe v jadierkfl, ini zaznamenali jeho
pritomnos aj v nukleoplaznie®. Kontroverzné je aj rozmiestnenie proteinu y¥féze. Kym
niektori autori uvadzaju, ?e sa Ki67 nachadza bseme po celom jadteini pozorovali
okrem toho aj zhluky proteifu ktoré &iastaine koreSponduji s umiestnenim jadiérka
Vyrazné zmeny v distribicii Ki67 proteinu su vidiné p@&as mitézy. V profaze je Ki67
pritomny ako jemna sfeasociovana s kondenzujlcim chromatifdnv priebehu metafazy
vykazuje Ki-67 silnG expresiu na povrchu kondenzyed chromozémay’, aj kel
nedochadza k Uplnej asociacii proteinu s chromatin®o rozpade jadrovej membrany sa
¢ag’ proteinu nachadza roztrasene v cytoplazme. Tapoesia vymizne medzi anafazou
a telofazot.

Funkcia Ki67

Ki67 bol pozorovany v asociacii s nuklearnou mafripreribozémanit a satelitovou
DNA v G, fazd. Avsak aZ 40% proteinov bunky sa nachadza na paovmitotickych
chromozémot? ako s@as’ perichromozémového obdfli Tento obal pozostava z proteinov
a RNA, ktoré st okrem centromér pritomné gzdhromozémov a vytvaraju sidibril
a grandl odstupujucich na kratku vzdialeh@sl chromozémoV. Medzi proteiny a RNA
vytvarajlce perichromozomovy obal patria jadrovériravé proteiny, jadierkové proteiny,
ribozémové proteiny a snRNA™ Perichromozémovy obal je pritomny na chromozémoch
od profazy az po telofazu. Len nedavno sa zisti,prave Ki67 je jednym z hlavnych
proteinov podikajucich sa na vytvarani tohto obalu. SlUzi akoneSeku ktorému sa viazu
nukleolarne proteiny, a preto nedostatok Ki67 pratéranidalsim v ich zhroma#ovani sa
okolo chromozémov p@s mitdzy, a teda chromozémy maju dramaticky redaky obsah
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perichromozdémového obalu alebo ho Uplne postradiajigleclarne proteiny pritom vytvaraju
obrovské agregaty, ktoré obklopuju jeden koniecaelvalne] platniky metafazovych
chromozomov. Strata tohto obalu sice nespdsobujengmvo vnutornej Struktare
chromozomov alebo gas segregacie chromozomov pri prvej mitdze, aleevk@menam
v morfolégii jadierka a v organizacii jadra v naBl@icej interfaze. Jadra buniek ako aj
samotné bunky su oproti kontrole mensie, obsahgujedno jadierko a dochadza k zmene
organizécii chromozémov v jadre

KedZe sa Ki67 viaZze na perichromozémovy obal iba wakt rasticich a deliacich sa
bunkéach, vyuziva sa ako marker tychto procesovr.reg pouziva na detekciu rastucich
nadorovych buniek medzi zdravymi bunkami tkanivamaameranie efektivnosti be
pouZivanych na zastavenie rastu nadtov

O jeho d’alSich funkciach sa vie i malo. Délezita je jeho uloha v bunkovom
deleni, prtom je nevyhnutnd fosforylacia jeho serinovych anfeovych zvySkov. PretoZze ak
déjde k zablokovaniu Ki67 kil protilatkami alebo inhibovanim fosforylacie, bunkio
proliferacia sa zastaliStudie odhalili aj jehodag’ pri posiatosnych krokoch rRNA syntézy,
no jeho presna Gloha zostava dbsiaznam&®’.

Vyuzitie Ki67 antigénu

Nepritomnos proteinu Ki67 v bunkadch v pokojovom Stadiu a jelkeapresia
v proliferujacich bunkachagi uz zdravych alebo nadorovych, z neho robia vyébm
indikatora utujiceho podiel rastdcich buniek v danej bunkovejutécii'®. Po tom, ako sa
zistilo, Ze stanovenie podielu proliferujicich bekiugenim Ki67 indexu mdzZe nda
prognostickdl hodnotu pri non-Hodgkinovych lymfém@ctobili sa rozne $tadie, ktoré by
potvrdili uzitatnog’ tohto markera. Viaceré Studie dokazali jeho pragjoki hodnotu, najma
pri posudzovani takych typov nadorovych ochorenii,kprych stanowi klinicky priebeh
ochorenia na zaklade iba histologickych kritérifggané'.

Pouzitie Ki67 ako prediktivneho a prognostickéhakaea pri nadoroch prsnika bolo
do dnesnej doby Veni skimané. Preukazala sa asociacia Ki67 s bezhigtapatologickymi
parametrami, p¢om najvyraznejSi wah bol pozorovany medzi Ki67 a stiggn malignity
nadoru. Zviacerych analyalfalej vyplyva, Ze Ki67 je sebestaym prognostickym
parametrom preZivania pacientov bez ochorenia gkeelaového preZivania pacientdv
Vysledky d’alej naznauja, Ze hodnoty Ki67 proteinu nad 10-14% su charadtické pre
prognosticky vysoko rizikovi skupifi Ki67 index sa povaZuje za déleZity pri vybere
dodat@nej formy chemoterapie pri pozitivnych hormén reoepvych nadoroch prsnika
a v zavislosti od indexu boli nadory rozdelené iekm, stredne a vysoko proliferujuce pri
Ki67 mensom ako 15%, medzi 16-30% a nad 30%

PCNA (Jadrovy antigén proliferujucich buniek)

V roku 1978 bol tento protein objaveny v sére paoie so systémovym lupusom ako
antigén autoimunitného ochorenia a dostal éenge PCNA, pretoZe sa vyskytoval v jadrach
deliacich sa buniék O dva roky neskér viedli $tadie génovej exprdsimkového cyklu
HeLa buniek k objaveniu acidického nuklearnehoegdrat, ktory je prednostne syntetizovany
posas S faz§'. Tento protein, oziavany aj ako cyklifr, tplne chyba alebo sa vyskytuje len
v nepatrnych mnozstvach v nedeliacich sa bunkaelprddi tomu v proliferujicich bunkach
je syntetizovany v rdznom mnoZstve v priebehu aelbbnkového cyklu. Narast expresie
PCNA nastava v neskorej,@ze a maximum dosahujedas S faz$f. Bunky v G a M faze
vykazuju Ubytok protefnu v porovnani s S fazoualiwyssiu hladinu ako v @azée’. Protein
je lokalizovany v jadre iba v bunkach v S fézalebo v bunkach mimo S fazy, aviak po
oZiareni UV svetlom (pms DNA opravy’. Nasledné prace potvrdili, Ze PCNA a cyklin st
ten isty 29kDa proteffi
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Struktdra PCNA proteinu

PCNA je faktorom procesivity P&l a teda funknym homolégom ostatnych faktorov
procesivity ako naprf podjednotka DNA polymerazy Il (Pol Ill) Escherichia coli
a produkt génu 45 bakteriofaga T4. PCNA bol opisakg tzv. Kzavy uzaver tvoriaci
prstenec okolo molekuly DNA rovnako ako oba vy&peminané furdné homolégy' 32
Analyza kryStalickej Struktiry odhalila, Ze tentestenec pozostava z troch identickych
monomérov PCNA s vnatornym priemerom 3,4 nm. Tatok&ira dovduje PCNA obteit’
sa okolo molekuly DNA aiza’ tak vd’ne po dvojzavitnici v oboch smerach

Funkcia PCNA proteinu

Patas rozsiahlych Studii sa zistilo, Ze PCNA zohraééedita Ulohu v procesoch
spojenych s metabolizmom DNA. J&Ukovym prvkom pri replikacii DNA, kde vystupuje
ako pomocny protein pre DNA polymeradu (Pob )as (Pok). PCNA je nevyhnutny
pri oprave DNA a interaguje aj s proteinmi regudingi bunkovy cyklus.

NajlepSie prebadanou funkciou proteinu PCNA je jéte’ na replikacii DNA. Ako
uz bolo vy33ie spominané, PCNA sa dokaze dbtokolo DNA aKza' pozdz nej.
Naviazanie a odpojenie PCNA na a z molekuly DNAgeATP zavisly proces zabezpay
replikatnym faktorom C (RFC}. RFC otvori prstenec PCNA a umozni tak naviazawie
DNA. PCNA sluzi ako pohybliva ploSina pre nasledméviazanie Pal Pok adalSich
replikatnych proteinov interagujucich s PCNA. Iba v pritasth PCNA dochadza k vymene
Polu, ktora je zodpovedna za syntézu kratkych RNA/DN#nprov na vedicom vlakne, za
dalSie polymerazy s vys$Sou procesivitou, ktoré palitav syntéze DNA vlakieli. Okrem
toho PCNA brani opatovnému naviazaniu dPoh replikujucu sa DNA. Polije zodpovedna
za syntézu veduceho vlakna, zAtt® Pob pokrauje v syntéze Okazakiho fragmentov na
zaostavajlcom vlakne v spolupréci s faktorom prioitgsPCNA.

Okrem ulohy PCNA ptas replikhcie DNA zohrava dolezitd funkciu cps
repargnych procesov DNA. R@as opravy vyStiepenim pomaha pri rozpoznavani
poSkodeného miesta, pri hasmerovani esencialnydbnekledz k tomuto miestu a po ich
vyStiepeni sa spolu s DNA replik@mi enzymami a inymi proteinmi poda na resyntéze
komplementarneho vidkna a jeho ligacii k molekuteA3’ 2

Pri poSkodeni DNA alebo v procese starnutia bunkghddza k zvySenej tvorbe
proteinu p21, ktory blokuje prechod z @o S fazy bunkového cyklu tak, Ze inhibuje aktivit
cyklin dependentnych kindz p21 vytvara komplex spolu s PCNA, cyklinmi a dgkl
dependentnymi kinazami . Predpoklada sa, Ze naviapR1 na kavy uzaver tvoreny DNA
v asociacii s PCNA moze bloka¥anterakciu PCNA s RFC a R8P, ¢im sa zastavi syntéza
DNA. A kedZze PCNA je kofaktorom P®&lv priebehu syntézy DNA nielen s replikacie,
ale aj jej opravy, jeho interakcia s p21 pravdepodoovplyviuje aj tento procés

Vyuzitie PCNA antigénu

Bunkova expresia PCNA pas S a @fazy bunkového cyklu z neho robi dobrého
markera proliferacie. V kombinécii dalSimi nadorovymi markermi, ako estrogénovy
a progesterénovy receptor a Her2/neu, sa javi@pdkasny prognosticky markéf. Zvysena
expresia je spojena s kratsim celkovym preZivanfradientov s naddorom prsnfRa

PCNA existuje v dvoch izoformach. Zdtigo nadorové bunky prsnika a nadorove
tkanivo obsahuju zakladnu formu proteinu a aj jebialickt izoformu, nemaligne prsnikové
epitelové bunky obsahuju iba zakladnu formu.dEKe s nadorom asociovana izoforma
(caPCNA) nevznika genetickou mutéaciou, ale je \jlsten posttranstaej modifikacie,
z uvedée4ného vyplyva, Zze caPCNA moze sltdgko &inny marker nadorovych ochoreni
prsnika”.
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MCM (Minichromozémové udrZiavajuce proteiny)

MCM proteiny su jednymi z viacerych proteinov, &@u nevyhnutné pre zahajenie
replikacie DNA®. Nachadzaju sa vytme v bunkach eukaryotickych organizmov.

MCM proteiny boli prvykrat identifikované v kvasiakh Saccharomycess cerevisiae,
kde ich uloha spfivala v udrziavani plazmidov a minichromozémov wliferujucich
bunkach®. St zodpovedné za vytvaranie prerepiitého komplexu v Gfaze,&im dovduji
replikaciu chromatinu v S faze.

MCM proteiny zalaju prevazne Séshlavnych proteinovych rodin, Mcm2 az Mcm?7.
Okrem nich boli rozpoznand&alSie Styri rodiny, avSak tieto maju nezavislu feink od
predchadzajucej skupiny. Patria sem Mcml, Mcm8, MlanMcm10. Napriek tomu, Ze
Mcm1l a Mcm10 zdigaju rovnaké menné oztenie ako MCM proteiny, s Mcm2-Mcm7 toho
nem%ﬂ véa spol@éného. Mcm1 je transkrimy faktor a nema priamu ulohu ¢&s replikacie
DNA™.

MCM komplex

Mcm2-Mcm7 proteiny vytvaraju wm vivo podmienkach proteinovy komplex, resp.
MCM komplex v podobe heterohexamérického prstedadro heterohexaméru tvori trimér,
ktory pozostava z Mcm4, Mcm6 a Mcm7 proteinov va@je pevne pospajanych. K jadru sa
viaze Mcmz2, ale uz s menSou afinitou. Mcm3 a Mcra&jomne vytvaraju dimér, ktory sa
pravdepodobne prostrednictvom Mcm7 viaZe k ostatnymoteinon®.  Vin vitro
podmienkach v nepritomnosti ostathnych MCM proteinsamotné jadro (Mcm4,6,7)
dimérizuje a vytvara dimér-trimér (Mcm4,6;7ktory vykazuje helikazovu aktivith MCM
heterohexamér je nevyhnutny pre svoju translokécyadra a nasledné udrZzanie v jadre
a zahéajenie replikacie DNA

Funkcia MCM komplexu

Pred nastupom S fazy sa Mcm2-Mcm7 komplex sdisijee do blizkosti komplexu
rozpoznavajliceho pitok replikacié', ktory sa viaze na pitok replikacie v G faze
prostrednictvom Cdc6 a Cdtl proteinov. Tie su neuyié pre pripojenie MCM
heterohexamér@®® &im nasledne dochadza k vytvoreniu preregiiéo komplexu.
Prereplik&ny komplex je aktivovany g@as G-S prechodu bunkového cyklu pripojenim
d'al$ich proteinot. Komplex MCM je tvoreny v cytoplazme a za jehomasovanie do jadra
st zodpovedné proteiny Mcm2 a Mcm3MCM komplex umo#uje zahajenie replikacie
chromatinu a pgs elongécie pravdepodobne pdsobi ako DNA helRazdelikazova
aktivita vyZzaduje pravdepodobne pritomniaalSieho faktoru, ktorym je Cdc45 prot&in
ktory spol@éne s MCM komplexom cestuje s replkau vidlicou. Takmer vo vsSetkych
organizmoch sa MCM komplexy nachadzaju konstitgivrjadre v asociacii s chromatinom
pocas celého bunkového cyklu. MCM komplexy sa viazuchaomatin v priebehu 5
prechodu a k ich disociacii dochadza v priebehazg#°° Cag’ MCM proteinov existuje aj
samostatne rozpustna v jadre v priebehu bunkovgkio.clba uS. cerevisiaeamézu MCM
proteiny vstupoua a vystupové z jadra poas jedného bunkového cyklu, ateda MCM
komplex pritomny iba v jadre je len ¢a&s S fazy. Aj v pripad&. cerevisiaeplati, ze za
nasmerovanie MCM proteinov do jadra su zodpovedkeesicie pritomné na Mcm2 a Mcm3
protein&”. Export MCM komplexu z jadra ako aj zah&jenie iteqie iba jeden krat v ramci
bunkového cyklu zabezpeje aktivita CDK kina2".

Okrem funkcie pri replikacii DNA sa predpoklada&a® MCM proteinov aj
pocas inych bunkovych dejov. Ukazalo sa, Ze viaceré M@roteiny sa asociuju
s karboxyterminalnou doménou RNA polymerazy Il (RRAI II), pricom pridanie protilatky
k Mcm2 mé za nasledok inhibiciu transkripitievitro®2 Zistilo sa, Ze MCM proteiny sa viaZzu
aj so Specifickymi transkrimymi faktormf?.
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Vyuzitie MCM proteinov

KedZe pritomnos a aktivita MCM proteinov je nevyhnutna das replikacie DNA
v deliacich sa bunkach a straca sa v pokojovomilstédedstavuja MCM proteiny vhodné
markery proliferaci®. MCM méZu by dokonca lepsimi ako klasické faktory proliferacie,
napr. Ki67. Zistilo sa totiz, Ze pet buniek exprimujucich Mcm6 protein je vySSi akgqi
exprimujucich Ki67. Dévodom je expresia Mcm6 ajcae G fazy, kedy je expresia Ki67
nevyrazna, resp. len nastuptij¥ Molekularne $tadie poukazuju, 7e MCM vedia aita
nielen proliferujice maligne buntdf® ale aj prekancerézne bunky a potencialne redjdbeu
buniel’®® Predpoklada sa, Ze expresia MCM proteinov moéz& \niznam pri diagnostike
a ukovani progndzy nadorovych ochoreni v pPaxi

V nadoroch z prsnika bola preukazana expresia Mamo®inu v jadre. Jeho expresia
v dysplastickych, malignych a nadorovych bunkactzenpredikové potencialnu malignitu
amoze napomdcpri ueni stupa nadorf*’®"* Dokazalo sa, e zvySena hladina Mcm4
MRNA ako aj expresia Mcm4 proteinu sU asociovanéderovym ochorenim prsnika a su
signifikantne vysSie pre ER negativhe nadory. Rkunaj intenzita zafarbenia Mcm4 sa
zvySuje s histologickym stapm nadoru. No iba samotna expresia Mcm4 je slabym
prognostickym markerom progresie prsnikovych nad@rdNaopak zistila sa silna pozitivna
korelacia medzi expresiou jednotlivych MCM protaindcm?2-7 komplexu, Zoho mézeme
usudzovd, Z2e MCM2-7 gény su navzgjom regulované prostreédoiic spol@nych
transkrignych faktorov. Nadexpresia kazdého MCM proteinuag@ciovana so znizenym
prezivanim pacienta, ateda nadexpresia vSetkyoteippv je asociovana s progresiou
nadorového ochoreni@im viac proteinov z Mcm2-7 komplexu je nadexprimojeh, tym sa
zvySuje riziko Umrtia pacientov v porovnani s tymiiktorych nedochéadza k nedexpresii
Ziadneho MCM proteinu, ateda expresia vsetkych M@kbteinov je sp@hlivym
prognostickym indikatorom u pacientov s nadorommiia. Stidiat’alej odhalila, Ze nadory,
ktoré reagovali lepSie na &eu, nadexprimovali viac druhov MCM proteinov,caho
vypl)'/\;gl, Ze expresia MCM sa mobéze pauako prediktivny ukazovateprotinadorovej
liecby'.
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Porovnanie kvality zZivota rodi¢ov u deti s razStepom pery v dvoch
mesiacoch a v 1. roku ich Zivota

Macho P., Fedeles$ J. Fekiatova D., FedelesS J. sen

Klinika plastickej, estetickej a rekonsteilej chirurgie SZU a Lekarskej fakulty Univerzity
Komenského v Bratislave, UNB Ruzinov

Suhrn

Razstepy pery a podnebia patria kéaajejSim vrodenym vyvinovym ochoreniam. Prave
izolované razstepy pery a Uplne razstepy pery aglmd stigmatizujice tvar novorodenca
stavaju rodiov takto postihnutych deti pred novl vyzvu, s ktoga musia vysporiada
Kvalite Zivota rodéov postihnutych deti sa venuje len malycgio Studii. Hoci dopady
razStepoveho ochorenia na kvalitu Zivota rodin @keity zmatenosti, zapierania, viny,
beznadeje, depresia, pocit neschopnosiathpdravé diéa su vSeobecne zname a popisovaneé,
objektivne hodnotenie vplyvu razStepového ochore@t na kvalitu Zivota ich rodbv v
naSich podmienkach Studované nebolo. V naSejpky trvajucej, prospektivnej stadii sme
pouzili Standardizovany dotaznik The Impact in HgrSicale (IFS), hodnotiaci ekonomicky
vplyv, socialny vplyv, rodinny vplyv a napéatie opgficej osoby razstepového thea.
Hodnotenie bolo realizované v druhom mesiaci Zivdiwata a nasledne v jednom roku
Zivota digafa so vzajomnym porovnanim. Po op@@m zakroku dosSlo k aakavanému
znizeniu vyrazného vplyvu na rodinu pre ogearakorekciu viditénej vady pery a funinej
korekcii razStepeného podnebia. Ochorenie sposamajj@a pocit zvysSenych finanych
problémov, avSak socialna interakcia s inyiod’mi nie je ovplyvnena ba dokoncatahy v
rodine su chorobou utuzené. R#divSak podiuju napatie ako subjektivny pocit bremena.
Verifikovali sme tiez, Ze izolovany rédzStep perypbywiuje kvalitu Zivota rodiov menej ako
uplny réazStep pery a podnebia.

Kracoveé slovarrdzstepy pery a podnebia, kvalita Zivota

Uvod

Razstepy pery a podnebia patria kimajejsim vrodenym vyvinovym ochorenidm.
Prave razStepy pery stigmatizujuce tvar novorodestavaju rodiov takto postihnutych deti
pred novu vyzvu, s ktorou sa musia vysporiada

V razStepovom centre Kliniky plastickej chirurgieNB Nemocnica RuzZinov su
pacienti s razStepmi v dispenzarnej starostlivasterdisciplinarneho razstepového timu.
RéazStepom postihnuté de je po narodeni vySetrené odbornikmi ako su: pedligenetik,
plasticky chirurg, ortodontista, logopédfoniater. Od narodenia do tretieho mesiacaZaa
prebieha ortodonticka priprava — nasoalveolarneetoodnie s cibom korekcie postavenia
alveolarnych oblukov spolu s upravou pery a noshlipenim okrajov pier a prétenim
kolumely. Opera&né rieSenie razStepu pery je¢asované priblizne na treti mesiac Zivota
pacienta. Opetmé uzavretie razStepu podnebia je naplanované estySmesiac Zivota
dietata. Pooperéne pacient ostava v ambulantnom sledovani #gpdtreby su indikované
d'alSie korekné zakroky.

Celé popobrodné obdobie nasledne s podpgra priebehom vyrazne ovplyuje
Zivoty nielen pacientov, ale najma réol razstepovych deti. V porovnani so zdravyntingie
je ich kvalita Zivota znge ovplyvnena vrodenou chybou, ktora si vyzadujerapu
korekciu. V poslednom obdobi sa v medicine dosthvgopredia prave sledovanie kvality
Zivota pacientov, resp. ich rodin. d@b Studii zameranych na sledovanie vplyvu razSpepy
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dietata na Zzivot rodiny pacientov je zdtianinimalny. Aj to bolo piinou toho, Ze sme
zrealizovali Studiu zaoberjucu sa kvalitou Zivatdin pacientov v naSom razStepovom centre.

Ciel Studie

Operacia predstavuje v&snosti jedini metddu, ktorou sa definitivne kgegu
razStep. Jej vplyv na kvalitu Zivota pacientowha rodiny je nesporny. Qiem Studie je
objektivizova’ vplyv razStepu pery / a podnebiatii#a aj s jeho naslednou d¢teou na kvalitu
Zivota rodéov pomocou Standardizovaného dotaznika. Ten sa dvwitwje v dvoch
mesiacoch Zivota dfeta a ndsledne v jednom roku Zivotatdi@, kedy sa predpoklada, Ze
diefa je uz po operacii pery i podnebia a razStep &izkorigovany.

InklGzne kritéria: Pacienti s razStepom pery, alghery a podnebia, ktori boli
operovani na Klinike plastickej chirurgie UNB. Ogeia pery sa konala v ti@m mesiaci
Zivota di@ata a v indikovanom pripade operacia podnebia vdieshesiaci Zivota di@t’a
pod’a oper&ného protokolu razStepového centra.

Exklizne kritéria: Do Stadie neboli zaradeni patjdaori mali okrem razstepu i iné
stigmatizacie v ramci syndromového ochorenia.

Metodika

Na objektivizovanie vplyvu operacie na kvalitu Zimaoditov pacientov sme pouZili
Standardizovany dotaznik The Impact on Family S@&8, The Impact of Chronic lliness on
a Familyf. Rodgiia prvykrat vypnali dotaznik v 2. mesiaci Zivota d&¥a a nasledne druhy
dotaznik s rovnakymi otazkami v prvom roku Zivaliatata so vzajomnym porovhanim.
Dotaznik obsahuje 27 otazok, na ktoré ¢anlipoveda vyberom jednej zo Styroch odpovedi:
Uplne suhlasim, skér suhlasim, skér nesuhlasimmetplesuhlasim. Ovplyvnenie kvality
Zivota rodtov pacientov je chapané najmd ako vplyv ochorenéath na rodinu. Za
najdélezitejSie sa povazuju Styri vafy: ekonomicka (zmeny v ekonomickom stave rodiny),
socialna (kvalita a kvantita socialnej interakcmdi€ov s inymi 'udmi), rodinna (kvalita
interakcie v ramci rodiny) a napéatie (subjektivngcp bremena zaZivany r@odm -
opatrovatéom o choré diéa). Tieto faktory su analyzované v dotazniku. Bhodnocovani
dotaznikov sa pouziva Standardny skorovaci systgmza odpoveé Uplne suhlasim sa
pride’'uju 4 body, za odpowe skoér suhlasim 3 body, skér nesuhlasim 2 body redpl
nesuhlasim 1 bod. V pripade Ze odpbedyba 0 bodovCim nizsi je poet bodov, tym mensi
vplyv mé& ochorenie di@t’a na kvalitu Zivota rodiny. Napriklad 27 bodov zmaya najniZsi,
resp. ziadny vplyv ochorenia na kvalitu Zivota todi. Naopak 108 bodov znamena najvyssi
vplyv na kvalitu zivota rodiov.

Vysledky

InklGzne kritéria na zaradenie do prospektivnéfli& v priebehu troch rokov na nasej
Klinike splnilo 28 rodin, Studia aj dalej pokr&uje, ide preto len o predbezné vysledky.
Tychto 28 rodin bolo rozdelenych na dve skupinyrvej skupine boli rodiny s dietom,
ktoré mali izolovany rézStep pery (v anglosaskigréitire ozngované ako CL), kam sme
zaradili 16 rodin. Druha skupinu tvorili rodiny gethtom majaci kompletny razstep (v
anglickej literattre oznmvané ako CLP), do tejto skupiny sme zaradili 1&mo

NasSe predbezné vysledky ukazuju, Ze v druhom miedi@ota di¢’a’a je u CL
priemerny IFS 57, 267 bodov, $om najmensi pet bodov bol 34, najwdi 83 bodov.
Nasledne v prvom roku Zivota da¥a s CL bol priemerny IFS 52 bodov, najmenej 36 bodo
najviac 81 bodov.

V druhej skupine s Uplnym razStepom pery a poanéBLP) bol v druhom mesiaci
priemerny IFS 60,917 bodov, poim najmensi ptet bodov bol 47 bodov, naj#gi 89 bodov.
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Nasledne v prvom roku Zivota daa CLP bol priemerny get bodov 58,083, najmensi
pocet bodov 45, najuEi 81 bodov.

Tab. 1. Statistické vyhodnotenie kvality Zivota rodin matbv s razStepom v 2 mesiaci a 1.
roku zivota

2 mesiace 1 rok 1rok -
2 mesiace

Number of values 28 28 28
Minimum 34 36 -21
25% Percentile 48,5 45 -9
Median 60 51,5 -3,5
75% Percentile 66,75 68,25 3,25
Maximum 89 81 12
Mean 59,39 55,54 -3,857
Std. Deviation (SD) 13,13 13,84 8,592
Std. Error of Mean SEM) 2,481 2,616 1,624
Lower 95% CI 54,3 50,17 -7,189
Upper 95% CI 64,48 60,9 -0,5253

Porovnanie kvality Zivota u rodin pacientov
s razStepom
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Graf 1. Porovnanie hodnotenia kvality Zivota rodin pament 2 mesiaci a 1. roku

Diskusia

Predbezné vysledky naSej prospektivnej Studieapajii objektivizované hodnotenie
vplyvu rézstepu pery / a podnebia deti na kvalitota rodtov. Podobné realizované Studie,
napr. v Nemecku Krammerdmzistili nizky vplyv razstepu na kvalitu Zivotadisov. Nase
vysledky odhalili najmé nizky vplyv na socialnuerdkciu, vySSi vplyv na pocit ekonomickej
z&aze, zarovie vSak tieZz vysoky vplyv na rodinné interakcie aipoapatia. V prvom roku
dietata je vplyv razStepu na kvalitu Zivota jeho rodingsn (52, resp. 58,083 bodov ) ako
v jeho dvoch mesiacoch Zivota (57,267, resp. 60,908 sa tyka ekonomického vplyvu.
Ochorenie vyZaduje vysSie naklady prastejSie dochadzanie do ambulancii, nemocnic
potrebu oper@ného rieSenia v 3 mesiacoch a nasledné kontrolgitipeanie finakgnych
problémov pre ochorenie — 1,933 resp. 2,667 bod@vmesanych deti, 1,467 resp. 2,083
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u roénych deti). Na Slovensku je matersk& dovolenkaathtrokov di€at’a preto¢o sa tyka
vypadku rodinnych prislusnikov v praci, sa ekondwic veltina v IFS, prejavuje len
minimalne (1,2 — 2,06 resp. 1 — 2,16 bodu v 2 noesia resp. 1,06 — 2 resp. 1,16 — 1,5 bodu
v jednom roku). Socialna interakcia s inyfad’mi pri razStepoch pery nepredstavuje vyrazny
vplyv na kvalitu Zivota rodiov (1,5 — 1,6 bodov u 2 masg/ch, resp. 1,32 — 1,54 ucrojch).

Pri hodnoteni rodinnych inerakcii boli fghy v rodine su ochorenim dafa najviac
ovplyvnené. Jednak ide o utuzenietatzov v rodine pre pritomntdschoroby a potrebu ju
zvlada' (3,13 resp. 3,25 boda u 2 mé&sgch, resp. 3,2 - 3,33 bodu u¢nych), potrebu
komunikécie pre pritomnéschoroby s partnerom (4 body u 2 masah. resp.4 a 3,867

u racnych), pocit nedostatkgasu pre ostatnyckilenov rodiny (1,933 resp. 2,167 u?2
mes&nych resp. 1,933 a 2 udmych), vynaloZeniu snahy o rovnhaké zaobchadzamesak
zdravym di€atom (4 resp. 3,917 u 2 mesgch, resp. 3,933 resp. 4 body wmgch).

V pripade napatia (subjektivny pocit bremena) idel@&inu, ktord ovplywuje kvalitu Zivota
rodicov. Castokrat ide hlavne o pocity nepochopenia ostattiyd (2,13 a 1,917 bodov u 2
mes&nych, resp. 1,933 a 2,333 u¢nych), obavy z buduicnosti (3 resp. 2,333 bodov u 2
mes&nych, resp. 2,067a 3 u aych), pocitu nestalosti Zivota: pocit krizy priarBeni
zdravotného stavu diafa, pocit bezproblémovosti pri dobrom zdravotnonvetdig’aa
(2,669 a 2,333 boda u 2 mésych. resp. 1,867 a 2,25 wrych).

Zaver

PredbeZznym vyhodnotenim naSej prospektivnej StidiEno konstatowa Ze razstepy
ovplyviuju vyrazne kvalitu Zivota rotov pacientov s takymto postihnutim. AvSak kvalithou
zdravotnou starostlivéieu o razstepovych pacientov v razStepovych centsichasledne
zvySuje kvalita Zivota ich rodov.
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Priloha vzor dotaznika

Choroba sp6sobuje rodine firau@ problémy

Z dévodu navstev nemocnice vymeSkavam v praci

Skracujem si pracovn§as, aby som sa mohla stamdig’a

Za elom pokrytia vydavkov za libu je potrebné miafalSi prijem

Kvoli chorobe méjho digata som prestala pracava

Kvoli chorobe nie sme schopni cestdvaimo mesto

LCudia v susedstve sa k nam kvéli chorobe mojhéadeéespravaju inak

Kvoli chorobe mojho digata nechceme moc chadron

Jetazké najs niekoho spbtahlivého, kto by sa staral o moje the

Niekedy musime kvéli stavu dia’a na poslednu chid zment’ plany i$ von

Kvoli ochoreniu di€ata sa menegjasto vidame s rodinou a pribi@

Po tomco sme preZili sme si v rdmci rodiny blizSi

Niekedy si hovorim¢i by sa s mojim digafom malo zaobchadgdSpecialne”,
alebo ako s normalnym di@a'om

Moji pribuzni maju pochopenie pre moje tiea pomahaju mi

Rozmy$am, Ze uz nebudem ithd'alSie di¢a kvoli tejto chorobe

O problémoch mdjho diat’a hovorime spolu s mojim partnerom

Snazime sa zaobchadzamojim di€atom ako s normalnym diefom

Kvoli starostlivosti 0 moje dita mi nezostava Va casu pre ostatnyatienov rodiny

Pribuzni mi zasahuju do starostlivosti o mojetdia myslia si, Ze vedigo je pre moje
dieta najlepsie

Kvoli chorobe mojho digata sa naSa rodina vzdava niektorych veci

Kvoli chorobe mojho digata mam problémy s Gnavou

Zijem zo dia ma dé a nerobim si plany do budicnosti

Nikto nechape aké nesiem bremeno

Cestovanie do nemocnice je préamamahaveé

Po tom, ako som sa ndla zvlada chorobu méjho dig&ta mam o sebe lepSiu mienku

Obavam sago sa stane s mojim d&'om v budlcnosti (k& vyrastie a ja nebuder
nablizku)

Niekedy mam pocit, Ze nas Zivot je ako na huserjkinéhe:
v krize, kel je moje di€a akutne choré,

3

v poriadku, ke’ moje di@’a nema problémy
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Summary

In this study, we isolated, cultured and charazgetirat muscle-derived stem cells (rMDMCSs)
and discuss their potential for toxicological tegtiof various chemical compounds vitro.
The rMDMCs were obtained from femoral muscle of Wigat by enzymatic digestion and
seeded by pre-plating technique into sterile Risties and expanded under propipevitro
condition up to 3th passage to obtain sufficienbam of cells. rMDMCs were characterized
by different morphological (inverted microscopy, MIE and biological methods (flow
cytometry, growth curve, etc.). Obtained resultevpd typical morphology of cells with
marked proteosyntetic activity: irregular nucleughwseveral deep notches and prominent
nucleolus. Highly developed and numerous rough gladmic reticulum is another marker
that support this finding. Large amounts of lysossras well as transport vesiclea\eolag
just beneath the cell membrane show that cell iy aetive in regards of exchange of
substances with the environment. Moreover, rMDM&gress CD34 and Sca-1, and were
negative for CD45. They were also positive for mgmig markers, including desmin and
actin.

Key words: muscle-derived multipotent cells, rat, morpholdgiplogical characteristics

Introduction

Skeletal muscle represent source of two distirapupations of adult stem cells —
satellite cells and multipotent muscle—derived steells (MDSCs). Satellite cells are
monopotential cells — they produce cells of myogdmeage, which play pivotal role in the
regeneration of muscles (1). MDSCs are multipatek they are considered to be predecessor
of the satellite cells. Moreover, they undergo nemg, cardiogenic, chondrogenic,
osteogenic and adipogenic differentiation, botlvivo and in vitro (2). Therefore, MDSCs
have higher potential not only for regenerative itie@ and tissue engineering, but also for
toxicology as ann vitro model for toxicological screening as well as faudy of various
events on the cellular level (3).

In this study, we described the isolation techaiqnd subsequeirt vitro expansion
of rat muscle-derived stem cells (rMDMCs). We pserfed thei comphrehensive
characterization by different morphological andidgical methods.

Material and methods

Isolation and cell culture

rMDSCs were obtained under sterile conditions frarbiopsy specimen of femoral
muscle (Wistar rat, male individual, n=3). Obtairszanples were carefully washed by sterile
phosphate buffered saline (PBS, Oxoid, UK) supplgetwith gentamycin (Lek, Slovenia).
Then minced into small pieces and digested with %, Tollagenase type | (Pan Biotech,

32



Germany) for 1h at 37 °C. Suspension was centrifiagel 000 rpm for 10 min. The resultant
supernatant was aspirated and sediment was reslespan10 ml of 0,25 % trypsin—-EDTA
solution (PAA, Austria) for 30 min at 37 °C. Thedi suspension was filtered through 70 um
pore-size cell strainer (BD Falcon, US) and cemggfd at 1000 rpm for 5 min. The
supernatant was carefully removed and sedimentressspended in Dulbecco’s modified
Eagle’s minimal essential medium (DMEM, Sigma Adthji USA) with 10 % foetal calf
serum (FCS, PAA, Austria) and gentamycin. The sosipa was plated on a sterile Petri dish
assigned as PP1 and paced in CO2 incubator (35 9, of CO2 in air) for 2 h. Then,
floating cells were aspired and plated on otheri Beth assigned as PP2. The procedure was
repeated several times after 24 h incubation aedatt Petri dish was designated PP5. Cells
from PP5 were cultured for 21 days to obtain aisieffit number of rMDSCs, and the culture
medium was refreshed 3 day interval. When the cedlsched confluence, they were
trypsinized and sub-cultured up to the 3rd pass@gdls from last passage were used for
characterization.

Morphological analysis

The morphology of thén vitro expanded rMDSCs was continually examined under
inverted microscope Zeiss Axiovert 100 during sation.

Cells asigned for transmission electron microsogxgmination were fixed with 2,5%
glutaraldehyde (Sigma-Aldrich, Germany) for 4 htekffixation, samples were washed in
PBS and post-fixed in 2% osmium tetraoxide (Se@armany) for 2 h, then rinsed in
distilled water and dehydrated in a graduated seoieethanol. Then, the samples were
embedded in Durcupan and cut into semi-thin sestitlitra-thin sections were mounted on
200 mesh copper grids, then double stained usiagylracetate and lead citrate (Serva,
Germany) and examined using a Philips Morgagni TEM.

Cells proposed for immunohistochemical analysisewixed with cold methanol for 1
min. After that they were prepared for immunofleesce staining against—actin and
desmin (Dako Glostrup, Denmark) according to prokt@covided by manufacturer.

Phenotypical analysis

rMDSCs from the third passage were analyzed by cdirand indirect
immunofluorescence, according to protocols spetificeach antibody. In each case, 10 000
events were acquired and analyzed by a CoulteisEdid RA flow cytometer. The following
surface proteins were anlyzed: CD34, CD45 and Sca-1

Growth kinetics

The evaluation of the growth characteristics of fMI» was performed by generating
a growth curve prepared according to a standardhadetBriefly, suspension of rMDSCs
(5x10 cells/ml) at passage 3 was seeded into 60 mm dfishés. During the next 7 days of
cultivation, three dishes were monitored on a dhagis for density. Growth curves were
plotted by using Microsoft® Office Excel 2003.

Disscusion and results

In the present study, rMDSCs obtained from theetkélmuscle of adult Wistar rats
were isolated and expanded undewitro conditions. The cell cultures were initiated by a
preplate seeding technique due to differencesearatiility of various cell types to adhere on
the substrate (4). The selection of this method alas contingent on the fact that cells
isolated directly from dissociated suspension afteorescence-activated cell sorting or
magnetic activated cell sorting seem to exhibieeredased regenerative ability (5).
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rMDSCs started to proliferate as single cells oalsmmolonies (Fig. 1). After 8 — 10
days of cultivation, the cells reached confluenEjg( 2) and were sub-cultured. Contact
inhibition was observed if they were not sub-cudtupromptly. Comparable observations
were published also by other authors, in rats amdam (6,7). The kinetics of proliferation of
rMDSCs from the third passage is presented on Big.The lag phase was almost
undetectable; rMDSCs adhered directly after cedtis®y. Then they started to proliferate and
their number increased logarithmically. They reacliee stationary phase after 7 days.
Likewise, similar results were obtained by othethaus in papers focused on the behavior of
stem cells of different origin cultured undervitro conditions (7-9).

Primary isolated rMDSCs had a bipolar to polygditaoblast-like morphology; they
were elongated with some processes. During furlvggansion they maintained this
morphology. TEM showed a normal ultrastructure @fscwith high proteosynthetic activity.
rMDSCs had a large and irregular nucleus with highreount of euchromatine (Fig. 5). A
variable number of prominent nucleoli of compagtetyvere present in each nucleus (Fig. 6).
The cytoplasm contained richly developed rough etamic reticulum (Fig. 7) and
prominent Golgi apparatus cisterns. Moreover, parts vesicles containing glycogen
granules and lipid droplets were present in abuceldfig. 8, 9). rMDSCs had a variable
number of microvilli and filopodia responsible ftireir attachment to the substratevitro
(Fig. 4).

Results obtained from immunohistochemical analps®sved production ofi—actin
and desmin (Fig. 10, Fig 11). These results ald@ate the capacity of MDSCs to give rise to
cells of myogenic lineage (10).

Results of the flow cytometry analysis showed prtihn of rMDMCs express CD34
and Sca-1. On the contrary rMDSCs were negativE€ 5.

It follows that rMDSCs are considerably heterogeamd therefore, it is necessary to
combine more markers for a more precise charaatems One of these markers should be
the production of desmin (also analysed in our ygtu@®ther authors demonstrated that
rMDSCs are positive for MyoD and Sca-1 (11,12). Mared above open area for scientific
discussion and further studies.

Fig. 1: rMDSCs in the early stage of Fig. 2: rMDSCs after 10 days of
cultivation cultivation
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Suhrn

Zubny kaz, zapaldasien a parodontu predstavuju zavazné ochoreniasiséj doby.
V Slovenskej republike trpi chorobami zubovdasien 80 — 90 % populacie napriek
skutainosti, Ze najmenej 80 % deti vo veku 6 rokov byamala’ intaktny chrup. Hoci
starostlivos 0 zuby spoiva v spravnej dentalnej hygiene, zloZenie niektbrpotravin
vyrazne prispieva k vzniku zubného kazu. Vysokazkmmacia sacharidov, najma ak sa
konzumujua casto, vedie kuvedenému a \asnosti najrozSirenejSiemu intslému
ochoreniu. Baktérie zubného povlaku preimajé sacharidy na kyseliny, ktoré demineralizuju
sklovinu. Protikladom sacharidov su vitaminy A a Ktoré pd@&as vyvoja zabezpgaju
stimulovanie kostného metabolizmu. Vitamin D je atenaditény pri vstrebavani vapnika a
fosforu, podstatného pre tvorbu kosti a zubov. ZRiZenom prijme vitaminu A dochadza
k poruchdm amelogenézy a dentionogenézy. Vitamije @otrebny pre chemicky proces
vzniku kolagénu. Viaceré pozorovacie Studie ukazalaznivy vplyv hotika v liebe
paradentdzy. Vapnik je jednym z najdélezitejSicmendlov v tele a spolu s Rdkom a
fosforom je zakladnym stavebnym prvkom kostry aaulFluorid je prirodna latka, ktora
podporuje lepSi rast a vyvoj zubov, kosti a zabpavzniku demineralizacie a zubného kazu.

Kruéové slova:oralne zdravie, vyziva, vitaminy, mineralne latkgcharidy

Uvod

Orélne zdravie je sag’ou celkového zdravia. Zaluje zdravé zuby a okolité tkaniva
(dasna a parodont). Svetova zdravotnicka organifé¢i#O) udava pre Slovensku republiku
index KPE (kaz, plomba, extrakcia) 4,3. V Eurépsérji (EU) ma dany index priemernu
hodnotu 1,5. Jednym z ¢mv politiky ,Zdravie 21 — zdravie pre Eurépsky iég v 21.
storasi, je zniZzenie vyskytu neprenosnych chordb (RUVZSike, 2013).

V Gstnej dutine bolo identifikovanych takmer 5@@uhov baktérii, ktorych
Zivotny proces je zavisly od sacharidov. Kariogérbektérie premigaju sacharidy na
kyseliny, ktoré poSkodzuju povrch zubov a spbésobujiik zubného kazu. Nie vzdy sa tento
proces zastavi na povrchovejsti zuba, aléastejSie postupuje hlbSie - k dreni zubu.

Zakladny boj proti zubnému kazu sipea v spravnej dentalnej hygiene, avSak
zloZenie niektorych potravin je pre nasSe zubyadiska karioldgie nebez§eg.

V sikasnosti by malo manajmenej 80 % deti vo veku 6 rokov chrup bez kaA2-
roéné deti by nemali mav priemere index KPE viac ako 1,5 (RUVZ, Kosic€12). Pre
hodnotenie stavu parodontu sa odgarpouzivé komunitny parodontalny index - CPIl. Na
tento el sa cely chrup deli na $edsekov - sextantov. Aby bol CPI hodnadtitg musi
sextant obsahovaaspdi dva zuby, u ktorych nie je indikovana extrakcigavSsextantu sa
hodnoti podla najvysSieho dosiahnutého stap0 = zdravy parodont, 1 = krvacaxiasien, 2
= pritomnog zubného kam®, 3 = pritomnas plytkého parodontéalneho &keu (do Hbky
5 mm), 4 = hlboky parodontalny &k (> 5 mm libky). Stav parodontu sa klasifikuje giad
najhorSieho hodnotiteého sextantu. Index CPI sa pouziva az od pathastkov, kedy je uz
takmer Uplne ukatena vymena zubov (Broukal et al., 2004).
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Zvysené Usilie v oblasti starostlivosti o populagiobdobi vyvoja je odévodnené aj
tym, Ze o zdravotnom stave dospelej populacie Y&ejemiere rozhoduje obdobie detstva a
mladosti. Bertc na vedomie predpoklad o silnejSémkin vychovného p6sobenia v obdobi
rozvoja v porovnani s obdobim dospelosti, je neuyhé zdorazmi vyznam vychovy k
zdraviu u deti a mladeZe aj z ekonomickéhor'pdh. Vo vyspelych eurdpskych krajinach je
primarnej prevencii choréb Ustnej dutiny u deti sama véka pozornog a preto je
zaznamenany pokles zubného kazu v chrupe stal@mgjahli€nom. K poklesu kazivosti
zubov dochadza pod vplyvom Siroko implementovangdmarno-preventivnych opatreni
(Longauerova, Boledovi, 2014).

K oradlnemu zdraviu okrem vyZivy negativhe prispiemapr. genetika, socialne
nerovnosti a kvalita zdravotnej starostlivosti, ljdéna z dvoch zakladnych dimenzii kvality
zdravotnej starostlivosti je dostuptidSamohyl, 2014).

Zubny kaz

Zubny kaz je progresivna demineralizicia a deSiaukedého zubného tkaniva, ktora
postihuje mligny, ale aj trvaly chrup. Etiologia zubného kazumpeltifaktorialna. Zubny kaz
zaprtinuju baktérie. Medzi ne patria baktérie Staphylooscenutans, ktoré vyuZzivaju
fruktézovu cag’ cukru ako zdroj energie a jeho glukézasa®’ premiaiaju na polysacharid
dextran, ktory na zuboch vytvara poviak obkolesujkoclonie baktérii. Zubny kaz je
dynamicky proces, ktory je mozné v detocnych Stadiach vyznamne ovply¥niVznik
kariéznej lézie zavisi od striedania procesu deralizécie a remineralizacie skloviny. Pri
procese demineralizacie dochadza k poskodeniu povsekloviny, ktory sa pbsobenim
kyselin rozpug&a a uvdnuje minerdly (kalcium a fosfaty). Proces deminegadie moze
inhibovany remineralizaciou, ak sa na povrchu skipkoncentruje fluorid (Kaiferova et al.,
2009). Zubny kaz, zapalfasien a parodontu predstavuju zavazné ochorediasiséj doby.
V Slovenskej republike trpi chorobami zubod’asien 80 — 90 % populéacie (RUVZ, Kosice,
2013).

Medzi rizikové faktory zvySenej kazivosti zubovatighod’a Kaiferovej et al. (2009) patria:
131071. nedostaténa expozicia fluoridmi/prevencia,
131072. oralne hygienické navykyistenie zubov),
131073. nadmerny prijem sacharogzy,
131074. diZka dogenia,
131075. pitie z frase,
131076. celkovy zdravotny stav deti

Sacharidy

Sacharidy su pre zuby Skodlivé, najma ak sa konauasto. Ich¢asty prijem vedie
k oslabeniu zubnej skloviny, nalka@ baktérie v zubnom povlaku premé&l sacharidy na
kyseliny, ktoré zapéinuju jej demineralizaciu. Jedlo, ktoré obsahuje aady baktérie v
zubnom povlaku rychlo vstrebavaju a vytvaraja za 2 minuty kyseliny (RUVZ, Levice,
2014). Fermentované sacharidy patria k rizikovyrktdeom podi€ajucim sa na rozvoji
zubného kazu (Hujoel, 2009fudia, ktori konzumuju stravu s nizkym obsahom sadbe,
maju nizSiu prevalenciu zubného kazu v porovnapomulaciu, ktora konzumuje potravu
s vysokym obsahom sacharidov. Sacharidy zostavajlcsgtnej dutine ovplyiwiju ¢innog’
zubného povlaku. Pre zuby je rozhodujuce’kiokrat za d& a ako dlho su vystavené
pdsobeniu sacharidov, a teda aj kyselindm. V pra@veabného kazu je potrebné sa vyhjba
konzumaécii sladkosti (RUVZ, Levice, 2014).

Polyoly (alkoholové cukry) su viacsytne alkoholgda alkoholy obsahujuce dve a
viac hydroxylovych skupin. Polyoly su Struktirnedpbné molekule cukru, s vynimkou

39



nahradenia hydroxylovej skupiny v mieste skupinyelydu, alebo keténu. Tato substiticia
zachovava niektoré chemické Struktury cukru, mnéfmkalnych vlastnosti cukrov¢oho
vysledkom je, Ze polyolyc¢asto v kombinécii s intenzivnymi sladidlami) mézdinmne
nahradi cukor. Rozsiahly vyskum, vratane getnych Studii vykonanych pas poslednych
troch deseéroci, potvrdzuje, Zze polyoly nespbésobuju zubny kazly®lg sa vSeobecne
vyrabaju hydrogenaciou cukrov a su koom&r pouzivané v potravinach a cisach.

V potravinarstve su polyoly povazované za nahragkrig pretoZze moézu Isypouzité ako
nahrada sachardzy. Polyoly tak sluzia ako w@nio alternativy cukru v Sirokej Skale
produktov, vratane Zuvek, cukroviniek, zmrzliny, pgva a ovocnych natierok. Pouzivaju sa
tiez v zubnych pastach, v ustnych vodach a vo feemtickych vyrobkoch (Patton, Nabors,
2011).

Vitaminy a minerélne latky

Aj populacia s vysokym kalorickym prijmom moZetbyodvyzivena. Podvyziva je
spésobena nedostattym nutrenym zloZzenim potravy. Vitamin A aD zabezpg
stimulovanie kostného metabolizmu. Vitamin D je ateaditény pri vstrebavani vapnika a
fosforu, na tvorbu kosti a zubov. Pri zniZzenej ddwitaminu A dochadza k poruchédm
amelogenézy a dentionogenézy (Winston, 2011). itainje potrebny pre chemicky proces
vzniku kolagénu (bielkoviny nevyhnutnej pre zdraadby, kosti,dasna, chrupavky a kozu)
a jeho nedostatok spodsobuje krvacaniedasien, zdurenia a zapal (Winston, 2011).
Nedostatok vitaminov C a E mb6Ze zhtriaradentézu, ale samotny prijem vitaminov
v liecbe paradentdézy nepomaha.

Horcik (Mg) je jednou z najrozSirenejSich kationov @mrinych v Zivych bunkach. Je
doélezity mineral, ktory je potrebny pre Siroku 3kdélyziologickych funkcii. Hotik je
povaZovany za antagonistu vapnika. Na bunkovejnironéze pdsolsiako délezity regulator
bunkovych funkcii. Jeho koncentracia v sére je tamfa za fyziologickych podmienok.
Vysoké normalne koncentracie Mg v sére su protaktiproti roznym chorobam (Laires et
al., 2004). Nerovnovaha v metabolizme Mg je spojenédznymi patologickymi stavmi.
Niektoré pozorovacie Studie ukazali priaznivy vpiWg na ligbu paradentdzy. Paradentdza
je zapalové ochorenie tkanivBasien vyvolané baktériami, ktoré sa usadzuju v gavina
povrchu zubov. Zapal vedie k deStrukcii kosti aoméc k strate zubov. V
industrializovanych krajinach, paradent6za posél8f) — 50 % dospelej populacie, z ktorych
10 % ma z&vazné priznaky (Albandar, 2002). SuplédeenMg by mohla znigiriziko straty
zubov v strednom veku, kvalitu Zivota jedinca aladi na proteticku ligbu by sa mohli
Znizit.

Véapnik (Ca) je jednym z najdélezitejSich minerailotele a spolu s Mg a fosforom je
zékladnym stavebnym prvkom kostry a zubov. Organihospeléhdloveka obsahuje viac
ako 1 kg Ca. Epidemiologicka Studia, ktora bolautslnena na univerzite v Buffale priSla
k zaveru, Ze deti, ktoré mali nizky prijem Ca awitnu C mali v dospelosti dvakrat vysSie
riziko vzniku ochoreni paradontu, ako deti, ktoralimvysSi prijem Ca a vitaminu C.
Najnovsia Studia potvrdila, Ze dospeli, ktori komzii Ca asp®d 1 500 mg/d& maju vyrazne
nizSie riziko vzniku paradentdzy, pretoze Ca prpadiwbne posiluje alveolarne kosti.
Riziko straty zubov m6Zeme minimalizavaptimalnym prijmom Ca 1 000 — 1 200 mgide
a prijmom vitaminu D (vystavovaniu sa sinému ZzZiareniu) 4 — @g/der (Perry, 2003).
Vapnik pre zdravé zuby ma osobitny vyznam. Okremednich vyrobkov je priaznivy prijem
fluoridu v pitnej vode.

Fluorid je prirodna latka, ktora podporuje rastvgj zubov a kosti a zahtaje vzniku
postupného zubného kazu. VSetkycgidiny fluoridu s rozpustné vo vode. Padstatistik 1
mg/der fluoridu v 1 | vody zniZuje incidenciu zubného kapriblizne o050 %. Zdrojmi
fluoridu su fluoridovana doalebo mlieko. Fluorid obsahuju aj produkty, ktoié su uéené
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na konzumaciu napr. zubna pasta a Ustna voda.idFlobsiahnuty v zubnych pastach je
schopny zniZivyskyt zubného kazu o 20 — 40 % (Kwan et al., 2005

Zelezo (Fe) je kofaktorom prolylhydroxylazy, ktdkatalyzuje tvorbu hydroxylového
prolinu. Zelezo je pravdepodobné pritomné v oddagibch pri tvorbe kolagénu (Wen,
Paine, 2005). Pri vy$Som prijme Fe ako su OVD nmagtd sfarbenie zubov.

DalSia mineralna latka, ktora je potrebna pre vyzubov a kosti je fosfor, ktory sa
vyskytuje vo vSetkych Zivych organizmoch. Naj$i@ ¢ag’ sa nachadza v kostiach, zuboch
a organoch.

V praxi sa osvatli vyplachy sd@nym roztokom, ako pomocnd tiea zapélenych
d’asien, ktoré sa neodp@aiprehltndi. (Samohyl et al., 2014). 8nbze pomdoetk posilneniu
d’asien a zubov a méa schopti@gbavi’ sa neprijemného zapachu v Ustnej dutine.

Tehotenstvo a vyZiva

Vyvoj zubnych tkaniv z&na uz 6. tyzdni embryonalneho Zivota. VyZziva nyati&k
ovplyviiuje vyvoj zubov plodu (Touger-Decker, 2005) ¢B® tehotenstva by Zzeny mali zuwySi
pozornog o preventivnu starostlivésv oblasti Ustnej dutiny. Hormonalne zmenyca®
tehotenstva vedu k zvySenej nachylnosti k zaphhsien (zapal a krvacani€asien) a
paradentozy (Ferris, 1993). Ochorenie parodontehothej Zeny je klinicky vyznamnym
rizikovym faktorom pre praghsny poérod anizku poérodnd hmottiosiovorodenca
(Offenbacher, 1996)Casté vracanie @as tehotenstva modze thaa nasledok opakovan
expoziciu Zaludénej kyseliny, ¢co sposobuje zvySené riziko poSkodenia zubnej skiovi

Zlé stravovacie navyky (vysoka konzumacia jednbgub sacharidov) zvysuje riziko
vzniku zubného kazu (Chido, Rosenstein, 1985). &tiBlavskom samospravnom kraji bola
pocas tehotenstva potvrdend vysoka konzumaciu slatlem@pojov (4,10 + 3,81 dl)
(Samohyl et al., 2014). V tehotenstve sa odgerkonzumova ¢erstvl zeleninu a ovocie,
nakd’ko ich Struktira obsahuje jemné vlakno, ktoré jendisti zuby. Optimalny prijem
zeleniny pdas tehotenstva je 350 g. V studii, ktord bola uzsingna na populécii tehotnych
Zien sa zistilo, Ze tehotné Zeny maju nizky priemeprijem cerstvej zeleniny p&as
tehotenstva 54,30 + 49,78 g (Samohyl et al., 2014)

O spravnej vyzive di’a vzifadom k vzniku zubného kazu je potrebné inforntova
tehotné Zeny, pretoZze zubny kaz sa pri absenaiejistygieny moze objati¢oskoro po
prerezani prvych dasnych zubov. Nebezfeé je pre diga pitie sladkych napojov z
dojcenskej faSe najma v noci, aleliasto pdas dia, namaéanie cuntia do medu, alebo cukru
(Merglova, Killian, 2002).

Celosvetovy program oralneho zdravia

Celosvetovy program oralneho zdravia (Global Orahlth Programme) je jeden zo
zdravotnickych programov v ramci odboru preventimgickych choréb a podpory zdravia.
Bol spracovany v sulade s novou stratégiou preeeacpodpory zdravia. ai déraz je
kladeny na rozvoj globalnych politik v oblasti podyp zdravia Ustnej dutiny a prevenciu
ochoreni Ustnej dutiny aje zamerany nandejSiu koordinaciu s ostatnymi prioritnymi
programami podpory zdravia a s externymi partnetifvnym koordinatorom projektu je
WHO. Celosvetovy program oralneho zdravia je zamera oralnu zdravotnu politiku a na
acinné riadenie rizik pre zdravie ustnej dutiny.

Déraz v celosvetovom programe oralneho zdraviaklgdeny na ovplyvniténé
rizikové faktory savisiace so zZivotnym Stylom aleogptimalna vyZiva, féagnie a nadmerna
konzumacia alkoholu (Petersen, 2003). Tabakovy Hgmplikuje a predlZuje hojenie zubnej
rany. Z lWadiska oralneho zdravia sa konzumacia alkoholu pautia, nakdko narusa
proces hojenial’asien a podporuje krvacanie po réznych diagnostitks terapeutickych
vykonoch. Alkohol deStruuje vitaminy a minerdlytligé na alkohol sU najmé vitamin
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A a vitaminy skupiny B. Vitamin A je potrebny prermalny rast a vyvoj tela, obzviagre
zdravé kosti a zuby. V roku 2010 bolo v Slovenskeublike diagnostikovanych 5 868di s
diagndzou zavislosti od alkoholu (Samohyl, Jurkova, 2014), kde kazdy piati muz a kazda
desiata Zena konzumuje viac ako 60g/dikoholu (Samohyl, 2014).

Program podporuje krajiny a regiony v ich Usilbeapeit’ zdravé prostredie, ako je
pristup k nezavadnej pitnej vode, hygienickym zderaam a prijatie &innych programov
zameranych na asociaciu medzi fluoridom a prevenzidného kazu. Celosvetovy program
oralneho zdravia pracuje na formulacii narodnychitipoa politik pre &inna kontrolu
rizikovych faktorov vyZivy pre zubné ochorenia, ogky Ustnej dutiny, lebky a paradentozy.
Celosvetovy program oralneho zdravia dava prefimaegracii vSeobecnych zdravotnych
programov na urovni celospd@enskej, ale aj na vnutroStatnej urovni. Globalnelecipre
zdravie ustnej dutiny do roku 2020 sucemé pre rozvoj kvality zubnych zdravotnych
systémov. Program pracuje na aplikacii stratéglezemej na dékazoch v oblasti podpory
zdravia uUstnej dutiny, prevencii a dl®y choréb Ustnej dutiny, vyskumu zdravotnickych
systémov a vyvoja. Déraz je tiez kladeny na preiencstarostlivo$ o Ustne slizriiné 1ézie,
vratane rakoviny ustnej dutiny a ustne prejavy obgrHIV/AIDS (Petersen, 2003).

Odporu¢ana vyZziva oralneho zdravia
e konzumacia orechov, pretoZze su bohaté na Ca, Migfarf ktoré su doélezité pre
zdravie zubov. Odpotia sa konzumoveorechy ako su kesu, araSidy, mandle, vlaSské
orechy
e konzumacia ovocia, zeleniny, celozrnnych potrawrabky z obilnin.
konzumacia potravin bohatych na Ca ako je mliejy, & jogurty.
e potraviny, ktoré sa konzumuju medzi jednotlivymiavthymi jedlami by nemali
obsahové skvasiténé (fermentované) cukry.
e neodpordaju sa konzumovasladkosti, v pripade konzuméacie sladkosti je fbotée
cistenie zubov
e odporita sa konzumovacukor skér jednorazovo ako kontinualne&a® celého ta
e [ludia, ktori maju radi konzumaciu masitych pokrmgvsbmali dava vassi pozor pri
Cisteni zubov a to najma kvéli tomu, Ze vidkna z itgés pokrmov ostavaju medzi
zubnymi priestormi a pésobenim kyseliny pri ich kiade moézZzu sposobota
demineraliziciu zubnej skloviny
e odpora sa pitie bylinkovyckajov a mineralnych vod (RUVZ, 2013)

Zaver

Z uvedenej prace vyplyva, Zze zubny kaz, z&fakien a parodontu predstavuju
zavazné ochorenia &snej doby. V Slovenskej republike trpi 80 — 9@épulécie réznymi
chorobami zubov dasien. V oralnom zdravi je potrebné zabeérp&onzumaciu potravin
s obsahom vitaminov A, skupiny B, vitaminov C, B,aa zaroveé konzumaciu mineralnych
latok ako je Mg, Ca, Fe afluorid hlavne ¢ps vyvoja tvrdych zubnych tkaniv. &
tehotenstva odpotdame zvysSenu starostlivibso Gstnu dutinu, nakkko hormonalne zmeny
pocas tehotenstva vedu k zvySenej nachylnosti k zafiakien (zapal a krvacaniasien)
a paradentozy.

V sikasnosti vidime problém spaty so vznikom zubnéha lkeaachoreniami parodotu
hlavne v nedostatoej dentalnej hygiene a v nizkej informovanosti yépie o zdraviu
Skodlivych potravinach najma s vysokym obsahom aadbv.
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