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Véedecka priprava pro Zubni lékarstvi

Petra Bofilova Linhartova, Jan Kfivanek, Marcela Buchtova, Zdenék Danék, Alena

Brysova, Bretislav Lipovy, Serhij Forostyak, Jan Gajdziok, Zuzana Vrankova,
Michaela Cvanova, Tomas Kratochvil, Martin Vaculik, Filip Hromcik, Lydie
|lzakoviCova Holla

1 Védecka pfiprava pro ZL 2020



Cile predmetu

— rozsSifit obzory studentu na poli védeckych pokroku v oboru stomatologie,
— motivovat studenty a posilit jejich vedeckeé ambice,

— a polozit zaklady pro jejich postgradualni studium a védeckou kariéru.
— orientace v odborné literature se stomatologickou tématikou.

— moznost zapoijit se do védecko-vyzkumnych projektu LF MU v ramci oboru ZL

— seznameni s principy védecke prace a publikacni Cinnosti
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Organizace predmetu

— Studenti budou seznameni s védeckymi pokroky v ruznych oblastech stomatologie zahrnujici

predevsim vyzkum etiopatogeneze konkrétnich onemocnéni a jejich terapie.

— Vyuka bude probihat blokové (1 tyden) formou seminard a exkurzi na specializovana pracovisté.
— Predmét bude ukoncen kolokviem - rozpravou na studentem zvolené odborné védeckeé téma, které

pred kolokviem pisemné zpracuje.

— Doporuéena literatura

«  KNECHT, Petr. O strasaku excelentniho publikovani a predatorskych €asopisech. In Universitas: Masarykova univerzita, 2014. s. 3-8, 6 s. ISSN 1211-3387.

« DAY, Robert A. a Barbara GASTEL. How to write and publish a scientific paper. 6th ed. Cambridge: Cambridge University Press, 2008. xv, 302. ISBN 9780521671675.
« The Oxford textbook of clinical research ethics. Edited by Ezekiel J. Emanuel. New York: Oxford University Press, 2008. xx, 827. ISBN 0195168658.

« LACHIN, John M. Biostatistical methods : the assessment of relative risk. 1st ed. New York: John Wiley & Sons, 2000. xvii, 529. ISBN 0471369969
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Organizace predmetu

1. den

_ Uvod (Bofilova Linhartova)

— Zaklady metodologie pri védecké praci (Bofilova Linhartova)

— Urovné dtikazl v Zubnim Iékafstvi (Hrom&ik)

— Metodologie klinického hodnoceni (ne)jen pro zubni |€ékafe (Lipovy)
— Dotazniky a psychometrika (Kratochvil, Vaculik)

— Uvod do biostatistiky (Cvanova)
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Organizace predmetu

2. den

— Genetické asociacni studie a oralni mikrobiom (Bofilova Linhartova)
 zubni kaz (behavioralni intervence, kojeni)

aftozni stomatitida

parodontopatie

zevni apikalni korenova resorpce po ortodonticke lecbée

oralni lichen planus, hypodoncie a oligodoncie a dalsi

apikalni periodontitida a odontogenni cysty

— Exkurze na pracovisté a prakticka ¢ast: izolace DNA (Deissova, Borilova Linhartova)

Védecka pfiprava pro ZL
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Organizace predmetu

3. den

— Lipoxiny a resolviny v [éCbé parodontitidy (Hromcik)

— Vyuziti nanovlanek k aplikaci bioaktivnich latek v ramci prevence onemocnéni dutiny ustni
(HromCik, Bofilova Linhartova)

— ObstrukCni spankova apnoe (nejen) u déti z pohledu zubniho Iékafe & ortodontisty

(Vrankova, Bofilova Linhartova)

— Vrozené vyvojoveé anomalie orofacialni oblasti (rozstépové vady) (BrySova)

— Exkurze na pracovisteé
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Organizace predmetu

3. den

— Vyzkum a vyvoj moderni oralni lekové formy (Gajdziok)

— Mukoadhezivni filmy urCené ke kryti defektu sliznice dutiny ustni (Danék)

— Nadorové onemocneni hlavy a krku — klinicke studie, terapie, mikrobiom (Danek, Borilova

Linhartova)

— 3D Virtualni planovani a rekonstrukce dolni Celisti (Danek)

— Exkurze na pracoviste

=
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Organizace predmetu

4. den

— Moderni metody pfi studiu vyvoje a udrzovani vitality zubu (Kfrivanek)

» metody genetického mapovani vyvojovych linii in vivo,

* studium a vyhodnocovani transkriptomiky na urovni jednotlivych bunék,

* metody hledani novych kmenovych buneék,

 kontinualné rostouci zuby — co maji spolecného s lidskymi zuby,

« vyuziti modernich trojrozmeérnych zobrazovacich metod (konfokalni mikroskopie, uCT, FIB-

SEM) pfi studiu vyvoje a vnitfni struktury zubu.

— Exkurze na pracovisteé

==
m e
O =

Védecka pfiprava pro ZL

=



9

Organizace predmetu

4. den
— Odontogeneze — vyuZziti alternativnich modelovych organizmu (Buchtova)
« Komparativni odontogeneze (tradi¢ni vs. netradiéni modelové organizmy, jejich vyhody

a nevyhody)
* Morfogeneze a regulace vyvoje nahradnich generaci zubu
* Pfi€iny redukce vyvoje nahradnich generaci u nékterych modelovych organizm

se zamerenim na bunécné a molekularni procesy

— Exkurze na pracovisteé

Védecka pfiprava pro ZL
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Organizace predmetu

5. den

— Translacni vyzkum v biologickych védach: vyzvy a moznosti (Forostyak)

— Exkurze na pracoviste a prakticka ¢cast: qPCR (Deissova, Bofrilova Linhartova)

— Kolokvium (Bofilova Linhartova)

10 Védecka pfiprava pro ZL
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Zaklady metodologie pri vedecke praci

doc. RNDr. Petra Borilova Linhartova, Ph.D., MBA

Stomatologicka klinika, Ustav patologické fyziologie, Ustav Iékafské genetiky,
Lekarska fakulta, Masarykova univerzita Brno

Klinika ustni, Celistni a obliCejové chirurgie, Fakultni nemocnice Brno

11 Védecka pFiprava pro ZL 2020 peta.linhartova@gmail.com



Obsah prednasky
Zaklady metodologie pri védecké praci
— Motivace

— Uvod

— Prace s odbornou literaturou

— Metodologie vyzkumu

— Kvalita vyzkumu

— Planovani

— Dusevni vlastnictvi

— Aplikované vysledky

— Priprava vedecke publikace

12 Védecka pfiprava pro ZL
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Metodologie vyzkumu

Vyzkum

— Zakladni — badatelsky vyzkum, cilem je obohatit vedéni, resi kliCove problemy

— Aplikovany — cilem je vyuZziti vysledkul v praxi, fesi konkrétni problémy praxe

RasIc Science Ap lied Science

, )
why is this ©

'lm(aor’ra at
v A

How can |\
use this?

http://sitn.hms.harvard.edu/flash/2019/not-so-basic-research-the-unrecognized-importance-of-

13 Védecka priprava pro ZL fundamental-scientific-discoveries/
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Metodologie vyzkumu

Uvod

— Pro zaCatek: Co budeme zkoumat?

_ Literarni reSerSe: Co uz o daném problému vime? https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/

— Metodologie: Jak budeme vyzkum provadét? | -
» Kdo a kde bude data sbirat? Publfed co» q o |
« Jakym zptsobem budeme data sbirat? - o
« Jak budeme data analyzovat?

[

2020: 17,871

mu
F
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Metodologie vyzkumu

Vyzkumna filozofie: Hypotéza — data — alternativni hypotéza

se musi overit — potvrdit nebo vyvratit - Vyzkum exploraéni

SR>

15 Védecka pfiprava pro ZL
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Metodologie vyzkumu

Vyzkumny pristup: Induktivni vs. Deduktivni

— Pro zacatek: Co budeme zkoumat?
* Provizorni nazev

* VVyzkumné otazky

* Vyzkumné cile — Empiricky vyzkum
...v souladu s metodikou  Pozorovani
* Méreni
— Pilotni vyzkum * Experiment
» Dotaznik
* Rozhovor

» Analyza dokumentu
16 Védecka pfiprava pro ZL

— Teoreticky vyzkum
* Analyza

« Syntéza

» Dedukce

* Indukce

« Analogie — porovnani

 Generalizace ...
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Metodologie vyzkumu

Vyzkumna strategie: Metody

Slova, napady, koncepty

17 Védecka pfiprava pro ZL
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Metodologie vyzkumu

Kvalita vyzkumu

— Validita — schopnost vyzkumného nastroje zjistovat nebo

merit prave to, co je zamérem vyzkumného pracovnika

— Reliabilita — vyjadfuje pfesnost a spolehlivost pfi aplikaci

vyzkumneho nastroje

— Triangulace — aby se zvysila validita vyzkumu v tech
pripadech, kdy pouziti pouze jedné metody nezarucuje, ze

vysledky jsou dostateCne objektivni a pravdive

18 Védecka pfiprava pro ZL



Metodologie vyzkumu

Kvalita vyzkumu: Reprezentativnost (vzorkovani)

19 Védecka pfiprava pro ZL

Cela populace
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Metodologie vyzkumu

Planovani

https://www.projectmanager.
com/gantt-chart

20 Veédecka priprava pro ZL

GANTT CHART 2020 2021 2022 2023
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CILT) | Testovani vhodnych metod vyroby

(W) expandujici zubni nité, | | D
CILT) |Selekce vhodného nanomateridlu a “
(TUL) |parametra zvlaknovani.

i Selekce a testovani antimikrobialniho
CIL HI) | potencialu télu vlastnich bioaktivnich
(LF latek na vybrané bakteridlni kmeny _
MU) |asociované se zubnim kazem a

parodontitidou.
CIL IV) | Obohaceni vybraného nanomaterialu _
(TUL) |bioaktivnimi latkami.
CIL V) |Ovéfeni usinnosti antimikrobidlnich
(LF vlastnosti obohaceného nanomaterialu _
MU) v simulovanych in vivo podminkéch.
ciLvp| N
Klinické testovani beta verze produktu _

(LF v designu cross-over.
MUY
CIL Vytvoreni funkéniho vzorku
VII) komeréniho produktu s definovanymi
(W) vlastnostmi a zku$ebni poloprovoz.
CIL Testovani  efektivity  odstrafovani
VIID) | zubniho plaku a Setrnosti viiéi zubni
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Metodologie vyzkumu

Dusevni vlastnictvi

— Produkt nebo forma vyjadreni vytvofena vlastnim intelektem, ktera je nova a unikatni (napfr.
literarni dilo, poCitaCovy software, pracovni postup, chemicky vzorec, obéhovy cyklus, l€k,
geneticky modifikovany organismus, prumyslovy postup) je vysledkem duSevni tvurcéi prace

— jde o vlastnictvi nehmotné (nehmotny majetek, nehmotny statek)

— nékteré druhy dusevniho vlastnictvi Ize formalné chranit (riznymi zpusoby dle povahy
dusSevniho vlastnictvi)

— vysledky €innosti, které puvodce (autor) vytvofil pfi plnéni ukolu plynoucich z jeho pracovniho

poméru k MU (jiného obdobného vztahu k MU), pfip. v ramci studijnich povinnosti
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Metodologie vyzkumu

Dusevni vlastnictvi

— Prumyslové vlastnictvi technicka reSeni (napf. vynalezy) a
jejich ochrana (patenty, uzitné vzory) primyslové vzory,
ochranné znamKky...

— Dusevni vlastnictvi chranéné zvlastnimi pravnimi predpisy
duvérné informace, obchodni tajemstvi, know-how...

— Autorska dila a databaze védecka dila (publikace, védecké

prace), software...

22 Védecka pfiprava pro ZL
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Metodologie vyzkumu

Autorstvi

— Autor je nékdo, kdo podstatneé intelektualné prispél k vzniku daného dila.

— Autorske prava — prava autora k jeho dilu, prava souvisejici s pravem autorskym, a pravo
porizovatele k jim porizené databazi.

— Poradi autort by mélo byt spole€nym rozhodnutim vSech autort, mélo by odrazet miru
prispéni na textu publikace a meli by ho byt schopni vysvetlit.

— Prvni autor by mél byt autor, ktery k vzniku a vysledkum publikace pfispél nejvice.

— Korespondencni autor se obvykle uvadi jako prvni nebo posledni, dle zvyklosti v danem

oboru.
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Metodologie vyzkumu MU NI oovanster

Aplikované vysledky C T T technologil

_ Patent — Transfer technologii (TT) https://www.ctt.muni.cz/
_ Uzitny vzor  pfenos vysledku vyzkumu a vyvoje do praxe

— Pramyslovy vzor  proces prevadéni riznych technologii (hl. technickych rfeseni
_ Prototyp a védeckovyzkumnych poznatkl a zkuSenosti) z

— Funkéni vzorek ... univerzitniho prostredi smérem do praxe a naopak

» formy TT(a znalosti):

o poskytovani prav k uzivani (licence)

oVvznik spin-off spolecnosti s majetkovou ucasti univerzity
o prodej prav, kontrahovany vyzkum, kolaborativni vyzkum,

poskytovani sluzeb a konzultaci... I

M

N1

U
ED
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Metodologie vyzkumu

Priprava védecke publikace

Web of Knowledge

Webof Science  InCites  Joumnal Citation Reports ~ Essential Science Indicators  EndNote  Publons  Kopernie  Master Journal List

— Téma a obor? Web of Science
— Typ publikagniho vystupu?
_ Kde ou blikovat? Cited Journal Jocrs All Yrs v 2019 2018 2017
1 ALL Journals 91 344 971 3801 16820 24,193
_ Jak zaéit psét manuskript? 3 J ENDODONT 83 8,635 85 377 773
3 CLIN ORAL IMPLAN __ 84 8519 20 378 536
Ly 4 JDENT RES 91 7,884 67 279 414
* formalni 5 JCLIN PERIODONTOL 89 7.641 67 451 471
i 5§ JPERIODONTOL 88 7.430 59 311 261
» obsahova 7 JPROSTHET DENT 83 6.972 58 352 403
L ] 3 AMJORTHOD DENT... 85 6,900 52 154 246
* vizualni stranka 9 DENT MATER 80 6,700 49 37 406
10 J ORAL MAXIL SURG 84 6,156 67 204 334
— Revize a jazykové korekce 11 INT J ORAL MAX IMPL 82 5,513 33 160 333
12 OR SURG OR MED . 91 5,197 24 119 135
_ Recenzni fizeni 13 JDENT 90 5,091 67 301 341
14 INT ENDOD J 74 3,988 78 327 339
15  INT J ORAL MAX SU._. 80 3,606 59 186 283
16 CLIN ORAL INVEST 90 3,419 190 428 448

25 Veédecka priprava pro ZL
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Urovné dukazti v Zubnim lékarstvi

MDDr. Filip Hroméik
Stomatologicka klinika, Fakultni nemocnice u svate Anny
Lékarska fakulta, Masarykova univerzita Brno

26 Védecka pfiprava pro ZL 2020



Obsah prednasky

Urovné dukazu v ZL

— Levels of evidence

— Priklady zdroju informaci

— Nacvik hodnoceni zdroju

— Orientace v Clanku

— Kde hledat odpovedi, kde publikovat

— Akademicky vyzkum vs. veda v soukrome praxi
— Vlastni védecka otazka

— Opakovani

27 Védecka pfiprava pro ZL
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Levels of evidence, urovné dukazu

Systematic Reviews, Meta-analyses, Evidence Synthesis

Randomized Controlled Trials RCTs

Cohort Studies

Case-control Studies

Case Series, Case Reports

M E
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Zdroje:

Prednasky
a kurzy

L
30 Védecka priprava pro Z

Pfestsy ka
=12.00 Vyusziti CAD/CAM tec
Jirgen Manfreq Setz, Ng

Rizika a Postupy, OSetren; extrakénj rany
Imre Gydrgy Borza’s/, Madarsko

Antibiotika v détském Zubnim Iékantvi
Viasta Mergio va, Romana Koberp vd Nancako va
€ potiep

=

=

m e
O =



Case report

148 | ODBORNE SDELENI

Hulvert et al., 2020
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OSETRENI DOSP{VAJICIHO PACIENTA
S JEDNIM NEZALOZENYM A JEDNIM CIPKOVITYM
HORNIM POSTRANNIM REZAKEM

Kazuistika

Jan Hulvert, Martin Tomecek, Jan Streblov
3DK dentalni klinika, s. r. 0., Praha

0 AUTORECH

MDDr. Jan Hulvert (*1992) v roce 2017 absolvoval obor stomatologie na 1. LF UK
v Praze. Po absolutoriu pracoval v soukromych ordinacich v Tdbore u MUD. liji Bo-
zadZieva a v Praze u MUDr. Alice Matlové. Od Eervence roku 2018 pracuje na den-
tdlni klinice 3DK. Je élenem Ceské akademie dentdlni estetiky a pravidelné se Géastnf
vzdéldvacich akci jak Ceskych, tak zahraniénich. V letech 2019 a 2020 vyhral soutéZ
o nejlepsi estetickou rekonstrukci roku.

MUDr. Martin Tomecek (*1978) po promoci (2002) pracoval v zubnich ordina-
cich v Praze a Dubaji (UAE). V roce 2010 spoluzalozil s MUDr. Janem Streblovem
dentdlni kliniku 3DK. Ve své profesni drdze se zaméfuje piedevsim na implantologii,
estetickou a protetickou stomatologii. V roce 2016 absolvoval kurikulum implanto-
logie a kostni regenerace ,Regenerator Program” profesora Istvana Urbana (Urban
regeneration institute & Szeged University, Budapest, HU). S velkym zapdlenim se vé-
nuje dentdini fotografii, interakci svétla a materidld, Je certifikovanym ¢lenem Ceské
akademie dentdlni estetiky. V pfedndskové ¢innosti je autorem mnoha pfedndsek
a praktickych kurzi na téma kostni augmentace a dentdini implantologie, man-
agementu mékkych tkani, dentdlni fotografie, protetiky a daliich témat. Pledndsel
na konferencich v Ceské a Slovenskeé republice, Svycarsku, Portugalsku, Itdlii,

MUDr. Jan Streblov (*1978) po promoci (2003) pracoval v PraZském centru den-
tdiniimplantologie a v roce 2010 zalozil spolu s dr. Tomeckem dentdlni kliniku 3DK.
Vénuje se zejména parodontologii, implantologii a komplexnim rekonstrukcim.
Jako dlouholety élen Ceské akademie dentalni estetiky a jeji soucasny prezident se
podili na rozvoji mezioborové spolupréce s ortodontisty a dal§imi specialisty. Prelozil
nékolik odbornych knih, je autorem publikaci a mnoha pfedndsek a kurzi na téma
parodontologie, implantologie, plastickd chirurgie parodontu, autotransplantace
zubd a dalSich. Prednasel na konferencich v Cesku, na Slovensku, v Némecku, Velké
Britdnii a Svycarsku.

Lk
Kontakt:
hulvert@3dk.cz
3DKs.ro
U Zdravotniho Ustavu 21

10000 Praha 10

SOUHRN: Estetické feSeni anomalie poctu
a tvaru zubu ve frontalnim Useku u détskych
a dospivajicich pacientl s sebou nese nékolik
specifik. Mezi ta nejvyznamnéjsi patfi pokracu-
jici vyvoj Celisti, Casto vysoka linie Usmévu a po-
zadavek na minimalné invazivni osetreni. Tato
kazuistika popisuje osetreni dospivajiciho paci-
enta s nezalozenym pravym a Cipkovitym levym
hornim postrannim rezakem a diskutuje otazky
s touto terapii spojené.

Kli¢ova slova: adhezivni mUstek, ageneze, Cip-
kovity zub, keramika, rolovany lalok, RBFDP, hor-
ni postranni fezak, prima kompozitni dostavba

treatment of an adolescent patient with a peg
shaped left upper lateral incisor and agenesis of
the right upper lateral incisor. Questions related
to this type of treament are being discussed.
Key words: adhesive cantilever bridge,
agenesis, peg shaped tooth, ceramics, modified
roll flap technique, RBFDP, upper lateral incisor,
direct composite restoration

Oproti tomu jednokiidly adhezivni mustek Ize pou-
Zit u pacientd priblizné od 10. roku Zivota, nebrani totiz
transverzalnimu rdstu celisti a nevylucuje pfipadnou
budouci ortodontickou lécbu. Daldimi vyhodami jsou
mensi finanéni a €asova naroénost a také moznost pro-
vést toto odetfeni i v situaci, kterd nenf pro implantaci
vhodna. Piikladem mdZe byt mezera mensi nez 7 mm,
nevhodna angulace kofen( ohranicujicich mezeru
apod. (tab. 1).

Nasledujici text podrobné popisuje postup pii Upra-
vé tvaru gipkovitého zubu a zhotoveni jednokfidlého
adhezivniho mastku véetné Upravy mékkych tkani pod
meziclenem.

LKS. 2020; 30(9): xxx = ox

Implantat Jednokidly adhezivni mistek

Ofetieni neiléoe a7 no 25 roku Fivota Mainé 7hotovit ii7 od 10 roku ?ivota


http://www.lks-casopis.cz/clanek/osetreni-dospivajiciho-pacienta-s-jednim-nezalozenym-a-jednim-cipkovitym-hornim-postrannim-rezakem/

Case series

Spies et al. 2017
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Abstract
Objective: To evaluate the clinical and Patient-reported outcome of all-ceramic zirco-
Nia implant Supported fixed dental prostheses (FDPs) 5 years after implant
installation,

Materials and methods: Thirteen patients were treated with two terminally placed one-
piece zirconia implants for a three-unit FDP each. The FDPs consisted of 3 CAD/CAM-
fabricated zirconia framework Over-pressed with 3 fluor-apatite Veneering ceramic and

proved VAS scores (66%—93%; p <.038), except for speech (p=.341), Concerning
function, esthetics and seif-esteem, no decrease in satisfaction could be observed until
the end of follow-up (90%—96%; P 2.057), whereas Perception of sense (92%) and

did not correlate with patient satisfaction,
Conclusions: Bi-layered FDPs made from zirconia/ﬂuor—apatite highly satisfied pa-

KEYWORDS
CAD-CAM. cace carine .
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Cohort study

A prospective cohort study of endodontic treatments of 1,369
root canals: results after S years

Domenico Ricucci, MD, DDS,* John Russo, DMD,b Michael Rutberg, DMD,°
Josef A. Burleson, PhD. and Larz S. W. Spangberg, DDS, PhD,® Rome, Italy; and Farmington,

Connecticut
UNIVERSITY OF CONNECTICUT

Objective. The purpose of this prospective study was: 1) to follow-up a large number of endodontic treatments
performed by a single operator, periodically checked over a 5-year period; and 2) to correlate outcome to a number of
clinical variables.
Study design. This prospective study included all consecutive cases during the selected time period. All cases were
followed regularly for a 5-year period. At the 5-year end point of the study, 470 patients with 816 treated teeth and
with 1,369 treated root canals were available for evaluation.
Results. The overall rate of success among the 816 teeth/1,369 root canals available for evaluation was 88.6%/90.3%.
The success rate for 435 teeth/793 root canals undergoing vital pulp therapy was 91.5%/93.1%. Teeth/root canals with
necrotic pulp but without detectable periapical bone lesion were successfully treated in 89.5%/92.3%. If the pulp
necrosis was complicated by apical periodontitis, the success rate fell to 82.7% for the teeth and 84.1% for the root
canals (P = .037). Teeth with periapical lesion <5 mm had a success rate of 86.6%, and in cases where the lesion
was =5 mm the rate of success was 78.2%.
Conclusions. More severe disease conditions negatively affects outcome. An optimal working length was identified.
Excess of root canal filling material decreases success. Infected pulp space should be treated with an effective

33 Veédecka pfipra intracanal dressing. The quality of the coronal restoration or the placement of intracanal post retentions does not affect
treatment outcome. (Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2011;112:825-842)
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s with periodontitis and type

| Naira M. R. B. Andere! | Cissia F. Araujo' |

Abstract

PUFA) and low-dose aspirin (ASA) have been proposed as a host d .
ebride .
men to control chronic inflammatory diseases. The aim of this study ment (TGZ) . Per 10

the clinical and immunological impact of orally administered w-3 F 3 months af ter per iOdOH[al debrl'de d
ment and -3 PUFA + ASA
or placebo f

adjuncts to periodontal debridement for the treatment of periodontif

an
2 diabetes. dCG (tl)’ after ®-3 PUFA + ASA
Methods: Seventy-five patients (n = 25/group) were randomly a and 6 months after periodontal debr idement 1
placebo and periodontal debridement (CG), w-3 PUFA + ASA ( cytokine levels b multipl (a ar oups) (t2) GCF was analyZed for
100 mg ASA/d for 2 months) after periodontal debridement (test g y Iplex ELISA

3 PUFA + ASA (3 g of fish oil/d + 100 mg ASA/d for 2 months) . .
: _ Results: Tep patients (40%) in T - .
debridement (TG2). Periodontal parameters and GCF were collec o) In TG] and nine patients (367) i TG2 |
©) in achieved th
e

3 months after periodontal debridement and co—3‘ PUFA + AS.A’ Chnical endpoint for tr €atment (lCSS than or e 1 s

and CG (tl), after @-3 PUFA + ASA (before periodontal debride > 5m m) as qual to fOUI' S1t
and 6 months after periodontal debridement (all groups) (t2). GC 2 Opposed to four (16%) in CG There A% lini
cytokine levels by multiplex ELISA. as clini

Results: Ten patients (40%) in TG1 and nine patients (36%) i OVer time fOI’ bO[h test groups IL 6 ]
clinical endpoint for treatment (less than or equal to four sites 2 -0 1€
> 5 mm), as opposed to four (16%) in CG. There was clinica
moderate and deep pockets for TG1. IFN-y and interleukin (II
over time for both test groups. IL-6 levels were lower for TG1. F
for TGI1.

Conclusion: Adjunctive -3 and ASA after periodontal debride 2 di abetes
and immunological benefits to the treatment of periodontitis .
1

J |

ts to t ' iti |
he treatment of periodontitis in patients with type |

2 diabetes.
KEYWO RDS
KEYWORDS iri
aspirin, diab »modulation, inflammation, omega-3 fatty acids, per Asprin, dlabetes’ immunomOdUIa[' 1 i
10n, inflammation, omega-3 fatty acids. periodans;
: S. periodontitic
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Regenerative surgical treatment of furcation defects: A

Y 4
M et a' a n a Iyza | systematic review and Bayesian network meta-analysis of
ti C k é randomized clinical trials
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. Jacopo Buti’® | Filippo Graziani2 @
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Abstract

Aims: To investigate the clinical performance of regenerative periodontal surgery in
ZSuh-Unif of Periodonmlogy. Halitosis and
Periodontal Medicine, University Hospital of
Pisa, Pisa, Italy

the treatment of furcation defects Versus open flap debridement (OFD) and to com-
pare different regenerative modalities.

EBirmingham Dental School & Hospital,
Birmingham, UK

“Private Practice, Milano, Italy

SlJnir of Psriodnnmlogy. UCL Eastman
Dental Institute, London, UK

tion improvement (closure/conversion) (FImp), gain of horizontal bone level (HBL) and
attachment leve| (HCAL). Secondary outcomes Were gain in vertical attachment leve|
(VCAL), probing pocket depth (PPD) reduction, PROMs and adverse events. Data
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ported. Furcation closure ranged between 0% and 60% (10 trials), and class | conver-
sion from 29% to 100% (six trials), Regenerative techniques were superior to OFD
for Fimp (OR = 20.9; 90% Cr| = 5.81, 69.41), HCAL gain (1.6 mm), VCAL gain (1.3 mm)
and PPD reduction (1.3 mm). Bone replacement grafts (BRG) resulted in the high-

est probability (pr = 61%) of being the best treatment for HBL gain. Non-resorbable
Jepsen et al. 2020
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OTTO ZUHR MARC HURZELER

PLASTIC-
ESTHETIC
PERIODONTAL
AND IMPLANT
SURGERY

A Microsurgical Approach

Zuhr et Hiirzeler 2012, s. 30

37 Veédecka priprava pro ZL



https://www.quintessenz.de/books.php?idp=18221&qtw_language=en

TWO-VOLUME SET

Clinical

Periodontology and /,&f )

Implant Dentistry

Edited by
Niklaus P. Lang
Jan Lindhe

WILEY Blackwell

Lang et Lindhe, 2015
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SMOKIng is much greater than that due to of S-
temic predispositions, such as diabetes mellifyls. Data
derived from the NHANES 111 study (Tomar & Asma

and another 11% to former smoking. Similarly, a
study from Brazi] (Susin et al. 2004b) reported that the
attributable fraction of clinical attachment loss due to

et al. 2004b).
Figure 7-4 shows an early meta-analysis of data

12

10

Odds ratio
(o)}

N H
——
——
——
e

Bergstrém (1989)
Haber & Kent (1992)
Locker (1992)

Haber et a/. (1993)
Grossi et a/. (1 994)
Overal|

Stoltenberg etal. (1993)

Fig. 7-4 Meta-analysis of smoking as a risk factor for
periodontal disease. The studies included are: Bergstrom
(1989), Haber & Kent ( 1992), Locker (1992), Haber ot al. (1993),
Stoltenberg etal. (1993), and Grossi et al. (1994). Bars indicate
the 95% confidence limits for the depicted odds ratios,
(Source: Papapanou 199¢, Reproduced from American
Academy of Periodontology.)
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Cviceni: orientace v ¢lanku — RCT

Borges, |., Faveri, M., Figueiredo, L. C., Duarte, P. M., Retamal, V. B., Monteneqgro, S. C. L., & Feres, M. (2017). Different antibiotic protocols in the treatment of severe

chronic periodontitis: A 1-year randomized trial. Journal of Clinical Periodontoloqy, 44(8), 822—832. https://doi-org.ezproxy.muni.cz/10.1111/jcpe.12721

1. Co bylo cilem studie — ,aim”

Jak byla definovana kontrolni skupina?

Kolik subjektu bylo zafazeno a jak dlouho byly sledovany?
Co bylo klinicky hodnoceno, primarni sledovany udaj?

Co ze studie vyplyva?

o 0k WD

Hodnota dukazu a bias?
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28303587/

Zakladni pilif evidence based medicine a nejvétsi rozdil mezi literaturou a nazory

v pfednaskach Ci na socialnich sitich?

recenzni rizeni
= peer-review

40 Védecka pfiprava pro ZL

= =
m e
O =



41 Veédecka priprava pro ZL

Systematic Reviews, Meta-analyses, Evidence Synthesis

Randomized Controlled Trials RCTs

Cohort Studies

Case-control Studies

Case Series, Case Reports

Expert Opinion
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Kde hledat odpovedi?

Hledam inspiriaci a motivaci? Piednasky, socialni sité (velmi kriticky!)
Zajima me, jak tento problém resil nékdo jiny? Case report, case series
Potrebuji neCemu porozumét? Ucebnice, narrative review, expert opinion

Je v této oblasti consensus, popf jaky? Systematic review, meta-ana
Srovnal nékdo tyto zplUsoby léCby? RCT

==
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O =
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Na jaké urovni prispet?

Jsem uznavany odbornik a rad bych se podélil o nazory a zkusenosti?

Expert opinion (pfednaska, kurz), socialni sité
Chtél bych ovéfit novy postup? RCT
Chci zhodnotit vliv riznych faktoru v delSim Case? Cohort study

Rad Ctu, piSu, jsem systematicky, mam hodné Casu a rad bych shrnul poznani v néjaké oblasti?

Systematic review, meta-analysis

=
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Na jaké urovni prispet?

Resil jsem vyjimeény pfipad a ukazkové jsem ho zdokumentoval?

Case report

Chci ukazat, ze uspéch mého postupu nebyla nahoda?
Case series

Jsem student a chtel bych nejake téma rozebrat, zhodnotit aktualni pohled na tuto

problematiku a vyvodit praktické zavéry?

Narrative review, evidence synthesis
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Vlastni vyzkumna otazka

Cviceni

— formulovat vyzkumnou otazku

— navrhnout design a mozny vystup

edecka pfiprava pro ZL



Akademicky vyzkum
VS.
veda v soukromeé praxi

— mysSlenka (akademicka, prakticka?)
— granty, financovani

— systematické hodnoceni, sbér dat
— spoluprace a vybaveni

— publikace

— védec nebo klinik?
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Vyzkum v soukrome praxi

— spravna motivace a cil

— odhodlani a vytrvalost

— zdroj podpory, granty??

— navaznost na univerzitu, knihovnu, laborator
— zorientovat se v legislativé a etice

— nastroje, databaze, podpora

— vyznam ziskanych dat

vice v Hare et al., 2018
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https://www-proquest-com.ezproxy.muni.cz/docview/2024455901?accountid=16531

Vyzkum na univerzite

— spoluprace, kurzy, podpora, zastita
— zdroje (knihovna), vybaveni, financovani (granty)
— sdileni, navaznost, mentori

— doktorskeé studium (PhD.), akademicka kariéra
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Klicove body

— ZvySujte podil informaci ziskavanych z recenzovanych zdroju s malym bias, ostatni hodnotte
velmi kriticky

— Ovérujte informace, vnimeijte jejich rozdilnou hodnotu

_ Cerpejte z EBM a pfispivejte do EBM

— Rozvijejte svoje myslenky, na jakekoli urovni

— Bavte se védou a budte jeji soucasti
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Pouzite zkratky

— EBM — evidence-based medicine

— RCT —randomized controlled trial, randomized clinical trial
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Metodologie klinického hodnoceni (ne)jen

pro zubni léekare
doc. MUDr. Bretislav Lipovy, Ph.D., MBA

Klinika popalenin a plastické chirurgie, Fakultni nemocnice Brno,
Lékarska fakulta, Masarykova univerzita Brno
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Predstaveni vyzkumnika a jeho tymu

doc. MUDr. Bretislav Lipovy, Ph.D., MBA
— Clinical trials experiences
2007 — Indication of Veloderm® in partial thickness burns - consultant
2008-2009 — Xe-derma® in partial thickness burns (co-investigator)
2010 — Mepilex Ag® in adult and pediatric burns (co-investigator)
2013 — Principal investigator Birken clinical trial (Oleogel-S10)
2014 — Principal investigator Nexobrid™ in adult patients
2014 — Principal investigator Nexobrid™ in pediatric patients
2019 — Principal investigator The RE-ENERGIZE Study: A RandomizEd trial of ENtERal
Glutamine to minimlZE thermal injury (study terminated)
2019 — Principal investigator Reducing microbial burden in acute wounds using non-thermal

plasma. 0

M
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Obsah prednasky

Metodologie klinického hodnoceni (ne)jen pro zubni Iékare
— Stru€na historie klinického hodnoceni

— Zakladni principy klinického hodnoceni

— Lidskeé subjekty v klinickém hodnoceni

— Typy klinickeho hodnoceni

— Eticka komise a informovany souhlas

— Kiinické hodnoceni u specifickych skupin (déti)

— GCP certifikat (trénink)
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,Biomedicinsky pokrok je zalozen na vyzkumu, ktery nutné zahrnuje
i studie na lidskych subjektech”

»,Pacient musi byt Ié€en jako studentuv ugitel, nikoliv jako
tréninkovy nastroj.“
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Strucna historie klinického hodnoceni

— (Kniha DANIEL) jedna z knih Starého zakona

Then Daniel said to the guard whom the master of the eunuchs had put in charge of Hananiah,
Mishael, Azariah and himself, ,Submit to us this test for ten days. Give us only vegetables to
eat and water to drink; then compare our looks with those of the young men who have lived on

the food assigned by the king, and be guided in your treatment of us by what you see”. (150BC)

Nonrandomized Concurrent Control Study
VS.
Randomized Control Trial

==
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Strucna historie klinického hodnoceni

— Randomizace
» Tento pojem byl poprvé v ramci klinického hodnoceni pouzit R.A. Fisherem (jednalo se o

zemeédeélce) — rozdéleni svych parcel s plodinami

Fisher RA., 1926

* Pravdépodobné prvni randomizace v biomedicinském vyzkumu byla pouzita Ambersonem

a McMahonem, ktefi sledovali terapeuticky efekt sanocrysinu v terapie plicni formy TBC

Amberson B. et al., 1931
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https://digital.library.adelaide.edu.au/dspace/bitstream/2440/15191/1/48.pdf
https://www.atsjournals.org/doi/pdf/10.1164/art.1931.24.4.401

Strucna historie klinického hodnoceni

— Zaslepeni

» Opét studie tykajici se terapie TBC

* Hodnoceni dvéma radiology a klinikem RTG snimku bez toho aniz by védéli jestli jsou

pacienti v kontrolni nebo treatované skupine

57 Védecka pfiprava pro ZL
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Medical Research Council. Streptomycin
treatment of pulmonary tuberculosis. Br. Med

J. 1948:2:769-7/82
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2091872/

Tri dulezité dokumenty relevantni pro etiku
ve vyzkumu

— Norimbersky kodex (1947)
— Helsinska deklarace (1964) — revize WMA 1975, 1983, 1989, 1996, 2000, 2002, 2004, 2008
— The Belmont Report 1979 (reguluje vyzkum v USA)
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Norimbersky kodex
Norimbersky proces (20. 11. 1945 — 1. 10. 1946)

— Celkem v deseti bodech je obsazeno nasledujici

* Dobrovolny souhlas pacienta

 Vysledky nelze ziskat jinymi metodami

» Experiment byl uspésné proveden na zviratech

* VVyvarovat se veSkerého nenutného fyzického a mentalniho utrpeni

* Pokud je divodné podezreni, Zze muze vést ke smrti nebo invalidité, nesmi byt provadén

» Stupen rizika nikdy nesmi prevazit potencialni humanni vyznam

* Provedeni az po zajisténi dostateCneého vybaveni proti i vzdalené moznosti poskozeni,
invalidity nebo smirti

 Vedecky kvalifikovani lidé

* V prubéhu experimentu muze lidsky subjekt kdykoliv vystoupit

» Védec musi byt pfipraven experiment ukondit pokud zjisti, Ze pokracovani muze vést k
poskozeni subjektu

Il
M
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D
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Helsinska deklarace 1964

— Celkem 32 paragrafu — Odpovida Helsinska deklarace
— Definice inkompetentnich lidskych soucasnému pojeti vedy?
subjektu » OdliSeni terapeutického a
* Osoby mladsi 18 let neterapeutického vyzkumu
* Subjekty, jejichz rozhodovaci « Spornost v kontrolnich skupinach
schopnost je kompromitovana, jakozto (placebo)
vysledek fyzikalnich a/nebo » Odpovédnost za zdravi subjektu lezi
mentalnich podminek pouze na ném (nikoliv na vyzkumnikovi)
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The Tuskegee syphilis study

,naucili jsme se vice o rasismu
nez o syfilis”

4

Participants in the Tuskegee Syphilis Study. Herman Shaw speaks as President Bill Clinton looks on during ceremonies at the
White House on May 16, 1997, during which Clinton apologized to the survivors
and families of the victims of the Tuskegee Syphilis Study.

(Credit: PAUL J. RICHARDS/AFP/Getty Images)

(Credit: National Archives)
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https://www.history.com/news/the-infamous-40-year-tuskegee-study IVI
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Postup pred zahajenim klinickeho
hodnoceni

— Preklinické testovani (postup je upraven ve vyhlasce €. 86/2008 Sb. — postupy pro
neklinicke zkouseni bezpecnosti I€Civ pri provadeéni laboratornich zkousek podle zasad
spravné laboratorni praxe)

— Cilem je ovéfit bezpecCnost v této fazi — toxicita, teratogenita, mutagenita, karcinogenita
apod.

— In vitro a in vivo testovani

==
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In vitro testovani

24h 48h 72h

Fotografie B-lymfocytd na testovacim materialu Prvni testovani in vitro na mysich
béhem Casoveého obdobi fibroblastech. Bunky se shlukuji a tvori
silngjSi strukturu.
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In vivo testovani
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In vivo testovani
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Ex ovo testovani

CAM model
(kureci chorioalantoidni membranovy model)
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Z kazdych 10 000 latek z faze preklinického
testovani se do faze klinického hodnoceni
dostane kolem 5
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Definice klinického hodnoceni

— Kilinické hodnoceni humannich l&Civych pripravku je jakékoli systematické testovani
provadéné na lidskych subjektech za ucCelem zjistit Ci ovéfit klinické, farmakologické nebo jiné
ucinky nebo stanovit nezadouci u€inky nebo studovat farmakokinetiku jednoho I€€iva anebo ji
porovnavat u nékolika l€Civ s cilem ovéfit jejich bezpelnost nebo ucinnost (Zakon o IéCivech
¢.378/2007 Sb.)

» systematické testovani Iéku na pacientech €i na zdravych dobrovolnicich, jehoz

hlavnim ukolem je:

» prokazat bezpecCnost a snasenlivost leku,

 prokazat a overit IéCivé ucCinky daného léku,

« zjistit, jaké jsou jeho nezadouci ucinky,

« urcCit farmakokinetické parametry a chovani léku v lidském organismu.
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Jednotlivé strany klinického hodnoceni

/’4\

Vyzkumna

Team
(PI, coPIs 2| organizace/

SN) Kontraktor
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69 Veédecka priprava pro ZL

=

=

m
O =



Zakladni principy klinického hodnoceni

— Prabéh klinického hodnoceni je celosvétové standardizovany. Podléha pfisnym
pravidlim Spravné klinické praxe, Helsinské deklarace, legislativy EU a CR pro provadéni

klinickych hodnoceni

— Na etické a spravnée provedeni studii dle schvaleneho protokolu studie dohlizi inovativni
farmaceuticka spolednost (zadavatel, sponzor) a kontrolni Gfady, tj. SUKL a EMA (FDA),

resp. ostatni regulacni autority a nezavislé etické komise.

==
m e
O =

70 Védecka pfiprava pro ZL

=



Zakladni principy klinického hodnoceni

27.5.2014 Utedni véstnik Evropské unie L 158/1

|

(Legislativni akty)

NARIZENI

NARIZENI EVROPSKEHO PARLAMENTU A RADY (EU) & 536/2014
ze dne 16. dubna 2014
o klinickych hodnocenich humdnnich 1é&ivych pfipravki a o zruseni sm&rnice 2001/20/ES
(Text s vyznamem pro EHP)

Nizkointervencni klinické

Klinické hodnoceni ,
hodnoceni

Il
M

N1
D
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Spravna klinicka praxe (GCP)

— Vyhlaska €. 226/2008 Sb. (Viyhlaska o spravné klinické praxi a blizsich podminkach
klinického hodnoceni léCivych pripravku)
— GCP - soubor mezinarodné uznavanych etickych a védeckych pozadavku na jakost, které

musi byt dodrzeny pri designu, provadeni, dokumentovani a vyhodnocovani KH.

— GCP trénink
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Spravna klinicka praxe (GCP)

Zakladni body

— KH maji byt provadény v souladu s pravnimi a etickymi principy (HD)

— Pred zahajenim KH je nutno zvazit rizika a nevyhody s oCekavanym prospechem pro
pacienta a spole¢nost. Studie muze byt provedena pouze v pfipadé, ze ospravedlnuje
oCekavany prospech potencialni riziko

— VeSkeré informace o hodnoceném léCivem pripravku maji byt dostateCné pro provedeni KH

— KH musi byt vedecky spolehlivé s podrobné popsanym protokolem

— KH musi byt provedeno vzdy v souladu se schvalenym protokolem

— Za poskytovanou péci v prubéhu KH je vzdy zodpovédny kvalifikovany lékar
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Spravna klinicka praxe (GCP)

Zakladni body

— Kazda osoba provadéjici klinické hodnoceni ma byt kvalifikovana svym vzdélanim a
prislusnou zkusenosti

_ Ugast na klinickém hodnoceni musi byt u kazdého subjektu ziskana dobrovolné

— VSechny informace vychazejici z KH musi byt uchovavany tak, aby byly jednodusSe a presné
reprodukovany, vykazovany a overovany

— Duavérnost zaznamu v souladu s pravnimi predpisy

— Vyroba, manipulace, transfer a skladovani studovaného IéCivého pripravku musi byt v
souladu s GMP kvalitou

— Maji byt zavedeny postupy jisténi jakosti ve vztahu ke vSem aspektim KH
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Prehled schvalenych klinickych hodnoceni

— Prehled klinickych hodnoceni je verejné dostupny v databazi na portalu www.olecich.cz.

— Prehled zahrnuje vSechna klinicka hodnoceni schvalena od 31. 12. 2007. Informace o

klinickych hodnocenich z let 2004 - 2007 jsou postupne doplnovany zpétne.

— https://www.clinicaltrials.qov
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https://www.clinicaltrials.gov/

Statni urad pro kontrolu lecCiv
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Zakon o lécivech:

zahajeni klinickeho hodnoceni
bez kladného stanoviska etické komise
bez povoleni / ohlaseni SUKLu
je prestupkem, za ktery Ize ulozit
pokutu az do vyse 5 000 000 K¢
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Intervence z pohledu klinického hodnoceni

Jakykoli zplisob zasahu:

— do pouziti IéCival/lé€ivého pripravku
(pfedem striktné uréeny zplUsob podavani, davky, uprava davek... vée dano protokolem)
— do vysSetrovacich postupu

(nove vySetfovaci postupy mimo béznou praxi, vysetfeni pouze pro ucely KH... vSe dano
protokolem)

— oSetrovacich postupu
(vizity nad ramec bézné praxe... vSe dano predem protokolem).

Za intervenci nepovazujeme vyplnéni dotazniku pacientem / zdravym dobrovolnikem.
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Statni urad pro kontrolu lecCiv

LécCivy Intervence Lidsky subjekt

pripravek

ANO ANO ANO jedna se o KH LP regulované SUKL ,
MUSI BYT POSLANO k posouzeni na SUKL -
| v pfipade, Ze jsou podavany registrované LP
v souladu s béznou praxi (faze V)

ANO NE ANO miiZe se jednat o studii regulovanou SUKL

MUSI BYT VZDY POSLANO / PREDLOZENO
k posouzeni na SUKL

i v pfipade, Ze jsou podavany registrované LP
v souladu s béznou praxi - studie
farmakoekonomiky, postmarketingové studie
bezpelnosti
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Eticka komise

— Jedna se o organ, ktery je tvoren minimalne 5 Cleny
— Odpovidajici vzdélani, kvalifikace a zkuSenosti
— Posuzuje predlozené klinické hodnoceni z pohledu (§ 3 odst. 1 vyhlasky o spravné klinické
praxi)
» Védeckeho
» Lékarskeho
* Etického
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Eticka komise

— ,alespon 1 clen EK musi byt osobou bez zdravotnického vzdélani a bez odborné vedeckeé
kvalifikace a alespon 1 ¢len musi byt osobou, ktera neni v pracovnim pomeéru, obdobném

pracovnépravnim vztahu nebo v zavislém postaveni k poskytovateli zdravotnich sluzeb”

§ 53 odst. 2 zakona o |éCivech
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Eticka komise

— ukol: chranit prava, bezpe€nost a zdravi vSech subjektu hodnoceni se zvlastni pozornosti ke

klinickym studiim, které mohou byt provadeny na zranitelnych subjektech

— multicentrické studie
« zadosti o stanoviska v pripadé multicentrickych klinickych hodnoceni se predkladaji
etickym komisim pro multicentricka hodnoceni (celkem 11)

— mistni (lokalni) studie
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Informovany souhlas

Dle SUKL...
— Informovanym souhlasem s uc€asti na klinické zkousce se rozumi dobrovolné a

prokazatelné vyjadreni vlle osoby, ktera se ma stat subjektem hodnoceni, popfipadé jeho
zakonného zastupce Ci opatrovnika, podrobit se klinické zkousce, stvrzene podpisem
subjektu hodnoceni, popripadé jeho zakonného zastupce Ci opatrovnika.
— Informovany souhlas musi byt udélen v pisemné formé pfed zahajenim klinické zkousky.
— Subjekt hodnoceni, musi byt zkousejicim nalezité poucen o podminkach, za kterych bude
klinicka zkouska provadéna, o rizicich vyplyvajicich z podrobeni se klinické zkousce i z

pripadného vystoupeni z klinické zkousky.
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Informovany souhlas

— Pouceni musi byt podano pisemné, srozumitelné a v jazyce, kterému subjekt

hodnoceni rozumi. Je soucasti informovaného souhlasu a musi obsahovat:

* informace o klinické zkouSce vCetné vymezeni jejiho cile,

 predpokladanou dobu trvani klinicke zkousky a predpokladanou dobu ucasti subjektu
hodnoceni na klinické zkousce,

» identifikaci a popis zkouSeného zdravotnického prostredku,

« seznam zdravotnich vykonu, které budou na subjektu hodnoceni provadény,

* informace o0 mozném pfinosu klinické zkousky pro subjekt hodnoceni,

* informace o predvidatelnych rizicich a moznych obtizich spojenych s podrobenim se
klinické zkousce,

* informace o jinych moznostech 1€€by nebo diagnostiky,

* informace o zpracovani ziskanych osobnich udaju subjektu hodnoceni, véetné informace o
zabezpeceni jejich davérnosti

 prava a povinnosti subjektu hodnoceni. M
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Informovany souhlas

— ucinén osobou zpusobilou k jeho udéleni, nebo zakonnym zastupcem osoby nezletilé Ci

opatrovnikem osoby s omezenou svépravnosti (viz. také definici inkompetentnich lidskych

subjektu z Helsinské deklarace, jiZ zminéné na pfedchozich slidech)
— pokud zminéna osoba neni schopna psat, je pripustny ustni souhlas ucinény za pritomnosti

alespon jednoho svedka; o udéleni takoveho ustniho souhlasu musi byt porizen pisemny

zaznam

Good Clinical Practice (GCP) a International Conference on
Harmonization (ICH) jsou zakladem pro psani Informovaného
souhlasu
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Informovany souhlas

— text informovaného souhlasu musi byt:

 srozumitelny (neuzivat odborné vyrazy, pokud se pouziji je nutnost vysvetleni)

* v jazyce, kterému subjekt hodnoceni dobre rozumi

— nutno pfizpusobit skupiné pacientl, které je dokument uréen —tj. strucnéji / jednoduseji u

specifickych skupin pacientl (psychiatri€ti pac., demence, seniofi, bolestivé stavy, pourazoveé

a pooperacni stavy, infarkt, CMP,...)
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Informovany souhlas — formalni pohled

— rozsah dokumentu a velikost pisma (maximalné 8 stran, a to pfi pouziti standardni velikosti
pisma (napf. Times New Roman 12, Arial 11 apod.)

— formulace, jazyk (spravné uzivani Ceského jazyka)

Uvod dokumentu:
— osloveni
— nabidka ucasti ve studii

(,Dovolujeme si Vas pozvat k ucasti ... / Nabizime Vam ucast ...%)
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Informovany souhlas — obsahove nalezitosti

— upozorneéni, ze klinické hodnoceni je vyzkumnou €innosti
— cile klinického hodnoceni

— lééebné postupy
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Informovany souhlas — obsahove nalezitosti

— upozorneni na pravdepodobnost nahodného zarazeni do jednotlivych skupin liSicich se
léCbou tam, kde jde o randomizovane klinické hodnoceni, tj.
« vyCet jednotlivych |éCebnych vétvi a jejich velikost (pocet pacientl / pomér)
« definice placeba, randomizace, zaslepeni (v€etné zduvodnéni)
— postupy a vykony v prubéhu klinického hodnoceni véetné vSech invazivnich vykonu:
* neni nutne rozepisovat podrobne popis jednotlivych navstév - stacCi uvest do prehledné

tabulky a popsat jen zasadni vysetreni
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Informovany souhlas — obsahove nalezitosti

— odpovednosti subjektu hodnoceni

— navstevy centra, uzivani léku, dodrzovani stanoveného rezimu, antikoncepce, hlaseni
nezadoucich reakci / uymy na zdravi apod.

— zduraznéni téch prvku klinického hodnoceni, které maji povahu vyzkumu

— odliSeni bézné péce a toho, co je ve studii ,navic”
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Informovany souhlas — obsahove nalezitosti

— predvidatelna rizika Ci neprijemnosti pro subjekt hodnoceni, vCetne pripadneho rizika pro
plod nebo kojené dite:
» nezadouci u€inky (prehledné, srozumitelné, strucné, pripadné do tabulky, nezminovat
vysledky vyzkumu na zvifatech, nerozepisovat podrobnosti z pfedchozich studii)
* informace o antikoncepci (vzdy uvést, Ze jedinou spolehlivou metodou je kombinace jedné
vysoce spolehlivé a jedné doplrikové metody)
— ocCekavané prinosy - subjekt hodnoceni je nutné uvédomit i v pfipadech, ze zadny klinicky
prinos pro ného neni ocekavan
— alternativni [éCebné postupy, které mohou byt pro lIeCbu subjektu hodnoceni pouzity, jejich

vyhody a rizika I
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Informovany souhlas — obsahove nalezitosti

— |écba a podminky odskodnéni, které budou subjektu hodnoceni poskytnuty v pripadé ujmy na
zdravi vzniklé v souvislosti s jeho ucasti v klinickém hodnoceni:
* informace o pojisténi studie podle platné legislativy
* v pfipadé ujmy na zdravi v dusledku ucasti v KH bude zajisténa a uhrazena odpovidajici
|ékarska péce
* v pfipadé ujmy se pacient obraci na zkousSejiciho lékare - nikoliv pfrimo na pojiStovnu
— predpokladana vySe odmeény subjektu za jeho ucast v klinickém hodnoceni
« odména nesmi byt poskytnuta zranitelnym subjektum (napf. nezletili, osoby s omezenou
svepravnosti)
* pripadne vyslovne uvest, ze nebude poskytnuta zadna odmena
— predpokladaneé vydaje subjektu v souvislosti s jeho ucCasti v klinickem hodnoceni
« kompenzace vydaju: nahrada musi byt adekvatni (cestovné, stravné, ztrata ¢asu) - lze
formou poukazek
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Informovany souhlas — obsahove nalezitosti

— informace o tom, Ze ucast subjektu v klinickém hodnoceni je dobrovolna a ze subjekt muze
odmitnout u€ast nebo muze odstoupit od ucasti v klinickém hodnoceni kdykoliv, bez postihu
Ci ztraty vyhod, na néz ma jinak narok

» pokud je to Casové mozné, doporucuje se uvést, ze pacient si muze informace vzit s sebou
domu a ucast ve studii prodiskutovat s rodinou apod.

— souhlas s tim, ze monitori, auditori, pfislusna eticka komise a SUKL budou mit umoznén
primy pfistup k pavodni klinické dokumentaci za ucelem ovéreni pribéhu klinického
hodnoceni anebo udajl, aniz dojde k poruseni davérnosti informaci o subjektech

— duvérné zaznamy a jejich uchovavani
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Informovany souhlas — obsahove nalezitosti

— predvidatelné okolnosti a duvody, pro které mize byt u€ast subjektu v klinickém hodnoceni

ukoncena

* (ukonCeni ze strany SH, zkousSejiciho i zadavatele, odrazi vyluCovaci kritéria definovana v
protokolu studie)

— predpokladana doba trvani ucasti subjektu v klinickém hodnoceni

— pFiblizny pocet subjekttd hodnoceni, které se ucastni klinického hodnoceni
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Informovany souhlas — nezletili

nutny souhlas obou rodicu

(byl zrusen pouze v zakone o zdravotnich sluzbach)

zakon o léCivech:

,...iInformovany souhlas rodi¢ul, pripadné jiného zakonného zastupce”
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Informovany souhlas — nezletili

Pokud pacient v prubéhu ucasti ve studii dovrsi 18 let, musi pro svou dalSi u¢ast ve studii

znovu podepsat informovany souhlas — ve verzi pro dospélé pacienty.

Dosazenim plnoletosti prestava platit souhlas s ucCasti nezletilého v KH dany jeho rodici Ci

zastupcem.
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Informovany souhlas — nezletili (informace)

— Vé&kové skupiny dle pokynu SUKL:
« 12-14 let - max. 4 strany, jednoduché formulace

« 15-17 let - je mozné jiz v rozsahu informaci pro dospélé, obsahuji informaci o antikoncepci

Nenahrazuje souhlas zakonnych zastupcu, ktery je pro ucast ditéte v KH rozhoduijici,

nazor ditéte vSak musi byt bran v tvahu.
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Informovany souhlas — dopilnkovy vyzkum

— Pro doplnkovy vyzkum, kterého se neucCastni vSechny subjekty hodnoceni, je nutné vytvorit
samostatny informovany souhlas:
» neopakovat informace ze zakladniho informovaného souhlasu (pouze odkazat)

» dobrovolnost ucasti — nema vliv na uc¢ast v hlavni studii
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Informovany souhlas - priklad

ICO: 652 697 05, DIC: CZ65269705
Bankovni spojent: 71234621/0100

FAKULTNi o FAKULTNI NEMOCNICE BRNO
: BEEEOCNICE Jiniavské 20, 625 00 Bmo Nositelcortfkitu IS0 9001:2000, 14001:2004

tel: 532231 111 | www.fnbmo.cz

Informace pro pacienta a informovany souhlas

Nizev projektu: Pouziti materidlu Amnioderm® v akceleraci hojeni donorskych mist
Nizev studijniho centra:  Klinika popélenin a plastické chirurgie FN Brno

Jména studijnich 1ékafi: doc. MUDr. Bietislav Lipovy, Ph.D., MBA

Vazena pacientko, vaZzeny paciente, vaZeni pravni zastupci,
Vzhledem ktomu, Ze jste prodélali uraz, ktery vyustil vnutnost kozni nahrady, tzv.

autot

dermo-epidermélnim $tépem, tak bychom Vis radi pozadali o Gcast ve studii,

jejimz cilem je zhodnoceni efektivity hojeni aplikaci materidlu ziskaného z lidské placenty
snazvem Ampioderm®. Jedna se alogenni transplantét (transplantat od jiného dérce) ziskany
zpracovanim placenty, resp. jejiho vnitiniho listu, ktery se nasledné upravuje procesem zvanym
lyofylizace. V soucasné dobé se pravdépodobné jedné o nejlepsi biologicky kryt, ktery urychluje

proces hojeni u riznych typu ran a defekti nejen v oblasti kiize, ale napfiklad také na rohovce.

Cilem celého projektu je potvrzeni skute¢nosti, zZe Ampioderm® urychluje samotny proces hojeni

rany, v tomto pfipadé odbérové plochy, a tedy dojde ke zlep3eni lokalniho p s jednc ym

P

dopadem na zdravotni stav pacienta.

Prosim, pre¢téte si dikladné nize dené informace. Nasledné& s Vami zkou3ejici 1ékaf provede
vstupni rozhovor. Neobavejte se zeptat na viechny body, které Vam nejsou zcela jasné. Bude Vam
poskytnut dostatek ¢asu na rozmysleni, zdali mate zijem se studie zacastnit. Do studie budete
zafazen(a) pouze v pfipadé, pokud se rozhodnete na zikladé dostateného mnozstvi informaci
poskytnout dobrovolny pisemny souhlas. Nesouhlas s tcasti v této studii Vas nebude nijak
hendikepovat, komplexni péfe bude probihat standardnim zpusobem v rezimu soucasnych

doporucenych postupi.

Postup provedeni odbéru koZniho $tépu

Bude Vam odebran kozni §tép (v celkové anestezii na opera¢nim sale), ¢imz vznikne donorské
misto (tzv. odbérova plocha), u kterého prob&hne nahodné rozdéleni na dvé identické poloviny —_
V (verum — tedy lé¢enou oblast) a K (komparitor). K ucelu studie bude volena odbérova plocha

voblasti stehna smaximilnim rozmérem 50 c¢m? (10xSem). Na V plochu bude aplikovan
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Ampioderm® a cely defekt bude kryty zdravotnickym prostiedkem Mepilex®. Dalsi priab&h
pfevazii rany bude jiZ standardizovany, jak je na klinice zavedeno, tedy vyména kryti Mepilex® po
48-72 hodinach do tplného zhojeni, které se ofekava kolem 2-3 tydni v zavislosti na tloustce
kozniho $tépu (primarné bude volen tenky koZni §tép o tloust’ce 0,2 mm). Pravidelné pfevazy
budou doprovéazeny fotodokumentaci a Setrnou aplikaci antiseptik k prevenci rozvoje infekénich
komplikaci. Pfevazy budou provadény a dokumentovany do tzv. uzavéru rany. Jako uzavér rany

se hodnoti stav, kdy je miniméln& 95 % povrchu rany zhojeno.

O jaké ikony v priibéhu studie pijde (nad ramec standardnimu vykonu)

- Odbér materialu k histologickému a i logickému vysetreni

Bude vam odebrany drobny vzorek kiZe (biopsie 1) o velikosti 6x6 mm v celkové anestezii
bezprostfedné pfed provedenim odbéru kiize a néasledné bude realizovan druhy odbér
(biopsie 2) 10. den po chirurgické procedufe v celkové nebo lokalni anestezii v zavislosti
na tom, jestli bude nutné provadét pro Vase primarni poranéni podani celkové anestezie.
Tyto vzorky budou pouZity pro vyhodnoceni hojiciho procesu pfed a po aplikaci kryciho
materidlu.

- Beéhem jednotlivych pfevazlii bude provadéna fotodokumentace rany az do samotného

zhojeni odbérové plochy.

Jaka rizika jsou spojend s ulasti ve studii

S Gcasti ve studii jsou spojena rizika, kterd vyplyvaji z odbéru histologického preparatu — drobné
kapilarni krvéceni. Odbér bude vzdy provadét erudovany a zkuSeny lékaf. Od roku 2000, kdy
NCTB (Narodni Centrum Tkéani a Bunék a.s.) pfipravuje amnioyé membrany, nebyly hlaseny
Z4dné nezadouci G¢inky. Teoreticky miZe po aplikaci amnionu na rdnu nastat alergicka reakce
(membréna obsahuje stopové mnozstvi antibiotika gentamicin). Vzhledem k tomu, Ze jde o
biologicky material darovany rodi¢kami (darkynémi) pfi porodu, existuje minimalni riziko pfenosu
virti (Zloutenky B, C, HIV). Toto riziko je vSak zcela nepatrné, viechny déarkyné jsou testovany pfi

darovani tkané a opakované 6 mésicii poté, viechny vysledky musi byt negativni.

Dobrovolna ucast

Vase ucast ve studii je naprosto dobrovolna. Svou ucast ve studii muzete kdykoliv zrusit, a to i bez
udéni divodu. Neposkytnuti nebo zruseni souhlasu s G¢asti ve studii Zidnym zptsobem neovlivni
Vadi dalsi lé¢bu.

Ochrana osobnich udaji

Veskeré informace a iidaje o Vas, Vasem zdravotnim stavu a vysledcich vySetfeni jsou davérné.

Informace o zpracovani osobni udaji

Nasledujici informace Vam podavame podle nafizeni Evropského parlamentu a Rady (EU)
2016/679 ze dne 27. dubna 2016 o ochrané fyzickych osob v souvislosti se zpracovanim osobnich
udajii a 0 volném pohybu téchto daji a o zruSeni smérnice 95/46/ES (obecné nafizeni o ochrané
osobnich udaju).

Spravce osobnich daji, spole¢nost Fakultni nemocnice Brno, se sidlem Jihlavska 340/20, 625 00
Bmo-Bohunice-Brno-Stary Liskovec, ICO: 65269705, v obchodnim rejstiiku ved

P

Zivnostenskym tfadem mésta Brna, jakoZto poskytovatel zdravotnich sluZeb v souladu se zikonem
¢.372/2011 Sb., o zdravotnich sluzbach a podminkach jejich poskytovéni, v platném znéni (dale
jednotlivé nebo spole¢né jako ,,Spravce®).

Rozsah a a&el

Va3e osobni udaje zpracovaviame v rozsahu: jméno a pfijmeni, rodné ¢islo, adresa, v pfipadé
nutnosti udaj o zdravotni pojistovné, telefon, e-mail, informace o zdravotnim stavu. Tyto tdaje
jsou nezbytné k poskytnuti zdravotnich sluZeb a zaji§téni vyroby 1é¢ivého pfipravku.

Vase osobni udaje zpracovavame za ucelem (i) poskytovéani zdravotnich sluzeb, (ii) sdélovani
udaji o zdravotnim stavu Vam a dal$im opravnénym osobam, (iji) organizace poskytovéani
zdravotnich sluzeb, (iy) vedeni pfislusnych evidenci, jak vyplyvaji z predpisi upravujicich dané a
ucetnictvi.

Pravni ziklad

Pravnim zéakladem pro zpracovani Vasich osobnich tdaji je splnéni nasi zdkonné povinnosti

(zejména zékon ¢. 372/2011 Sb., o zdravotnich sluzbach a podminkéch jejich poskytovani, zikon

MUNI
MED
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€.296/2008 Sb., o lidskych tkanich a buiikach, zdkon &. 378/2007 Sb. o 1é&ivech, zakon &. 563/1991
Sb., o ugetnictvi, zakon €. 586/1992 Sb., o danich z pfijmu).

PFijemci osobnich udaji

Pfijemci Vasich osobnich idaji mohou v souladu s ustanovenimi pravnich pfedpist v konkrétnich
pfipadech kromé Vas byt: poskytovatel zdravotnich sluzeb, organy vefejné moci a osoby
opravnéné nahlizet do zdravotnické dokumentace podle § 31, § 32, § 33 a § 65 zakona ¢. 372/2011
Sb., o zdravotnich sluzbich a podminkach jejich poskytovani. Osobni idaje mohou byt pro
zajisténi vySe popsanych ucell zpracovavany vedle sprévce také zpracovateli, a to na zakladé
smluv o zpracovani osobnich idaji uzavienych v souladu s obecnym nafizenim o ochrané osobnich
adaju. Vase osobni idaje nepfedavame do zahrani¢i.

Doba zpracovéni osobnich adaji

Osobni udaje obsazené ve zdravotnické dokumentaci jsou zpracovavany po dobu stanovenou
vyhlaskou &. 98/2012 Sb., o zdravotnické dokumentaci. Osobni idaje zpracovéavané pro dalsi acely

jsou zpracovavany po dobu stanovenou pfislusnym zédkonem.

Priva subjektu udaji

Pfi zpracovani osobnich udaji mate nasledujici prava tykajici se ochrany svych osobnich tdaji:

- préavo pozadovat od nas pfistup k Vasim osobnim tdajim;

- pravo na opravu Vasich osobnich idaju, které zpracovavame;

- pravo na omezeni zpracovani. Omezeni zpracovani znamend, Ze musime Vase osobni idaje,
u nichz bylo zpracovani omezeno, oznacit a po dobu trvani omezeni je nesmime dal zpracovévat s
vyjimkou jejich uloZeni.

Pravo na omezeni zpracovani mate tehdy, jestlize:

- popirate pfesnost osobnich idaji, a to na dobu potfebnou k tomu, abychom mohli pfesnost
osobnich udaju ovéfit;

- zpracovani je protipravni a Vy odmitate vymaz osobnich udaju a zadate misto toho o
omezeni jejich pouZiti;

- jestliZe jiz VaSe osobni iidaje nepotfebujeme pro cely zpracovani, ale Vy je poZadujete pro
urceni, vykon nebo obhajobu pravnich naroku;

- jestlize jste vznesla namitku proti zpracovani, dokud nebude ovéfeno, zda nase opravnéné
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divody pro zpracovani pfevazuji nad Vasimi zajmy nebo pravy a svobodami;

- pravo na vymaz osobnich tdaji. Pravo na vymaz osobnich idaj se vztahuje jen na osobni
Gidaje, které zpracovavame k jinym u¢elim, neZ je poskytovani zdravotnich sluzeb. Udaje, které o
Vias vedeme za celem poskytovani zdravotnich sluzeb (napf. ve zdravotnické dokumentaci),
vymazat nesmime;

- pravo na pienositelnost Gidajii. MizZete Zadat, abychom Vam Vase osobni Gidaje poskytli za
ucelem jejich predani jinému spravci osobnich idaji, nebo abychom je sami ptedali jinému spravei
osobnich tudaju. Toto pravo vSak mate pouze ohledné téch udaji, které zpracovavame
automatizované na zkladé Vaseho souhlasu nebo smlouvy s Vami. Udaje, které o Vés vedeme za
ucelem poskytovani zdravotnich sluzeb (napf. ve zdravotnické dokumentaci), viak smime
poskytnout jen Vam a za zdkonnych podminek téZ jinému poskytovateli zdravotnich sluzeb nebo
orgéanu vefejné moci.

- pravo podat stiznost u dozorového ufadu, a to v pfipadg, Ze se domnivate, Ze zpracovanim
osobnich tdaji dochdzi k poruseni pravnich pfedpisii o ochrané osobnich udaji. Stiznost mizete
podat u dozorového ufadu v misté svého obvyklého bydlité, misté vykonu zaméstnani nebo v
mist&, kde doslo k idajnému poruseni. V Ceské republice je dozorovym atadem Utad na ochranu
osobnich udaju, Pplk. Sochora 27, 170 00 Praha 7, www.uoou.cz.

Pravo vznést namitku proti zpracovani

V ptipadé, Ze Vase osobni idaje zpracovavame pro ucely opravnénych zajmi nasich nebo nékoho
dalsiho (pravni zaklady zpracovani jsou uvedeny vyse), mate kdykoliv pravo vznést proti takovému
zpracovani namitku. Namitku miZete vznést na nai adrese uvedené vyse. Pokud takovou namitku
vznesete, budeme opravnéni v takovém zpracovani pokraCovat jen tehdy, pokud prokdZeme
zavazné opravnéné duvody pro zpracovani, které pfevazuji nad VaSimi zajmy nebo privy a
svobodami, a dile tehdy, pokud pujde o zpracovani nezbytné pro ur¢eni, vykon nebo obhajobu
pravnich naroku.

Povinné zpracovani a povinnost poskytnout osobni udaje

Zpracovani Vasich osobnich udaji pro lely poskytovani zdravotnich sluZeb je zdkonnym
pozadavkem. Neposkytnutim Vasich osobnich udaji mize znamenat, Ze Vam nebudeme moci
poskytnout zdravotni sluzby; povinnost poskytnout osobni tidaje pacienta se tyka i jeho zakonného
zéstupce nebo opatrovnika.

Pfi zafazeni do studie budou osobni data pacientii uchovana s plnou ochranou divérnosti dle

platnych zakoni CR. Udaje dileZité pro studii se ukladaji v anonymni podobé. Anonymni forma
znamena, Ze se nepouziji Zadné daje, jako je jméno nebo inicidly, rodné &islo, &islo pojisténce
apod., vedouci k identifikaci osoby, ale pouzivaji se pouze &iselné nebo pismenné kody, popf.
doplnéné o rok narozeni. Udaje ziskané ve studii mohou byt v anonymni podob& pouzity v

odbornych publikacich.

Na koho se obritit v pFipadé dalSich dotazi

Pokud mate nebo budete mit dotazy ohledné studie, kontaktujte hlavniho zkousejiciho lékafte.
Hlavni zkousSejici: doc. MUDr. Bfetislav Lipovy, Ph.D., MBA

Telefon v pracovni dobé: +420 532 233 004

Telefon pro naléhavé situace: +420 532 233 205

Svym podpisem prohlaSuji, Ze jsem &etl/a pfilohu, Informace pro pacienta, a Ze mi byla
zdravotnickym pracovnikem poskytnuta informace, Ze tento souhlas udéluji dobrovolné a ze
svobodné vile, Ze jsem mél(a) dostatek ¢asu na rozmySlenou a Ze rozumim viem informacim

ohledné mé ucasti ve studii.

Prohla3uji, Ze jsem Cetl/a pfilohu, Informace, a Ze mi byla zdravotnickym pracovnikem

poskytnuta informace:

] o moznosti pouziti informaci pro potfeby Iékafské védy a vyzkumu a o ucelu, duleZitosti a
vyhodach 1éEby tkanémi a bufikami,

o o provadénych vySetfenich, duvodech a dopadech jejich provadéni a 0 mém pravu obdrzet
vysledky vySetfeni a jejich jasné vysvétleni,

u} o opatfenich na mou ochranu a ochranu mych daji a o zavazku lékafského tajemstvi,

Poté, co jsem mél/a moznost klast dopliiujici otdzky a zeptat se na vSe, co poklddam za podstatné,
a moje dotazy mi byly uspokojivé zodpovézeny, prohlasuji, Ze jsem informacim a vysvétlenim
plné porozuméla, povazuji pouceni mé osoby za dostate¢né a na zékladé své svobodné viile a

poskytnutych informaci SOUHLASIM:
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g se zafazenim do klinického hodnoceni za G¢elem pouziti experimentélni 1é¢by pomoci

lyofilizované amniové membrany pro alogenni pouziti

a s odbérem a testovanim vzorku mé krve ev. tkané ktize (biopsie) na sledovani a studovani

markerd/ukazateli (napf. cytokiny, genova exprese, chemokiny apod.)

V ptipadé, Ze materidly definované v pfedchozim bod¢ (krev a tkai) nebudou moci byt vyuzity

pro védecko-vyzkumné ucely, beru na védomi, Ze budou zlikvidovany.

VSechny mnou poskytnuté informace jsou podle mého nejlepsiho védomi Gplné a pravdivé.
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Podpis studijniho l¢kate
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Vyvoj noveho leku — podminky zahajeni KH

— EUDRA CT ,number” generované Evropskou Iékovou agenturou
— Povoleni SUKL (na zakladé dodanych dokumentt v&etné dokladu o pojisténi)
— Souhlas EK (mistni nebo multicentrické)

— Informovany souhlas a pouceni pacienta

==
m e
O =
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Jednotlivé faze klinického hodnoceni

ani

/ 4

Preklinické testov

103 Védecka pfiprava pro ZL

= =
m e
O =



!

— Poprvé podany IéCivy prostfedek humannimu probandu

— Velmi opatrné/davkovani (podana davka vs. cilova davka)

— Zdravi dobrovolnici (studenti)

— Vyrazeni rizikové skupiny (komorbidity, déti, téhotné apod.)

— Testovani vétSinou jednorazové — sledovana farmakokinetika léCiva

— Zpravidla pouze na jednom pracovisti (monocentricky)

— Maly pocet probandu

— Vyjime€né se muize podat Ié¢ivo v této fazi i nemocnym pacientiim (u zdravych

pacientu by bylo podani nevhodné)
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— LécCivy pripravek se osvedCil v 1.fazi KH (bezpecénost)

— V zavislosti na charakteru |éCiva je v této fazi testovan na populaci nékolika desitek az stovek
pacientU

— VetSinou multicentricky (zpravidla jedna zemé)

— Typicky se jedna o podani nemocnym SH (splnujici indikace daného IéCiva)

— Tato faze muze byt u nékterych typu studii rozdélena na |IA a 1IB

— A — bezpecnost

— |IB — efektivita

==
m e
O =
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— Faze predchazejici registraci |éCiva

— Radové stovky SH

— Vzdy multicentricka optimalné multinacionalni (Evropa vs. USA)

— Prokazani na dostatecné populaci bezpecCnost a ucinnost (superioritu) v porovnani s
komparatorem (placebo, SOC)

RCT (Randomized Control Trial)

Randomizace/kontrola/zaslepeni

Uspésné ukonéeni — moznost registrace
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Proces registrace a
prodeje
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Ministerstvo zdravotnictvi
Kategorizace a Uhrada
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S by

— Postmarketingova faze (postregistracni faze)
* Povinnost shromazdovat informace o nové registrovaném léCivu po dobu minimalné 5 let
 LéCivo se indikuje pro terapii nékolika tisic pacientl — potencialni moznost vyskytu
vzacnych nezadoucich ucinku

« Povinné hlaseni téchto nezadoucich udinkt SUKL

==
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Placebo vs. Standard-of-care (SOC)
“best available therapy”

— Obecné je placebo povazovano za inertni latku nebo postup a placebo efekt (nebo odpovéd)
je néco, co nasleduje po podani placeba.

— Paradox tohoto tvrzeni spociva v tom, Ze pokud néco ,inertniho" z definice nemuze vyvolat
ucinek

— To lze dale zaménit s terminologii jako ,aktivni®, ,pravdivé” a ,vnimané" placebo.

— Neexistuje jeden placebo efekt
» Psychologické hledisko

* Neurobiologické hledisko

Gupta et al., 2013 I\/I
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3601706/

Placebo efekt — psychologicke hledisko

— Existuje mnoho mechanismu, které z psychologického hlediska vyvolavaji placebo efekt
« Ocekavani
» Motivace
« Somatické zaméreni
* Odména
* Redukce anxiety

» UCeni a pamet
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Placebo efekt — neurobiologicke hledisko

— Vyzkum neurobiologie citlivosti na placebo se zaméril na placebo analgezii

— Potencialni role opioidnich a neopioidnich mechanismu

— Uginky placeba mohou byt z&asti nebo kompletné& zvraceny pfi aplikace opioidnich
antagonistu (analgeticky efekt placeba)

— Dle nékterych studii je potencialni moznost role cholecystokininu (CCK) — analgeticky

placebo efekt je potencovan pfi podavani antagonisty CCK
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Formular pro evidenci a schvalovani VaV
praci a projektu ve FN Brno

FormulaF pro evidenci a schvalovani VaV praci a projekti ve FN Brno Charakter projektu LI Kinické hodnoceni humanniho légivého pFipravku
dle platné legislativy L . . .
(definice viz nize) [0 «iinicka zkouska zdravotnického prostredku
Presny nazev projektu nebo popis [ ovérovani nezavedené metody
prace
(v Geském i anglickém jazyce, pokud je O projekt jiného charakteru
relevantni)
Typ projektu [0 védecka prace za Gigelem publikovani v &asopise,
Navrhovatel / Spolunavrhovatel ktery vyZzaduje schvaleni prace etickou komisi
za FN Brno
(iméno a pracovists) [0 v&decka prace za Géelem publikovani v &asopise,

Navrhovatel (neni-li FN Brno) ktery nevyzaduje schvaleni prace etickou komisi

Umeno: pracovits anstitice) [ védecka prace v ramci doktorandského studia
Schvaleni vedenim pracovisté: Datum: i itucionalni
(redncslairiah [ projekt Institucionalni podpory FN Bmo
[ projekt jiného typu
Je projekt predkladan ANO/NE:
jako grant? 1(;"329"’{) / zkratka grantové agentury, registracni ¢islo u gxt. Je v navrhu projektu podéavan / studovén lééivy pFipravek? ANO/ NE
0Si
Je v navrhu projektu pro jeho ucely provadéna intervence? = ANO/NE
Finanéni podpora ANO: .Material poskytnut bezplatné/metodika hodnoceni (CerleanCiiepceliziu 28}
(pozadovana nebo piidélena) bude dale financovana z institucionaini podpory FN Brno Je navrh projektu provadén na lidskych subjektech? ANO/NE
(uvedte zdroj financovani)
Zpracovani osobnich tdaju O v anonymni podobé
lidskych subjektu (data nelze zadnym zpusobem priradit ke konkrétnimu
subjektu)
O v pseudonymni podob&
(data Ize priradit ke konkrétnimu subjektu, napr.
prostrednictvim kédu, kterym jsou oznacena)
[0 s osobnimi udaji se nepracuje
Formular pro evidenci a schvalovani VaV praci a projektt
Seznam predkladanych ve FN Brno
v T dokumentt Informovany souhlas pacienta
112 Védecka priprava pro ZL (pouze v pFipads, 7e je nutné Metodika a popis projekt
dokumenty

ve vyjadreni etické komise vyjmenovat)
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GCP trénink a certifikat

==_ — . THE GLOBAL HEALTH NETWORK

l jsWCll eLearning Courses  Professional Development = Webinars and Workshops = Community

=

WELCOME, BRETISLAV LIPOVY v MORE Vv

What are you looking for? SEARCH

Resources About ThisSite FAQ

Welcome to the Global Health Training Centre

Online training

Free eLearning courses in global health
research for staff of all roles, in all regions
and covering all disease areas, developed
by The Global Health Network in
collaboration with respected partners such
as the World Health Organization

®

Webinars

Online workshops and seminars in global
health research, spanning research
disciplines, regions, and therapeutic areas,
aiming to foster collaboration, facilitate
discussion, and celebrate advances and
achievements towards faster and better
research for health

®

Professional development

Build your professional profile, create your
CV and track your career in global health
research as it develops. This flexible
framework covers all the competencies that
should be demonstrated by a research
team to carry out a successful study

Q

https://globalhealthtrainingcentre.tghn.org/elearning/
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Enabling research by sharing knowledge

BRETISLAV LIPOVY

ICH GOOD CLINICAL
PRACTICE E6 (R2)

100%

28/08/2019

— THE
=" GLOBAL
== HEALTH
ET' K

This ICH E6 GCP Investigator Site Training meets the Minimum Criteria for ICH GCP
Investigator Site Personnel Training identified by TransCelerate BioPharma as
necessary to enable mutual recognition of GCP training among trial sponsors.

Global Health Training Centre
globalhealthtrainingcentre.org/elearning

Certificate Number 0741233a-bb3f-40el-bee2-c86d64a6c3e5 Version number 0
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Dotazniky a psychometrika

Mgr. Tomas Kratochvil
doc. PhDI. Martin Vaculik, Ph.D.

Katedra psychologie
Fakulta socialnich studii, Masarykova univerzita Brno
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Obsah prednasky
Dotaznikova Setreni a psychometrika

— Motivace. Co je dotaznik a k Cemu je uziteCny?
— Kde a jak ziskat dotaznik?

— Jak vytvafime dotazniky?

— Jak prevadét dotaznik ze zahranici?

— Jak ovéfit puvodni i pfelozeny dotaznik?
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Predstaveni vyzkumnika

Mgr. Tomas Kratochvil — pracovni psycholog a analytik na Katedre psychologie §

— Tym pracovnich psychologu pod vedenim doc. PhDr. Martina Vaculika, Ph.D.

— KPSY FSS MU je pracovistém zaijistujici iy
3 ) . FSS
» véedeckovyzkumnou €innost
 FeSeni védeckych projektu
* souvisejici sluzby, zejména psychologického experimentalniho, korela€éniho i kvalitativniho
vyzkumu, vyvoje a adaptaci psychodiagnostickych metod, organizace studii a analyzy dat
 psychologické rady v obdobi pandemie a vyvraceni mytu z psychologie prace

N Katedra
psychologie

— KPSY FSS MU zajistuje prezencni vyuku a vedeni zavérecnych praci v ramci studijnich obor

jednooborové psychologie a hlavniho/vedlejSiho oboru psychologie.
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K cemu je to stomatologovi dobre?

Screening problému, ktery se diagnostikuje nakladné

— neurologické onemocneéeni (ACE-R), rakovina ustni dutiny... PA'N MEASUREMENT SCALE

T O R UL PP Ol e 1 T v v v o . NV oV eo \ 6 \ [
Zjisténi lékarsky dulezité charakteristiky Cloveka Ci jeho postoje @

— ,,Health Literacy N Dentistry“ NOHURT ~HURTS  HURTS  HURTS  HURTS  HURTS

LITTLEBIT LITTLE MCRE EVEN MORE WHOLE LOT ~ WORST

Chovani, Citi i postoje u€astniku vyzkumu
— napf. chceme ovéfit dodrzovani ruznych hygienickych navyku

Zpétna vazba lidi na IéCbu/pfistup personalu/...
— spokojenost ,zakaznika“ se sluzbou

Worst Poor yod
[ | ) >
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Co je vlastne odborny dotaznik?

Standardizovany podnétovy material
— ma predem stanoveny zameér

— otazky vychazi z teoreticky podlozené definice
— je ovérena jeho funk€nost a srozumitelnost
Standardizovany zpusob administrace

— instrukce jsou srozumitelneé a vzdy stejné

— administrator je zacviCeny

Standardizovany zpusob vyhodnoceni

— existuji doporuceni (guidelines) v manualu

— pfevodem z hrubych skoru na %, M, z-skor...
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Jake typy odpovedi existuji v dotazniku

Likert
— zpravidla 5- nebo 7bodova (souhlas-nesouhlas, vzdy-nikdy...)

— méla by byt symetricka (stejné negativnich/nizkych bodu jako pozitivnich/vysokych bodu) + t 0 - =
— prostfedni hodnotu (ani souhlas, ani nesouhlas) nemusi nutné obsahovat O O @}O O
T

— Vv socialnich vedach jednim z nejpouzivangjsich reseni
7)
Q-tridéni o le

(4) 4)

— Fazeni vyroku podle valence @

(1) (1)

— pouziva se také pro shodu posuzovatelu

Score -5 -4 -3 -2 -1 0 +1 +2 +3 +4 +5

most disagree neutral /not known most agree

Dichotomicke, demograficke, slovni a dalSi
— pro ekonomicnost, kontrolu intervenuijicich jevd, podrobnosti

— zvazovat je musime podle toho, co chceme zkoumat
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Vyhody a nevyhody dotazniku

...aneb pro¢ muze byt vyhodnéjSi nez si s klientem/subjekty ,popovidat®.

Rozhovor

nizsi  moznost standardizace vySSi

vySSi potencialni validita nizsi
vySSi vliv tazatale nizsi
vySSi navratnost nizsi
vy3si cena ($ i cas) nizgi
nizgi anonymita vySsi
vysSSi kontrola prachodu niZzsi

dotazovanim
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Mame k dispozici Cesky
dotaznik?

Kde ho ANno

Jak ho ovérime?

najdeme?

121 Védecka pfiprava pro ZL

Ne Mame k dispozici
zahraniéni?

Jagdh;pfg\%?zit’ AnNo Ne Jak vytvofime
ovéfit v CR? vlastni?
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Jak ziskat dotaznikovou metodu?

Jde-li o psychodiagnosticky test (test inteligence, pozornosti, inventar depresivity...)

B Gl

& 2
Jde-li spiSe o informaci o néjakém testu - )

—_ rOéenky (V psyChO|Og“ BUFOSOV&), knlhy Which figure logically belongs

on the spot of the question mark?

— v katalozich nakladatelt psych. testu (Testcentrum, Psychodiagnostika)

— v Kabinetu diagnostickych metod KPSY FSS MU

s v Ewv s

— Casopisy zameérené na recenze metod (napf. Testforum.cz)

Jde-li primo o dotaznik (postoje, zajmy, prozivani, hodnoceni...)
— predchozi vyzkum

| feel my manager is active:
Strongly disagree Disagree Neutral Agree Strongly agree

— Bc./Mgr./Ph.D. prace studentt daného oboru o o o o o

| feel my manager is cheerful:
Strongly disagree Disagree Neutral Agree Strongly agree

O O @] O @]
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http://www.testcentrum.com/
http://www.psychodiagnostika-sro.cz/
https://psych.fss.muni.cz/studenti/kabinet-diagnostickych-metod
https://buros.org/mental-measurements-yearbook
https://testforum.cz/pages/view/o-projektu

Jak pracovat se ziskanou metodou

Navod k administraci
— u psychodiagnostiky byva sou€asti manualu k metodeé

Bt

| SEE YOU DID
WELL IN SCHOOL, BUT

— existuje-li, stanovuje postup pouziti a oblasti vyuziti

— napfr. co pred administraci rici, zda Cist nebo predat na papire

Vyhodnoceni a normy
— nékdy pouze scitame/primérujeme skory, jindy slozité kddujeme

— metody mivaji normy na rtizné populace (napf. muze vs. zeny)

Interpretace
— doporuéeni mohou vychazet z manualu ¢i ¢lankd k metodé

— je treba ji tvorit v kontextu dalSich ziskanych informaci
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QUESTIONNAIRE ITEMS
Jak vytvaret polozky v dotazniku

Povinné polozky
— Vvétsinou nepouzivame

— nuceni k odpovédi znehodnocuje data (¢lovék odpovi nahodné a my se to nedozvime)
— podle vice vynechanych poloZzek pozname Clovéka k odstranéni z datové matice
— dotaznik neobsahuje moznost ,nevim® a u€astnik odpovéd nezna = nema jak odpovedét

— smysl| mohou mit u kontrolnich proméennych

Q@ F i

O
\\,‘ o P’%ZZ 7@@, e 512 &:Q

(nd
’

(I

P
‘@
2
) S
»
i
&

Jednoducha formulace
— idealné vety jednoduché, vyhybame se souradnym spojkam

— ,Kdyby mi tekla krev z dasné, védél bych, co to znamena a jak mam zareagovat. Kdyz si Cistim zuby, pocituji paleni dasni nebo mé boli zuby.”
— ,Kdyby mi tekla krev z dasné, védél bych, co to znamena.”, ,Kdyz si Cistim zuby, pocituji paleni dasni.”

a

\,

,Nasyceni“ konstruktu
— dotaznik nemuze obsahovat vSechny polozky

—> vybirame kliCové polozky

-> pokryvame co nejvic casti konstruktu
124 Védecka pfiprava pro ZL
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Jak ,,skladat” polozky v dotazniku

Stanovime délku p— Pofadi otazek
4 \ — - N

 Co méfime? * N>10 . od sich /

» Kazdy aspekt * dle ucelu  kognitivni interview ?mségzzsi![(l:ivych
daného ,co" - dle populace « n&kdy opakovana .
mé&fime 1x. \ * demografie

— — na konci
, . . . y
Stanovime zamér Pilotaz

==
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Jak prevést cizojazyény dotaznik do CJ?

 2X preklad

Krok I: .,
Preklad B P1 = zna obor

P2 = nezna obor Dotaznik neprekladame,
ale adaptujeme!

G d/H - P1+P2
SYICYIl * vyresSit nesrovnalosti

A, " agP
e .
. . .. "3' (T
NUSUT - 2x rodily mluvEi ‘iﬂfﬁ!lﬁJA"

é%iﬁ% * neznaji original ani obor ﬂ{
= ; ?‘\‘

L5\ 3
IHUBNIE

NERIOAN « tvirci, P1, P2, ZP1, ZP2

Porovnani . o<y rozbor nesrovnalosti
experty spolecny rozbor nesrovnalosti

Krok V: [RENEY
VAl « kognitivni interview
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Co ovlivnuje dotaznik a co s tim?

socialni AT straight-line tendence v pametove
(,1.1.) | odpovidani chyby

e ujistit o  provest pilotaz « otocCit Skalu * neutralni » vymezit obdobi
anonymite - obecné > (ano ... ne) > polozky - dostatek asu
* vice zdroju specifické (ne ... ano) « volbou Skaly na odpovéed
informaci polozky » obracené
« vice zpUsobd polozky
méfeni (,Jsem vySSi
nez vétsina.”
,Casto stoupu
na Spicky.“)
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Jak overit dotaznik — validita

Konstruktova validita
— mérime, co si myslime, Zze mérime? jaké to ma dimenze?

— ovéruje se faktorovou analyzou, souvislosti s blizkym konstruktem
— Dotaznik vysky: souvisi silngji s vahou, slabé se sebehodnocenim

Obsahova validita
— na zakladé teorie a expertl polozka ,zapada“ do dotazniku

13

— Dotaznik vysky: ,Jsem vySSi nez vétSina lidi.“ X ,Mam dlouhé nohy.

Kriterialni validita
— soubézna Ci prediktivni souvislost s kritériem

— Dotaznik vysky: uspésnost v basketu, vySka zmérfena metrem
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W ¥ n

Jak overit dotaznik — reliabilita

— Jak presné méfime? s jakou chybou?
Vnitrni konzistence
— S jakou presnosti zjistuji vSechny polozky totéz

— overuje se Cronbachovou a, McDonaldovou w

Reliabilita v Case (test-retest)
— s jakou chybou mérime v Case T1 av Case T2

— overuje se korelaci opakovanych mereni

Split-half reliabilita
— s jakou chybou méfi podobné dvé pulky 1 testu

w

— meérime korelaci dobre zvolenych polovin
129 Védecka pfiprava pro ZL

= =
m e
O =



B, Untitled? (DataSet1] - 1BM PSS Sta

ata Editor

File Edit View Data Transform Analze DirectMarketing Graphs  Ulilities Add-gns  Window  Help

)4 v 7 ? EL T 1R T B

akK a v cem to spocita e I e
. 1 General Linear Model »
2 Generalized Linear Models b
3 Mixed Models v
i Correlate »
¢ . PP S [0 3 _—
Co za analyzy obvykle pouzivame pfi ovéfovani dotazniku® ; A

Dimension Reduction » | 2 Fador
v V' . v V' V4 V 4 1: Z‘;‘:mmmcmm : &iiucl:esnnndencaﬂnawsls
— exploracni a konfirmacni faktorova analyza (CTT) : =
— Missing Value Analysis.

— Raschuv model (IRT) | S
EFA EEC

_ n etWO rk m O d e |y Comprehensive Exploratory Factor Analysis -

Options Actions

| Spatial and Temporal Modeling..  »

File Edit Code View Plots Session Build Debug Profile Tools Help

1. Set File Options
S - OF = - 3 ~ Addins -

| 6. Run CEFA

cluster.R @] Script_lavaan.R @ FA-Exam1F.R @ FA-HW3.R @] Diplomka.R 9] Untitled2* Q7 Le, =

Co za program pouzit k vypoCtu FA? Lo | - e AL el el
— zakladné SPSS, ale nepfilis kvalitni

#Getting the file

1
2
3
4
5 Tlibrary(readx1)
6
7
g
9

About CEFA and CEFAtool | | Exit CEFAtool Tibrary(dplyr) .
RSE <- read.csv("C:/uUsers/AMD/Downloads/cormat2.csv')
Regorts » ﬁ B s~ @& (- RSE <- 5?7 ect(RSE, 2:11)
Descriptive Statistics »oLt E = 7o E @ D VIew(RSE)
w V4 ' 10
L] TS 11 RSE <- as.matrix(RSE)
— - y Compare Means » var var var var 12 )
General Linear Model » 13 #Creating model
Generalized Linear Models » 14
Mixed Models » 15 modellF < - _
- - - - G 5 15 RSEF =— NA*Ql + Q2 + Q3 + 04 + Q5 + Q6 + Q7 + Q8 + Q9 + QlO0
. 7
— konfirmacni: R Studio (lavaan), AMOS ’ 18 ### with no factors to corelre
" ’ o . 18
Neural Networks: » 20 RSEF ~~ 1¥"RSEF
Classify » 21
Dimension Reduction » 22 L
m— ’ 23 odel Fitting
a4 V4 v . g = [ Reiaciity anaiysis 24 fitlF <- cfa(model = modellF, sample.cov = RSE, sample.nobs = 1000, estimator = "¢
Co za program pouzit k vypoctu reliability? s |e——— i
H e " | B2 muticimensional Scaling (PROKSCAL) 26 #output together
Sundval ' [ muttidimensional Scaling (ALSCAL). 7 Tavinspect(fitlF)
Wuttiple Response » 28 -
[E3 missing Value Analysis 29  #output of each
— \ 30 lavinspect(fitlr)slambda
V G Mutple Imputation 31 TlavInspect (FitlF)spsi v
Complex Samples » 37 < B
EZ simutation... 7:31 | E 1-factor model = R Seript ¢
Quality Control »
[E roc cune..
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Jaka je logika za faktorovou analyzou?

Manifestni a latentni proménna
Y1. Jak rychle ubéhne 50 m? \
Y2. Jak rychle ubéhne 100 m? </ schopnost rychle sprintovat
Y 3. Jak rychle ubéhne 400 m?
Y1 Y2 Y3
Stomatologicky piiklad: Health Literacy in Dentistry 6 6 6
Q1. Are you able to pay to see a dentist? 0 @ @

Q2. Are you able to afford transport to dental clinics? / ekonomické prekazky

sprintovani

Q3. Are you able to pay to manage your dental health?

==
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Shrnuti celeho procesu

Vyhledani
dotazniku

Konfirmacni

DalSi studie Preklad Pilotaz EA

merime-li konstrukt

Zamer, Vybér e Exploracni Konfirmacni
polozek
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Prakticky priklad na zaver

Brnénsky dotaznik vysSky (zkracena verze)
— vyvinuto za ucelem demonstrace psychometriky

— vyhodnocuje se na zakladé zminéné CTT
— polozky se scCitaji

Odkaz
— http://fssvm6.fss.muni.cz/vyska/

Autofi
— validizaéni studie: Karel ReCka (2018)

— zKkracena verze: Martin Tancos$ (2019)

— webova aplikace:  Hynek Cigler (2019)
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Zdroje
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— Jones, K., Parker, E., Mills, H., Brennan, D., & Jamieson, L.M. (2014). Development and
psychometric validation of a Health Literacy in Dentistry scale (HeLD). Community Dental
Health, 31, 37—-43. doi: 10.1922/CDH_3269Jones07

— Recka, K. (2018). Dotaznik vysky a vahy. Brno, Masarykova univerzita: nepublikovana DP.
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— Urbanek, T., Denglerova, D., & Sirtcek, J. Psychometrika: Méreni v psychologii. Praha:

Portal, 2011.

==
m e

134 Védecka pfiprava pro ZL

=



| alle | E% H > 9 ;_ ;"2 3) E E] [ Visible: 196 of 195 Variables

Ezz_a_mmam &£ S22 1 ILITBP1 | & ST22 11L10TBP1 | & ST22_ |
829319545814439 33.902819019497350 1.219818639760204

- Active: [DataSet1 =

U “ - 53 ST22 1 VEGFA T5]| 764894846761998  12323441778508434 988514020352899
LUE LABELS 7 PL | 430275718622165 3.530811985162616 366021423986406
LUE LABELS 2 £ skupinaH1 [C] + skupinaH2 [C] + skupinaH2Kvs0 [C] BY ST22_1_TNFaTBP1 [S)IMEAN, MEAN | || 371989378476609 1.414213562373092 415618348071394
e veas » WEAN UCLL » STZ2-1L1TTBP (SIMEAN, MEAN LCL MEAN UL + STZZ-1_FOFTTER" (SIMERY [ SoATIOS0TIS0 _ Graveatosnoros _eeassarteszes
L MEAN UCL] + ST22_1_| S)MEAN, MEAN LCL, MEAN UCL] + ST22_1_| S)iM
LUE LABELS SUBH|  MEAN UCL] + ST22_1_MMPBTBR1 [SIIMEAN, MEAN LCL + ST22_ 1. TMPTTEP1 (s [[L310393403858370)  16.336194011315126 AB1B63550155771
2 MEAN UCL] + ST22_1_TGFbITBP1 [S][MEAN, MEAN LCL, MEAN UCL] + ST22_1_VEGFA [S][ME 370274388071641 5.314743256386040 5.265850877774530
IES MEAN UCL] 127331976244662 842841544754700 828362031494616
34 VARIABLE S=skupinaH1 skupinaH2 ORDER=[) KEY= EMPTY= 1433955248015830  48.167895917154205 1.233992249624070
35 S VARIABLES=skupinaH2Kvs0 [0] EMPTY= | s4noscacananons 4 azeancanscnrnaT 7and00cacesann
ABLES ‘ £ ] CILEVEL=95
{37
ABLES ® Egtensions  Window  Help
3 CTABLES =% I
ABLES i« VLABELS VARIAE skupinaH1 skupinaH2 skupinaH2Kys0 ST22_2_TNFaTBP1 ST22_2_IL1bTBP1 = W
41 ST22_2_IL10TBP1 ST22_2_IL17TBP1 ST22_2_FGFTTBP1 ST22_2_MMPSTBP1 ST22_2_TIMP1TBP1 S|
ABLES 2 ST22_2_VEGFA
43 DISPLAY=
TASET DECLARE 44 TABLE skupinaH1 [C] + skupinaH2 [C] + skupinaH2Kvs0 [C] BY ST22_2_TNFaTBP1 [MEAN, MEAN LC
18 |45 AN UCL] + ST22_2_IL1bTBP1 [MEAN, MEAN LCL, MEAN UCL] + ST22_2_IL10TBP1 [MEAN, MEA
EsT 4 + ST22_2_IL17TBP1 [MEAN, MEAN LCL, MEAN.UCL] + ST22_2_FGFTTBP1 [MEAN, MEAN.LCL, M
TEST 47 ST22_2_MMPITBP1 [MEAN, MEAN LCL, MEAN UCL] + ST22_2_TIMP1TBP1 [MEAN, MEAN LCL ? ST22_1_IL1bTBPY
EST [l 48 TGFLITBP1 [MEAN, MEAN LCL, MEAN UCL] + ST22_2_VEGFA [MEAN, MEAN LCL, MEAN 950% Lower  95.0% Upper 950% Lower  95.0% Upper
TEST 49 JRIES VARIABLES=skupinaH1 skupinaH2 ORDER=0) KEY= EMPTY= lean CL for Mean CL for M2an Mean CL for M CLfor k
TEST 50 RIABLES=skupinaH2Kvs0 (0] EM| 1071963 3878104882 1206403904 2311313040  -113982862  160.2091231
EZI I :; NCLEVELS%S 8120434 -073512302 6993363883 1872362582  -181265956 5557384726
TEST ‘ 53 Lib66sss  -949498485 2154831664 7497026271 123107487  27.30660124
EST | [ |BG01045 1480752447 8642049643  10.36866971  -6.95510205  27.69244237
cor r
1BM SPSS Statistics Processor is ready Unicode:ON 'In 31 Col 26 NUM LZBJH'_‘ -152840723 1.286693271 7.562009121 -1.84077782 16.96479606

Uvod do biostatistiky

TABLE 1. Intluence of the Paroxetine Treatment Depending on the G2677T/A Genotype

G2677T/A genotypes /A alleles
GG GT T G T
(n=12) (n=17) n=7) P (n = 41) (n = 3D P
Desire disorde
Drug-naive patients 0 4(23.5%) 1(14.3%) ns 6(19.4%) ns
Patients after the treatment 1(8.3%) . 1(14.3%) ns 9(29.0%) ns
Change in the desire after the reatment? ns ns
Disappearance of the disorder 000.0%) 1(5.9%) 1(2.4%) 1(3.2%)
- L 4 New occurrence of the disorder 1(8.3%) 4(23.5%) 6(14.6%) 4(12.9%)
RNDr. Michaela Cvanova
[ Orgasm disorders'
Drug-naive patients 1(8.3%) 2(11.8%) 3(42.9%) 4(9.8%) 8(25.8%) ns
\YaPR | Vé Patients after the treatment 4(33.3%) 1(23.5%) 2(28.6%) 12(29.3 8(25.8%) ns
Change in the orgasm after the treatment® ns
r . an a a ru S I a Ova y - - Disappearance of the disorder 000.0%) 0(0.0%) 4.5 000.0%) 2(6.5%)
New occurrence of the disorder 3(25.00) 2(11.8%) 00.0%) 8(19.5 2(6.5%)
Change in the p* ns ns ns 0.008 ns
[ [] [ [] Y 4 h
Lubrication disorders'
Institut biostatistiky a analyzy dat -
Patients after the treatment 7(58.3%) 3(17.6%) $(57.1%) 0.045 17(41.5%. 11(35.5%) NS
Change in the lubrication after the treatment’ 0.021 0.050
L4 b4 L4 . . Disappearance of the disorder 0(0.0%) 2(28.6%) 000.0%) 4(12.9%)
Lekarska fakulta, Masarykova univerzita Brno &
) Change in the p* ns ns <0.001 ns

'Individuals with the given sexual dysfunction

e displayed as relative and absolute frequencies. The numbers of individuals with a disorder are always recorded

ent

before (drug-naive) and after paroxetine tre
“Presence/absence of a disorder assesses the number of patients in whom a change in presence/absence of the monitored disorder was observed
3 R .

Statistic significance was assessed using the Fisher's exact test or the exact Monte Carlo test

‘Changes in a di

rder after paroxetine tremment were assessed using the McNemar's test for pairwise monitoring,
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Statisticky vtip

‘Statistik je ¢lovék, ktery lezi s hlavou v zapnuté troube,

1)

S nhohama v mrazaku a fika ,\V priméru se citim dobre”.

C. Bruce Grossman, cca 1958
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Predstaveni vyzkumnika

RNDr. Michaela Cvanova — analytiCka na Institutu biostatistiky a analyz LF MU
— Tym Analyzy dat pod vedenim RNDr. Jifiho Jarkovského, Ph.D.

MUN I ooy
— IBA LF MU je pracovistem zajistujici MED
» véedeckovyzkumnou €innost
» feSeni védeckych projektl a
» poskytovani souvisejicich sluzeb, zejména v oblasti analyzy biologickych a klinickych dat,
organizace a managementu klinickych studii a projektu klinického vyzkumu, vyvoje softwaru a
aplikace ICT.

a analyz

— IBA LF MU dale zajistuje prezencCni vyuku a vedeni zavérecnych praci a podili se na realizaci dvou

studijnich programi MU: Vefejné zdravotnictvi a Matematicka biologie a biomedicina.

=
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Obsah prednasky

Uvod do biostatistiky

— Motivace. Biostatistika a jeji vyznam

— Co jsou to data a jak vypadaji?

EFFORT + WRONG TOOLS
— Jaké mame proménné? = NO RESULTS

@successpictures

— Jak mizeme sledované proménné popsat a vizualizovat?

— Hypotézy muzeme statisticky testovat

==
m e
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Co si z prednasky odnesete

v/

Schopnost Iépe
rozumeét
publikovanym
vysledkim
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ﬁ 1

Védomosti: Co je to
prameér, median,
interval
spolehlivosti,
smérodatna
odchylka a dalsi, a
rozdily mezi nimi

Schopnost Cist
tabulky a grafy

@

ZlepSime kritické
mysleni v oblasti
statistiky

Q

Odvahu analyzovat

vlastni data
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Motivace. Biostatistika a jeji vyznam

Co je to biostatistika?

— Biostatistika je aplikace statistickych metod v feSeni biologickych a klinickych problému.

— Snahou je ziskat z pozorovanych

File Edit View Data Transform Analyze Graphs glfmlas Run Tools Extensions Window Help
— = ==
v n - - n = LH = u lEI Visible: 196 of 196 Variables
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Motivace

Priklad z praxe The Journal of EVIDENCE-BASED DFNTAI PRACTICT

FEATURE ARTICLE

EVIDENCE OF DIETARY CALCIUM AND W) oo
VITAMIN D INADEQUACIES IN A
POPULATION OF DENTAL PATIENTS

J Evid Base Dent Pract 2016: [213-219]
1532-3382/$36.00

@ 2016 Elsevier Inc.

All rights reserved.

doi: http://dx.doi.org/10.1016/
j-jebdp.2016.07.005

DANIEL J. PEHOWICH, PhD, MSc?, AND ENID D. PEHOWICH, MSc?

“*Department of Dentistry, Faculty of Medicine and Dentistry, University of Alberta, Edmonton, Canada
bDepartment of Cellular Biology, Faculty of Medicine and Dentistry, University of Alberta, Edmonton, Canada
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Table 1. Dietary calcium and vitamin D intake by sex as percent of daily recommended intake.

Male (n = 305) Female (n = 366)

Variable Mean * SD Median (IQR) Mean += SD Median (IQR)
Age® 49.2 + 19.25 52.0 (25-66) 48.1 + 19.68 49.0 (27-65)
Body mass index (kg/m?)* 25.1 + 4.67 24.0 (22-27) 26.0 + 4.38 26.0 (22-28)
Calcium: all patients® 76.3 * 33.12 72.0 (53-104) 85.8 + 40.94 70.0 (57-95)
Calcium: < 50 years of age® 83.1 + 35.294 78.0 (58-103) 99.5 + 46.07¢ 91.0 (70-122)
Calcium: > 50 years of age® 70.9 = 30.91 64.0 (50-87) 71.8 = 28.87 67.0 (51-92)
Vitamin D: all patients® 52.2 + 43.38 38.0 (22-70) 65.4 + 61.81 43.0 (23-86)
Vitamin: D < 50 years of age® 68.0 + 50.77¢ 57.0 (29-95) 89.7 + 71.91¢ 67.5 (34-123)
Vitamin: D > 50 years of age® 37.9 = 29.31 33.0 (18-49) 40.1 = 3443 31.0 (16-52)

IQR, interquartile range; n, number of patients; SD, standard deviation. Calcium adequate intakes (Als) for women and men: age 18-50 years, 1000 mg/
day; age > 50 years, 1200 mg/day. Vitamin D adequate intake (Al) for women and men: age 18-50 years, 200 IU/day; age > 50 years, 400 |U/day.

? Difference between female and male not significant.

b Difference between female and male, P < .05.
“ Difference between female and male, P < .01.

9 Difference between same gender age groups, P <.01.
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Figure 2. Frequency distribution of dietary vitamin D

intake for all patients for the period 2003-2013 as

percentage of assumed Adequate Intake (Al; n = 670).

35

30 4 Median = 40.5%
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Figure 4. Box plot of means and median dietary
vitamin D intake for all patients by year. Estimates of
intake are percentage of existent Adequate Intake (Al)
for the period 2003-2013 (n = 670).
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Co jsou to data a jak vypada;ji?

— Cilova populace — skupina subjektu, o které chceme zjistit P

T T
v : , v v . C : , e Prostor N
néjakou informaci (napf. vSichni pacienti s danou diagnézou viech s
v moznosti \
v CR). P——

_ Cilova populace = zakladni soubor / / Clloya \
f; populace
(" | ‘.

— Experimentalni vzorek — podskupina (vybér) z cilové

populace, kterou ,mame k dispozici“ (pozorovany soubor).

* Musi odpovidat svymi charakteristikami cilové populaci.
» Chceme totiz zobecnit vysledky na celou cilovou populaci.

— Data — Ciselny nebo slovni zaznam informaci o

pozorovanem souboru lidi, zdravotnickych zarizeni apod.

MU
E
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Ukazka datového souboru

ZNAKY (parametry, proménné)

A B C D E F G H
‘E" datum odbéru a wvék v dobé odbérli pohlavi_muZ narodnost
TS ID N e P — .0 Geska=0, vahavkg wyskavcm  BMI
© z 1 vysetreni a vysetreni =0, Zzena=1 slovenska=1
..x.. CI_J‘ 2 |ZL_01 06.04 2017 21 0 0 63 184 18,6
g g 3 |ZL_02 06.04.2017 21 1 1 57 167 20,43
T n 4 |ZL_03 06.04 2017 23 1 0 62 163 23,34
q_’. = 5 |ZL_04 06.04 2017 22 1 1 64 174 21,14
‘E z 6 (ZL_05 06.04.2017 21 0 0 80.4 177 25,66
© G_J‘ 7 |ZL_06 06.04 2017 21 0 0 90 178 28,41
g -8 8 |ZL_07 06.04.2017 21 1 0 57 173 19,04
\© ~— g |ZL_08 06.04 2017 22 1 0 65 169 22,75
N 10 (ZL_09 06.04 2017 22 1 1 75 179 234
11 [ZL_11 18.12.2017 22 1 0 59 170 20,42
12 (ZL_12 18.12.2017 22 1 0 57 164 21,19
13 (ZL_14 19.04.2017 21 1 0 62 174 20,48
14 [ZL_15 19.04.2017 21 1 0 51 162 19,81
15 [ZL_16 19.04 2017 20 1 0 54 165 19,83
16 [ZL_17 08.11.2017 21 0 0 76 173 25,39
17 [ZL_18 19.04 2017 21 1 1 62 173 20,71
18 [ZL_21 19.04.2018 21 1 0 48 156 19,72
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Zasady pro ukladani dat

— Spravné a prehledné ulozeni dat je zakladem jejich pozdéjsi analyzy.
— Je vhodné rozmyslet si pred zahajenim sberu dat, jak budou data ukladana.

— Pro pocitacove zpracovani dat je nezbytné ukladat data v tabulkové podobe:

« Kazdy sloupec obsahuje pouze jediny typ dat, identifikovany hlavickou sloupce (hlavicky sloupcu

museji byt unikatni).

Kazdy radek obsahuje minimalni jednotku dat (napf. pacient, jedna navstéva pacienta apod.).

Je nepfipustné kombinovat v jednom sloupci Ciselné a textové hodnoty.

Komentare jsou ulozeny v samostatnych sloupcich.

U textovych dat je nezbytné kontrolovat preklepy v nazvech kategorii.

» Specifickym typem dat jsou datumy, u nichz je nezbytné kontrolovat, zda jsou ulozeny v korektnim
formatu.
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Jakeé mame znaky?

Znaky, které nabyvaji dvou hodnot
— Pouze dvé kategorie
— Obvykle se koéduji pomoci Cislic 1 (pfitomnost znaku/ano) a

0 (nepfitomnost znaku/ne)

— Priklad:
Pohlavi
n (%)
37.5% Pohlavi

— Rovna se? muzi 39 (37,5 %)

' zeny 65 (62,5 %)

62 5% celkem 104 (100,0 %)
B muzi(n=39) M Zzeny (n=65) MUNTI
147 Vedecka pfiprava pro ZL I\/l E D

Kolacovy graf



Jakeé mame znaky?

Znaky, které nabyvaji dvou hodnot

— Pouze dvé kategorie

— Obvykle se kéduji pomoci Cislic 1

0 (nepfrit
— Priklad:

— Rovna se™
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Binarni znaky (kategorialni)

62.5%

B muzi (n=39)

oritomnost znaku/ano) a

Kolacovy graf

n (%)

lavi
Zi
zeny
celkem

39 (37,5 %)
65 (62,5 %)
104 (100,0 %)

Bl Zeny (n=65)
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Jaké mame znaky?

Znaky, které nabyvaiji vice hodnot, ktere nelze seradit

— Vice kategorii, které nelze vzajemne seradit

(neexistuje u nich pfirozené poradi jednotlivych

hodnot)
— Obvykle textové hodnoty
— Priklad:
C NN RN ' XN
TRl =i Ll cl™==R-—F 1N
KA X J—e=p==p" 0 N I
— Rovna se?

- s e )=
O N Nl SRR N C Nl
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Kolac¢ovy graf

n (%)

Narodnost
ceska 67 (64,4 %)
slovenska 37 (35,6 %)
jina 0 (0,0 %)
celkem 104 (100,0 %)
Narodnost

0.0% Bl Ceska (n=67)

Bl slovenska (n=37)

i W jina (n=0)

64.4%




Jaké mame znaky?

Znaky, které nabyvaiji vice hodnot, ktere nelze seradit

— Vice kategorii, které nelze vzajemne seradit 0
n (%

(neexistuje u nich prirozené poradi jednotlivych Narodnost

hodnot)
— Obvykle
— Priklad:

57 (64,4 %)
37 (35,6 %)
0 (0,0 %)
04 (100,0 %)

Nominalni znaky (kategoriailni)

Bl Ceska (n=67)

slovenska (n=37
KAl J—le=lu=i— N N N - ( )

— 3 se”? : - . M jina (n=0
ROVNASE? o = i e 0 o 0 e = 0 fina (n=0)
N Rl R N C N
64.4%
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Jaké mame znaky?

Znaky, které nabyvaiji vice hodnot, ktere nelze seradit

— Nekolik kategorii, které Ize vzajemneé seradit

— Priklad: cetnost cisteni zubu

— Rovna se? Vétsi x mensi? _ ____ n (%)
Cetnost €isténi zub
vubec 1 (1,0 %)
=N 100% - 93.3% 1x denné 2 (1,9 %)
= 90% - 2x denné 97 (93,3 %)
— 80% - vice nez 2x denné 4 (3,8 %)
70% - celkem 104 (100,0 %)

) m\@ o

40% -

30% - Sloupcovy graf
4 %\\ ‘ ,2' 20% -

e — 10% 1 1.0% 1.9% 3.8%
—_— = 0% .
vibec 1xdenné& 2x denn& vice nez 2x IVI U I\I I
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Jaké mame znaky?

Znaky, které nabyvaiji vice hodnot, ktere nelze seradit

— Neékolik kategorii, které Ize vzajemne seradit

— Priklad: cetnost Cisteni zubu

— Rovna s¢ : : n (%)
eéni zubu
1 (1,0 %)
Ordinalni znaky (kategorialni) 2 gfé’@)
enné 4 (S,é %)

104 (100,0 %)

Sloupcovy graf

10% 1 1.0%

vubec 1x denné 2x denné vice nez 2x
152 Védecka priprava pro ZL denne
Cetnost &isténi zubl (N=104)
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Jaké mame znaky?

Znaky, které mohou nabyvat libovolnych hodnot (v urcitém rozmezi)

— Méreni, jejichz vysledek nabyva libovolnych
Krabicovy graf

hodnot v urcitém rozmezi (intervalu) (Box Plot)
_ Priklad: 200 Vyska v cm
190 - median 174
180 - 5%'95% percentll ........ 162'191 ......
pramer 174,5
170 - SD 9,4
£ 160
>
© 150 -
'
2
= 1407 T maximum
130 - 75% percentil
. median X pramér
— Rovna se? Vétsi x mensi? O kolik? Kolikrat? T 2ovepercent
110 - minimum
100
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Jaké mame znaky?

Znaky, které mohou nabyvat libovolnych hodnot (v urcCitém rozmezi)

— Mereni, jejichz vysledek nabyva libovolnych
Krabicovy graf

hodnot v urCitém rozmezi (intervalu Box Plot
— Priklad: Vyska v cm
2dian 174
ang » 0-95% percentil  162-191
SpOjlte znaky Jmeér 174,5
9,4
5 | maximum
130 1 T 75% percentil
120 - median X pramér
— Rovna se? Vétsi x mensi? O kolik? Kolikrat? T 2ovepercent
110 minimum
100
154 Védecka pfiprava pro ZL Studenti zubniho I\/I U I\I I
lékarstvi (N=104) MED



Jaké mame znaky?

Znaky, které mohou nabyvat pouze spocetné mnoho hodnot

KPE  &etnost 207 ” Krabicovy graf
— omezené mnozstvi hodnot 0 8 18 1 (Box Plot)
Priklad : 1 "
— FriKiad.:
4 . Y 3 10 14 1
. K 4 5 _?g 19|
S 11 f=
6 11 E 10
7 6 S 75% percentil
7 — r & 3 5 5 8 median  x primér
oﬁo oho 9 2 6 x 25% percentil
10 S 4 :I: rozsah neodlehlych hodnot
12 g 2 e odlehlé hodnoty
— Rovna se? VétsSi x mensi? O 13 1 0
_ o 14 4 Studenti zubniho
kolik? Kolikrat? 15 1 lékarstvi (n=101)
16 1
17 1 KPE index
13 é median 5
20 1 5%-95% percentil 0-14 MUNI
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Jaké mame znaky?

Znaky, které mohou nabyvat pouze spocetné mnoho hodnot
KPE Cetnost

— omezené mnozstvi hodnot 0 8 T
1 11
= : 2 11
— Priklad. ﬂ : "
ovo .u. 4 5
5 11
6 11 X
7 6
g F 8 5
10 5
11 4
12 2
— Rovna se? VétsSi x mensi? O 13 1
14 4
kolik? Kolikrat? 15 1
16 1
17 1
18 1 -
19 0 °
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celkem 1

Sloupcovy graf
50% -
43.3%

40% A
33.7%

30% A

% A
20% 15.4%

10% - 7.7%
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25% percentil

median X prumér
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Jaké mame znaky?

Znaky, které mohou nabyvat pouze spocetné mnoho hodnot

KPE Cetnost
— omezené mnozstvi hodnot 0 8

1 11
— Priklad: 11

20 ’ Krabicovy graf
18 o (Box Plot)
16

75% percentil

Diskretni znaky median x pramer

— Rovna se™
14

kolik? Kolikrat? 15
16

17

18

19
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celkem

25% percentil

:I: rozsah neodlehlych hodnot
e odlehlé hodnoty

Studenti zubniho
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KPE index
median 5
5%-95% percentil 0-14 MUNI
pramer 5,7
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Znaky, které nabyvaji vice hodnot, kterée

nelze seradit

— Vice kategorii, které nelze sefadit

n (%)
. Narodnost
— Obvykle textové hodnoty teska 67 (64,4 %)
. o = slovenska 37 (35,6 %)

— Piiklad: BphEphEPLeD~ jind 0 (0,0 %)
e o Licl=-1 BN AL celkem 104 (100,0 %)
=SSR V=
- el i=e Naradnost
SR @ 00t W Geska(n=67)

— Rovna se? W slovenska (n=37)

Kolacovy graf
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W jina (n=0)

Nominalni znaky

Znaky, které nabyvaji dvou hodnot

— Pouze dvé kategorie

— Obvykle se koduji pomoci €islic 1 (pfitomnost znaku/ano) a

0 (nepfitomnost znaku/ne)
Pohlavi
— Priklad: n (%)
[ Pohlavi
muzi 39(37.5 %)
zeny 65 (62,5 %)
Rovna Se‘) . celkem 104 (100,0 %)
W muZi(n=39) M Zeny(n=65) MUNI
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Znaky, které nabyvaji vice hodnot, ktereé Ize
seradit
— Nékolik kategorii, které Ize vzajemné sefadit

— P¥iklad: cetnost cisténi zubu

Binarni znaky

Znaky, které mohou nabyvat libovolnych
hodnot (v uréitém rozmezi)

— Méreni, jejichz vysledek nabyva
libovolnych hodnot v uréitéem rozmezi
(intervalu)

— Priklad:

Vyska vem

— Rovna se? Vétsi x mensi? O kolik?
Kolikrat?
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Krabicovy graf
(Box Plot)

:

Studenti zubniho
ékafstvi (n=104)

Spojité znaky

Kolacovy graf

Vyskav cm

median 174
5%-95% percentil  162-191
pramer 174,5
sD 94
maimurm
75% percenti
median  x pramér
25% percents
minimutm

MUNI

MED
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Znaky, které mohou nabyvat pouze spocetné

DMFT  &etnost
mnoho hodnot = :
4 11 1 . Krabicovy graf
— omezené mnoZstvi hodnot 2 1 (Box Plot)
3 10
— Piiklad: - ¢ 5 L
. 8 n g
= 6 11 =
7 3 [
8 = 75% percen
‘[ a ’ % 9 2 g Ij EI mp—h:- x' primér
o 9 10 5 i 25% percent
" 4 4 T rozsah neodlentjen nodnot
12 2 2 +  odiehlé hadnoty
. waswp . 13 1
— Rovna se? Vétsi x mensi? 1 4 o ;
15 1 .?:J[?Cr!h Juh:f:r:
O kolik? Kolikrat? 16 1 st emon
v ! DMFT index
19 ° median 5
20 1 5%-93% percentil  0-14 MUNTI
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o ED

Diskrétni znaky

n (%)
— Rovna se? Vé&tsi x men3i? Cetnost éisteni zubl
viibec 1(1,0%)
1005 - 1x denné 2(1.9%)
U[rg oo - 2x denné 97 (93,3 %)
80% vice neZ 2x denné 43,8 %)
‘4 0 celkem 104 (100,0 %)
A e 500
> Q = [\{ o
’ a0
'ﬁf m i Sloupcovy graf
-ch:__ﬁ_—f 0 1,0% 1,9% 3,8%
o o e —
vibec  fxdenndé  2¢denné vice nef 2x
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Nominalni znaky

Spojité znaky
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Binarni znaky

Diskrétni znaky
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Nominalni znaky

Lze s nimi zachazet
jako s kategorialnimi znaky

Diskrétni znaky
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Lze s nimi zachazet
jako se
spojitymi znaky
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Moznost prevodu dat

351

30 1

25

20 4

15 1

30% -

10%

Spojita data

o vek
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20% -

' 0% -

29,8%

22,1%
19,2%

13,5%
9,6%

5,8%

20 21 22 23-2425-26 >26

Ordinalni data
« vekove kategorie

38,5%

Binarni data
o <21 let

e > 21 let

61,5%
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Jak muzeme sledované znaky popsat a
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Cile popisné sumarizace dat

Podklad pro Odhalit odiehlé a

Zprehlednit Shrnout stanoveni

hypotéz chybné hodnoty

— sumarizace kategorialnich dat — cilem popsat absolutni a relativni Cetnosti jednotlivych

kategorii
— sumarizace spojitych dat — cilem popsat téziste (miry polohy) a rozsah (miry variability)

pozorovanych hodnot

= =
m e
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Popisna sumarizace kategorialnich dat

W= o) o
TR le =i Llccl==1 LN LY
gl ) J—j==p—p O ) L e ’
‘ f

- e =

ek om DS E@ ™

| | ) |
Nominalni znaky Binarni znaky Ordinalni znaky

Lze s nimi zachazet

jako s kategorialnimi
znaky Diskrétni znaky
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Popisna sumarizace kategorialnich dat

[ Primarni data ]

Jak casto si

3 = vice nez 2x denné

Cistite zuby

2

0

2

2

2

2

2

1

2 Kédovani:

3 0 = vibec
1 =1x denné
2 = 2x denné

N=104
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[ Frekvencéni tabulka]

X v ixax o 100% -
Cetnost CiSténi zubu n (%) 800 -
vubec 1 (1,0 %) 500
1x denné 2 (1,9 %) 0% -
2x denneé 97 (93,3 %) 0% -
vice nez 2xdenné 4(38%) . 0%
celkem 104 (100,0 %)
n — absolutni Cetnost dané kategorie
% — relativni Cetnost; vypocCet jako n/N*100

vubec (n=1)

1x denné (n=2)

2x denné (n=93)

[Vizualizace]

93.3%

1.0% 1.9% 3.8%

vice nez 2x denné (n=4)

T T
vibec 1x denné 2x denné vice nez 2x
denné

Cetnost ¢idténi zubl (N=104)

1.0% 1.9%

l

3.8%

= =
m e
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Popisna sumarizace spojitych dat

Lze s nimi zachazet
jako se
spojitymi znaky

Spojité znaky Diskrétni znaky
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Popisna sumarizace spojitych dat

[ Primarni data ]

Vyska
184
167
163
174
177
178
173
169
179
185

N=104
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[ Tabulka popisnych statistik ]

Vyska v cm

N 104
Pramér (Mean) 174,5
95% _mterval_spolehllvostl prumeru 172.7-176.3
(confidence interval)
Median (Median) 174
Smeérodatna odchylka (SD)

(Standard Deviation) 9.4
Minimum 156
Maximum 194
Dolni kvartil (Lower Quartile) 167
Horni kvartil (Upper Quartile) 182
5%-95% percentil 162-191

VysSka v cm

200
190 -
180 1
170 -
160 -
150 1
140 -
130 1
120 1
110 -

100

[Vizualizace]

T maximum

75% percentil
median X prumér
25% percentil

J— minimum

Studenti zubniho
l€ékarstvi (N=104) Histogram

22

Focet pozorovani
o
(=)

-

" |
150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200

vyska v cm




Vizualizace spojitych dat

— Vizualizace kvantitativnich dat: nejCastéji pomoci krabicoveho grafu nebo

histogramu
Priklad: Popis vysky pacientu (cm)
Krabicovy graf Histogram
170 <«— maximum (100% kvantil) 39%
T «— horni kvartil (75% kvantil) 30%
160 <1— median (50% kvantil)
g ‘\ dolIni kvartil (25% kvantil) = 20%
?;;’ Jsou data 10%
150 symetricka?
L e minimum (O% kvantil) 0%/9/145 150 155 160 165 170 175
L0 Odlehla wila MU
169 Veédecka priprava pro ZL hodnota?
MED



Spojita data — miry polohy |

— Minimum a maximum — nejmensi a nejvétsi pozorovana hodnota nam davaji obraz o tom, kde se

na ose x pohybujeme.
— Prameér (mean) — charakterizuje hodnotu, kolem které kolisaji ostatni pozorované hodnoty. Je to
,[{ezisté“ dat (soucet rozdill podprimérnych hodnot od primeéru je stejny jako soucet rozdilu

nadprumérnych hodnot od prumeéru).

29
Vizualizace: 10 19
X = (25+64+73)/3 =54 | | ' |
25 54 64 73

Piiklad: N = 8 X1 X Xo X3

Data=6 17 432 7 8 1N

Soucet dat = 6+1+7+4+3+2+7+8 = 38 X = NZ X;

Promér =38 /N =38/8=4,75 i=1 0
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Spojita data — miry polohy Il

— Median (median) — je prostfedni pozorovana hodnota. Déli pozorované hodnoty na dvé

pulky, pulka hodnot je menSi a pulka hodnot je vétSi nez median.

— Priklad 1: N =9

N liché -> (n + 1) / 2 pozice znamena 5.
pozice po serazeni

Data=3,0 4,2 1,1 25 2,2 3,8 5,6 2,7
1,7

Sefazend data = 1,1 1,7 2,2 2,52,7: 3,0
3,8 4,2 5,6

Median = 2,7

171 Védecka pfiprava pro ZL

— Priklad 2: N =8

N sudé -> vypocitame hodnotu ,mezi“ 4.
(n/2 -tym) a 5. (n/2+1 —tym) prvkem po
sefazeni

Data=6 1743 2 7 8

.......



Prumeér vs. median

20 Symetricka 30 - Asymetricka
25 - data 7 data
20 - 207
15 | 15 -
ol . o]
z | Medjan Brlimér 0 iedjan Framner -
— hodnoty medianu a prumeéru témeér splyvaji — hodnoty medianu a pruméru se liSi
— median i praimér dobrym odhadem — prameér neni vhodnym odhadem
frekvencniho stfedu dat (stfedni hodnoty) frekvencniho stfedu dat (stfedni hodnoty)

— prumeér je vhodny, pokud chceme

charakterizovat spotfebu (Iéku, penéz

N1
D
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Kvantil (quantile)

— Kvantil Ize definovat jako Cislo na realné ose, ktere

rozdeéluje pozorovana data na dve cCasti:
P% kvantil rozdéeluje data na p % hodnot
a (100-p) % hodnot.

0.04 0.08 0.12

0.00

1 80%
-hodnot 20%

hodnot

" 80% kvantil

— Priklad: Mame soubor 20 osob, u nichz méfime vySku. Chceme zjistit 80% kvantil souboru

pozorovanych dat.

Prameér téchto dvou = 80% kvantil

n =20
16 /20 = 80 % hodnot 4 /20 =20 % hodnot
A A
4 p\
1335088888888 8 86 X2
173 Védecka ptiprava pro z110 cm 140 cm 170 cm 200 cm 230 cm R/lll lEJ IBI I

Vyska v cm



Vyznamne kvantily

90 +
80 t

70t

Age

60 +

20t

a0l
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o Median =75
[ ]25%-75%

= (71, 80)
| Min-Max

= (54, 90)

Maximum = 100% kvantil

Horni kvartil = 75% kvantil
Median = 50% kvantil
Dolni kvartil = 25% kvantil

Minimum = 0% kvantil

Veék

90

80

75
71

o4
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Spojita data — miry variability |

— Rozsah hodnot (rozpéti, range) = maximum — minimum. Je to nejjednodussi charakteristika

variability pozorovanych dat. Je snadno ovlivnitelny netypickymi (odlehlymi) hodnotami.

— Kvantilové rozpéti je definovano p% kvantilem a (100-p)% kvantilem a je méné ovlivhéno

odlehlymi hodnotami. Specialnim pfipadem je (inter)kvartilové rozpéti (= 75% kvantil — 25%

kvantil), které pokryva 50% pozorovanych hodnot.

90 |
80 |
-
@ 70+t
60

50

175 Védecka pfiprava pro ZL

Max

Rozsah hodnot
(rozpéti, range)

Min

75% kvantil

(Inter)kvartilové rozpéti
(interquartile range)

25% kvantil
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Spojita data — miry variability Il

— Rozptyl — prumérny ¢tverec odchylky od priméru. Velmi ovlivnitelny odlehlymi hodnotami.

1 < _
§°=—"——) (X —X)°
n—lizzll

— Smeérodatna odchylka — odmocnina z rozptylu. Vyhodou smérodatné odchylky je, Zze ma

stejné jednotky jako pozorovana data.

— Variaéni koeficient (koeficient variace) — podil smérodatné odchylky a priuméru. Pouziva

se na srovnani variability mezi datovymi soubory. Casto se vyjadfuje v procentech.

v=".100 %
X

==
m e
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Vypocet rozptylu a smerodatne odchylky

— Priklad ¢tvercu odchylek od praméru pro n = 3.

— Rozptyl je mozno znacne ovlivnit odlehlymi pozorovanimi.

Rozptyl:

1 < _
§° = —— ) (X —X)°
n—1i§‘

Smérodatna
odchylka:

1 .
s:\/ﬁ;(xi ~X)

25 54 64 73
25 — 54)2 64 — 54)2 73 — 54)2
177 Védecka pripravaprozL S = \/( )"+ z )"+ ( ) _ V651 = 25,5 I\|\§|I E Ig 1



Normalni rozdeleni

. wv oD & d

— Nejklasictéjsim modelovym rozdelenim, od néhoz je odvozena cela rada statistickych analyz
je tzv. normalni rozdéleni, znaméeé téz jako Gaussova krivka.

— Popisuje rozdéleni pravdépodobnosti spojité nahodné veliCiny, napr. vyska v populaci,
chyba mereni ...

— Je kompletné popsano dvema parametry:
M — stfedni hodnota
o’ —rozptyl N
Oznaéeni: N(M, 62) _

By 02(X)
™~

NORMALITA je kliG¢ovym predpokladem -
rady statistickych metod

=

178 Védecka pfiprava pro ZL

=
m &



Pravidlo ¥ 3 SD (sigma)

— Vrozmezi primér 3 SD = -
by se mélo vyskytovat -
99,7 % vSech hodnot S
S 34.1% | 34.1
- o 1% | 34.1%
—  Pouziti:
e orientacni ovéreni p
. < . 2.1% 21% ..
normality _ ﬂ.l't | 4 13.6% | UL
° . g e D- e —— . ———
identifikace odlehlych 34D 2%SD -1%SD ¥ 1%SD 2*SD  3*SD
hodnot N .
W
68,3% viech hodnot
Y ~ _F
95,6% viech hodnot
L - ~ )
99,7% viech hodnot

179 Veédecka pfiprava pro ZL
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Vizualni ovéreni normality

— Pro hodnoceni tvaru rozlozeni Ize vyuzit histogram
(nevyhoda: nutné urcit ,vhodny“ pocet sloupcu)

Histogram z vyska Histogram z vyska
26 70
24
22 60
20

18 50
14 g%

; 5 )
3 30
10 a

8 —
20
B mm ( N m A ] m -
150,00 151,72 6-:44

(= S ]

184, 167,16 169, 172 17532 1 183,48 0 18392 19186
165280 16852 17124 17396 17668 17040 18212 18484 18756 19028 19300 155 160 165 170 175 180 185

vyska vyska
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Princip testovani hypotez

— Formulace hypotézy

— Vybér cilové populace a z ni reprezentativniho vzorku
— Méfeni sledovanych parametru

— Pouziti odpovidajiciho testu ‘ zaver testu

— Interpretace vysledku

lllllllllllllllllllllllll

Zavér? ~
Cilova P Interpretace ,
oopulace Testy hypotéz
- » Reprezentativnost ? » Méreni parametru

181 Veédecka pfiprava pro ZL
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Statisticke testovani — zakladni pojmy

— Nulova hypotéza HO

— Alternativni hypotéza HA H,o: sledovany efekt je nulovy

, e H,: sledovany efekt je rizny mezi skupinami
— Testova statistika A Y J y P

i ) o Pozorovana hodnota — Ocekdvana hodnota 5
. Testova statistika = *\J Velikost vzorku |
' Variabilita dat !

Statistické testovani odpovida na otazku,

' zda je pozorovany rozdil nahodny ¢i nikoliv.
' K odpovedi na otazku je vyuzit statisticky

. model — testova statistika.

|
|
I
|

— Kriticky obor testove statistiky

o=_______________

182 Veédecka pfiprava pro ZL I\/l



Stanoveni hypotézy
Mozné chyby pri testovani hypotéz

— | pfes dostateCnou velikost vzorku a kvalitni design experimentu se muzeme pfi rozhodnuti o

(ne)zamitnuti nulové hypotézy dopustit chyby.

Ho nezamitame H, zamitame
.- S q o Chyba I. druhu
T — o - a v e gy
o Q FaleSné pozitivni zavér testu
S
o E B 1- B IQ’(\Q
e / G
c N\

Chyba Il. druhu

FaleSné negativni zaveér testu

=
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Vyznam chyb pri testovani hypotez

— Pravdépodobnost chyby 1. druhu

Pravdepodobnost nespravneho zamitnuti nulové
hypotézy, hladina vyznamnosti

a

— Pravdépodobnost chyby 2. druhu

B Pravdépodobnost nerozpoznani neplatné nulove
hypotézy

— Silatestu l Pravdépodobnostné vyjadiena schopnost

rozpoznat neplatnost nulové hypotézy

1-B

184 Veédecka pfiprava pro ZL
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Zpusoby testovani

Testovani H, proti H, na hladiné vyznamnosti a muzeme provést tfremi ruznymi zpusoby:
1. Kiriticky obor neboli obor zamitnuti H,,

2. Interval spolehlivosti,

3. P-hodnota (vyjadfuje pravdépodobnost za platnosti H,, s niz bychom ziskali stejnou

nebo extrémnéjSi hodnotu testové statistiky).

=
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Zpusoby testovani: P-hodnota

— Vyznamnost hypotézy hodnotime dle ziskané p-hodnoty, ktera vyjadfuje pravdépodobnost,
s jakou Ciselné realizace vybéru podporuji Hy, je-li pravdiva.
— P-hodnotu porovname s hladinou vyznamnosti a (stanovujeme ji na 0,05, tzn. pfipoustime
5% chybu testu, tedy, ze zamitneme H,, ackoliv ve skuteCnosti plati).
— P-hodnotu ziskame pfi testovani hypotéz ve statistickém softwaru.
' Je-lip Sa,pak Hozamitame na hladiné vjznamnosti a a pfijimame H,.

Je-li p > a, pak H, nezamitame na hladiné vyznamnosti a.

=
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Poznamky k testovani hypotez

— Nezamitnuti nulové hypotézy neznamena automaticky jeji prijeti! Muze se jednat o

situaci, kdy pro zamitnuti nulove hypotézy nemame dostateCné mnozstvi informace.

— Dosazena hladina vyznamnosti testu (at uz 5 %, 1 % nebo 10 %) nesmi byt slepé brana

jako hranice pro (ne)existenci testovaného efektu.

— Mala p-hodnota nemusi znamenat velky efekt. Hodnota testove statistiky a p-hodnota

mohou byt ovlivneny velkou velikosti vzorku a malou variabilitou pozorovanych dat.

— Na vysledky testovani musi byt nahlizeno kriticky — jedna se o zaveér zalozeny ,pouze”

na jednom vybérovém souboru.

— Statisticka vyznamnost indikuje, ze pozorovany rozdil neni nahodny, ale nemusi

znamenat, Ze je vyznamny i ve skuteCnosti. Dulezita je i prakticka (klinicka) vyznamnmsb N
187 Védecka pfiprava pro ZL
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Testy normality

— Testy normality testuji nulovou hypotézu, ze neni rozdil mezi zpracovavanym rozlozenim a
normalnim rozlozenim. Vzdy je ovSem dobreé prohlédnout si i histogram, protoze nekteré

odchylky od normality, napf. bimodalitu nektere testy neodhali.

250 Chi-kvadrat test dobré shody
Vhodny pro vétsi datové soubory. Srovnava pozorované Cetnosti s
200 : Ceur s . - “
oCekavanymi hodnotami v tfidach podobné jako pfi tvorbe
: %/,/ .
150 7 % , ? . histogramu.
o~ K ° . o
? olmogorovuyv - Smirnovuyv test
100 - x e vy _y ST :
/ ig %”f’? Casto pouzivany test, zaméruje se zejména na distribu¢ni funkci.
i
- 5 g .o o T .
50 o Castéji se pouziva v jeho modifikaci — Lilieforsuv test.
T
. Shapirav-Wilkuv test
0 %/ -ﬁé,/, ;

- Jde o neparametricky test pouzitelny i pfi velmi malych n (10
145 155 165 175 185 195 205 215

188 Védecka pfiprava pro ZL s dobrou silou testu. Je zaméren na testovani symetrie. Mmu

M
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Zakladni statisticke testy

Parametrické testy -

189 Védecka pfiprava pro ZL

= =
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Typ dat nutno overovat
| predpoklady
- - - Neparametrické testy
Spojita x spojita Spojita x Kategorialni x
data kategorialni data kategorialni data
I
v v v v
T¥i a vice
Jeden vybér Dva vybéry vybéru Jeden vybér Vice vybéru
(neparoveé)
| |
L - ' v
L. Neparova L Neparova
Parova data data Parova data data
Pearsontiv . . . .
sl Kkorelagni |1+ Jednovybe- > Parovy t-test|p Dvouvybe- ANOVA »| Chi-kvadrat
e rovy t-test rovy t-test test
koeficient
Spearmantv|| | Jednovybé- | | [Wilcoxontv / Manntiv- - Jednovybé- . . R
“»{ korelaéni |- rovy *lznaménkovy|*| Whitneyho Kru_skcaluv s rovy bino- McNemarav F|she’ruv
. ) . Wallisuv test Lo test exaktni test
koeficient Wilcoxontv test test micky test
test
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Pouzite zkratky

— KPE, kaz/plomba/extrakce

— SD, smérodatna odchylka
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Genetické asociacni studie a oralni
mikrobiom

doc. RNDr. Petra Borilova Linhartova, Ph.D., MBA

Stomatologicka klinika, Ustav patologické fyziologie, Ustav Iékafské genetiky,
Lékarska fakulta, Masarykova univerzita Brno

Klinika ustni, Celistni a obliCejové chirurgie, Fakultni nemocnice Brno
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Obsah prednasky

Genetické asociacni studie a oralni mikrobiom

— Genetické asociacni studie

— Oralni mikrobiom

— Studie:

 zubni kaz (behavioralni intervence) (Bofilova Linhartova)

« aftozni stomatitida (klinicka experimentalni studie) (Bofilova Linhartova)

 parodontopatie (Bofilova Linhartova)
« apikalni periodontitida a odontogenni cysty (Szaraz, Danék, Bofilova Linhartova)

 zevni apikalni kofenova resorpce po ortodontické IéCbé (Bofilova Linhartova)
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Predstaveni vyzkumneho tymu

Lékarska molekularni genetika a farmakogenetika — RG Petry Boriloveé Linhartove

— RG se zabyva zakladnim a aplikovanym vyzkumem onemocnéni orofacialni oblasti,
respiracniho a gastrointestinalniho traktu, i imunitniho systemu, resime tedy nekolik
vyzkumnych témat, které Ize souhrnné definovat jako vyzkum v oblasti |€kaiské molekularni
genetiky a farmakogenetiky.

» Pfevazné se zamérujeme na analyzu kandidatnich genu a jejich produktt souvisejicich
s predispozici jedince ke komplexnimu onemocnéni s vyuzitim molekularné biologickych
metod (QPCR, NGS, MS). Dominantné se vénujeme imunogenetice.

« Zaroven se také vénujeme studiu lidského mikrobiomu, vztahu hostitele a jeho mikrobioty
ve zdravi a nemoci.

* Pracujeme také na farmakogenetickych studiich.
194 Védecka priprava pro ZL
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Projekty

— Moderni biotechnologickeé a behavioralni pristupy ve vyzkumu zubniho kazu a
strategie jeho prevence (17-30439A)

— Molekularni etiopatogeneze apikalni periodontitidy a odontogennich cyst
(NU20-08-00205)

— Hostitelsky mikrobiom ve vztahu k rozvoji Barrettova jicnu a adenokarcinomu
jicnu (NU20-03-00126)

— Vyuziti nanovlaken k aplikaci bioaktivnich latek pomoci zubni nité
(FW02020042)
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Predstaveni vyzkumneho tymu

Lékarska molekularni genetika a farmakogenetika — RG Petry Bofiloveé Linhartové
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Genetika komplexnich oralnich chorob

Oralni choroby

— Recidivujici aftézni stomatitida

— Zevni apikalni korenova resorpce
— Zubni kaz

— Gingivitida a parodontitida

Etiopatogeneze: imunitni faktory

‘ Interleukiny
{\ )“ K \/’/ NOD-like receptor
?v /’? Purinergni receptor
41 @ Receptor pro vitamin D
ACE
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Accepted: 16 May 2017

Recidivujici aftozni stomatitida ==

S tu d|e I 3 ” ]L_ J 0 178 HC 74 RAS Association study of interleukin-1 family, interleukin-6, and its

receptor gene polymorphisms in patients with recurrent

50 % aphthous stomatitis
-_ haplotyp ACC a genotyp CC protektlvni k RAS (Irén) 40 % ] Lydie Izakovicova Holla¥2( | Simona Valoval? IIPetra Borilova Linhartovaii |
Naiafi et al., 2014 * *_ Jirina Bartova® | Jitka Petanova® | Pavel Kuklinek® | Antonin Fassmann?!
. vy . . o 30 % ] IF 2,237
| transkripéni aktivita IL-10 u nositelu haplotypu ATA Q1 DENTISTRY, ORAL SURGERY & MEDICINE
. o 20 %
a produkce IL-10 u nositel(i ATA/ATA ’ Q2 PATHOLOGY
10 % European Journal of
| ¢ IL-10 ve tkani aftozni 1éze i v séru pacientl s 0o Ml - Oral Sciences
Ew J Oral Sci 2018; 1-8
Oleksvk et al" 2009 GCC ACC ATA ATC lf",'”/ ‘1’,{'1//\:':’1-:‘1)[;‘>l7:\ '4".' rights resery
RAS P<0,05 TS

Recurrent aphthous stomatitis and
gene variability in selected
interleukins: a case—control study

Prozdnétlivé

Borilova Linhartova P. Wanos J, Slezakova S, Bartova J, Petanova J, Kuklinek P
Fassmann A, Dusek L, Izakovicova Holla L. Recurrent aphthous stomatitis and gene
variability in selected interleukins: a case-control study.

Eur J Oral Sci 2018; 00: 1-8. © 2018 Eur J Oral Sci

IF 1,81
Q2 DENTISTRY, ORAL SURGERY & MEDICINE

MUNI
MED
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24564196/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3664918/

Recidivujici aftozni stomatitida

Studie III.

— SNP NLRP3 rs3806265 asociovan
s RAS (iran)

— SNP NLRP3 rs3806265 a rs4612666

MAF (26% vs. 14% a 16% vs. 33%)
Bidoki et al., 2016

— nikoliv aktivita NLRP3 inflamazdému
ALE

— | exprese NLRP3 u nositell
genotypu TT rs4612666 muize
ovlivnit rovhovahu CD4* Th1/Th2

Albanidou-Farmaki et al., 2007
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98%
96%
94%
92%
90%
88%
86%
84%

NLRP3 143 HC 64 RAS

100%

T

CT+CC

P<0,05

TH2 buiika

RS54612666
T

Accepted: 5 February 2018

DOl 10.1111/op.12694

ORIGINAL ARTICLE Wl LEY G;!‘Ii Pathology & Medicine

Association of the NOD-like receptor 3 (NLRP3) gene
variability with recurrent aphthous stomatitis in the Czech
population

Simona Slezakova®? ||Petra Borilova Linhartoval’zl\ Lucie Masopustova® |

Jirina Bartova® | Jitka Petanova® | Pavel Kuklinek® | Antonin Fassmann! |

Ladislav Dusek’ | Lydie lzakovicova Holla'?

IF 2,03
Q2 DENTISTRY, ORAL SURGERY & MEDICINE
Q3 PATHOLOGY

NLRFP3 GEN T ke
NLEP3 PROTEIN
———— EXPRESE
--=--------  TRANSPORT
Pacienti Zdravé
SRAS kontroly



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26033552/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17548954/

Zevni apikalni korenova resorpce

Studie I.

— doba trvani lIécby ortodontickym
aparatem pozitivné koreluje

s pritomnosti EARR

— SNP P2RX7 rs208294 (USA)
a P2RX7 rs1718119 (Portugalsko)

asociovany s EARR
Sharab et al., 2015

Pereira et al., 2014

— 1 sekrece prozanétlivého IL-13
u nositell alely G SNP P2RX7

rs1718119 (gain of function)
Stokes et al., 2010
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20 %
10 %
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<22m

22-27m

27-34m

PZRX7 69 HC 30 RAS

40 %

30 %

20 %

10 %

0%

*

CG

CA

TG

* ORAL DISEASES ot

Oral Diseases (2016) doi:10.1111/0di.12564
© 2016 John Wiley & Sons AJS. Published by John Wiley & Sons Ltd
Al rights reserved

wwwwiley.com

ORIGINAL ARTICLE

Genetic determinants and postorthodontic external apical
root resorption in Czech children

P Borilova Linhartova'ZJP Cernochova', J Kastovsky™*, Z Vrankova™*, M Sirotkova™*,
L Izakovicova Holla™™

>34 m

IF 2,31
P<0,05 Q1 DENTISTRY, ORAL SURGERY & MEDICINE
Baktenalni
toxiny
ATP N\
ks ! -
P2X,R -
g Pannexin-1 = "‘,;:-’
& /| 5= o L
</ v i (
//;’ \:‘ -
l: /‘?’A{Mé@/] E... \—/
.
( [IR_/AK )

— ‘.‘-, ‘."
trafé ) 2 |nflamazom - ]
= ( Nawz )
\' - /
TA ( TANK1 /A u( \/ e
—— —
S &)

p3s \
IJNK ‘ /
<\ NP8 s proilip Surprenant a North. Annu

Rev Physiol. 2009.

P<0,05


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24118270/
Sharab%20et%20al.%20Orthod%20Craniofac%20Res.%202015
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20360457/

Zubni kaz a gingivitida

Studie I.

— SNP ACE I/D asociovan se ZK (Polsko, 5-13 let), DD protektivni

Olszowski et al., 2015

— 1 ¢ ACE v séru u nositelt genotypu DD Rigat et al.. 1990

— ACE I/D vliv na uvolfovani prozanétlivych mediatort imunitnimi

Holla et al., 2001
Kang et al., 2015

burikami, genotyp DD rizikovy pro CP

ACE 182 HC 561 ZK 179 ZK 83 HC 264 ZK 220 ECC

100%

80%

60%

40%
ID+II

20%

0%

KPE=0 KPE=1 KPE=4 KPE=0, divky KPE=1, divky
P<0,05
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Original Paper

Carles Res 2016;50:89-96 Received: September 18, 2015

00044 Acceptec: December 21, 2015
DOCIGI 15 A5 Published online: February 27, 2016

ACE Insertion/Deletion Polymorphism
Associated with Caries in Permanent but
Not Primary Dentition in Czech Children

| Petra Borilova Linhartova® ° | Jakub Kastovsky®® Michaela Bartosova® ¢
Kristina Musilova® Lenka Zackova® Martina Kukletova® Lubomir Kukla®
Lydie Izakovicova Holla®

IF 1,811
Q2 DENTISTRY, ORAL SURGERY & MEDICINE
Wang et al., 2010

ACE 2/70HC 304G

100%
80%
60%
40%
20%

0%

HC, chlapci G, chlapci IVI

P<0,05
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|


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29537523/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26022076/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC296868/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25555251/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2919434/

Short Communication

Y 4 | ] | u
Accepted after revision: October 17, 2016
DOI: 10.1159/000452635 Published online: November 26, 2016

Studie II.
Vitamin D Receptor Taqgl Gene
— SNP VDR Tagl byl asociovan se ZK (Turecko, Cina) Polymorphism and Dental Caries in
Hu et al., 2015 Czech Children
a v metaanalyze s CP Coqulu etal,, 2016
Deng et al. J Clin Periodontol. 2011. Lydie Izakovicova Holla® ] Petra Borilova Linhartova®®| Jakub Kastovsky? P

Michaela Bartosova®© Kristina Musilova® Lubomir Kukla® Martina Kukletova?®

— 1 transkripCni aktivita, stabilita mRNA a c 1,25(0OH),D; v séru
IF 2,188

Martelli et al., 2014
artelli et a Q2 DENTISTRY, ORAL SURGERY & MEDICINE

u nositelt alely C

1,25(0H), D,
— VDRE VDR 151 HC 237 G

« Upregulace: / [1,25(0,0, 100%
90% T
imunomodulace, apoptoza, | 80%
. . - 70%
diferenciace, autofagie mRNA [ 1,25(0H),D; o
jadro VDR | RXR °
* Downregulace: ["VDR | s | — 50%
g | | — VDRE o p
zanét, proliferace, angiogeneze . lr 30%
20%
10%
protein . CcC
C e Yy B

v P<0,05
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27472568/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26015771/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4064435/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21198767/

Parodontitida

Studie I.

— Metaanalyzy pro SNP, ne pro haplotypy
— 1 clL-1a a IL-1B v gingivalni tkani u pacientu s CP
— 7 ¢ IL-1B v gingivalni tkani u krys s DM

Jiang et al., 2013

— 10x 1 ¢ IL-1RN v séru nositelu alely S

Danis et al., 1995

P & & ® 8 s
IL1RI .M. IL1RACP ...

Gomez-Flores-Ramos et al., 2014

— SNP IL-1B a IL-1RA nemaji vliv na c IL-1B v séru
P>0,05
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Hindawi

Iaternational Journal of Dentistry

Volume 2019, Article ID 6802349, 10 pages @
httpa://doi.org/10.1155/2019/6802349

Hindawi

Research Article
Interleukin-1 Gene Variability and Plasma Levels in Czech
Patients with Chronic Periodontitis and Diabetes Mellitus

Petra Borilova Linhartova (},"* Hana Poskerova (3,' Marie Tomandlova,’
Jirina Bartova_),® Katerina Kankova(,” Antonin Fassmann,'
and Lydie Izakovicova Holla®"?

I[-1 225 HC 264 CP 132 T1DM 60 HC
0F 5 1¢ IL-18 PBMCs stimulované
0% || A. actinomycetemcomitans*

P. intermedia*
0% T. forsythia*
20 % i ] P<0,05
10 %
o WOEC WREC WRH mall o
CCL ccs TTL TCL I\/| E D

P<0,05


http://documents.irevues.inist.fr/bitstream/handle/2042/54137/03-2014-IL1RNID40953ch2q13.pdf
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0059752
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1534297/

Parodontitida

Studie II. a lll.

— SNP IL-8 nebyl asociovan s CP (CR)

Borilova Linhartova et al., 2013
Viana et al., 2010

— haplotypy CXCR2 byly asociovany s CP (Brazilie)

35.0

P<0001

P=001 .
P =0.0]
3001 £=001
P=005

269 T
oy L
8 243
]
w221
T
5 198
o
8 177
=
ol 15.09
® 150 o E
o 2 o 1426

129

07| o |[1053 o 11.02

8.6

6.4 i

14l . 0 Median

non-periodontitis HC TIDM+CP 25%-75%
HC+CP T2DM+CP T Non-Outlier Range

— SNP IL-8 a CXCR2 nemaji vliv na c IL-8 v plazmé
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P>0,05

International Journal of &
- Molecular Sciences rM\D\P»
Artide
Differences in Interleukin-8 Plasma Levels between

Diabetic Patients and Healthy Individuals
Independently on Their Periodontal Status

[Petra Borilova Linhartovd 24, Denisa Kavrikova (0, Marie Tomandlova 3, Hana Poskerova 1,

Vaclav Rehka #, Ladislav Dusek ® and Lydie Izakovicova Holla L2+

IF 3,687
Q2 BIOCHEMISTRY & MOLECULAR BIOLOGY
Q2 CHEMISTRY, MULTIDISCIPLINARY

SNPs CXCR2 +785/+1208

Hindawi
Mediators of Inflammation . .
Volume 2019, Asticle ID 2061868, 8 pages A. actlnomycetemcom|tans* @
httpe://doi org/10.1155/2019/2061868
P. micra* Hindawi
P<0,05

Research Article
Chemokine Receptor 2 (CXCR2) Gene Variants and Their

Association with Periodontal Bacteria in Patients with
Chronic Periodontitis

Denisa Kavrikova,'chtra Borilova Linhartova | .2 Svetlana Lucanova,' Hana Poskerova (0,
Antonin Fassmann,” and Lydie 1zakovicova Holla ©"?

IF 3,549
Q2 CELL BIOLOGY IVI U I\I I
Q2 IMMUNOLOGY M E D


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3866791/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20070156/

Hindawi Publishing Corporation
Mediators of Inflammation

n n Volume 2016, Article ID 2979846, 9 pages
http//dx doiorg/10.1155/2016/2979846

Studie IV Research Article

Interleukin-17A Gene Variability in Patients with
Type 1 Diabetes Mellitus and Chronic Periodontitis:

Its Correlation with IL-17 Levels and the Occurrence of
Periodontopathic Bacteria

— SNP IL- 17A -197A/G (rs2275913) asociovan s CP (Brazilie, iran)

Corréa et al., 2012. Zacarias et al., 2015
Saraiva et al., 2013 Kadkhodazadeh et al., 2013
lw'w#lakub Kastovsky,"” Svetlana Lucanova,’
. . . . v . ° o 1 1
— 1 ¢ IL-17 po in vitro stimulaci T bunék od nositeltd alely A, T T

IF 3,232
Q2 CELL BIOLOGY
Q2 IMMUNOLOGY

upregulace IL-17A u pacientl s CP  Espinoza et al., 2011

— 1 monocytarni produkce IL-17 u pacientd s T1DM J-174 182 CP 154 HC 244 CP 125 T1DM
Mitani et al., 2015 100% x 100% *

90% A 90% AA
IL-17A c IL-17 c IL-17 80% 80%
CP | PBMCs stimulované |nestimulované PBMCs 70% AG 70%
197 P. gingivalis [pg/ml] [pg/mi] 00% 00%
50% 50%
. 40% 40%
AATAG | 19 1.51 (0.50-4.56) 0.98 (0.25-8.53) s r0os
20% 20%
GG 11 0.10 (0.00-1.51) 0.27 (0.00-0.54) 0% 0%
0% GG 0%

P<0,05 7. forsythia  neg. poz. P<0,05 P<0,05
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3197629/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25272982/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3523166/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23137879/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4539172/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23323524/

Komplexni onemocneni

Genetické asociacni studie

— Celogenomové studie (GWAS)
— Studie kandidatnich genu
* pozicni x funkeni

« studie kontrol a pfipadu

— Mezigenové interakce, interakce genu a

prostredi
— Algoritmy

— Mezioborova spoluprace
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PATOFYZIOLOGIE BONEMOCNENI
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4497619/

Zubni kaz v docasnem chrupu — ECC

Behavioralni intervence

Valence
It is unpleasant. I am 35) I““ 1 .5_5“ l a_al II..i] [l..}] H;“; ] I;_; ] [J;;{] It 1s pleasant. | am
unhappy, angry, ﬂ e & = 5 = happy, delighted.
{ K4 K4 K4 FA  FA KA KA HH  F
Arousal neutral
I am calm, relaxed, e o=y ==y [y Y = : 0 T I am excited, activated,
18] 558 520 522 9m0 0 TR TR G < ven
. J“ P X .
Dominance
It is not in my control. i Jesp faz} L{"—T}J It is in my control.
I cannot affect it. b, fE ﬁ ﬁ ﬁ q P I can affect it.
I —
Scale 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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ECC

Behavioralni intervence

Median; Box: 25%-75%; Whisker: Non-Outlier Range

| T
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Bartosova et al. BMC Oral Health

(2019) 19:33

https//doi.org/10.1186/512903-019-0718-4 BMC Oral Health
RESEARCH ARTICLE Open Access

Emotional stimuli candidates for
behavioural intervention in the prevention
of early childhood caries: a pilot study

Michaela Bartosova', Miroslav Svetlak’, Martina Kukletova', Petra Borilova Linhartova ' Ladislav Dusek” and
Lydie |zakovicova Holla™*'®
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Retrospektivni klinicka studie

Retrospective Clinical Study

CESKA
STOMATOLC
roénik 118,

ik

E C C Vztah mezi kojenim a vyskytem zavazného

2018, 3,

kazu raného détstvi

(Puvodni prdce - retrospektivni klinickd studie)

Kojeni

Relationship between Breastfeeding and Severe Early
Childhood Caries

(Original Article - Retrospective Clinical Study)

Vysledky

1 1 1 264 Bofilova Linhartova P."?, Kukletova M., Izakovicova Holla L."?

'Stomatologicka klinika LF MU a FN u sv. Anny, Brno
2Ustav patologické fyziologie LF MU, Brno

l.

. i/ .
S 50(25,6 %)  145(74,4%) VYS | = d ky - Y
46,6 %

skupina

89 (46,3 % og)*** kupina A
6<a<24.m ( ) 101(53,2%) skupina

89(30,8%) 200 (69,2 %)
5(21,7 %) 18 (78,3 %)
55(46,2%)  64(53,8%)"

5,6 % *vs. |. skupina (P<0,001)
« Jak dlouho bylo dité kojeno? 12m[6-18]  8m[3-18] "“vs. Ill. skupina (P<0,01)

= =
ma
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Lidska mikrobiota a mikrobiom

Uvod
— Mikrobiota

* Tvori 1-3 % télesné vahy Clovéka

« Komplexni ekosystém dle specifické lokalizace
a podminek

* 10x vice bakterii nez je bunék v lidském téle

— Mikrobiom je soubor genu vSech mikroorganizmu
osidlujicich lidske tkané a tekutiny A
» JedinecCny otisk !{n@
* Projekt

* 100x vice genu mikrobiomu nez v lidském genomu
(27 tis. genu)
210 Védecka priprava pro ZL

Characterization of the microbiomes
of healthy human subjects at five
major body sites, using 16S and
metagenomic shotgun sequencing.

Characterization of microbiome and
human host from three cohorts of

microbiome-associated conditions,
using multiple ‘omics technologies.

Enter iHMP

NIH Human Microbiome Project
Arnold W.M. et al. (2019) Genomic Applications in Pathology

MUNI
MED


https://hmpdacc.org/hmp/overview/
https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-319-96830-8_39

X ~ > : Lo :
Clovek C— Lidska mikrobiota

Filozoficky pohled

— Mozek — Eukaryota — Spojivky
« Osobnost a mysleni « Houby _ Ustni dutina
— Imunitni systém * Prvoci S
— Dychaci cesty
 Adaptivni IS — Bakterie
— MIécCné Zlazy
— Genom — Archaea
* Fenot _ — GIT
yP — Viry
— Kuze

— Urogenitalni trakt
MUNI
MED
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Rees T. et al., 2018



https://journals.plos.org/plosbiology/article?id=10.1371/journal.pbio.2005358

Lidska mikrobiota

Mozek

— Osa strevo-mozek
 Stres, deprese, autismus, PD, AD
» Regulace pomoci pre- a probiotik

— SCFA reguluji GPR41-
zprostredkovanou aktivitu
sympatického NS — E vydej

— Tryptofan ma primy vliv na spanek

— Neurotransmitery

— Cytokiny
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Kimura I. et al., 2011

Jenkins T. A. et al., 2016

Hypothalamus

CRF
\J
Pituitary

ACTH

Y

Adrenals

Circulation

Cortisol
. o Vs 'ﬂ’ll“lln(.‘
cells 4

Enteric
muscles

@_
| @
epithetun | | O ONO 10 1 O

Gut <
Q\ microbiota
e

0

Via W S
. »

Intestinal lumen

(Cytokines

¥

@:

L

Cryan J. F. et Dinan T. G., 2012

Mood, cognition,
emotion

Tryptophan |
metabolism

Neurotransmitters |

-—/(\ﬂ Y,

r 4 N =
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21518883
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4728667/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22968153

Lidska mikrobiota

Imunitni system
— SCFA

» Stimulace produkce stfevniho hlenu

]

Dietary fibres or
resistance starches

S

Commensal bacteria

Pathogenr
| exclusion

!
Oyo—’jf?%

O%O

SCFAs (acetate, butyrate
and propionate)

—— P

|

T Epithelial
barrier

LTI

]

T Mucus

N
GPR41 ] GPR43] G\PRlOQA
Y

q
. . v . , Goblet cell o
« Diferenciace B bunék na plazmatické %
Signal
Inflammasome transduction Apoptosis |
. s wggr activation - ptHyperac tylation
* Spojeny s protizanétlivym fenotypem
inhibice histonovych deacetylaz :
( y y ) /! A Histones
\ T FOXP3
. age -18 secretion | T
— Bacteroides fragilis PSA I (S TF@ J
CD4*T cell

* Indukce CD4* T lym profil — indukce
Treg a suprese Thl7 a Thl

— Niacin, tryptofan, taurin (inflamazom)
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| 7T, cells and .

| toljerogenic DCs
T Gut homeostasis |

! Neuroinflammation L Allergic airway
Tl Microglial cell inflammation
activation LT,2 cell responses
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https://www.nature.com/articles/nri.2016.42
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24679531

Lidsky mikrobiom
,Druhy genom"”

— Epigenetické modifikace

— Metabolizace xenobiotik (nepfimo/pfimo)

!

— Personalizovana terapie

Pr. Eggerthella lenta — bézné, jen
specificky kmen s geny cgr1 a cgr2
inaktivuje digoxin (jejich operon inhibovan

Arg)
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/
Metabolity hostitele Strevni mikrobiota
* @'
Q.Q&
Strevni .
mikrobiota @1 1
%
o
& %
Modifikované Mikrobié_lnl'
metabolity hostitele metabolity
‘ =
Zména v metabolizaci xenobiotik hostitelem
\
/
Aktivni Prolécivo Lécivo nebo metabolit
forma

4 4 4 /\
w &

Neaktivni  Aktivni Toxicky Anti-  Selektivni
forma forma metabolit  Mikrobialni bakterialni
ucinek rlst
N

Sayers E. et al., 2018

Spanogiannopoulos P. et al., 2016
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26972811
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6613334/

Komparace mikrobiomu

Oralni vs. strevni

— Podobnost na rodové urovni, ale rozmanitost druhova a v relativni abundanci

Firmicutes
Oralni N Oralni
mykobiom | mikrobiom
: MIKROBIOM
: BAKTERIOM

Strevni "l {‘ Strevni
mykobiom : 1 mikrobiom

Candida

»

L )

.

Bacteroides
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Witherden E. A. et al., 2017

Druhova
rozmanitost
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https://www.mdpi.com/2309-608X/3/4/56

Komparace mikrobiomu

Oralni mikrobiom — diagnostika

— Oralni mikrobiom u pacientu

Dutina ustni

s Barrettovym jicnem

10 pH 7
« Zvyseny relativni vyskyt 10" m
Firmicutes a snizeny s,
Proteobacteria 10% U
Streptococci
10° A Prevotella sp.
Gemella sp.

— Moznost identifikovat pacienty

Veillonella sp.
10°q Granulicatella sp.

S BE s 96,9% senzitivitou

Celkovy pocet bakterii (CFU/mI)

a 88,2% specificitou dle
oralniho mikrobiomu
 Lautropia, Streptococcus,

Enterobacteriaceae
216 Védecka priprava pro ZL

Tenké strevo Tlusté strevo

pH5-6 pH 2 pH5-7

& 8

Streptococci Streptococci Bacteroides Bacteroides
Prevotella sp. Lactobacilli Clostriqia Clostridia
Veillonella sp. Prevotella sp. Streptogocci Prevotella sp.
Rothia sp. Enterococci Lactot;acill i Porphyromonas sp.
Helicobacter pylori v-Proteobacteria Eubacteria
Enterococci Ruminococci
/ Streptococci
Bifidobacteria
Enterobacteria
Enterococci
Lactobacilli
Peptostreptococcus
Fusobacteria
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D
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Snider E. J. et al., 2018 I\/l
Eslick G. D., 2010
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29491399
https://www.semanticscholar.org/paper/Infectious-causes-of-esophageal-cancer.-Eslick/7fdc171bb2b623243b00bf4474d1618ed6e802c9

Supragingivalni plak

{ Streptococcus
Copnocytophago

Oralni mikrobiom -

Uncl. Neisserioceae

Streptococcus Fusobacterium
i Fusobacterium \ |
E kosyste my A gapnoc)l tophogo X Keratinizovana dasef
*  Prevotella

Streptococcus

Corynebacterium
Uncl. Pasteurellaceae

700 a2 1000 bakterialnich druhd - unl poserlocee

(HOMD, www.homd.orq)

Bukalni sliznice

4 H * Streptococcus Streptococcus
*C 02, pH y endogen nin Utrlenty . Uncl,.’PasteureI!aceae Uncl. Pasteurellaceae

Veillonello Gemello
Prevotelia
Uncl. Lactobacilloles
Gemella

— Povrchy mekkych a tvrdych tkani : Streptococeus

Prevotella

Uncl. Pasteurellaceoe
Actinomyces

P D jazyk
« Tvorba biofiimu (maturace)

Streptococcus Fusobacterium
. . Veillonella Uncl. Lachnospiroceae
» Deskvamace sliznice + Prevotello

Uncl. Pasteurelloceae
Actinomyces

Patrové mandle

. * Fusobacterium
— Tekutlny *  Uncl. Lactobacillales Streptococcus
*  Veillonella
* Neisserio
*  Prevotello
. . . , , . * Fusobocterium
 Slina, gingivalni tekutina . * Und. Posteurellaceae
Slina
* Prevotello *  Prevotella I\/I U I\I I
» Streptococcus *  Streptococcus
217 Védecka priprava pro ZL *  Veillonella *  Veillonello
*  Uncl. Pasteurelloceae I\/l E D

Sampaio-Maia B. et al., 2016



http://www.homd.org/
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0065216416301095

Oralni mikrobiota

Funkce

— Vliv na hostitelsky imunitni systém

* VVyvoj a zrani bunék IS (SCFA, molekularni
vzory asociovane s bakteriemi)

* Downregulace prozanétlivé a upregulace
interferonové odpovédi

 Bariéry — tvorba, integrita, podpora (hlen)

« Kompetice s potencialnimi patogeny

— Podil na metabolizaci potravy a xenobiotik

* Fermentace, modifikace zluCovych kyselin
» Enterosalivacni okruh (NO)

* Produkce vitaminu
218 Védecka pfiprava pro ZL

Modifikace

zluéovych kyselin

* metabolické funkce
» glykemie

» cholesterolemie

* |lokalni zanétliva
odpovéd

* integrita Gl bariéry

Molekularni vzory
asociované s mikroby
* vyvoj imunitniho

Produkce mastnych
kyselin s kratkym
fetézcem

systému * imunitni funkce
* imunitni odpovéd na  protizanétlivé funkce
patogeny » metabolické funkce
¢ imunitni programovani * integrita Gl bariéry,
komenzaly

Oralni
mikrobiom

Produkce Degradace

\ (:,,rlltzayr:]nlgtlijcké mukéznich
funkce polysacharidu

* integrita Gl bariéry
» formovani

Proeies mikrobiomu
antimikrobialnich
peptidi
« formovani
mikrobiomu IVI I\I I

U
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Journal of the California Dental Association (10/2017) I\/|
Jones M. L. etal., 2014



https://www.cda.org/member-resources/journal
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.4161/gmic.29810

Oralni mikrobiota

Funkce — enterosalivacni okruh
— Ya pozitych dusic¢nanu
recyklovana ve slinnych zlazach

(sialin — aktivni transport)

— NO vyznam

e VVazodilatace cév
(antihypertenzivum)

« Stimulace sekrece zaludecniho
hlenu

e Antimikrobialni vlastnosti
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Streptococei
Veillonella
Actinomyces naeslund;
Actinomyces odpntolyticus
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Ma L. et al., 2018



http://www.aginganddisease.org/article/2018/2152-5250/ad-9-5-938.shtml

Symbioza a dysbioza
Fegory podtel

— Mikrobiota obecné neni pro Clovéka
* Imunosuprese / CCee_
v =g » Postantibioticky stav {
skodliva . - + Snizena funkce sliny 4 X D
. s B

& 4 Uy
— NaruSeni homeostazy — kompetice Y _ . \j -..._.JE
1, a

v v : - Prebiotika 7 .
— Zmeéna ve slozeni mikrobiomu . Probiotika
+ ZvySeni lokalni imunokompetence
koreluje s mnoha chorobami » Orélni hygiena Oralni kandidéza
. Mutans Bifidobacterium @ Rothia spp. = Filifactor alocis
i , . . . z Strept ]
— Rizena manipulace s mikrobiotou ma v SPp- lackoiemented & A99regatibacter
g v @ Lactobacillus spp. & PIg ¥ actinomycetemcomitans
y»°  Streptococcus anaerobes
. , ., : Neisseria spp.
terapeuticky potencial Other Actinomyces 4 oo Neisseriaspp
Streptococcus spp. Spp. 4 Candida albicans
Veillonella \Capnocytophaga Fusobacterium e Non:albicane
parvula Spp. Spp. Candida spp.
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Journal of the California Dental Association (10/2017) I\/l
Hoare A. et al., 2017
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https://www.cda.org/member-resources/journal
https://www.researchgate.net/publication/319299034_Ecological_Therapeutic_Opportunities_for_Oral_Diseases

Faktory ovlivnujici oralni mikrobiotu

Hostitel
Nepribuzni DZ MZ
_ Pohlavi _ Genom .. 6 6606
e .  dvojcata MZ vs. DZ }
— Imunitni systém J ' J ' "
* interpopulacni variabilita Podobnost oralniho mikrobiomu
. Méné& podobné ' :
— Zdravotni stav o o =ne poion® " Q@ Vice podobne
— Uzivani xenobiotik

— Vek hostitele . Lédiva

* Erupce zub  Alkohol

+ Transmise + Koufent )
Vnejsi prostredi
* Mikroevoluce mikrobioty £ lons : _
— Oralni hygiena

— Dieta

- Fermentovatelné sacharidy R/lll lEj |[\; 1

Gao L. et al., 2018
Gomez A. et al., 2017
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https://link.springer.com/article/10.1007/s13238-018-0548-1
https://www.cell.com/cell-host-microbe/fulltext/S1931-3128(17)30346-3

Pocet operacnich

0 rél n i m i k r O b i O m taxonomickych jednotek Shannondv index diverzity

Ustni voda

— Slina

_ Ustni voda s 12% alkoholem

m Ustni voda
= Slina

g
-
o
o
o
o
=
N
w
S

222 Védecka pfiprava pro ZL

MUNI
MED

Fan X. et al., 2018


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5894969/

Oralni dysbioza
Oralni choroby

— Zubni kaz

— Apikalni periodontitida, radikularni cysta
— Parodontitida

— Periimplantitida

— Onemocnéni sliznice dutiny ustni

 Oralni lichen planus, leukoplakie, SLE

— Nadorové onemocnéni orofacialni oblasti

— Halitéza
223 Védecka priprava pro ZL




Oralni dysbioza

Zubni kaz
— Acidogenni/acidurické bakterie p—— Faktory podilejici Dysbioza
se na shiftu
» Streptococcus mutans Sasty pfil
» Casty prijem
ll fermentovatelnych
* Lactobacillus sp. o sacharid \
o ] il w « Snizené pH
« Bifidocterium sp. ,» = Snizena funkce sliny ‘
e
- Dal$i Streptococcus sp. ~— ' / L.
— Kilicove vlastnosti
Zubni kaz
* Produkce kyse"n gutaps Bifidobacterium @ Rothia spp. = Filifactor alocis
reptococcus Spp. _ Aggregatibacter
’ 5 Miti ) . Black-pi ted O . .
* Tolerance kyseleho pH .;n"} Stilrzgtococcus % Loctobacillus spp. & anaacergllnge?en ) actTnon'fycetemcomftans
. Other Actinomyces \ Soirochet Neisseria spp.
* Produkce exopolymeru Streptococcus spp. — SPP. PITOCNELES 2 condida aibicans
. i i . Veillonella \Capnocytophaga Fusobacterium = < Non-albicans
* Produkce intracelularnich polysacharidu parvula Spp. Spp.  Candida spp.
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D
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Journal of the California Dental Association (10/2017) I\/l
Hoare A. et al. (2017) Microbiol Spectr.
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https://www.cda.org/member-resources/journal
https://www.researchgate.net/publication/319299034_Ecological_Therapeutic_Opportunities_for_Oral_Diseases

Oralni dysbioza

. Oral cavi
Zubni kaz Risk factors absent , ty : Risk factors present
Proteins/ Nitrate Polysaccharides Sucrose
~ HIGH glycoproteins
diversity and Urea Isothiocyanate Carbohydrates
" HIGH CARIES RISK ] E— I ‘ \ 1 1
dfversiiy and Pits & Fissures Health-associated microbiota &> 211001111 B v Acid=producing S acids
ch _ = I i T G / S ‘ . tolerating microbiota
Jichness Approximal o0 . =~ ‘ .
IES RI i
LOWEST CARIES RISK Siversityand e e
Flat surface richness >
INTERMEDIATE CARIES RISK

Supragingival surface

Gingival
margin

Gingival Crevicular
Fluid}(GCF) flow

MUNI
MED
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Kilian M. et al., 2016

Costalonga M. et Herzberg M. C., 2014


https://www.nature.com/articles/sj.bdj.2016.865
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4346134/figure/F8/

Oralni dysbioza
Zubni kaz
— SECC

 Streptococcus (mutans),

Porphyromonas a Actinomyces

— Synergické pusobeni
mikrobioty s acidogennimi

vlastnostmi

— Interakce hostitele a mikrobioty
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https://link.springer.com/article/10.1007/s13238-018-0548-1
https://www.cell.com/cell-host-microbe/fulltext/S1931-3128(17)30346-3

Oralni dysbioza

Parodontitida

Faktory podilejici Dysbi6za
se na shiftu

— Anaerobni a proteolyticke bakterie

. . . - @ * Dysregulace imunitniho . \\
« P. gingivalis systému -y ’a
et - Zanétliva reakce .
* T. forsythia . |
) ? y ’
 T. denticola & \ —
* a dalsi P N
P A i Parodontitida
— Kilicove vlastnosti
Mutans Bifidobacterium @ Rothia spp. «® Filifactor alocis
4 Strept .
 Produkce proteaz | e e SPP- Block oigmanteq & A99regatibacter
2 % Lactobaciilus spp. & Pig actinomycetemcomitans
@»%"  Streptococcus anaerobes o
\ Spirochetes -
. Streptococcus spp. spp. & Candida albicans
o Cytotoxmy Veillonella \Capnocytophaga Fusobacterium * .“’) Non-albicans
parvula spp. spp.

;. T . Candida spp.
* VVyvolani prozanétlivé reakce (cytokiny)

Il

Journal of the California Dental Association (10/2017) I\/l
Hoare A. et al., 2017
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https://www.cda.org/member-resources/journal
https://www.researchgate.net/publication/319299034_Ecological_Therapeutic_Opportunities_for_Oral_Diseases

Oralni dysbioza

Parodontitida

PERIODONTAL PERIODONTAL
DISEASE HEALTH
Subgingival Gingival

Periodontal Pocket Sulcus/Crevice

LOW
e mme diversity and
; HIfSH Glngl\{al Hehinaes
diversity and margin
richness
GCF
Gingival Creyi . )
Fluid (GCF) flow @ Pathobionts
O Symbionts

Bone
Destruction

@ Keystone pathogens

[] -changesin
nutrient foundation
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Behavioural risk factors absent

Environmental risk factors absent

fe 1]

il

Genetic risk factors absent

Epigenetic effects not evident

Environmental risk factors evident

Behavioural risk factors present

e

Genetic risk factors present

Epigenetic effects evident
MUNI
Kilian M. et al., 2016 I\/l E D

Costalonga M. et Herzberg M. C., 2014



https://www.nature.com/articles/sj.bdj.2016.865
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4346134/figure/F8/

r 4 I 4 Prevotella intermedia j = ="
O ra I n I dys b I Oza Porphyromonas gingivalis | T
Tannerella forsythia 5 ===

Fusobacterium nucleatum |

Prevotella nigrescens /mulres
Porphyromonas endodontalis g S

Parodontitida

— Metagenom a metatranskriptom

. T ’ p Pyramidobacter piscolens , &
(diferencialni expresni analyza) 4 e =
Filifactor alocis , &8 : ”
. B Periodontitis
Treponema denticola | &

— 9 V| ru Ientn |’Ch fa ktO rlj — 500)( Campylobacter rectus === " Health
’ - . s 0 5 10 15 20 25
vice pri dysbioze % relative abundance

Virulence factors Organism

Adheze a kolonizace  fimAtype 1b Po. gingivalis
fimAtype 1 Po. gingivalis
Immunoreactive 47 kD antigen Po. gingivalis
Hemagglutinin A (hagA) Po. gingivalis
Arginine deiminase (arcA) Po. gingivalis

Povrchova proteaza,  serine protease dentilisin Tr. denticola

ktera hydrolyzuje
prozanétlivé cytokiny Flagellar motor switch protein (FliG)  Tr. denticola

fimAtype 3 Po. gingivalis IVI U N I
ED
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https://www.nature.com/articles/s41598-017-03804-8

Periimplantitida

Oralni dysbioza

Periimplantitida "
[Paplmmwmmlum-asl
* Prevotella nigrescens
Prevotella oris

— Prevotella nigrescens signifikantnée
zvySeny pocet u periimplantitidy

nez u parodontitidy

— Treponema sp.

asociovana se 4

Klinickymi parametry

Ztrata

1
Achromobacter xylosoxidans
Actinomyces massiliensis
TM7 [G-5] sp. | HOT-437 |

Parodontitida

2
Actinomyces johnsonii
Fusobacterium nucleatum >

Streptococcus oralis
TM7 [G-1] sp. | HOT-346 |
Treponema denticola
Treponema socranskii

Eubacterium nodatum
Eubacterium saphenum
Streptococcus salivarius

* Peptostreptococcaceae [XI][G-4] sp.
|HOT-369 |

J Porphyromonas gingivalis {* Desullomlcrgblum orale

Filifactor alocis 3
Synergistetes [G-3] sp. | HOT-453|

4
Neisseria subflava
Parvimonas micra
Pseudoramibacter alactolyticus
Synergistetes [G-3] sp. | HOT-360 |
Synergistetes [G-3] sp. | HOT-363 |
Tannerella forsythia

Vytok hnisu

Clostridiales [F-1){G-1] sp.
|HOT-093 | PPD

kosti

E

nodatum
Peptococcus sp. || | HOT-257 |
| HOT-168 |

| Treponema sp.
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Peri-Implantitis: Gum Disease Can Cause Dental Implant Failure Maruyama N. et al., 2014
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https://www.deardoctor.com/articles/peri-implantitis-can-cause-implant-failure/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4194447/

Oralni dysbioza

. e L Negativni korelace
Onemocnéni sliznice dutiny ustni

Pozitivni korelace
— Oralni lichen planus — erozivni, retikularni s klinickymi daty

4
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26961389?dopt=Abstract

Oralni dysbioza
Onemocnéni sliznice dutiny ustni

— Oralni leukoplakie

« ZvySeny pocCet Fusobacteria a snizeny
pocCet Firmicutes

« U dysplazie Leptotrichia spp. a Campylobacter
concisus... podobny profil jakou kolorektalniho
karcinomu

-Asociaces se specifickymi zménami v expresi genu hostitele
(napf. zvySeni exprese prozanétlivého IL-8)

— Systémovy lupus erythematodes (SLE)

« ZvySeny pocet Fretibacterium, Prevotella
nigrescens a Selenomonas

232 Védecka pfiprava pro ZL

% Percent Reads

100% +

80%

70%

50%

40%

30%

20%

10%

B
=
- ® Spirochaetes
W Actinobactena
Fusobacteria
‘ " Proteobacteria
' " Bacteroidetes
% x%
® Firmicutes
S 2 >
e’§$ Q\%& \’0"00
8 O &

MUNI
Gao L. et al., 2018 M E D
Amer A. et al., 2017



https://link.springer.com/article/10.1007/s13238-018-0548-1
https://www.semanticscholar.org/paper/The-Microbiome-of-Potentially-Malignant-Oral-for-Amer-Galvin/2d56004135ec7b65a6e820417260a6a8eeebb83b

Oralni dysbioza

Halitéza

— Vetsi Cetnost Leptotrichia
wadei a Peptostreptococcus

stomatis u déti s halitézou
* Na jazyku rozdily v a diverzité ve

sliné ne

— Up/down regulace genu v draze

souvisejici s H2S metabolizaci
 VySSi mikrobialni produkce

* MenSi vyuziti H2S u déti s halitézou
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https://www.nature.com/articles/srep24481

Oralni mikrobiota

Prevence a léCba oralni dysbiozy

— Precizni oralni hygiena a péce zubniho Iékare
— Dieta, koureni, alkohol

— Prebiotika a probiotika

— Vakcinace

« fuzni protein 2. generace z proteinu bakterii S. mutans (rPAc) a E. coli (flagelin KF)
— intranazalni vakcina na zvifecim modelu

— Antibiotika, antimykotika

— Predatori BALOs

» Bdellovibrio, Bacteriovorax a Peredibacter = Bdellovibrio-a podobné organizmy k
usmrceni anaerobnich G- bakterii
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3917220/
https://www.sciencesource.com/

Obezita Barrettv

jicen Sjogrenlv

4 4 - . syndrom "
Oralni mikrobiom €50 Soewe ™ &I
Systémové choroby H'V'”fekce W oo

— Streptococcus mutans

— Porphyromonas gingivalis <—

— Aggregatibacter

Kolorektalni |

— Fusobacterium nucleatum ——

karcinom

Systemovy lupus

erythematodes

m
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Jia G. et al., 2018  Nikitakis N. G. et al., 2017 Gao L. et al., 2018. Obrenovich M. E. M., 2018. Olsen I. et Yamazaki K., 2019.



https://www.nature.com/articles/sj.bdj.2018.217
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/odi.12589
https://link.springer.com/article/10.1007/s13238-018-0548-1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30340384
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6427756/

Oralni mikrobiom

,Leaky mouth“?
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https://www.frontiersin.org/files/Articles/431939/fimmu-10-01403-HTML/image_m/fimmu-10-01403-g001.jpg

Lidsky mikrobiom

Otazky

— Jak vznikaji mikrobialni komunity a jak se regeneru;ji?

— Jaké mechanizmy reguluji mikrobialni slozeni?

— Které MO se podileji na zdravi a nemoci?
— Do jaké miry se liSi mikrobialni spoleCenstvi mezi zdravymi jedinci, ktefi nejsou ve spojeni?
— Existuje u lidi zakladni mikrobiom v dané lokalité?

— Jak se méni mikrobialni slozeni v prubéhu €asu, mezi prostfedim nebo télesnymi lokacemi?

— Jak Ize manipulovat s mikrobialni slozeni s ohledem na lé€bu?

N1
D
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https://snowman.genome.tugraz.at/snowman/manual/SnoWMAn_Documentationch1.html
https://fr.dreamstime.com/illustration-stock-questions-maladie-image45579666

Oralni mikrobiom

Vize

— Interakce mezi hostitelem a oralnim mikrobiomem — kombinace pfistupu
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DNA-Based

Approaches

Whois there?
What can they do?

16SrRNA, 18S, ITS gene
sequencing

RNA-Based

Approaches

How do they respond?
What pathways are
activated?

metatranscriptomics

i

Protein-Based Metabolite-Based
Approaches Approaches

How are they interacting
with the host?
What proteins are being

What are the chemical
outcomes of their activity?

produced? metabolomics

metaproteomics

%@O__> %2. @r'\ﬁ‘ @

MS
B
I

Current Methods for Studying the Human Microbiome (2017)
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https://www.nap.edu/read/24960/chapter/6#51

Molekularni etiopatogeneze AP a OC

Odontogenni cysty

— 1) gingivalni

— 2) erupcni

— 3) parodontalni
— 4) rezidualni

— 5) radikularni

— 6) folikularni

— 7) odontogenni keratocysta
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Uvod

Apikalni periodontitida a radikularni cysta

— Snizena bohatost a rozmanitost

komunity u AP oproti kontrolam

Relative Abundance of Bacterial Phyla
40%

0% 20%

60%

80%

100%

Proteobacteria
Firmicutes
Fusobacteria
Actinobacteria
Synergistetes

Bacteroidetes
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4000 1

3000 1

2000 -

1000 A1

Pocet operacnich
taxonomickych jednotek

U.OUG 7

' 0.00064

4.8e-05

0.31

Shannon(v index diverzity

Kontroly

Oral Pathology: Gene Expression in Odontogenic Cysts

Siqueira Jr J. F. et al., 2016

U.usS

' 0.024

0.086

0.54

d-:--ﬁ ..‘? ] [—-f::—
Kontroly NRCT RCT

Qian W. et al., 2019
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https://www.intechopen.com/books/gene-expression-and-control/oral-pathology-gene-expression-in-odontogenic-cysts
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0162887
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6456935/

Oralni dysbioza

Apikalni periodontitida a radikularni cysta

— Lactococcus lactis asociovan se vznikem

periapikalniho granulomu

— Anaerobni taxony (F. nucleatum, P.
intermedia) nejrozsSirenéjsi ve vzorcich
RC

— Ve vzorcich RC vétSi pocet
predpokladanych metabolickych drah (G-
bakterie) souvisejicich s biosyntézou LPS

— subklinicky prozanétlivy marker
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https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0162887
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5879750/
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0099239915008043
https://www.hindawi.com/journals/jir/2010/327417/fig1/

Kandidatni geny

AP a RC

MMP-1
MMP-2
MMP-3
MMP-8
RANK
RANKL

Vyvojoveée OC

PTCH1
PKD1
GLI1

MMP-2

IL-1
IL-6
s IL-8
K,,: /z' . \[ ///7 TLR-4
(@ & Fc receptor
f ‘e o TBX21
- HSPA1L
HSPA6
VDR

Ameloblastom

MMP-9

IL-6
IL-17A
IL-22
o - SSP1
% . NOS

) - MMP-9
A TLR-2
CB2

MYD88
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AZV panel 08 Biomedicinské technologie

Spoluprace

Animalni vyzkum ' : Humanni vyzkum
« Animalni model I Al «  Genové exprese v tkani
o SHH signalizace (genové e a cystické tekutiné

exprese, aktivace a inhibice drahy

o Terapie nanocasticemi

Klinicka Cast ‘ 3 Humanni vyzkum
. Selekce pacientu 5 : *  Analyza mikrobiomu
. VySetfeni pacientu Y 4 y . Genetickeé asociacni studie

. Odbér vzorku
. VySetreni tkané na patologii
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Projekt

Anotace

— determinace rizikovych faktort rozvoje RC, FC a OKC

— nalezeni novych markeru pro predikci jejich vzniku a pro jejich diferencialni

diagnostiku s vyuzitim modernich biomedicinskych technologii

— navrh panelu markert pro predikci vzniku OC a jejich diferencialni diagnostiku
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Projekt

Cil - studium etiopatogeneze AP a OC: 1) Humanni vyzkum

— (i) sledovani mikrobiomu kofenového kanalku a tekutiny v RC k determinaci rizikovych

mikrobialnich profili a mozné spojitosti se vznikem RC u pacientu s AP,

— (i) v designu case-case studie zjiSténi genetické predispozice ke vzniku RC u pacientu

s AP a multivaria€ni analyza s mikrobialnim profilem, nebo k zjiSténi predispozice k vyvoji

OKC,

— (i) stanoveni a srovnani expresnich profild gent zapojenych v imunoregulaci, odontogenezi

a kancerogenezi v OC, pfip. selekce markert pro agresivni formy OC

= =
m e
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Projekt

Design 1) Humanni vyzkum

— Kritéria pro zarazeni do studie:
» Ceska/slovenska narodnost, vék vice nez 18 let, podpis informovaného souhlasu

— Kritéria pro vyrazeni ze studie:
« Rameno AP/RC: systémova onemocnéni (diabetes mellitus, kardiovaskularni onemocnéni,
autoimunitni choroby, imunodeficience, nadorové onemocnéni), t€hotenstvi a kojici zeny
o Subprojekt mikrobiom: uzivani ATB méné nez 2 meésice pred zarazenim do studie
* Rameno vyvojové OC a ameloblastom + retinovany zub: nadorové onemocnéni, tehotenstuvi,
kojici zeny
« Mimo: pacienti s polycystickymi chorobami a Gorlin-Goltzovym syndromem

= =
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Projekt

Design 1) Humanni vyzkum

— (i) mikrobiom (bakteriom a mykobiom) — metagenomicka analyza, gPCR
ozubni plak vs. bukalni stér vs. KK: 50 pacientl s AP bez RC vs. 50 pacientu s AP s RC
oKK vs. CT: 50 pacientd s AP s RC
— (ii) geneticka asociacni studie (case-case studie) — gPCR, SNapShot, sekvenace
o 100 pacientt s AP bez RC vs. 100 pacientl s AP s RC
050 pacientu s FC vs. 10 pacientu s OKC vs. 10 pacientd s ameloblastomem,
— (iii) stanoveni a srovnani expresnich profilit — RNAScope
o050 pacientu s RC/50 pacientt s FC/10 pacientd s OKC/10 pacientu s ameloblastomem, vs. u

pacientl s AP bez RC ve tkani vacku/ve tkani z okoli retinovaného zubu u pacientt bez OC

MUNI
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Projekt

Odbéry

Pacienti 30 S ml x x x
s refinoyanym periferni
zubem kyev
4%
EDTA FFA
4C 4°C
+ 30mg
zkum
avlka -
80°C
Pacienti 10 @ ml x X 1ml
s pdontogeni periferni avice
keratocvston laey
zkumav
EDTA 4% ka -
4#C PFA | 80°C
4°C
* 30mg
zkum
avla -
80°C
Pacienti = 10 9 ml X X X
ameloblastomem periferni
h.e‘.
EDTA 4%
$#C PFA
47C
* 30mg
zkum
avla -
80°C
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Celkovy | DNA Mikrobialni analyza Kultivace Histologicka | Odbér
pocet analyza | (celkem 3 vzorky) kvasinek analyza cystické
tekutin
v
Pacienti 100 Gml * lx bakterie z kofene | 1x odbér zubniho . x
5 apikilni periferni zubu *gteril. Eep - plaku
periodontitidon - kv W0eC 0.5-
granulomem *y piipade extrakee | Amiesoya pada lemx
zubu -20°C 031
zkumavka -80°C cI
4%
*  Ix bakienie ze PFA
EDTA zubniho plakn #C
#C kartatek -80°C * 30mg
kartacek -80° zkum
. avka -
80°C
s0°C
grammlom
Pacienti 100 Gml *  Ixbakterie z kofene | 1x odbér zubniho 1ml
s radikularni periferni zubu *gteril. Eep - plaku avice
cystou kmew 80°C
*v piipadé extrakce | Amiesova pida Zkumav
zubu 20°C ka -
zkumavka -30°C 4% 80°C
PFA
*  Ix baktene ze 4C
EDTA zubniho plaku + 30mg
2 kartitek -80°C zkum
karticek -80° avka -
. e 80°C
slizmice kartacek -
S0°C
Pacienti 50 Gml x x 1ml
5 folikularni perifernt avice
cystou kv
zkmmav
EDTA 4% 8o°C
4C PFA
C
* 30mg
zkum
avka -
s0°C

= =
m e
O =



Projekt Pilotni data

Cil - studium etiopatogeneze AP a OC: 2) Animalni vyzkum

— (i) vyvinuti animalniho (mysiho) modelu pro studium OC,
— (ii) analyza pri€in vzniku OC se zamérenim na poruchy funkce primarnich cilii,
— (iii) odhaleni zmén signalizace podilejici se na patogenezi OC se zamérfenim na drahu Sonic

hedgehog (SHH),
— (iv) testovani vlivu cilenych zmeén SHH signalizace na formovani OC u naSich modelovych

zvirat,
— (v) aplikace nanodiamantti do modelovych zvirat a determinace jejich vlivu na iniciaci a

progresi OC s cilem nalézt nové potencialni moznosti Ié€by tohoto onemocneéni.
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Projekt

Shrnuti

. . His Wife Loves Him Just The Way He Is!
— Novost projektu spocCiva

oV jeho komplexnosti a sledovani interakci mezi YOUR DADS BEEN
UNDER A LOT OF
hostitelskym mikrobiomem a genetickou PRESSURE LATELY.

predispozici

oV determinaci efektu nanodiamantt na vznik a

rozvoj OCs v animalnim modelu — nové

terapeutické moznosti

Imgur
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Lipoxiny aresolviny v lécbeée parodontitidy
Vyuziti nanovlaken k aplikaci bioaktivnich

latek pomoci zubni nite

MDDr. Filip Hromc¢ik
doc. RNDr. Petra Borilova Linhartova, Ph.D., MBA
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Predstaveni vyzkumnika

Stomatologicka klinika FNUSA, Vyzkumny Ustav veterinarniho lékarstvi, externisté —-—

X

Lydie IzakoviCova Holla
Filip HromcCik
Jak Vokurka

U SV. ANNY

Martin Faldyna

VETERINARY .
‘ / RI RESEARCH Eduard Gopfert
INSTITUTE . . ’
Monika Vicenova

|. ustav patologie FN USA Marketa Hermanova
Klinika détské onkologie FN Brno  Michal Kyr
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Lipoxiny a resolviny v lécbé parodontitidy

Granulacni tkan (GT) neni Spatna CW( /

nedostatecna ,resolution phase®

nedostatek lipoxinu a resolvinu
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https://is.muni.cz/th/mldj6/

Lipoxiny a resolviny v lécbé parodontitidy

ASA + omega-3 mastné kyseliny + GT

indukce endogenni syntézy lipoxinu a resolvinu
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Foto a rtg: Filip Hromcik 2020

Lecba vertikalnich parodontalnich defektu

s

:




Enhanced granulation tissue = EGT
\

EGT

4 minuty
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Grafika: Hrom¢ik 2020

=

=

m
O =


https://is.muni.cz/th/mldj6/

EGT

lalok
reponovan

obohacena
granulacni
tkan

3
O © O
Se>L ¢
rennue
er.ve.ka
9o S22 @
D.kvdZD.k

(@]

nitrokostni
defekt

zaniceny
epitel

¢ni
AN

granula
tka

Grafika: Hrom¢ik 2020

= O
= LI
—_ =

257 Védecka pfiprava pro ZL


https://is.muni.cz/th/mldj6/

Experimentélni faze MESIAL
| G

— 48 kraliku

— ligature-induced periodontitis

DISTAL

MESIAL

Grafiky: Hromcik 2019

BUCCAL

Biomed Pap Med Fac Univ Palacky Olomouc Czech Repub. 2019; 163:XX.

Granulation tissue enriched by aspirin and omega-3 fatty acids in healing
experimental periodontal lesion

Filip Hromcik?®, Jan Vokurka®*, Eduard Gopfert¢, Martin Faldyna‘, Marketa Hermanova®%*, Michal Kyr"<#,
Monika Vicenova“*, Lydie |zakovicova Holla®®
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https://biomed.papers.upol.cz/corproof.php?tartkey=bio-000000-2352

Klinicka faze

— 19 pacientu, 38 oSetfenych defektu

— primarni parametry: sondaz (PPD), uroven
attachmentu (CAL)

— vysledek: o 1 mm vétsi zisk CAL ve skupiné EGT (p j
< 0,05)

— submitted
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Vyuziti nanovlaken k aplikaci bioaktivnich

latek pomoci zubni nite

Wikinomist, s. r. 0., Lékarska fakulta Masarykovy univerzity, Technicka univerzita v Liberci, Univerzita obrany

Ed\/ikinomist Franti$ek Janda  Pavel Nesetfil

Magdaléna Chupikova

Petra Bofrilova Linhartova
Zdenék Danék

Filip HromcCik

Jan Krivanek

MUNI
ME D

Jifi KuCera
Filip Ruzicka
Lydie IzakoviCova Holla

TECHNICKA Eva Kuzelova-Kostakova

Véra Jencova

Q/NL:}E;EE%:TA David Lukas Jan Valtera
AT B Petr Mikes
\ e g / Zdenek Pokorny Zdenek Joska David Dobrocky

N
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TACR TREND

Cile

— technologie a material pro vyrobu niti s nanovlakennou vrstvou
— antimikrobialni vlastnosti bioaktivnich latek a probiotik

— obohaceni nanomaterialu bioaktivnimi latkami

— simulace in vivo podminek

— klinicke testovani

— prototyp a jeho vyroba

— zmeny na skloviné a dentinu po pouziti niti
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Vyuziti nanovlaken k aplikaci bioaktivnich
latek pomoci zubni nite

— projekt na 4 roky

— kandidatni latky — télu vlastni bioaktivni molekuly:
 sekrecCni imunoglobulin A, laktoferin, osteopontin
— probiotika:

* Lactobacillus reuteri

 Streptococcus salivarius

e S. dentisani...

262 Védecka pfiprava pro ZL

= =
m e
O =



= O
= LI
—_ =

snimek: Technicka univerzita Liberec
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— patent?
— uplatn
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Pouzite zkratky

— FN USA — Fakultni nemocnice u svaté Anny
— FN Brno — Fakultni nemocnice Brno

— GT — granulacni tkan

— ASA — acetylsalycilova kyselina

— EGT - enhanced granulation tissue

— RTG - rentgenovy snimek

— PPD - pocket probing depth

— CAL - clinical attachment level

— TACR - Technologicka agentura Ceské republiky
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Obstrukcni spankova apnoe (nejen) u deti
z pohledu zubniho Iekare & ortodontisty

MDDr. Zuzana Vrankova

doc. RNDr. Petra Borilova Linhartova, Ph.D., MBA
Stomatologicka klinika, Fakultni nemocnice u svate Anny
Lékarska fakulta, Masarykova univerzita Brno
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Predstaveni doktoranda

MDDr. Zuzana Vrankova

— od 2/2019 - Predatestacni priprava v oboru Ortodoncie, FN USA, Brno
— od 9/2019 - Doktorské studium, LF MU
— Vyzkumné zaméreni: Vrozené predispozice k ortodontickym anomaliim, jejich

komplikace a lécba
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P27
. ¢ {
Co maji OSA a VEDA spolecné se ?
... mnohem vic, nez se Vam na prvni pohled muze zdat ... ¢

... a proto by vam ,prvni pohled®, nemél vzdycky stacit ... 9
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Obstrukcni spankova apnoe v ordinaci zubniho
lekare
Obsah prednasky

Co je to obstrukéni spankova apnoe (OSA) a proc je dulezité to védét
Mechanizmus vzniku OSA a rizikové faktory

OSA v dospélém a détském véku

Priznaky OSA

Diagnostika a screening

Interdisciplinarni spoluprace a zapojeni zubnich Iékaru

N o O~ DN Be

OSA z pohledu ortodontisty
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Co |e to obstrukéni spankova apnoe?

Poruchy
dychani vazané
na spanek

(SRBD)

. . ndrom H ventilacni INé >
Obstrukceni Sy tdc|) - ypo 3 tilac Jiné na spgnek
spankova centraini syndrom vazané
apnoe spankove vazany na hypoxemické
apnoe spanek onemocnéni
_J ) y )
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OSA muze byt skutecné zivot ohrozuijici!

MAN CLOSE T DEATH...

edecka pfiprava pro ZL
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OSA

— Co je to apnoe?

— Co Je to hypopnoe?

271 Védecka priprava pro ZL

Absence toku vzduchu po
dobu nejméné 10 sekund
nebo 2 dechove cykly

Redukce toku vzduchu - na
urovni nosu, ust a zejmena
faryngu. Je Casto definovana i
jako pokles proudéeni vzduchu
o alespon 30% nebo ve
spojeni se snizenim saturace
hemoglobinu o nejmene 3%.
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OSA

\_

Obstrukcni .
(AHI index) Centralni

J

Smisena

\.
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zmena kontroly
svalového tonu ve

spanku + |
horizontalni poloha + Obstructive Sleep Apnea A
rizikove faktory ' ,
(™ ._
- - 4 ,/ LS Airflow \
ukonéeni apnoe + kolaps HDC — Y N 2) %
nadech + pokles Gastedna / uplna [WVAE 7 AN e
/ N\ bt [/
odporu v HDC okluze / ‘, .
probouzejici H = , o () /
reakce (¢astecné / ypopnoe AN O\ )
Uplné probuzeni) /apnoe ‘ & N\
Tongue and soft {}
. palate blocking Cleveland
hypOX|e + back of the throat ' Ciinic
hyperkapnle + (windpipe) ‘}_—11,:’:7 ‘_

stoupaijici inspiraéni | /|
svalova snaha https://my.clevelandclinic.org/health/diseases/8718-sleep-apnea

Il
M
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https://my.clevelandclinic.org/health/diseases/8718-sleep-apnea

Rizikove faktory zapojené v etiopatogenezi

OSA

— Nadvaha / obezita / distribuce tuku

— Neuromuskularni faktory — abnormalné snizeny tonus svalu béhem spanku
— Adenoidni vegetace
— Kraniofacialni malformace pfispivajici k zuzeni HDC

— Genetické predispozice

=
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Geneticka predispozice

— Genetické pozadi jedince hraje do urcité miry
roli ve vSech zminénych faktorech

— Dulezitost genetiky potvrzuje i familiarni
vyskyt OSA (sledovan uz od roku 1978)

— DedicCnost se projevuje taky v
kraniofacialnich znacich — nejvyraznéji ve
velikosti, poloze a rustu Celisti

— Vyrazna prevalence OSA u syndromovych
pacientl naznacuje moznost propojeni

genetickeho podkladu obou onemocnéni
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Diagnostika OSA

— Spankove dotazniky (Epworthova spankova skala, Berlinsky dotaznik, STOP- BANG
dotaznik...)

— Polysomnografie a polygrafie (spankova laborator)

— Domaci monitorovaci spankove pfistroje

— NocCni pulzni oxymetrie

— Audio a videonahravky

— ORL vysetreni

— Ortodontické vySetreni
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Detsky spankovy OSA dotaznik

« K primarnimu zachytu a odhaleni poruchy spanku slouzi nékolik zptsobu - oblibené jsou
dotazniky, jako napr.: The Sleep-Related Breathing Scale of the Pediatric Sleep
Questionnaire, 18-item Obstructive Sleep apnea QoL ...

-V Ceské republice mezi nejtasté&ji pouzivany patii Epworth Sleepiness Scale (Epwothova
spankova stupnice), existujici v zahraniCi i v modifikované verzi pro déti

-V Ceské republice neexistuje dotaznik pouzitelny pro screening OSA v détské populaci

* Ve spolupraci s détskym ORL a neurologem a na zakladé fuze stavajicich cizojazyCnych

dotazniku jsme vytvorili a aktualné se pracuje na validaci Détského OSA dotazniku
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Obstrukcni spankova apnoe
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OSA v dospelem veku
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Definice OSA

— AHI (apnea hypopnea index) — pocCet apnoickych pauz a
hypopnoe za hodinu Casu

— U dospéelych plati :

— AHI = 0-5 norma
AHI = 5-15 lehCi forma OSA -
AHI = 15-30 stfedné zavazna OSA =~ patologie
AHI > 30 zavazna OSA -
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Priznaky OSA u dospélych pacientu

1/ X
2. 3 P )

»Unava — hlavné pfi monotonnich > Chrapani

cinnostech » Lapani po dechu
»Mikrospanek » Zvuky duSeni se
»Bolesti hlavy » Neosveézujici spanek
»Sexualni dysfunkce » Zhorseni po poziti alkoholu,

myorelaxans, sedativ
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OSA
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Arterialni
hypertenze

Diabetes Ischemicka
mellitus 2. choroba
typu srdecni

Komorbidity
OSA

Cévni
mozkova
prihoda

Fibrilace
sini
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OSA v detském veku
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Definice OSA

— V roce 1976 prof. Guilleminault diagnostikoval u 8 deti obstrukCni spankovou
apnoe — specifické projevy a rizika

— PreruSeni dychani ve spanku po dobu 2 respiracnich cyklu, doprovazené
poklesem saturace a/nebo probouzejici reakci

— AHI - statisticky abnormalni je jiz nalez AHI = 1

— AHI = 1- 4 — |ehCi forma OSA
AHI =5 -10 — stredné zavazna OSA
AHI > 10 — zavazna OSA
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Priznaky OSA u deti

»sucho v ustech, suche rty
»obtizné probouzeni se

»dité se budi neodpocaté, unavené
»rané bolesti hlavy

»denni nepozornost a hyperaktivita

285 Védecka pfiprava pro ZL

X
) *
» chrapani

» apnoicke pauzy
» abnormalni spankova poloha
» nadmerneé poceni se
» neklidny spanek

» nocni pomocovani se
» NREM parasomnie
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Priznaky OSA u deti o

zpracovani
informaci
Porucha
) _ ] kognitivnich or(;rrlljicz:gi e
Fragmentace spanku & hypoxie ma funkci g

vliv na:
- prefrontalni kortex

- kognitivni exekutivni funkce
Porucha

rozhodovani
se

Hyperaktivita

- poruchu zpracovani informaci

Beebe et al., 2002

Emocni
labilita

motivace
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https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1046/j.1365-2869.2002.00289.x

... dalsi mozné nasledky OSA u deti

— Neprospivani a zpomaleni rustu

— Systémovy zanét — zvySeni prozanétlivych cytokinu (OSA je urCitou formou zanétu)
— Dysfunkce autonomniho systému — aktivace sympatiku

— Zvyseni krevniho tlaku oproti norme

— Remodelace srdec¢nich oddilu

— Endotelialni dysfunkce, zvySeni cévni rezistence

— Metabolicky syndrom — zvysSeni hladin insulinu
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Prevalence pediatricke OSA

— Vyrazny nesoulad v ramci jednotlivych studiich: 0,1 — 13% (nejcastéji kolem 2-4%)

— Shoda ve vyrazné poddiagnostikovanosti

— Déti trpici obezitou a nebo/ kraniofacialnimi malformacemi — vyrazné vyssi riziko
vyskytu OSA a to az do 68%

Caron et al., 2015

Verhulst et al., 2008
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https://www.ijoms.com/article/S0901-5027(15)00050-8/fulltext
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1087079207001475

Na co u vstupniho vysetreni nezapomenout

— Mezi rizikové faktory OSA u déti, k jejichz diagnostice mohou pfispét zubni lékari, se fadi
kratka sublingualni uzdi¢ka, ustni dychani, ageneze Ci pfed€asna ztrata zubu a zejména

rizikové kraniofacialni malformace

— Jelikoz jsou ortodontisti specialisty, ktefi se zabyvaji pravé problematikou orofacialni oblasti |
anomaliemi oblicejového skeletu u rostoucich détskych pacientl, mohou zasadnim
zpusobem prispét jak k véasné diagnostice, tak i k neinvazivni Ié€bé pacientu s détskou

OSA
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Znaky orofacialni oblasti rizikové pro vznik OSA u deti
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N‘a\dvé h_a'/ |
Tonsilarni  obezita Preference

hypertrofie us:tnl!jo’_
\ .. F N\ dychani ‘
Ageneze (i A .
pfedtasnd — ~_ | Nedostatecny
ztrata zubd retni uzavér
Retrtt?:atm_/-«;f Zkracené
oblicejového ‘ sublingualni
. frenulum
__ skeletu Détsky pacient s N enium
T potencialné &
Mikrognacie/ zvySenym rizikem musekl::ig-rnl'
mikrogenie k rozvoji OSA
. poruchy
z'i,'a;;z é’i | ~ Posteriorotace
klenuté - mandibuly
- Laterdlni Frontalné

otevieny skus
Il. Skeletalni

tFida

zkfizeny SkUSZvétéen\’/
_incizalni
~ schidek

Vrankova et al., 2020

= =
m e
O =


https://www.prolekare.cz/casopisy/ceska-stomatologie/2020-1-10/obstrukcni-spankova-apnoe-ve-vztahu-k-ortodonticke-lecbe-u-detskych-pacientu-121539

Zobrazovaci metody pouzivaneé v zubni
ordinacl

— RTG - v ramci vstupniho ortodontického vysetreni se standardné zhotovuje kefalometricky
snimek, telerentgen, zobrazujici v boCni projekci lebku pacienta — snimek je limitovan 2D

rozmerem, ale pfi komplexnim popise snimku je mozné pozorovat vliv skeletalniho

podkladu ortodontické anomalie a polohy €elisti na HDC

— CBCT - Cone Beam vypocetni tomografie (CBCT, cone beam computer tomography) —

moznost 3D zobrazeni, segmentovani a analyza jednotlivych usekt HDC

=
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Kefalometricky snimek

Lateralni kefalogram — Sipky upozornuji na

rizikove znaky:

-nedostatecCny retni uzaver (1)
-zvétSeny incizalni schudek (2)
-posteriorotace mandibuly (3)
-tonsila lingvalis (4)

-hypertrofie nosni mandle (5)
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CBCT - zobrazeni a analyza HDC

Pri 3D analyze dychacich cest ziskavame informace o délce DC,
jejich celkovych a segmentalnich objemech i MCSA analyzu a méfeni objemi DC slouzi nékolik riznych softwart (

Ghoneima et al., 2012 Dolphin, 3dMD, InVivoDental..)
MUNI

MED
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https://www.intechopen.com/books/orthodontics-basic-aspects-and-clinical-considerations/three-dimensional-3d-imaging-and-software-advances-in-orthodontics

CBCT — zobrazeni a analyza HDC

Rekonstrukce jednotlivych analyzovanych usekd DC

Airway Area = 224.6 mm? Airway Area = 828.6 mm? Airway Area = 185.7 mnv
Minimum Axial Area = 131.6 mm? Minimum Axial Area = 101.9 mm? Minimum Axial Area = 26.6 mm?*

Figure 2. Multiple view of studied reconstructed volumes segmented into the different portions

FIGURE 1 Skull orientation in the sagittal, frontal and transverse views, and airway subregions: nasopharynx, oropharynx and
hypopharynx. Images rendered using Dolphin (dolphinimaging.com)

Masoud et al., 2020

analyzed in this study: Nasal cavity, maxillary sinuses, and rhynopharynx.

Lanteri et al., 2020
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https://www.mdpi.com/1996-1944/13/10/2239/htm
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/ocr.12417

CBCT — zobrazeni a analyza HDC

Airway Volume =13967.5 mm?®
Minimum Axial Area = 108.4 mm?

Analyza objemu HDC — urCeni
,MCSA" (minimum cross-
sectional area”) — oblast v ramci
HDC s nejuzsim prumeérem a
tedy misto vysoce rizikové pro
kolaps a okluzi DC

Masoud et al., 2020
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https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/ocr.12417

Sagittal (Draft) Airway volume = 8012.4 mm?
(IR

&5 . N

Sagittal (Draft) Airway volume = 8612.3 mm?

Figure 3 - Measurement of VO: A): Limits of the oropharynx (green), and B): Airway volume calculation (pink). Izuka et al., 2015



https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2176-94512015000300043&lng=en&tlng=en

Vyvoj orofacialniho systemu

— Pro spravny vyvoj orofacialniho systému u déti jsou kliCové Cinnosti : nosni dychani,
mastikace, polykani, sani (synchronizace)

— Svaly, které se zapojuji do téchto Cinnosti, stimuluji postnatalné aktivni intermaxilarni Sev |
formovani alveolarniho vybézku

— Poruchy v téchto Cinnostech narusuje fyziologicky vyvoj kraniofacialniho systému a vede k
riziku vzniku kostnich abnormalit, Casto prispivajicich k snadné&jSimu kolapsu HDC

— Vyvoj obliCejové oblasti probiha vyrazné mezi narozenim a 6. rokem, nasledné v ramci

pubertalniho ristového spurtu
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Vyvoj orofacialniho systemu

YVOj f Iniho syst

Kratké sublingualni frenulum

— pokud v indikovaném pripadé neni frenulum vC€as uvolnéno, jsou témér vzdy naruseny pro
vyvoj klicoveé funkce — (sani, polykani, zvykani Ci fecC),

— rovnéz nedochazi k dostatecné stimulaci patrového Svu

Ageneze a pred¢éasna ztrata zubli

— Fada autoru se ve svych studiich zaméruje na vliv ageneze ¢i pred€asné ztraty zubu na
rozvoj kraniofacialnich struktur a pripadny vznik OSA

— pretrvava shoda, Ze ztrata zubU nebo jejich nezalozeni ovlivhuje anatomii alveolarniho
vybézku

— nezavisle na pri€iné ztraty, u déti je popisovana abnormalni orofacialni anatomie ve forme,

ktera je rizikova pro kolaps HCD ve spanku  Huang etal., 2017

Ben-Bassat et al., 2009
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http://www.prccm.org/article.asp?issn=2543-0343;year=2017;volume=1;issue=3;spage=54;epage=58;aulast=Huang
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889540608009219

Ustni dychani

— V letech 1981 a 1984 — studie na opicich — demonstrace nasledkul ustniho
dychani na skelet obliCeje

— Uméle navozena nosni obstrukce — kompenzacni zmeny s cilem adaptace na
dychani usty

— U opic ve fazi rustu se po odstranéni nosni obstrukce vytvorené kraniofacialni
anomalie opet zlepsily

Harvold et al., 1981
Vargervik et al., 1984
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https://www.ajodo.org/article/0002-9416(81)90379-1/abstract
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/6594052/

Adaptacni zmeny

— zadrzZeny rust maxily
— zuzeni maxily i mandibuly
— pootevrena usta

— pfedsun DC — dle druhu kompenzace se

vytvorila u zvirat Il. i lll. Angle trida
—_ éa Sto te n d e n Ce k dVOj ité m u S ku S u Fig. 2. Tl;reeyearsoforal respiration caused a notch in the upper lip and an open mouth posture (A), as
well as a long and slender tongue with midline groove, an open pharyngeal port, and a dental maloc-
. . o . dusi:: (B). The forward positioning and the rhythmic movements of the mandible produced a dual bite
— Jazyk - zmény u zvirat se lisily, ale vedly k e Harvold et al., 1981

zabezpeceni prichodnosti oropharyngu

— protlacovani jazyka

300 Védecka pfiprava pro ZL

Fig. 4. The animal lowered the mandible and protruded the tongue. Eighteen months of mouth breath-
ing produced a notch in the upper lip (A) and a severe open-bite (B).
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https://www.ajodo.org/article/0002-9416(81)90379-1/abstract

Ortodonticka terapie u detskych OSA
pacientu

— Maxilarni expanze - nejCastéji pouzivany ortodonticky pristup pfi léCbé OSA u déti
_ Zména polohy dolni éelisti — pfedsuny DC

— Myofunké€ni terapie - aktivni i pasivni léCba
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Ortodonticka expanze HC

— Dle kotveni délime ortodontické expanzni aparaty na: ,bone — borne” — kostne kotvené /
,<footh-borne” - dentalné kotvené / ,hybrid“ — hybridni (kostné i dentalné kotvené)

— Druhy expanze — v zavislosti na protokolu toCeni expanzniho Sroubu a sile:

— rychla maxilarni expanze - rapid maxillary expansion (RME) — rychlejSi expanze/vétsi sila
za kratsi cas

— pomala maxilarni expanze - slow maxillary expansion (SME) —slabsi sily a delSi doba

toceni

— chirurgicky asistovana maxilarni expanze - surgically assisted maxillary expansion
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Lee et al., 2012

https://www.leone.it/english/orthodontics/
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https://www.accutechortho.com/orthodontic-laboratory-products/expansion/rpe
https://www.researchgate.net/publication/233405450_Stress_distribution_and_displacement_by_different_bone-borne_palatal_expanders_with_micro-implants_A_three-dimensional_finite-element_analysis
https://www.leone.it/english/orthodontics/

RME

— RME — poprvé predstavil v roku 1860 Dr. Angell a zpopularizoval ji zejména Dr. Haas

— Pfi expanzi dochazi k roztrzeni maxilarniho svu — trojuhelnikové rozsifeni — maximum je v
predni Casti a expanze klesa dorsalnim smérem — pomer 2:1 (vySSi odpor lebec€nich kosti)

— RozSifuji se Caste€né i ostatni sutury kolem maxily — (zygomatikomaxilarni, frontomaxilarni,

zygomatikotemporalni, pterygopalatalni..)
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RME

— Mnoho studii prokazalo efekt expanze makxily na:

* signifikantni narist objemu nosni kavity, nasopharyngu, rhinopharyngu i
paranasalnich dutin

* shizeni nosni rezistence, zlepsSeni ventilace a pruchodnosti DC (vySetireni pomoci
zobrazovacich technik, rhinomanometrie nebo PSG)

* Pokles AHI a zlepSeni OSA symptomu u déti
Abdaia et 2, 2019

Caprioglio et al., 2014
Maspero et al., 2020
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https://meridian.allenpress.com/angle-orthodontist/article/31/2/73/55403/Rapid-Expansion-Of-The-Maxillary-Dental-Arch-And
https://meridian.allenpress.com/angle-orthodontist/article/89/6/917/420596/Effects-of-rapid-maxillary-expansion-on-upper
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165587613004965
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7016244/
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Lanteri et al., 2020

Coronal slice Coronal slice
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https://www.mdpi.com/1996-1944/13/10/2239/htm
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2176-94512015000300043&lng=en&tlng=en

Myofunkcni terapie (MFT)

— Od roku 1918 — spravna poloha jazyka, dosazena pomoci MFT, je popisovana jako hlavni
faktor vedouci ke stimulaci maxilarniho i mandibularniho ristu a dychani nosem

— MFT je souhrnem izotonickych a izometrickych cviCeni ovliviujicich rty, jazyk, orofaryngealni
struktury jako mekke patro Ci lateralni stenu hltanu

_ Ukolem je zajistit spravné drzeni hlavy, pozici jazyka na patfe oproti hornim zubtm,
polykani, mastikaci, re€ a artikulaci

— Aktivni a denné provadéna MFT muze ve spojeni s dalSi [éCbou vést k uplné remisi OSA az u
60 % déti

— Absence MFT muze byt spojena s recidivou SRBD

Huang et al., 2017 Guilleminault et al., 2015 Guilleminault et al., 2013
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http://www.prccm.org/article.asp?issn=2543-0343;year=2017;volume=1;issue=3;spage=54;epage=58;aulast=Huang
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26500024/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23346072/

Predsuny dolni celisti

— Neékolik studii zamérenych na analyzu zmén v HDC po pouziti ortodontickych aparatt slouzicich na
predsun DC prokazalo :

* po terapii aparatem Twin Block, se u déti zvySil sagitalni rozmeér oro- a hypofaryngu

 korekci polohy mandibuly se také zlepSily délka, tloust’ka a sklon mékkého patra

 doslo ke zlepsSeni symptomu OSA, jakoz i profilu pacientl a vysledku jejich spankovych dotazniku
i PSG

 kefalometrické analyzy prokazaly vyznamné zvétsSeni prostoru dychacich cest, zménu uhlu pozice
mandibuly vaci lebni bazi a konvexité obliCeje, které naznacuji zvySeni rustu mandibuly a zménu délky
mékkého patra, zmenseni maxilo-mandibularni diskrepance v sagitalni i vertikalni rovineé a rozsireni

HCD

Zhang et al., 2013 Ghodke et al., 2014 Galeotti et al., 2016
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23558604/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4274348/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5066471/

TWIN BLOCK

https://www.youtube.com/watch?v=UI_-wfutrQw
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https://www.orthodonticsuites.co.uk/blogs/news/twin-blocks-or-functional-appliances

HERBSTUV APARAT

— https://www.youtube.com/watch?v=yB8ps1Z1EqU

— po terapii byl prokazan:

> n a’ rl‘:l St O bJ e m u D C V éa'stl O rofaryn g u | Iaryn g u Fig 6. Example of a subject treated with the Herbst appliance: A, before treatment, the retropositioned

mandible was associated with a reduced pharyngeal airway; B, after treatment, a more anterior place-
ment of the mandible significantly (yellow arrow) enlarged the pharyngeal airway (blue arrow).

» snizena Cetnost probouzeni u déti trpicich Il. skeletalni tfidou a OSA

» zlepSené dychani a snizeni OSA pfiznaku u pacientu po IéCbé
Schitz et al., 2014
Iwasaki et al., 2014
Steel )
band N RA
5 T R *...« ......
OA
B
LA
*.@. ......
A
Fig5. Measurement of the pharyngeal airway cross-sections. A, RA, Retropalatal airway; OA, oropha-
ryngeal airway; LA, laryngopharyngeal airway. B, Cross-sectional areas of the pharyngeal airway. D,
Depth; W, width.
Screw 1 https://www.fairview.org/patient-education/40051 Iwasaki et al., 2014 I\/I U I\I I
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https://www.youtube.com/watch?v=yB8ps1Z1EgU
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889540614007896
https://www.fairview.org/patient-education/40051
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21208073/
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889540614007896
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Kazuistiky
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Adam, 8 let
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2.Faza terapie - TWIN BLOCK
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Take home message

1. Zubni lékari jsou specialisty na orofacialni oblast a preciznim
vySetfenim muzou zasadné prispét k zachytu a diagnostice OSA

2. Pri (nejen) detské OSA by mela byt snaha o co nejvCasnegjsi
zachyt (zvétsuje se 3kala terapeutickych moznosti) @ nasledné vhodné
zvoleni kauzalni terapie

3. Ortodonticka IéCba muze byt hodnotnou IéCbou u déti s OSA,
u nichz jsou pritomny kraniofacialni anomalie
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Pouzite zkratky

OSA — obstrukéni spankova apnoe

SRBD - poruchy dychani vazané na spanek
AHI index — apnoe-hypopnoe index

HDC — horni dychaci cesty

CBCT - Cone Beam vypocetni tomografie
PSG — polysomnografie

MFT - myofunkCni terapie

RME - rychla maxilarni expanze

SME - pomala maxilarni expanze
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Vrozeneé vyvojove anomalie orofacialni

oblasti (rozstepove vady)

MUDr. Alena Brysova, Ph.D.

Stomatologicka klinika, Fakultni nemocnice u svaté Anny
Lekarska fakulta, Masarykova univerzita Brno
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Obsah prednasky

— Vyzkumné projekty naseho tymu
— Rozstepy rtu a patra — teorie
— Rozstepy rtu a patra — vyzkumna cast

— ProcC se stat vyzkumnikem
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Predstaveni vyzkumnika

MUDr. Alena BrySova, Ph.D.

— Ortodontista na Stomatologické klinice FN USA

— UCitel pregradualnich a postgradualnich studentu v oboru ortodoncie — LF MU Brno

— Soukroma ortodonticka praxe
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Vyzkum ortodontickych zamku a adhezivnich materialu

Tym : MUDr. Alena BrySova, Ph.D. — FNUSA a LF MU Brno, Prof. RNDr. Bohumil Vlach, CSc.
- Fakulta stavebni VUT Brno, Ing. Filip Mika, Ph.D. - UPT AV CR

Cile vyzkumu:
— Srovnani pevnosti vazby adhezivnich materialu k lepeni ortodontickych zamku
_ Morfologie baze ortodontickych zamkd ’

— Srovnani fraktur ve skloviné po odstranéni ortodontickych zamku
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Vyzkum lécby stésnani fixnim lingvalnim aparatem

Tym : MUDr. Alena BrySova, Ph.D. ,MDDr. Dusan Kuric, MDDr. Mariana Raszkova — FNUSA
a LF MU Brno

Cile vyzkumu:

— Srovnani vysledné inklinace dolnich fezaku pacientt se stésnanim IéCenych lingvalnim
aparatem a konvencnim vestibularnim aparatem

— Srovnani zmény meziSpicakoveé vzdalenosti pacientl se stésnanim IéCenych lingvalnim

aparatem

==
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Soucasny vyzkum

Hodnoceni rustu horni celisti u rozstépovych pacientu
po operaci rtu neonatalne

Tym : MDDr. Margarita Rousi, MUDr. Alena BrySova Ph.D., prof. MUDr. Lydie |zakoviCova Holla, Ph.D. —
Stomatologicka klinika FNUSA a LF MU Brno

MUDr. Jitka Vokurkova, Ph.D., MUDr. Olga KoSkova, Ph.D. — Klinika détské chirurgie, Détska nemocnice
FN Brno

Cile vyzkumu:

— Hodnoceni pétiletého indexu pacientu s jednostrannym celkovym rozStépem po operaci rtu
neonatalné v 5 letech

— Hodnoceni Goslon yardstick indexu pacientu s jednostrannym celkovym rozStépem po

operaci rtu neonatalné v 9-10 letech
333 Védecka pfiprava pro ZL
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Rozstepy rtu a patra

— nejcCastéjSi vrozena vyvojova vada orofacialni soustavy
— lokalizace ve viditelne oblasti obliCeje
— zatézuje své nositele morfologicky, funkcné i socialné

— vyskytuje se samostatnée, nebo jako soucast syndromu
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Vyskyt rozstépu

— 1 roz&t&p na 500 - 800 zivé narozenych (v CR 1,87: 1000)
— vyrazné vySS§i incidence rozstépu u potracenych plodu (1 roz§tép na 50 potracenych plodu)

— Rozdily v incidenci dle :

pohlavi chlapci : divky 3 :1
postizenée strany vlevo : vpravo 2:1
etnika asijska populace 1: 500

afroamericka populace 1 :2000
sezonni incidence
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Mossey a Modell, 2012
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https://www.karger.com/Article/Abstract/337464

Etiologie
— Rozs§tépova vada vznika nespojenim oblicejovych vybézkl a patrovych desek v 2-3 mésici téhotenstvi

— 75% nejasna etiologie

experimentalné zjisténo, Ze nékolik podprahovych impulsu plsobicich spole¢né dokaze vyvolat

rozstép, stejné jako jeden silny faktor

— Genetické vlivy — 10 %

defekt jednoho nebo vice genl, vada ma prokazatelné genetickou zavislost, rodinna zatéz

Burdi A.R., 2006

==
m e
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https://link.springer.com/chapter/10.1007/3-540-30020-1_1

Rozdéleni rozstépu — Burianova klasifikace 1954

A. TYPICKE ROZSTEPY:
|. skupina: (rozstép rtu vzdy pfitomen)

1. rozStép rtu - jednostranny
- oboustranny

2. rozstép rtu a Celisti - jednostranny
- oboustranny

3. rozstép rtu, Celisti a patra ( celkovy rozstép)
- jednostranny
- oboustranny

|l. skupina: 1. izolovany rozstép patra
2. submukdzni rozStép patra
3. insuficientni patro

B. ATYPICKE ROZSTEPY:
|. pficné rozstépy

ll. horni stfedni rozStépy

lll. dolni stfedni rozstépy
V. Sikmé rozstépy
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Rozdéleni rozstépu
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Rozstepy obliceje jsou spojeny s :

— Esteticky nepfiznivym dopadem na vzhled ditéte
— Problémy s polykanim

— Problémy s pfijmem potravy

— Negativnim ovlivnénim vyvoje feci

_ Casté zanéty stfedousi

— Zanéty hornich cest dychacich

— Dentice :

— _Numerické anomalie dentice (hypodoncie, hyperodoncie)

Ve vztahu k ostatni populaci se objevuje 8x Castéji

- Morfologické anomalie dentice

- Podvyvoj horni Celisti — zkfizeny skus, obraceny skus, posun stfedni ¢ary

— Retinované fezaky, sSpiCaky
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Multidisciplinarni péce o pacienta s rozstepem

— Rozstépova centra — Praha, Brno

— PécCe o rozstépove pacienty je multidisciplinarni, dlouhodoba a systematicka

VEK

0-3 mésice

7-12 mésice

3-8 roku

8-12 let

op 17 let

340 Védecka pfiprava pro ZL

TYP OPERACE

PRIMARNI REKONSTRUKCE RTU

PRIMARNI REKONSTRUKCE
PATRA

SEKUNDARNI KOREKCE RTU,
PATRA A NOSU

IMPLANTACE SEKUNDARNIHO
KOSTNIHOSTEPU DO ALVEOLU

ORTOGNATNI CHIRURGIE,
SEKUNDARNI KOREKCE RTU A
NOSU

ORTODONTICKA LECBA

NOVOROZENEC OBTURATORY (zlep3eni podminek

3-6let

6 -9let

9-13let

14 a vice

kojeni)

MOLDING -pfiprava na operaci rtu,
sblizeni segment rozstépu
OBTURATORY (pro zlep$eni nacviku
reci)

SNIMACI APARATY

SNIMACI A FIXNI APARATY,

PROTRAKCNI MASKA (feseni sitky
horni Celistia pfekusu)

FIXNI APARATY - definitivni fedeni
tvaru horniho a dolniho oblouku,
postavenizubl a skusu
ortodonticko-chirurgicka distrakce
horni Celisti

FIXNi APARATY, dlouhodoba
stabilizace
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Petilety index podle Atacka (Atack et al., 1997)

Atack et al., 1997

— 1997 Atack

— Méreni ve veku péti let

— Rozdéluje do 5 skupin— 1 je nejlepsi a 5 je nejhorsi

— Hlavnim kritériem pro zarazeni do jedné z peti supin je sagitalni, transverzalni a vertikalni
vztah zubnich oblouku

— Hodnoceni Ize provadét na sadrovych diagnostickych modelech, 3D digitalni modelech nebo
na fotografiich pétiletych déti s celkovym jednostrannym rozstépem

— Prognéza dalSiho vyvoje vztahu obloukt a budouci rozsah ortodontické €i ortodonticko-

chirurgickeé péce
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m e
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/9183066/

Obecné rysy/znaky Atack — pétilety index Dlouhodobé vysledky

1 Fyziologicky prekus Vyborny
Bez zkfizeného/otevieného skusu
Fyziologicky rust horni Celisti a patra

2 Fyziologicky prekus Dobry
Jednostranny zkfizeny skus, tendenci ke zkfizenému skusu
+/- tendenci k otevienému skusu v oblasti rozstépu

3 Atetni skus, nebo retroklinace fezaku Uspokojivy
Jednostranny zkrizeny skus
+/- tendenci k otevienému skusu v oblasti rozstépu

4 Obraceny skus s retroklinaci nebo proklinaci fezaku Neuspokojivy
Jednostranny zkfizeny skus, tendenci k oboustrannému
zkfizenému skusu
+/- tendenci k otevienému skusu v oblasti rozstépu

5 Obraceny skus s proklinaci fezaku Neuspokojivy
Oboustranny zkfizeny skus
Podvyvoj horni Eelisti a patra (mensi rist horni Celisti a
patra)
342 Védecka priprava pro ZL




Metodika méreni naseho vyzkumu

— Studijni modely 46 pacientl narozenych v letech 2009 az 2013
— Jednostranny celkovy rozstéep
— VSichni pacienti byli operovani jednim chirurgem, se stejnym protokolem - neonatalni

operace rtu a uzavieni mékkého a tvrdého patra od 7. do 12. mésicu
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Vysledky

Pacienti

60%

50% -

40% -

H Skore 1 or 2

30% -

20% -
10% -

Skore 3

Skore 4 or 5

0% -
Skore 1 or 2
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Skore 3

Skore 4 or 5

Pridmeérné skore : 2,42
SD: 1,04
Hodnota medianu: 2,0

BrysSova, Rousi 2020
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Srovnani vysledku s obdobnymi studiemi

Tato srovnani jsou mozna diky realizaci projektu Eurocleft a Eurocran

Shaw et al., 2001 , European Collaboration on Craniofacial Anomalies (EUROCRAN), 2003

Southall et al. 3.17
Williams et al. 3.2

Suzuki et al. 2.95
Pereira et al.
Maulina et al.
Clark et al.
Rousi,presented study
Flinn et al.,Centrum C
Mars et al.
Flinn et al.,Centrum B
Flinn et al.,Centrum A

3.5

345 Védecka priprava pro ZL

= =
m e
O =


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11465251/
http://www.eurocran.org/

Zaver vyzkumu

Operace pacientl s rozstépem vzdy ovliviuje rast horni Celistit , nicméné nadasovani

(neonatalné nebo ve 3.mésicich zivota) neovliviuje velikost rastu horni Celisti
Vysledky nasi studie ukazaly, ze korekce rozstépu rtu neonatalné a uzavreni mekkeho a

tvrdého patra od 7. do 12. mésicu vedou k velmi uspokojivému vysledku rastu horni Celisti a

meziCelistnich vztahu a jsou srovnatelné s vysledky center s odliSnym operacnim protokolem

Schweckendiek et Doz., 1978
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/278679/

V)'/zkumné cinnost - pro¢ se stat vyzkumnikem

— prilezitosti k nabyti novych a rozsireni jiz nabytych znalosti

— cestou k vasemu dalSimu odbornému rustu

— prilezitosti k navazani mezioborove spoluprace se spickovymi Ceskymii zahraniCnimi
pracovisti

— moznost ucastnit se vyznamnych Ceskych i zahrani¢nich projektu

— aplikace vyzkumu do praxe

— absolvovani mezinarodnich stazi, konferenci ...
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Vyzkum a vyvoj moderni oralni lekove
formy

doc. PharmDr. Jan Gajdziok, Ph.D.

Ustav farmaceutické technologie,
Farmaceuticka fakulta, Masarykova univerzita Brno

348 Védecka priprava pro ZL 2020 gajdziokj@pharm.muni.cz



Predstaveni vyzkumnika a jeho tymu

doc. PharmDr. Jan Gajdziok, Ph.D. + PharmDr. Jan Elbl + Ph.D. studenti

Ustav farmaceutické technologie, Farmaceuticka fakulta, MUNI

— Vyvoj, formulace a hodnoceni aplikaCnich forem a mikroforem se zamérfenim na tézce rozpustna a
obtizné vstrebatelna IéCiva, inovativni Iékové formy, DDS pro individualizovanou terapii, atd.
— Inovace a optimalizace technologickych procesu — posledni krok ve vyvoji I€ku

— Vyuziti inovativnhich pomocnych latek

Tiskové technologie pro individualizovanou terapii
MikrocCasticove systemy pro plicni aplikaci

In situ formujici gelové soustavy

TYM — HYPOTEZA — INTERDISCIPLINARITA — PRIPRAVA — CESTY — CHYBY (krélik, rosuvastatin, klinika, motiva

349 Védecka priprava pro ZL
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Vyzkum a vyvoj moderni oralni lekove formy
Obsah prednasky

— Dutina ustni jako aplikacni misto léku

— Pouzivané oralni Iékové formy

— Inovativni terapeuticke systemy a jejich vyzkum a vyvoj
— Oralni filmy

— Tiskové technologie v pripravé lékovych forem

350 Védecka priprava pro ZL I\/l



Vyzkum a vyvoj moderni oralni lekove formy

Dutina ustni jako aplikacni misto leku

DU (bukalni a sublingvalni sliznice) — vyhodna oblast pro aplikaci Fady 1éka s lokalnim i systémovym Géinkem
Vyhody oralni aplikace:
— dostateCny povrch, bohaté prokrveni, pristupnost, dobra permeabilita nekeratinizovanych oblasti
— obchazeni first-pass efektu

— vysoka prijatelnost pro pacienta T =

Y N

L

— snadné a rychlé odstraneni pfipravku v pripadé potreby
— rychla regenerace sliznice 2
— pfitomnost slin - dostateCné mnozstvi vodného média pro rozpusténi API

— nizka enzymaticka aktivita a neagresivni prostredi

— moznost vyuzit mukoadheze

==
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Vyzkum a vyvoj moderni oralni lekove formy

Dutina ustni jako aplikacni misto leku

Nevyhody a omezeni:
— mala absorpéni plocha ve srovnani se stfevem (100-200 cm?)

— silné bariérove vlastnosti keratinizovanych oblasti sliznice dutiny ustni

{E
—
a

— slizova vrstva schopna vazby léCiva

H

— kontinualni sekrece slin vedouci k fedéni a odplavovani APl do nizSich partii GIT -
— agresivni vliv napoju, potravin, Zvykani a mluveni

— potencialni patologicky stav dutiny ustni
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Vyzkum a vyvoj moderni oralni lekove formy

Pouzivane oralni lekové formy

Oralni pripravky (Oromucosalia)
— pevné, polotuhé nebo tekuté pripravky obsahujici jednu nebo vice LL, urCené k podani do
ustni dutiny a/nebo ustni Casti hlitanu k dosazeni mistniho nebo systémového ucinku

— dle Iékopisu lze oralni pfipravky rozdélit do dvou zakladnich kategorii:

« léekoveé formy s mukoadhezivnimi vlastnostmi
« formulace, u kterych mukoadhezivni vlastnosti nejsou pozadovany (orodispergovatelné)

CESKY
LEKOPIS
2017

DOPLNEK 2020
bad *

1.a 2. DIL
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Vyzkum a vyvoj moderni oralni lekove formy

Farmakoterapeuticka
skupina

Pouzivané oralni lekoveé formy

354 Védecka priprava pro ZL

— Lokalni antiseptika

\ J
r N
— NSAIDs
\ S
s Y

—  Kortikosteroidy

r Y
— ATB
L A
~ ~

= Antimykotika

Léciva k terapii
slinnych zlaz

( Cetylpyridinium
Chlorhexidin
Triclosan

\_Gentianova violet’

' Y
Benzydamin

Flurbiprofen
Cholin salicylat

Triamcinolon

Dexamethason
\ ~
- ~
Hexetidin
Fusafungin
L ~
4 3
Klotrimazol
Nystatin
Natamycin
\ ~
(" Atropin A
Pilokarpin
Neostigmin

\ Acetylcystein J

Lékové formy

Kloktadla

Ustni vody
Roztoky na dasné

Oralni roztoky,
suspenze, kapky,

spreje
Glazury
Oralni gely, pasty

| | Gely, pasty na
dasné

Pastilky

Sublingualni
tablety
Bukalni tablety
Oralni tobolky

Zvykaci tablety

MA filmy, disky,
tablety
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Vyzkum a vyvoj moderni oralni lekove formy

Obchodni i
Vyrobce ] Uc¢inna latka Indikace
nazev

Inovativni terapeutické systémy a jejich vyzkum a vyvoj

BUkéIni filmy Theraflu d-extrometorf-an/ nachlazeni
Novartis difenhydramin
— delSi setrvani na sliznici dutiny ustni — mukoadheze GasX simetkon nadymant
f Listerine silice ustni hygiena
’ rv ’ . . ’ v r s v . , r s v Pfi
— kryti — sniZzeni bolestivosti, zvySeni uc¢innosti lokalni [écby | sudared e T [epas—
Chloraseptic benzokain/mentol bolest v krku
InnoZen
- Suppress mentol drazdivy kasel
Filmy dispergovatelné v Ustech NiQuitin nikotin odvykani koufeni
Sildenafil ; ) o
_ diseminované léze horni &asti dychacich a polykacich cest sandoz S eredtint dysiuntee
rychlé rozpouéténl,/ rozpad IL:J.IItra Canker benzokain/mentol bolest v krku
— ilm
- S Zuplenz ondansetron nauzea, zvraceni

MonoSol

buprenorfin/nalox
Rx

Suboxone zavislost na opioidech

b X

on
Tesa Zolmitriptan o
o zolmitriptan migréna
Labtec Rapidfilm
— BREAESY — Risperidon ) ; ; ;
I - Hexal AG risperidon schizofrenie
355 Védecka priprava pro ZL o p—— HEXAL
Breakyl
¢ J Meda i fentanyl prulomova bolest
buccalfilm



https://www.mdpi.com/1422-0067/21/13/4728

Vyzkum a vyvoj moderni oralni lekove formy

Oralni filmy — vlastnosti a slozeni

— komfortni, diskrétni LF

— vyhodnéjsi vlastnosti nez bukalnimia ODT

— nestabilita ve vinkém prostredi

— omezena velikost a hmotnost

356 Védecka priprava pro ZL

Filmotvorné polymery

 zajistuji mechanickou odolnost filmu a
vhodné chovani pri aplikaci

e urCuji typ OF (BMF: derivaty celulosy,

chitosan, karbomery; ODF: pullulan,
derivaty Skrobu)

Plastifikatory

* Snizuji  teplotu  skelného  prechodu

polymeru, tim zvySuji flexibilitu a redukuji

kfehkost filmu (napr. glycerol,
propylenglykol, sorbitol)

» rozpoustedla, plniva, barviva, chutova
Korigencia, urychlovace vstrebavani,

stimulatory tvorby slin, aj.



https://www.mdpi.com/1422-0067/21/13/4728

Vyzkum a vyvoj moderni oralni lekove formy

Oralni filmy - metody pfipravy a vyroby

Film ‘ Sufem Dévkovaé
| T L e
AW Al (4 \
metoda odparovani rozpoustédia extruze taveniny
(solvent casting) , (hot-melt extrusion)

elektrostat. zvlaknovani

sprejové nanaseni

impregnace

N1
D

metoda tisku lé&iva I

M
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Vyzkum a vyvoj moderni oralnl lekove formy

Oralni filmy — solvent casting technologie

silicate layer =
interlayer (cations Ca, Mg..)
M F vermiculite drug’s active matter solvent casting
A +

— mukoadhezivni vrstva — NaCMC, POE, @

hyaluronan, chitosan x kryci vrstva (EC, kostni =~ eneare

impregnation

tmel) gt
.:larf:::‘eepH
. . . . e residence time
— nystatin, CPX, chlorhexidin, nanokompozity — . » texture testing
mucoadhesive ora I film

modifikace uvolnovani (smér, Cas), setrvani
ODF
— filmotvorné maltodextriny, plastifikatory,

desintegranty

— BZD, bisulepin, moxastin
358 Védecka priprava pro ZL ,




Vyzkum a vyvoj moderni oralni lekove formy

Tiskové technologie v priprave Iékovych forem

— 2D (inkjet) i 3D (MSSE)
— Relativni jednoduchost procesu

— Perspektiva praktického uplatnéni — GAMU 2020 —

reseni uzivatelskeého rozhrani a pravniho ramce Spritart

1000mg oo
»/

o G s

depozice, flexibilita navrhu (velikost, tvar, forma) e T | N = =

— Individualizace davky, kombinace IéCiv, pfresna

— Nové funkcionality DDS — smart, maskovani chuti,

zvysSovani patient compliance a adherence

359 Védecka priprava pro ZL Hippokratés: ,,Lecte €lovéka, ne nemoc!” I E I[“) |



Vyzkum a vyvoj moderni oralni Iekove formy

Oralni filmy — printing technologie

— Rychla a nizkonakladova modifikace vyroby v malych Sarzich

— Moznost definovat davku, typ uvolnovani, tvar, velikost, barvu
atd.

— LF s vlastnostmi nedosazitelnymi  klasickou vyrobou
(kompartmentalizace, komplexni tvary)

— Pre/klinicka faze vyzkumu novych léCiv

— LF na miru pacientovi - davka, forma, stabilita (pfiprava v Case
potreby)

— Pripravalvyroba v misté potfeby — rozvojové zemé (outbreak)

360 Védecka priprava pro ZL




Vyzkum a vyvoj moderni oralni lekove formy

Oralni filmy — 2D tisk

— Vhodné pro nizké davky, citlivé API

— Presnost depozice pri vicevrstevnem tisku

361 Védecka priprava pro ZL




Vyzkum a vyvoj moderni oralni lekove formy

Oralni filmy — 3D biotisk

— Aplikace principu a techniky 3D tisku pro tisk biomaterialt do podoby jak Iékovych forem, tak
biomedicinskych objektu (implantaty, tkané, organy, aj.), nahrazujicich své prirodni
ekvivalenty

— Tisk bioinkoustu (bioinks = smési bunék a mezibunééné hmoty)

— 3 faze:
* Pre-processing (mapovani tkané a tvorba 3D modelu)
* Processing (tisk objektu z bioinkoustu pomoci 3D tiskarny)

« Post-processing (maturace vytiSténych objektu v biorekatorech)

362 Védecka priprava pro ZL




Vyzkum a vyvoj moderni oralni lekove formy

Oralni filmy — 3D biotisk
— Laserovy biotisk (Laser-based bioprinting)

« vyuziva laserovou energii pro vzorkovani bioinkoustl v trojrozmérném usporadani

« laser - energie - teplo - odparovani kapaliny - ejekce bioinkoustu do dané pozice

— Kapkovaci biotisk (Droplet-based bioprinting)

aplikace bioinkoustu na substrat ve formé kapek

— Mikroextruzni biotisk (Microextrusion-based bioprinting)

« extruze bioinkoustu ze zasobniku pres trysku tlakem vzduchu ¢i mechanickou silou na podklad

363 Védecka pfiprava pro ZL
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Vyzkum a vyvoj moderni oralni lekove formy
Oralni filmy — 3D biotisk

— PFiprava ODF metodou 3D tisku obménami kombinaci plastifikatort a filmotvornych polymera s cilem pripravy
optimalni nosné matrice pro potencialni zapracovani LL
— Vyuziti 3D tiskarny a optimalizace jejiho nastaveni pro tisk ODF o rozdilném slozeni

— Hodnoceni fyzikalné mechanickych vlastnosti pfipravenych ODF

— typ: HyperCube Evolution (dle Scott3D, USA)
— princip 3D tisku: mikroextruzni pistovy tisk

— firmware: Marlin (Open Source)

[ o |
G

— princip ovladani: systém prevodnich Femen
— 3D orientace pohybu:
— extrudéru = osa X (vlevo/vpravo) a Y (vpred/vzad)

— tiskova deska = osa Z (nahoru/dol()
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Vyzkum a vyvoj moderni oralni Iekove formy

Oralni filmy — 3D biotisk

ddddddddd

DEPOSITION ANO IN-PROCESS DRYING
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Vyzkum a vyvoj moderni oralni lekove formy

Oralni filmy — publikace
GAJDOSOVA, M., VETCHY, D., MUSELIK, J., GAJDZIOK, J., JURICA, J., VETCHA, M., HAUPTMAN, K., JEKL, V.: Bilayer mucoadhesive buccal films with prolonged release of
ciclopirox olamine for the treatment of oral candidiasis: In vitro development, ex vivo permeation testing, pharmacokinetic and efficacy study in rabbits, International Journal of
Pharmaceutics, in press.
ELBL, J., GAJDZIOK, J., KOLARCZYK, J.: 3D printing of multilayered orodispersible films with in-process drying, International Journal of Pharmaceutics, 2020, 575, 118883.
PECHOVA, V., GAIDZIOK, J., MUSELIK, J., VETCHY D.: Development of orodispersible films containing benzydamine hydrochloride using modified solvent casting method. AAPS
PharmSciTech, 2018, 19 (6), 2509-2518.
DANEK, Z., GAJDZIOK, J., DOLEZEL, P., LANDOVA, H., VETCHY, D., STEMBIREK, J.: Buccal films as a dressing for the treatment of aphthous lesions. Journal of Oral Pathology
and Medicine, 2017, 46 (4), 301-306.
LUKASOVA, I., MUSELIK, J., VETCHY, D., GAIJDZIOK, J., GAJDOSOVA, M., JURICA, J., KNOTEK, Z., HAUPTMAN, K., JEKL, V.: Pharmacokinetics of ciclopirox olamine after
buccal administration in rabbits. Current Drug Delivery, 2017, 14 (1), 99-108.
WALICOVA, V., GAIDZIOK, J., PAVLOKOVA, S., VETCHY, D.: Design and evaluation of mucoadhesive oral films containing sodium hyaluronate using multivariate data analysis.
Pharmaceutical Development and Technology, 2017, 22 (2), 229-236.
WALICOVA, V., GAJDZIOK, J., VETCHY, D.: Orodispergovatelné filmy, technologie jejich vyroby a specifické pomocné latky pro pipravu. Chemické listy, 2016, 110 (6), 424-429.
JEKL, V., HAUPTMAN, K., MINARIKOVA, A., KOHUTOVA, S., KNOTEK, Z., GAJDZIOK, J., MUSELIK, J., SEDLAK, L., VETCHY, D.: Pharmacokinetic study of benzylpenicillin
potassium after intramuscular administration in rabbits. Veterinary Record, 2016; 179 (1), 18-U59.
GAJDOSOVA, M., VETCHY, D., DOLEZEL, P., GAJDZIOK, J., LANDOVA, H., MUSELIK, J., ZEMAN, J., KNOTEK, Z., HAUPTMAN, K., JEKL, V.: Evaluation of mucoadhesive
buccal films containing nystatin. Journal of Applied Biomedicine, 2016, 14, 247-256.
GAJDZIOK, J., HOLESOVA, S., STEMBIREK, J., PAZDZIORA, E., LANDOVA, H., DOLEZEL, P., VETCHY, D.: Carmellose mucoadhesive oral films containing

MUNI
MED

vermiculite/chlorhexidine nanocomposites as innovative biomaterials for treatment of oral infections. BioMed Research International, 2015, art. nr. 580146.
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Vyzkum a vyvoj moderni oralni lekove formy
Oralni filmy — projekty

Projekt programu vyzkumu a vyvoje Ministerstva zdravotnictvi "Moderni Iékova forma pro terapii oralnich kandid6z", identifikaéni kod NT14477, zahajeni 2013-05-01, ukonc&eni
2015-12-31

Projekt programu vyzkumu a vyvoje Ministerstva zdravotnictvi " Mukoadhezivni filmy uréené ke kryti slizni¢nich defektl dutiny ustni ", identifikacni kéd NT11396, zahajeni 2011-01-
01, ukonc&eni 2013-12-31

Projekt programu ALFA "Modifikované materialy pro 1éEbu chronickych a akutnich ran a prevenci chirurgickych infekci ve zdravotnictvi" €. TA 01010244, zahajeni 2011-01-01,
ukonceni 2013-12-31

Projekt programu "Trvala prosperita" "Nové farmaceutické produkty na bazi polysacharidd”, evidencni Cislo 2A-1TP1/073, zahajeni 2006-01-01, ukon&eni 2011-12-31 (Clen
feSitelského tymu) RICHTER, J.: Nové farmaceutické produkty na bazi polysacharidi. MPO 2A-1TP1/073.

LANDOVA, H., GAJDZIOK, J., VETCHY, D., CUJANOVA, M., KOVAROVA, M., HAVLOVA, E., JAKESOVA, B., JURENOVA, L.: Formulace a hodnoceni mukoadhezivnich
flexibilnich film{ pFipravenych metodou impregnace. IGA VFU Brno No. 4/2011/FaF.

VETCHY, D., LANDOVA, H., GAIJDZIOK, J., WALICOVA, V., KOVAR, M., KULTANOVA, L., SZETEIOVA, S.: Bukélni filmy pro lokalni terapii kandidovych infekci. IGA VFU Brno No.
78/2012/FaF.

VALTUSOVA, M., VETCHY, D., GAIJDZIOK, J., DOLEZEL, P., LANDOVA, H.: Moderni Iékovéa forma pro lokalni antimykotickou terapii. IGA VFU Brno No. 96/2013/FaF.

WALICOVA, V., GAIDZIOK, J., KULHANKOVA, A., VETCHY, D., VALTUSOVA, M., FABIKOVA, M.: Pfiprava a hodnoceni matricovych oralnich film(i jako potencialnich nosi& 1&&iv.
IGA VFU Brno No. 308/2015/FaF.

HORAVOVA, H., BLAHACKOVA, D., GAJDZIOK, J.: Bioprinting - navod a instruktazni video pro predméty "Lékové formy vyssich generaci" a "Cviéeni diplomant(". IVA VFU Brno
No. 2019FaF/3130/77.
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Pouzite zkratky

— DU - dutina astni

— API — active pharmaceutical ingredient

— LL —1édiva latka

— NSAIDs — non-steroidal anti-
inflammatory drugs

— ATB — antibiotika

— MA — mukoadheze/mukoadhezivni

— LF — Iékova forma

— ODT - orodispergovatelna tableta

— OF — oralni film

— BMF — bukalni mukoadhezivni film
368 Védecka pfiprava pro ZL

— ODF - orodispergovatelny film

— MAF — mukoadhezivni film

— NaCMC - sodna sul karmelosy

— POE - polyoxyethylen

— CPX — cyklopiroxolamin

— EC - ethylcelulosa

— BZD — benzydamin

— MSSE — micro-semisolid extrusion

— DDS - drug delivery system
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Mukoadhezivni filmy urcené ke kryti
defektu sliznice dutiny ustni

Podporeno z programového projektu IGA MZ CR 2011-2013 s reg. & NT11396

MUDr. et MUDr. Zdenék Danék, Ph.D.
Klinika ustni, Celistni a obliCejové chirurgie, Fakultni nemocnice Brno
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Mukoadhezivni filmy uréené ke kryti defektu
sliznice dutiny ustni

Cil vyzkumu

Stomatitis aphtosa — aphtosis minor

370 Védecka priprava pro ZL
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Mukoadhezivni filmy urcené ke kryti defektu
sliznice dutiny ustni

Clenové tymu

doc. PharmDr. Jan Gajdziok, Ph.D. Pfiprava a vyvoj mukoadhezivni
doc. PharmDr. Mgr. David Vetchy, Ph.D. lékové formy

NEMOCNICE

FAKULTNI Klinické testovani
: BRNO

MUDr. et MUDr. Zdenék Danék, Ph.D.

¢ Klinické testovani

FAKULTNI
NEMOCNICE

sl MUDr. et MUDr. Jan Stembirek, Ph.D.

=
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Mukoadhezivni filmy

— Kryci vrstva a mukoadhezivni vrstva — mukoadhezivni polymery

» schopnost vytvaret s biologickymi povrchy adhezivni interakce

(slizova vrstva)
* vhodny polymer musi splnovat
o netoxiCnost, nedrazdivost, biodegradabilita
oodolny v prostredi fyziologického pH v dutiné ustni
o Vviskozné-elastické vlastnosti
orychlé prilnuti ke sliznici

o stabilita
372 Védecka pfiprava pro ZL
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Priprava mukoadhezivnich filmu

bez textilie — vzorek ¢. 1
bez PEO <

@]
textilie — vzorek &. 2 SN

0
OH OH
H 0] H 0
HO
HO =
() ()

S

Hydrofobni* |

bez textilie — vzorek ¢. 3 . e
e sodna sul
karboxymethylcelulézy
textilie — vzorek €. 4 (N a-CM C)

NaCMC + |
glycerol

bez textilie - vzorek €. 5 .
bez PEO
textilie - vzorek €. 6 PEO — polyetylenoxid

bez textilie - vzorek €. 7 NaCMC - sodna sl karboxymethylceluldzy
textilie - vzorek &. 8 * smés bilého vceliho vosku a bilé vazeliny

BB
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Pilotni studie

— Kilinicky test na 22 dobrovolnicich

(11 zen, 11 muzu)

« Schvaleno EK FNO (€. 152/2011)
* Hodnoceno pomoci hodnoticiho
dotazniku, informovany souhlas

* 3 filmy od kazdého vzorku

374 Védecka priprava pro ZL

— Sledované parametry:
* Doba setrvani filmu
* Pfi¢ina uvolnéni filmu

« Zpusob uvolnéni filmu

Vzorek 1

Doba setrvani filmu na sliznici
(min)

110

20

Pocit prekazeni v ustech
(ano/ne)

Pocit tlaku (ano/ne)

Pocit zvy$eného slinéni (ano/ne) |ne

Chut’/pachut’ (ano-jaka/ne)

Pric¢ina Spontanné
uvolnéni

filmu Miluvenim

Pii piti

Mechanismus | Odloupnuti celé
uvolnéni kryci vrstvy

filmu Postupné
olupovani kryci
vrstvy

Odlepeni celeho
filmu

Bolest (ano/ne)

Otok (ano/ne)

Svédéni (ano/ne)

Paleni (ano/ne)

ne

ne

Celkova reakce (nevolnost,
zvraceni)

zadna

ne
zadna

Problémy pii aplikaci (jake)

zadné

zadné

Zadné

Hodnoceni vzhledu filmu (1-
nejlepsi az S-nejhorsi)

Hodnoceni vzhledu filmu
(slovné — deformace filmu,
zména barvy, pola i)

Mimé

olamané

okraje

Jiné postrehy

Zpusobeno
teplym
napojem

» Subjektivni pocity béhem aplikace

* Vzhled filmu

= =
m e
O =




Pilotni studie

| |prémer min] _IsD {min] |min [min] |max [min] _

Klinicky test:
74.18 5.13 68.27 77.55

22 dobrovolniku 65.29 2.61 62.27 66.86

(11 zen, 11 muzu) 87.26 6.06 81.64 93.68

71.05 3.15 68.05 74.32

vybran film ¢.7
— NaCMC + PEO + EC

53.24 5.38 47.41 58.00

98.12 96.18 99.59

81.00 8.47 73.86 90.36

Vetchy et al., 2014
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0939641113003846

Klinicka studie — terapie aftozniho
onemocheéni dutiny ustni

— Vybrani pacienti s aphtosis minor
— Pricina multifaktorialni, odhad postizeni populace 5-60%

— Presny mechanismus vzniku neni zatim plné znam

— OhraniCené epitelialni nekrozy az vredy s cirkularnim
erytémem

— Vyskyt na nekeratinizujici sliznici

— Defekty do 1cm

— Neexistuje kauzalni leCba
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Klinicka studie — terapie aftozniho

onemocnhneni dutiny ustni

ici dotaznik — skupina pacientd 1éZena pamaci kryciha filmu

— Schvaleno EK FNO (€. 25/2013)
— Hodnoceno pomoci hodnoticiho
dotazniku, informovany souhlas
— 36 pacientu
 kontrolni skupina 18 — |éCena
pomoci Mundisal gelu
» experimentalni skupina 18 — leCena
pomoci mukoadhezivniho filmu +

Mundisal gelu

Védecka pfiprava pro ZL

1) Vypliiuje pacient

Potet dni vyskytu afty pfed zahdjenim terapie:

Hodnoceni | R*
bolesti na

stupnici

od 1-10
(viz. obr)

* F - rano. P — v pole;

IIIIIII

Vden

— Subjektivni:
 Hodnoceni bolesti — VAS

* Kritérium vyléCeni VAS < 2

— Objektivni:
* doba setrvani IéCiva vs. film

* méreni velikosti [éze

N1
D
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Klinicka studie - terapie aftozniho
onemocheéni dutiny ustni

Kontrolni skupina

Experimentalni skupina
S mukoadhezivnim
filmem

378 Védecka pfiprava pro ZL
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Klinicka studie - terapie aftozniho

onemocnheéni dutiny ustni

=

pain scale rate

= |

i
7
)

AN

SO

pain scale rate

]

o o o
T T T T T T T T T T T T

LMo LM I.LEv Il.Mo II.LMi ILEv Illl.LMo HI§Mi HlILEv IV.Mo IV.Mi IV.Ev V.Mo V.Mi V.Ev

379 Védecka priprava pro ZL

Krabicové grafy zaznamenavajici
BOLEST v jednotlivych Casovych
bodech

experimentalni skupina (nahore)

kontrolni skupina (dole)

(Tukey-Krameruav test s
Nemenyiho upravou, p<0,05)
(Mo — rano, Mi — poledne, Ev —

vecer)
MUNI
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Klinicka studie - terapie aftozniho
onemocnheéni dutiny ustni

100 - o Relativni po€et (%) uspésné vylé€enych
o SN pacientll v jednotlivych asovych bodech
< 80 - m
£ 70 - 5 - . . : [
2 6 | h experimentalni skupina (bilé sloupce)
g 50 — |
> 40 - -
g 30 | kontrolni skupina (Sedé sloupce)
é 20 -
10 - |‘| Ty m ‘| ‘| _‘ _‘ W (Mo — rano, Mi — poledne, Ev — vecer)
0 S m - - - L L - - ‘ ‘ ‘
.Mo [.LMi LLEv Il.Mo Il.Mi Il.LEv Illl.Mo lll.Mi lIl.LEv IV.Mo IV.Mi IV.Ev V.Mo V.Mi V.Ev
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Klinicka studie - terapie aftozniho
onemocnheéni dutiny ustni

40

30

area [mm~2]
20

10

30 40 0

20

area [mm”2]

10
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Velikost lézi
v experimentalni (nahore)
a kontrolni (dole) skupiné
1., 3. a 5. den terapie.
Boxy zvyraznéné sedou barvou znazornuiji
casove body statisticky vyznamné odlisné

od prvniho zaznamu

(Tukey-Krameruyv test s Nemenyiho
upravou, p<0,05) MU
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Klinicka studie - terapie aftozniho
onemocnhneni dutiny ustni

O
o
)
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o
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~
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D
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Residence time (min)
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o o o o
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|
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Doba setrvani

filmu na sliznici (bilé sloupce) je 3,17x
delSi nez doba setrvani gelu na sliznici u
kontrolni skupiny (Sedé sloupce).

(t-test, p<0.001)
(Mo — rano, Mi — poledne, Ev — vecer)

Danék Z, Gajdziok J, DoleZel P, Landovda H, Vetchy D, Stembirek J.
Buccal Films as a Dressing for the Treatment of Recurrent Aphthous
Stomatitis. J Oral Pathol 2017, Apr;46(4):301- 306
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Klinicka studie - terapie aftozniho

onemocnheéni dutiny ustni
Vysledky

Snizeni bolestivosti
Experimentalni skupina - 3.den

Kontrolni skupina - 5.den

Experimentalni skupina - 3,17x delSi kontakt Ié€iva s l1ézi nez kontrolni skupina
Prekryti léze Rychlejsi hojeni

4

Prodlouzeni doby kontaktu léCiva
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Mukoadhezivni filmy urcené ke kryti defektu
sliznice dutiny ustni

Vize

Inkorporace nanokompozitniho nosice latek do mukoadhezivniho filmu
(patent)

ZlepsSeni vlastnosti mukoadhezivnich filmu, prodlouzeni doby setrvani
filmu na sliznici

Klinické studie

Budoucnost % prevedeni do praxe

==
m e
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Oralni mikrobiom u pacientu s nadorovym
onemocnéenim hlavy a krku

PodpoFeno z prostiedkl Lékaiské fakulty MU Juniorsky vyzkumnik — ROZV/28/LF4/20
MUDr. et MUDr. Zdenék Danék, Ph.D.
Klinika ustni, Celistni a obliCejové chirurgie, Fakultni nemocnice Brno
doc. RNDr. Petra Borilova Linhartova, Ph.D., MBA
Stomatologicka klinika, Ustav patologické fyziologie, Ustav Iékafské genetiky,
Lékarska fakulta, Masarykova univerzita Brno
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Oralni mikrobiom u pacientu s nadorovym
onemocnenlm hlavy a krku

e 2 }1 /0. "_

AR
i
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Oralni mikrobiom u pacientii s nadorovym
onemocnhenim hlavy a krku

Faktory ovlivaujici oralni mikrobiom — alkohol

— Asociace s celkovym sloZzenim 4mm  Nadmerne uzivani alkoholu

r r - . 4 r ‘
oralniho mikrobiomu a mnozstvim ] L
2 a vice napoju/den

specifickych taxonu
[ )

« ZvySeny pocCet Neisseria 3 a vice napoju/den 'n‘

(metabolizace etanolu na

acetaldehyd!!!) Q
— Vycerpani komenzalu, prostor pro ‘ Nadoroveé onemocnéni hlavy a krku
potencialni patogeny EZ:’OOJSXSt%;emOC”em GIT
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5914044/

Oralni mikrobiom u pacientu s nadorovym
onemocnenim hlavy a krku

Faktory ovliviujici oralni mikrobiom — koureni

Snll'igpzovy’/skyt Zvlz'lése’nk)'/o vyskyt
U Kuraku U Kuraku
1 I FA FA KEGG Pathwa
— Rozdily mezi kuraky a nekuraky B e
)] o] || Citrate cycle (TCA cycle)
, L B e smamirpoes roucaer
— Nebyl rozdil mezi byvalymi kuraky B & SN | DI Ghicnensecenl aoian
—] — BB Inositol phosphate metaboism
A = . == gmmbon pativways in prokaryotes
a nekura ky m g | jamy BEENES e phosphonyiation
EERSSERERSEENEN===== .-
) . , =l T e
« Zmeény nejsou permanentni == i = Copoactam degradaton
== EEEEEEEEEEEE oo i s o
o3 oo it
— Muze podporovat anaerobni oralni B 75 9/0m3tic hycrocarton degradtion
8 I S S S B Styrene dagradation
o JAP—. B SSESSSSSEEEEE .o
prostfedi a bakterialni komunitu se ~ EESEEEEEEEEEEEIEEEEE  odsecassomvess
ER Y= v A D 2899 §EBL L8 EE
. . i g § ¢§> g' 5 % § § § = s Color Key
zménénou schopnosti £ 5 %a .§§ 2gds : %g g g 2 gf é . W ). etal., 2016
> K <5 2B "%4% 08 0 05
. . 4 8 e 8 2 3 ﬁ arman correlation
xenobiotické degradace WA i L - MU T
A TP P P g T
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https://www.nature.com/articles/ismej201637

Oralni mikrobiom u pacientu s nadorovym
onemocnenim hlavy a krku

Spinocelularni karcinom ustni dutiny (OSCC)
— nejCastéji se vyskytujici malignita v orofacialni oblasti
— Incidence 4,2/100 000 obyvatel

— mortalita 2,2/100 000 obyvatel

Narodni onkologicky registr CR

Spinocelularni karcinom hrany jazyka Spinocelularni karcinom spodiny dutiny Ustni

389 Védecka priprava pro ZL
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Oralni mikrobiom u pacientu s nadorovym
onemocnenim hlavy a krku

Spinocelularni karcinom ustni dutiny (OSCC)
_ Casty zachyt pozdnich stadii

— Spatna prognéza

— Hledani biomarkeru pro v€asnou diagnostiku

— Prognostické biomarkery

Pokrocilé stadium spinoceluldarniho karcinomu alveolu dolni Celisti

390 Védecka pfiprava pro ZL
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Oralni mikrobiom u pacientu s nadorovym
onemocnenim hlavy a krku

Vztah oralni mikrobioty a spinocelularniho karcinomu ustni dutiny

Rizikové faktory

Alkohol Koureni Malhygiena

DYSBIOZA

391 Védecka priprava pro ZL

Streptococcus oralis
Granulicatella elegans
Granulicatella adiacens

Corynebacterium matruchotii

Zhang et al., 2020

Oral Microbiota
Equilibrium Disrupted

promoting oral
cancer progression

Fusobacterium nucleatum

Porphyromonas catoniae dhronicinflammation

trigger OSCC

playing pathogenicrole
Prevotella intermedia in periodontitis
Catonella morbi and endodontic infection

Campylobacter rectus

fermentation products

. stimulateoral infections
Peptostreptococcus stomatis

Aggregatibacter segnis
Gemella morbillorum

Capnocytophaga leadbetteri
Abundant in tumor site
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Oralni mikrobiom u pacientu s nadorovym
onemocnéenim hlavy a krku

Spinocelularni karcinom ustni dutiny
Oralni dysbioza

1 | | | | | l | I
48 -36 -24 -1.2 00 12 24 36 438

— Vétsi bakterialni diverzita ve vzorcich zis kPaGERE lleg e
'l N | [ |
)4 v 4 Ié V4 r L . Fusobacterium _
stérem z tumoru nez z normalni oralni sliznice BT ammociinians
¢ anoprevatelia [
ccccccccccccc [—————
v . v s . ’ . ' Selenomonas e
— Nekolik operacnich taxonomickych jednotek S
© Parvimonas |
. , . , Peptostreptoco':c cccccc _XI_G_7_ _
asociovanych s Fusobacterium — dobry e
$ e __
diagnosticky potencial pro OSCC e R
© Peptacoccus e
Lachnospiraceae G 7 _
I oo :
= baculum
I -o-cohaes
_ Granulicatella
==
[ S .,
_HZfﬁ:;’fJ;'Lim z |V| U N I
v f v -4 -2 0 2 4
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https://www.nature.com/articles/s41598-017-11779-9

Oralni mikrobiom u pacientii s nadorovym
onemocnenim hlavy a krku

Spinocelularni karcinom ustni dutiny
Oralni dysbioza

Produkce kancerogennich metabolitt Inhibice apoptézy

— P. gingivalis a F. nucleatum O O & g 4
O~ O
. , . : O
asociované s OSCC, ale etiologie ~ ~ © > "2 - T
_ i DNA adducts > JAK1/STAT3  —{p53 bunecne
nejasna Mutations A miR-203 > B-catenin proliferace
- STAT3 A > NF-kB A\ Cyclins
v s 0 v Buriky -> NF-kB Oralni epitel
* narusena funkce puvodnée S NS 2
i i , , cytokin
. ’ ‘“ . . munty Q/Q Yo MMPs ﬁ
pasivniho™ mikrobiomu v Pronadorové My
? O \ mikroprostredi Stamness Yo

e prispiva k progresi nadoru tim,

1:{ Porphyromonas gingivalis '\‘{_\_\ Fusobacterium nucleatum () Streptococcus spp. () Neisseria 5pp.|
ze udrzuje chronicky zanét? MUNI
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https://link.springer.com/article/10.1007/s40496-019-0215-5#citeas

Oralni mikrobiom u pacientu s nadorovym
onemocnenim hlavy a krku

Selection by _ Expression of

\eo the tumor o~ pro-inflammatory
"9 o® micro-environment microbial
. e)o! attributes

Nole, e, /s ™ Q ‘ \

Sustained inflammation:
Tumor proliferation
Tumor invasion

Tumor metastasis

iy w
>
© -
o © -

Oral microbiome Passenger Driver
intra-tumor intra-tumor
microbiome microbiome
Lipopolysacchride Flagella ®-e-0-® Peptidases l\f Superoxide @ Iron transport W”
synthesis assembly (0 dismutase © 2019 J5U/AAM

Al-Hebshi et al., 2019
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https://link.springer.com/article/10.1007/s40496-019-0215-5#citeas

Oralni mikrobiom u pacientii s nadorovym
onemocnenim hlavy a krku

Cile studie

— Determinace rizikovych faktoru (oralniho mikrobiomu) pro rozvoj nadorového bujeni

— Analyza vzajemnych interakci mezi mikrobiotou a hostitelem v kontextu oralniho

spinocelularniho karcinomu

— Prikaz Ci vylouCeni pritomnosti bakterialni DNA v metastaticky postizenych

lymfatickych krCnich uzlinach

— Komparace oralni mikrobioty pacientu s oralnim spinocelularnim karcinomem

v zavislosti na stavu jejich dentice

395 Védecka priprava pro ZL




Oralni mikrobiom u pacientu s nadorovym
onemocnenim hlavy a krku

Originalita vyzkumného projektu

— Oralni mikrobiom jako prediktivni marker
— Druhova rozmanitost intratumorézni mikrobioty

— Pritomnost mikrobioty v metastatickeé tkani

396 Védecka priprava pro ZL
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3D Virtualni planovani a rekonstrukce
dolni Celisti

Projekt spoluprace a vyvoje s komercni sférou

MUDr. et MUDr. Zdenék Danék, Ph.D.
Klinika ustni, Celistni a obliCejové chirurgie, Fakultni nemocnice Brno
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3D virtualni planovani a rekonstrukce dolni

celisti

Rekonstrukce dolni Celisti voln

Planned internal Incision

oblique harvest

Bone cuts s
lliac artery

ASIS

Pubic tube

Inguinal ligament

398 Védecka pfiprava pro ZL
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https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-319-43854-2_3

3D virtualni planovani a rekonstrukce dolni
celisti
Rekonstrukce mandibuly vaskularizovanou fibulou — kazustika

— Spinocelularni karcinom processus

alveolaris mandibulae I.sin — G1
— T4aNOMO
— Resekce celisti s prerusenim kontinuity

v

— Nutnost rekonstrukce k obnoveni funkce

(bez rekonstrukce invalidizace pacienta permanentnni tracheostomii a gastrostomi)

399 Védecka pfiprava pro ZL
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3D virtualni planovani a rekonstrukce dolni
celisti

3D planovani rekonstrukce dolni Celisti

Virtualni a tistény model Eelisti s pfenesenym fibularnim stépem
(v porovnani z pavodnim tvarem mandibuly)

400 Védecka pfiprava pro ZL
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3D virtualni planovani a rekonstrukce dolni
celisti

3D planovani rekonstrukce dolni Celisti

Virtualni a tiStény model fibuly s fezaci Sablonou

401 Védecka priprava pro ZL



3D virtualni planovani a rekonstrukce dolni
celisti

3D planovani rekonstrukce dolni Celisti

Tistény model mandibuly s fezacimi Sablonami

402 Védecka priprava pro ZL
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3D virtualni planovani a rekonstrukce dolni
celisti

3D planovani rekonstrukce dolni Celisti

Pfedoperacni pfiprava osteosynteticke titanovée dlahy

=
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3D virtualni planovani a rekonstrukce dolni
celisti

Perioeraéni faze rekonstrukce dolni Celisti — odbér stépu

Odbér fibularniho stépu, prilozeni fezaci Sablony na fibulu a positioning stépu do rekonstrukeni dlahy

I\/| E



3D virtualni planovani a rekonstrukce dolni
celisti

Perioeracni faze rekonstrukce dolni Celisti

Resekce tumoru, positioning Stépu a finalni rekonstrukce mékkych tkani dutiny ustni

405 Védecka priprava pro ZL
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3D virtualni planovani a rekonstrukce dolni
celisti

Pooperacni stav rekonstrukce dolni Celisti

Stav pul roku po zhojeni v dutiné ustni, situace na rentgenu, vysledny outcome pacienta

406 Védecka priprava pro ZL
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3D virtualni planovani a rekonstrukce dolni
celisti
Ekonomika 3D planovani rekonstrukce dolni Celisti

150.000,- Ké
® * planovani
Stl"y kep  TFezaci Sablony
* rekonstruk¢ni tisténa individualni dlaha
neni v CR

100.000,- Ké
planovani
DePuy Synthes - Fezaci $ablony
companics o fohmonafohmmon * rekonstrukéni tiSténa individualni dlaha

¥ , 50.000,- K&
Ceska cesta planovani

’ * Tfezaci Sablony
(m Laboratory I * rekonstrukcni dlaha Synthes + ZP

30 i

uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu

==
m e
O =

407 Védecka priprava pro ZL

=



3D virtualni planovani a rekonstrukce dolni
celisti

Biologicka presnost

Potrebujeme ji?

Tistené osteosyntetickeé dlahy na miru VS.

Je snaha o absolutni presnost
pri planovani rekonstrukcnich
operaci tou spravnou cestou?

408 Védecka priprava pro ZL




Pouzite zkratky

— EC - etylceluloza

— PEO - polyetylenoxid

— NaCMC - sodna sul karboxymethylcelulézy
— EK FNO - Eticka komise Fakultni nemocnice Ostrava
— VAS - visualni analogova Skala bolesti

— IS — imunitni systém

— NO — oxid dusny

— MZ — monozygotni dvojCata

— DZ — dizygotni dvojcCata

— GIT — dastrointestinalni trakt

— OSCC - spinocelularni karcinom ustni dutiny
— CR - Ceska Republika

— G1 — dobre diferencovany karcinom

409 Védecka pfiprava pro ZL
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Moderni metody pri studiu vyvoje

a udrzovani vitality zubu

Mgr. Jan Krivanek, Ph.D.
Ustav embryologie a histologie
Lékarska fakulta, Masarykova univerzita, Brno

410 Védecka pfiprava pro ZL 2020 jan.krivanek@med.muni.cz
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Predstaveni vyzkumnika a jeho tymu

Jan Krivanek, Ustav Histologie a Embryologie, LF, MU

— NasSe vyzkumna skupina se zabyva primarné studiem vyvoje zubu, jeho regenerace,
reparativnich procesu, fyziologie a studiem funkéni mikrostruktury.

— Studujeme procesy, které vedou ve vyvoj komplexnich organovych systému od pocatecnich
kmenovych bunék po piné diferencované funkéni soustavy.

— Drtiva vétSina naseho vyzkumu probiha in vivo. Jako modelovy systém vyuzivame fadu
rizné geneticky upravenych mysich kmenu a nejnovéjsi metody genetického znaceni,
vizualizaCnich metod nebo transkriptomiky na jednobunééné urovni (SCRNA-seq).

— Nékteré vysledky ziskané ze studia vyvojovych a regeneracnich procest v modelovych

systémech kombinujeme s poznatky humanni mediciny a snazime se tak poodhalit

potencial lidské regenerativni mediciny.  https://www2.med.muni.cz/histology/jan-krivanek/ 1
411 Vadecka pfiprava pro ZL ) @KrivanekLab Il
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https://www2.med.muni.cz/histology/jan-krivanek/

Moderni metody pri studiu vyvoje a

udrzovani vitality zubu
Obsah prednasky

— Zub = zivy organ

— Kontinualné rostouci zuby jako modelovy systém pro studium vyvoje — Pro€C mys?
— Moznosti genetického mapovani vyvoje in vivo

— Single-cell RNA-seq (Transkriptomika na urovni jednotlivych bunék)

— Moderni 3D zobrazovaci metody (lightsheet a konfokalni mikroskopie, live-imaging, uCT,

FIB-SEM)

=
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Zub = zivy organ

* Primarni funkce zubu: Pfijem a zpracovani potravy

« Sekundarni funkce zubu: Artikulace feci, nonverbalni komunikace, senzorické vlastnostsi

 V dospélém zubu je neziva pouze sklovina (avaskularni, bez nervu, bez bunék), zbytek
zubu je Ziva, inervovana, cevné zasobena a metabolicky aktivni tkan

« Zub reaguje na podnéty z okoli — tvorba terciarniho dentinu, zanét, aktivace kmenovych

bunék, zmény v ukotveni do zubniho ltZka (princip ortodoncie)

==
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Kontinualne rostouci rezaky — ProC mys?

Clovék MyS

414 Védecka pfiprava pro ZL



Kontinualne rostouci rezaky — ProC mys?

Continuously growing
mouse incisor

Incisor
Growth area

Molars with stem cells

/

Enamel

415 VédecCRe

« Charakteristické znaky mysi dentice
o Zubni vzorec 1-0-0-3
o Monofyodontni, heterodontni chrup
o Hypselodontni rezaky

o Brachyodontni stoliCky

UCT sken mysi hlavy se

zvyraznenou sklovinou




Kontinualne rostouci rezaky — ProC mys?

Continuously growing

mouse incisor Stem cell
..oo’.‘.:oo% area
TR A S L

Growth area o'.""
with tem cells

Incisor

Dentin . Molars

/ .

Pulp

« Kontinualné rostouci komplexni organ — doba kompletni obnovy zubu jsou asi 4 tydny
* Presné fizeny rust a jeho kontrola — po ustipnuti konce zubu dochazi k akceleraci rustu
« Kontinualneé aktivni nika kmenovych bunék dvojiho typu (mezenchymalni a epitelialni)

* Moznost studia epitelo-mezenchymalnich interakci a diferenciacnich procesu

 Modelovy systém pro studium amelogeneze a dentinogeneze i celkovée odontogenez?\/I

UN I
MED
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ProC mys?

« Mys je modelovy organismus savcu
o Relativhé snadna péce a manipulace
o Biologicka podobnost s Clovekem
o Kratka generacCni doba, kratka doba gravidity
o VyS8Si mnozstvi potomku ve vrhu (5-15)

o Dostupné inbredni kmeny Wikimedia Commons

o Osekvenovany a detailné studovany genom

o Dostupné desetitisice riiznych genetickych modifikaci

\/.X The Jackson | M PC ALLEN BRAIN ATLAS
Laboratory ATA BORIAL T

a dalsi...
>11500 kmenu geneticky 6440 ofenotypovanych mutaci Expresni databaze béhem vyvoje i v
definovanych mysich kmenu rdznych genu dospélosti I\/I
417 Védecka pfiprava pro ZL
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Single-cell RNA-seq

Analyza genove exprese na urovni jednotlivych bunek

418 Védecka pfiprava pro ZL
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Continuously growing mouse
incisor

Growth area
with stem cells ,

In vivo validation

FAC

Bioinformatic analysis

f .

Single-cell

] see° Mesenchymal

.......

RNA-seq
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ProcC je scRNA-seq tak revolucni metoda®?

Northern blot Desetitisice bunék nutnych pro analyzu exprese 1 genu

gRT-PCR Tisice bunék nutnych pro analyzu exprese 1 genu

Chip array Tisice bunék nutnych pro analyzu exprese desitek az stovek genu
Single cell RNA-seq Analyza exprese tisicll genti z kazdé jednotlivé bunky

Kodujici geny
TranskripCni faktory

Ligandy
1 burika “KOMPLETNiI* Receptory
¥ A . Strukturni gen
(kavzda transkriptom geny
bunka) mMiRNA‘s
Spliced variants

RIK's
420 Védecka priprava pro ZL .



Jaky typ informace ziskame?

Kvalitativni informace o genové expresi

« Kvantitativni informace o genové expresi

« Klastrovani bunék podle podobnostech na zakladeé jejich genové exprese

» Definovani hlavnich a menSich bunécnych populacich

» ldentifikace dosud neznamych bunécnych populaci

« Zjisténi exprese novych genu ve znamych nebo neznamych populacich

« Zjisténi funkce neznamych bunéénych populaci

 Mapovani ,,Gene Regulatory Network“ — sledovani vyvojovych drah

* Vytvoreni interakéniho schématu — vzajemna interakce riuznych bunécénych typu (ligandy a

receptor
421 Védecka pﬁgrava %)/rz ZL
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Analyzovane bunky

https://archive. nyafuu org/vp/thread/13912417/
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Klastrovani dle vybranych parametru
(genoveé exprese)
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Analyzou vlastnosti (hodnot genové
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exprese) jednotlivych bunék
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(exprese  ruznych kombinaci
ligandu a receptorll) a jak jsou na
tyto interakce pripravené (exprese
efektorovych genu riznych

signalnich cest)
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Vyvoj

Analyzou podobnosti v genoveé
expresi jednotlivych bunék jsme
schopni predpoveédét nejen jaké
bunky jsou si podobnéjsi nebo
rozdilngjSi, ale také uréit ktera
bunka je vyvojové mladsi (vice
,kmenova*) nebo VYyVOjove

diferencovanéjsi (,,dospélejsi‘).
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Komplexni

ee/

organ v Zijicim
organismu
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Tvorba , Dental Cell Type Atlas”

SCRNA-seq




Cdh5
Plvap
Tie1
Ptprb
Eltd1

t-SNE

(T-distributed Stochastic Neighbor Embedding)
Machine learning algorithm for visualization
Nonlinear dimensionality reduction technique

Ecscr

Robo4

Ushbp1

Myct1

Podxl
=
k. »
&
o Tk
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Endothelial cells
Cdh5

Plvap

Tie1 f
Ptprb

Eltd1

Ecscr

Robo4

Ushbp1

Myct1

PodxI
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32968047/
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Detailni analyza dentalniho EPITELU

Dental cell types of epithelial origin

W

Ameloblasts
(Inner enamel epithelium)

Stellate reticulum

Outer enamel epithelium

Stratum intermedium

4 Outer enamel epithelium
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cypost @@
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&) progenitors
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leukocytes pqlP {“- a8 Glia
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“ #»2¢  Dental follicle
S cells
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Perivascular cells
Alveolar (Pericytes and
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Diferenciacni trajektorie
ameloblastu

4 Outer enamel epithelium

Stratum intermedium Slcoda
Rab3il1 @ Th
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Transition from preameloblasts
into all ameloblast stages mapped

Stellate reticulum
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Cuboidal layer e
nové popsany bunécny typ v zubu " Fry ~ 4 \ 5 S|

4 Outer enamel epithelium

8 Stratum intermedium Slco4da1

Rab3il1 . Th
Pmch ‘& Amer1
Cyp2s1 s Q ‘ ‘ <

Am. Maturation O

Klk4 1 O

Gpr155
Slc34a2 (
Am. Secretory

Enam 5

Amelx
Ctnna2

Oxygen and ion transportation Cygb, Nphs
Backbone - junctional complexes Kirrel2, Jph4
Supportive role in ameloblasts differentiation  Gnrh1, Paqr5
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RYR2* ameloblasty

4 Outer enamel epithelium
Slcoda1

8 Stratum intermedium
Rab3il1

Ctnna2

Cation channels Piezo2, Trpm2, Trpma3,
Trpm6

Calcium-dependent genes  Itprl, Ryrl, Ryr2
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Secretory am.
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OEE progenitory

Egr1 : Fos ,

4 Outer enamel epithelium
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Detailni analyza dentalni PULPY
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Detailni analyza dentalni PULPY
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Odontoblast branch analysis
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Apical pulp

Distal pulp.

RNA-velocity analysis

Analyza VYVOJOVE DYNAMIKY zubni pulpy
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|dentification of FoxD1* stem cells

IC5 Nove objevena populace
Lypd1 mezenchymalnich bunéek v tesne
. Hsd11b2 , . T APV ER
28,03 Hhip blizkosti labialni cervikalni klicky
s WY Sostdc1
b Foxd1
K ' 9 e Shisa2
- 8. ST WS Pepd
A g2 Dcbid1
} PRI Y Tnc
- il - 4 Perp
-, o S100a10
7“:»* Postn

Jak zjistit funkci nové popsanych Foxd1* bunék v kontinualné rostoucim mysim rezaku?
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Sledovani vyvoje in vivo

* Primé pozorovani

» Jednoduchost, presnost
* Metodu je mozné vyuzit pouze u transparentnich organismu — ¢asto vyuzivano u bezobratlych,
pripadné ryb nebo obojzivelniku. Klasické modelové organismy: D. rerio nebo C. elegans
« Vyuziti barviv vazajicich se na bunky nebo extracelularni matrix (napf¥. Dil, Calcein)
* Relativné jednoducha aplikace
» Nespecificita, nutnost pfesné manipulace, kratkodobost znaceni (vyfedovani, nestabilita)
« Znaceni pomoci analogt tymidinu (BrdU, EdU)
» Sledovani aktivity délicich se bunék
* Presna metoda, mozno vyuzit univerzalné bez ohledu na modelovy organismus nebo dobu aplikace

* (omezeno pouze na bunky, které nové tvori DNA)

==
m e
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Sledovani vyvoje in vivo

* Genetické metody
« Presné cileni, vysoka specificita, velmi Siroké moznosti uplatnéni, riznorodost, dostupnost
mnoha jiz pfipravenych systému, variabilni vyuziti

* Nevyhody: Naro¢na a dlouhodoba pfiprava novych konstruktu

« Mezi genetické metody spada cela fada riznorodych metod. Mezi nejrozSifenéjsi patfi systémy:
 Cre/CreERT2

* Floxed

 TetON/TetOFF

« Cell barcoding

==
m e
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Lineage tracing!

Metoda umoznujici provézt rizené genetické zmeény v konkrétnich bunikach

445 Védecka priprava pro ZL



Kde se vzal GFP?

* Geneticky kod je univerzalni napfi¢ druhy

* Moznost tvorit hybridni organismy — zakladni predpoklad genetického inzenyrstvi

KGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDARY GKLTLKFICTTGK
PWPTLVTTFSYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEBYVQERTIFFKDD
446 Védecka priprava pro ZL YKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADK
NGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSK
NEKRDHMVLLEFVTAAGITHGMDELYK

Saler, 2019
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Blog Post | September 23, 2011

- CRE LOX BREEDING FOR BEGINNERS, PART 1 \/-X

Peter Kelmenson

The Jackson
Laboratory
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ey .-~ "4
"

i
-
---------------- .

GFP fluorescence confirms Cre activity in expected tissues




Knockout v heterozygotni
formeé

Cre-lox Tissue-Specific Knockout

—HE e —

t el

Knockout v homozygotni
forme

—h o —

Cre-lox Tissue-Specific Knockout, cont.

—_—— Y e »-m-)- y -

Liver-specific cre transgene homozygous loxP “floxed” mouse
Ex: B6.Cg-Tg(Alb-Cre)21Mgn/J hemizygous cre homozygous “floxed” mouse

(Stock No. 003574) heterozygous “floxed” gene

Cre-lox mouse:
heterozygous for GeneX conditional knockout after 1 generation

« Stejné probiha ziskavani jinych transgennich organismu

e Mendelovska dédicnost

Blog Post | September 23, 2011

448 Védecka pfiprava pro ZL CRE LOX BREEDING FOR BEG|NNERS, PART 1 \/ox The Jackson

Laboratory

Peter Kelmenson




Konstitutivni vs. inducibilni systém

» U konstitutivniho systému dochazi ke stabilnim

genetickym zménam bez moznosti jejich ovlivnéni

* V inducibilnim systému muzeme genetickou zménu

iniciovat — nacasovat

Konstitutivni

Cell-specific promoter

-

<§¥_

V

|

Rosa26

—-

STOP

>— R —

Q_

LoxP

LoxP

1

Rosa26

i;?_

LoxP
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Osorio et al

.. 2016

Inducibilni

@ —l Cell-specific promoter ER
X
@ Rosa26 STOP
LoxP LoxP

nucleus

LoxP

cytoplasm



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030216306944

Vicebarevne systemy

» Transgen obsahuje vice genu kodujici riizné
fluorescencéni proteiny

* Dochazi k nahodné expresi téchto fluorescencnich

proteinu

* Moznost klonalniho genetickeho trasovani

Snippert et al., 2010

Conf ti (Brainbow 2.1)

LoxP _LoxP dX07 LoxP dxo7
—>Road blockHp>{ GFP { diA <H>{RFEHEEER <

Outcomes after Cre recombination

—p—{GiH dx -4— O
—B»—( YFP —@}—Q—

Nature Reviews | Cancer

450 Védecka priprava pro ZL Ellenbroek, van Rheenen, 2014 Livet et al., 2007
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867410010640

Prakticke vyuziti

|dentification of FoxD1* stem cells
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Vyuziti Foxd1¢¢ERT2 mys§iho kmene k
mapovani Foxd1* bunék in vivo

Identifikace nového typu dentalnich
mezenchymalnich kmenovych
bunek!

Krivanek et al. 2020
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Moderni 3D/4D zobrazovaci metody

« Zobrazeni na zaklade fluorescence

« Konfokalni mikroskopie, Lightsheet mikroskopie, Live-imaging (time-lapse)
« Zobrazeni pomoci 3D elektronové mikroskopie

 FIB-SEM (Focused lon Beam Scanning Electron Microscopy)

« SEM + sectioning

 TEM + tilt series
« Metody poc€itacové tomografie (CT)

* microCT

* nanoCT

452 Védecka priprava pro ZL



3D/4D zobrazeni na zaklade fluorescence

« Konfokalni mikroskopie

©)

©)

453 Védecka priprava pro ZL

Vyuziti laseru pro excitaci fluoroforu
Detekce odrazeného svétla o definované vinové délce po pruchodu pres pinhole —

detekce svétla pouze z jedné ,zaostrene” roviny

Detector

Zvétseni rozliseni klasické fluorescencni mikroskopie s |

II II
|
1 1 INumination

Moznost poskladat jednotlivé snimky a nasledné £\A / Pinhale

Confocal Pinhole

Dichroic

VytVOFenl’ 3D ObraZU mirror
Kombinace ruznych barev/fluoroforu

Limitem je samotna vinova délka svetla

Objective Lens

(maximalni rozliseni je polovina vinové délky)

Specimen

Focus [

Focal Plane
-

~

https://projects.cri-

paris.org/projects/GSZ

kydo3/blogentries



https://projects.cri-paris.org/projects/GSZkydo3/blogentries

3D/4D zobrazeni na zaklade fluorescence

= Lightsheet mikroskopie

O

O

umoznuji snimani i formou time-lapse —
nezbytnost pro sledovani vyvoje v case.

454 VVédecka priprava pro ZL

Stejné principy jako u konfokalni mikroskopie
ExcitaCni laser/y iluminuje vzorek ze strany pod uhlem 90°
Moznost vyuZzit dvou laseru

Zvyseni rychlosti (snizeni fototoxicity)

Confocal microscopy Light-sheet microscopy
bjective lens (f\l

Unaffected

Moznost otaceni vzorku béhem skenovani

=
§el
=
©
£
=
2

Konfokalni i Lightsheet mikroskopie

Detection

Pinhole rejects out-of-focus light
and confines the detection plane

Widefield detection with a CCD camera

Huisken et Stainer, 2009



https://dev.biologists.org/content/136/12/1963.short

3D/4D zobrazeni na zaklade fluorescence

Priklady vyuziti Lightsheet mikroskopie:

« Calcium releasing in brain:
« Zebrafish development:

« Zebrafish development

« Beating heart

 Adult mouse brain

455 Védecka priprava pro ZL

https://youtu.be/lppAwkek6DI

https://youtu.be/-WaseO2Vw50

https://youtu.be/yk7TWOtrphM

https://youtu.be/bQ4GWJI7F7eU

https://youtu.be/-QJIBOkDHOO

PIunger—\@

Syringe~|

Egg water

Agarose

Huisken et Stainer, 2009



https://dev.biologists.org/content/136/12/1963.short
https://youtu.be/lppAwkek6DI
https://youtu.be/-WaseO2Vw5Q
https://youtu.be/bQ4GWJ7F7eU
https://youtu.be/yk7TWOtrphM
https://youtu.be/-QJlBQkDH00

Lightsheet mikroskopie (live imaging)




3D elektronova mikroskopie

 FIB-SEM (Focused lon Beam Scanning Electron Microscopy)
o Vyuziti fokusovaného iontového (Gallium, Xenon) svazku pro presné odrezavani tenkych
platku vzorku v kombinaci se skenovaci elektronovou mikroskopii
o Umoznuje vysoké rozliseni na urovni SEM vCetné nasledné 3D rekonstrukce
o Narocna priprava vzorku, dlouha doba snimani, vysoka cena, technicky narocny proces

o Pfi snimani dochazi ke kompletnimu zni€¢eni vzorku, nemoznost sledovani objektu v Case

457 \/édecka priprava pro.ZL
\- SEM MAG: 96 x View field: 2.17 mm SEM MAG: 13 x View field: 16.5 mm

Hivac Det: SE erformance in nanospace Hivac [ Det: SE

SEM HV: 10.0 kV WD: 63.69 mm ‘ SEM HV: 10.0 kV ‘ WD: 63.69 mm




FIB-SEM

Image acquisition 2D image-stack registration 3D reconstruction

FIB ; progression

Patterned
” protective Pt pad

Y

Imaging
target (cell)

Credit: Jonty Hurwitz

Narayan et Subramaniam, 2015
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https://www.nature.com/articles/nmeth.3623.pdf?origin=ppub

FIB-SEM




Metody pocitacove tomografie (CT)

« Vyuziti techniky pocCitaCové tomografie s adaptaci na malé vzorky (microCT / nanoCT)
* Rentgenoveé zareni v kombinaci s rotaci vzorku

« Zobrazeni 3D struktury vzorku

« Rutinne pouzivana technika pro zobrazeni tvrdych tkani

* P¥i pozadavku zobrazeni mékkych tkani nutno pouzit rizné kontrastni techniky

 Nemoznost sledovani objektu v Case, vzorky jsou fixované
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X-ray detector

https://www.microphotonics.com/what-is-micro-ct-an-introduction/

461 Védecka priprava pro ZL



https://www.microphotonics.com/what-is-micro-ct-an-introduction/

Pouzite zkratky

= FACS - Fluorescence-activated cell sorting, Fluorescencné-rizené tridéni bunék

= LaCL - Labial Cervical Loop, Labialni cervikalni klicka

= LICL - Lingual Cervical Loop, Lingualni cervikalni klicka

= SCRNA-seq - single-cell RNA-sequencing, sekvenovani mRNA na urovni jednotlivych bunék
= {SNE - T-distributed Stochastic Neighbor Embedding

= OEE - Outer Enamel Epithelium, vnéjSi sklovinny epitel

* (BrdU, EdU) - Bromodeoxyuridine, 5-ethynyl-2'-deoxyuridine

= GFP - Green Fluorescent Protein, Zeleny Fluorescencni protein

= FIB-SEM - Focused lon Beam — Scanning Electron Microscopy

= TEM - Transmisni Elektronova Mikroskopie

= CT - Computed Tomography (uCT, micro computed tomography)
= Pokemon - Poketto Monsuta — kapesni priserky
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Odontogeneze — vyuziti alternativnich

modelovych organizmu

doc. RNDr. Marcela Buchtova, Ph.D.
Ustav experimentalni biologie
Prirodovedecka fakulta, Masarykova univerzita Brno
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Laborator molekularni morfogeneze

Marcela Buchtova (UZFG/OFI1Z MU)

— Vyvoj kraniofacialnich struktur a pfiCiny vzniku souvisejicich malformaci
— Komparativni odontogeneze
_ Uloha kmenovych buné&k ve vyvoji zubt

— Patogeneze spinocelularniho karcinomu, odontogennich tumoru a cyst v ustni dutiné
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Odontogeneze

Obsah
— Komparativni odontogeneze (tradicni vs. netradicni modelové organizmy, jejich vyhody a

nevyhody)
— Morfogeneze a regulace vyvoje nahradnich generaci zubu

— P¥iciny redukce vyvoje nahradnich generaci u nékterych modelovych organizmu se

zameérenim na bunécné a molekularni procesy

N1
D

Borilova Linhartova et al., 2020 I\/I U
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https://www.mdpi.com/1422-0067/21/13/4728

Pocty generaci zubu

— Monofyodontni dentice
— Difyodontni dentice

— Polyfyodontni dentice
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Co je zakladem pro formovani nahradnich
generaci zubu?

— zubni liSta — druhové specifické rozdily ve velikosti, délce trvani
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Zubni lista vznika z epiteloveho ztlusteni
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pterygoid
Inner row

palatine

Polyfyodontni dentice

— Homodontni dentice

Buchtova et al. 2008
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18456251/

Zubni lista — kontinualni struktura podel
Celisti

Stage 3 Stage 4

Stage 6
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18456251/
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Buchtova et al. 2007
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17499982/

Zrcadlove obraceneé zubni listy v horni
celisti
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Shh exprese v zubni liste
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18456251/

SHH reguluje asymetricky rust zubni listy

CLYCLO

DMSO
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18456251/
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https://www.biodiversitylibrary.org/bibliography/52196#/summary

Zubni lista kobry
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Vyhody vyuziti plazu pro studium
odontogeneze

Vyzkum polyfyodontni dentice muze odpovédét:
— Jak je nahradni zubni lista iniciovana?

— Jak je zubni lista udrzovana?

— Jak jsou dodrzovany rozestupy mezi zubnimi zarodky?

— Jak jsou regulovany kmenové bunky v zubni listé?
477 Védecka pfiprava pro ZL
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Difyodontni dentice

Prvni generace - 13/3 c1/1 p1/1 m3/3 = 32
Druha generace - 13/3 C1/1 P4/4 M3/3 = 44
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21083615/
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Rana regrese zubni listy u difyodontni
dentice
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IR
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Buchtova et al. 2012
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Fragmentace zubni listy v embryonalni
periode
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23200300/

Uloha bunééné smrti béhem fragmentace
zubni listy
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< Buchtova et al. 2012

483 Védecka pi zL SR A R e MUNI
edecka priprava pro RN y B LIS Y i
AR Ao, - ; e e e—————— I\/| E D


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23200300/

Fragmentace zubni listy zacina narusenim
bazalni membrany

Laminin
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Migrace bunek zubni listy
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Buchtova et al. 2012
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23200300/

Transformace epitelovych bunéek zubni listy

do mezenchymalnich

486 Védecka pfiprava pro ZL
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http://jdr.sagepub.com/content/vol84/issue8/images/large/SVOBODA-1.jpeg

Transformace epitelovych bunek zubni listy

do mezenchymalnich
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E56

E67 - detail

E-cadherin
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Bunky umisténé ve smeru migrace vykazuji
prekryv exprese cytokeratinu a vimentinu

488 Védecka pfiprava pro ZL
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ProcC se u cloveka netvori treti generace
zubu?

— dochazi k fragmentaci a degradaci zubni listy

— zubni lista ztraci schopnost tvorit nahradni zubni

generace jiz behem prenatalni periody

489 Védecka priprava pro ZL

WorldPress.com
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Je nahradni zubni lista iniciovana
| U monofyodontnich druhu?
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Pro¢ nedochazi k vyméné zubu u mysi?

Zubni vzorec: 1-0-0-1
Monofyodontni

nahradni zubni liSta (sdl)
zubni stopka (ds)
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Nahradni zubni lista se vyviji v pozdni fazi
embryonalniho vyvoje

&
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Dosedelova et al. 2015
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26010446/

_ cytokeratin PCNA
TS ’ P
Ly AT

Degradace zubni
listy nastava u
mysi behem
postnatalnich
stadii

— redukovana proliferace

E18 - TEM

— exprese cytokeratinu zvysena
— tvorba epitelovych zahybU s Cetnymi
lysozomy

— degradace jader
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Jsou v rudimentalni zubni liste lokalizovaneé
progenitorove bunky?

Hypoteza:
Sox2/Lgr5 mohou hrat ulohu v restrikci nahradni zubni listy
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Kde jsou progenitove bunky lokalizovane
behem odontogeneze?

HE (M1 LGR5 (M1) | LGR5 (M2)

o K. Olbertova
495 Védecka pfiprava pro ZL |_g r5-EGFP-CreERT2 mice
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26010446/

Prekryvaji SOX2-pozitivni bunky LGR5-
pozitivhi domeénu?

_..MERGED

lower power
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K. Olbertova
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Rozdily v signalizaci

Pig E67 DL Pig E67 IDL

Sox2/DAPI

nahradni zubni listy

Mouse E18.5 Mouse P2
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Popa et al. 2019
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— uloha Sox2 v inhibici aktivace kanonické WNT signalizace

E16

=
= LLIJ

_ —

SOX2CreERT2/+;Ctn nb 1on(ex3)
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Iniciace nahradni zubni listy

— lokalizovana
proliferace a

vaskularizace

SOXZCreERT2/+;Ctn n bllox(exS)
E16—E18.5

500 Védecka pfiprava pro ZL

RSDL Control

RSDL mutant

.....

Popa et al. 2019
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https://dev.biologists.org/content/146/3/dev171363.abstract

Stabilizace Wnt/3-kateninove signalizace

M1 detail

ey P
e

SOX2CreERT2/+;Ctn nb 1on(ex3)

E15.5—-E18.5

Popa et al. 2019
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Exprese odontogennich markeru
v nadpocetnych zubnich zakladech

_Control

502 Védecka pfiprava pro ZL

Sox2CreERT2+,Ctnnb1lox(ex3)  E15.5—E18.5 Popa et al. 2019
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https://dev.biologists.org/content/146/3/dev171363.abstract

Nadpocetné zubni zaklady mineralizuji a
tvori zubni koreny

- o>

SoxzcreERT2/+;Ctn nb 1on(ex3)

E17.5
- 2 tydny v ledvinové kapsule
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Wnt/B-kateninova aktivace vede ke snizeni
exprese SOX2

Control Mutant
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https://dev.biologists.org/content/146/3/dev171363.abstract

Jaky je osud LGR5-pozitivhich bunek?

E13.5—E18.5 Lgr5-EGFP-CreERT2 mice
RosaZ26-lacZ reporter mice
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Shrnuti

— K naruseni zubni liSty dochazi u difyodontnich druhu jiz b€hem prenatalni periody
— Epitelo-mezenchymova transformace pfispiva k odstraniovani epitelovych bunék
— Nalezli jsme novou niku kmenovych bunek uplatnujici se behem odontogeneze

— Nahradni zubni liSta je iniciovana i u monofyodontnich druhu, ale podstupuje regresni zmény,

vCetné keratinizace a ztraty kmenovych bunek

==
m e
O =

507 Védecka pfiprava pro ZL

=



Shrnuti

— Detailni znalost signalizace béhem vyvoje je nutna pro pochopeni rozdilt v rastu zubni

liSty mezi polyfyodontnimi a monofyodontnimi druhy
— Jak je regulovan pfechod mezi regresi Ci zachovanim zubni liSty?

— Co indukuje degradaci zubni liSty?

508 Védecka pfiprava pro ZL
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Shrnuti

— Pochopeni vyvojovych procesu pomuze odhaleni pficin degradace nahradni zubni listy ve
spojitosti s nékterymi poruchami vyvoje nahradnich generaci u Clovéka a dale k

porozuméni evolu¢nim trendum vedoucim k difyodoncii u savcu

==
m e
O =

509 Védecka pfiprava pro ZL

=



Podekovani

Ustav zivoéisné fyziologie a genetiky
Jan Stembirek

Hana Dosedélova

Kristyna Olbertova

Marie Landova

lveta Putnova

King's College, London
Abigail S. Tucker
Elena Popa

UBC, Vancouver
Joy M. Richman
Virginia Diewert

MU, Brno IEM, Praha IMG, Praha
i?”?gumﬁova Oldfich Zahradnigek Ladislav Kofinek MUl
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Translacni vyzkum v biologickych vedach:
vyzvy a moznosti

MUDr. Serhiy Forostyak, PhD, CSO

Klinika popalenin a plastické chirurgie FN Brno
Lékarska fakulta, Masarykova univerzita Brno
Primecell Bioscience, Ostrava
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Obsah:

1. Dlouha cesta od zakladniho vyzkumu k pacientovi: typy regulacnich cest

2. Translacni cesty smérem ke klinické aplikaci (ATMP, tkanové transplantace)
3. Zkusenosti Ceské Biotechnologické spole¢nosti Primecell

4. Transplantace tkani: kosti a kostnich produktu

5. Souhrn
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1. Dlouha cesta od zakladniho vyzkumu k
pacientovi: typy regulacnich cest
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Klinické testy po celem svete

Global Landscape

Regenerative medicine companies worldwide, including gene
therapy, cell therapy, and tissue engineering therapeutic developers

——

Ewvaluation

|

Authorisation

Access

European/Israeli Companies by Technology:

- a Tissue Engineering/
Gene Therapy: 440 Cell Therapy: 587 Biomaterials: 125
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Sector Report
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Klinicke testy po celem svete

1,069

Ph. I: 358

“r " Ph. II: 617
wOrCI::Iir\:\:iCda;:;/a;gr:szgaz\gw Ph' III: 94

Number of Clinical Trials Utilizing Specific RM/AT Technology: Q2 2019

AN
] S

Gene Therapy Gene-Modified

Cell Therapy Cell Therapy Tissue Engineering
Total: 366 Total: 410 Total: 249 Total: 44

Ph. 1117 Ph<I: 187 Ph. I: 49 Ph. I: 5

Ph. II: 219 Ph. II: 207 Ph. II: 168 Ph. II: 23

Ph. III: 30 Ph. III: 16 Ph. II1:32 Ph. III: 16
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Klinickeé testy EU

EU Market: Klinicke testy v bunécné/genove terapii B =ctor Overview

(p‘l:ehled) European Sector Landscape
Regenerative Medicine / Advanced Therapies Companies
Based in Europe/Israel
Current Stem Cell Trials (2017)
Sweden: 12
Ocata Therapeutics 6 SanBio 3 ;
Norway: 3 Finland: 3
CHA Biotech 3 Celgene 60 s
Pfizer 29 StemCells 53 The Netherlands: 15 ..
GSK 30 Genzyme (Sanofi) 60 Germany: 29 Lithuania: 1
Bayer 14 Teva 2 United Kingdom: 56 -
3 Czech Republic: 2

Mesoblast Internatio 27 MedImmune 8 piiand::S

Belgium: 11 Austria: 4
Millennium Pharmacs 51 Janssen 35 " ' = B

ovenia:

AstraZeneca 7 Seattle Genetics 7 France: 30 Groecas A
Merck 21 Baxter Healthcare 3 gedteriana: 15 Israel: 21
Chimerix 4 InCyte Corp 2
Eisai 6

Source: Kelly Scientific

in: 12
gReIn L Italy: 7

European/Israeli Companies by Technology:

= - Tissue Engineering/
Gene Therapy: 107 Cell Therapy: 139 Biomaterials: 37

v . s 2 2019 Global Regenerative Medicine
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Mira uspésnosti klinickych testu po celém

svete

a Success rates by phase
Percentage likelihood of moving to next phase,
3-year rolling average™
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b Cumulative success rate Phase | to launch
Percentage likelihood of moving from Phase |
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Mira uspésnosti klinickych testu po celém

svete
a Cumulative success rates over time
Percentage likelihood of moving from Phase |

to launch
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b Success rate by phase, 2012-2014
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Mira uspésnosti klinickych testu po celém

svete
Table S1 | Number of products and phase transitions included in the calculation
2008
1996- | 2000- | 2004- | - 2012- | 2012-
1999 2003 2007 2011 | 2014* | 2015*
Number of products included in
the calculation™™* 2603 2965 3776 | 5144 4808 5558
Phase 1 755 9209 1119 | 1893 1351 1835
Phase I1 602 600 758 | 1116 875 1159
Phase III 324 275 288 309 296 400
Filed 240 228 177 202 175 250
Number of phase | Approved 246 209 160 202 160 245
transitions Total 2167 2221 2502 | 3722 2857 3889
519 Védecka pFi ZL Smietana et al., 2016 iy
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Celosvetova cesta leciveho pripravku
k pacientovi, krok za krokem
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¢civv EU

The European System
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Optimised utilisation of resources
Harmonised scientific opinions
Harmonised information to
healthcare professionals & patients
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Postupy schvalovani leciv v EU
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Eligibility: "Mandatory Scope”

ADVANCED THERAPY MEDICINAL PRODUCTS:

Auto-immune diseases and

Other immune dysfunctions

AIDS Cancer Neurodegenerative
disorders

Diabetes

Orphan
medicines

Viral
diseases

Gene
therapy
products

Somatic
Cell
therapy
products

Tissue
engineered
products

Since Jan 95 Since Nov 05

Since May 08

Since Dec 08

EMA
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Postupy schvalovani lecCiv v EU

0] @

Scientific Research &
advice development

|

A8

[ |
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|

Authorisation

+

SE

Access

1D

>

Safety
monitoring
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Eligibility “"Optional Scope”

Interest of
Patients at
. Community
Level

New Active
Substances

Art 3(3) Generic of a product authorised via EMA

The centralised procedure attracts most innovative medicines.

Decentralised and MRP mainly do generics and new indications for existing
products

EMA
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Hodnoceni lécCiv, krok za krokem

Pocate€ni hodnoceni a seznam otazek (o 120)

1.
2. Pozastaveni 1 %
Evaluation
3. Dalsi hodnoceni a seznam nevyresenych otazek (do 180.dne)
4. Pozastaveni 2 ’
5. Dalsi konzultace (do 210. dne)
6. Zavérecna diskuse a prijeti stanoviska (67 dni)
7. Mozné prezkoumani
524 Védecka priprava pro ZL EMA IVI U I\I I
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Hodnoceni léciv, krok za krokem

Posuzovani zadosti o registraci nového lécivého pripravku trva 210 “aktivnich”
dni. Tato doba aktivniho hodnoceni je €as, ktery odbornici EMA stravi hodnocenim
dikazl poskytnutych zadatelem na podporu zadosti o registraci.

Tato doba je prferusena jednou nebo dvéma ,hodinovymi zastavkami®, béhem nichz

zadatel pripravuje odpovédi na jakékoli otazky vznesené vyborem CHMP.

Maximalni doba zastaveni zavisi na tom, jak dlouho si zadatel mysli, ze bude trvat, nez
odpovi, musi vSak byt schvalen vyborem CHMP.

Prvni zastavka obvykle trva 3 az 6 mésicu a druha 1 az 3 mésice.

Celkove lIze fici, ze hodnoceni nového léku obvykle trva priblizné rok.
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EU, typy schvaleni

Type of Approvals

Normal:
Comprehensive data

Exceptional Circumstances:
- Comprehensive data not
available and cannot be

?

Authorisation

provided
- Must meet criteria
(rarity, medical ethics, state of

scientific knowledge)

Conditional Approval:

« Comprehensive data not available; to be provided after approval

= Must fulfil scope (orphan drugs, emergency threats, serious and life-threatening diseases)
Approval valid for 1 year, renewable

Il

526 Védecka priprava pro ZL EMA I\/|
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2. Translacni cesty smerem
ke klinicke aplikaci (ATMP, tkanove
transplantace, LP)

3. Zkusenosti Ceské
Biotechnologicke spoleCnosti
PrimeCell

==
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PrimeCell BioScience a.s. je biomedicinsko-biotechnologicka spoleCnhost zamérena

na vyvoj a klinické testovani biologickych lé€ivych pfipravkl a technologii

https://www.primecell.eu/

528 Védecka pfiprava pro ZL
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https://www.primecell.eu/

PrimeCell — patri mezi dulezité hrace v zdravotni
peéci v Evrope s vlastni siti nemocnic

Regenerativni medicina
Vnitfni l€ékaFstvi
Onkologie
Ophthalmologie
Psychiatrie

Orthopaedie

Neurologie

Chirurgie

529 Védecka pfiprava pro ZL




PrimeCell zamereni a praxe

Kooperativni
vyzkum —
Ekosystém

S
akademickymi
institucemi

KliGové transla¢ni sméry:

I.  Nemodifikovani bunky

ii.  Geneticky modifikované buriky
iil.  Imunoterapie

iv. ~ Génova terapie

KliniCké teSty v. Zafizeni a lékarske technologie

Kooperativni vyzkum s top institucemi :

- Ceska republika (CVUT, VSCHT, IKEM, Ustav Experimentalni mediciny AS,
Biotechnologicky institut AS, FNUSA-ICRC, Masarykova Univerzita, UOCHB)

- EU/UK/USA (Cambridge Uni, Exeter Uni, MIT, N+S Carolina, D.C., NY, California)

- Israel (Ben Gurion University, Weizmann institut)

- Korea

_Faze I/1B
(vyjimecné faze lll)
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PrimeCell zamereni a praxe

Vyuziti amniotické membrany v CR/SR

- Oftalmologie
Neurochirurgie
Chronické rany

Popaleniny EAMNIODERM®

= =
m e
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PrimeCell zameéreni a praxe

Perinatalni tkané (AM / ACH) obsahuji 2 200 biologicky aktivhich molekul

Content (pg/mg)

Amnion Chorion
Cytokine Average Standard Deviation Average Standard Deviation
TIMP-4 5992.97 2414.42 5958.01 665.55
bFGF 4455.74 1382.91 4276.23 1354.65
TGF-w 3207 .53 728.49 4215.82 343.1
PDGF-AA 2151.35 1382.41 4564.91 1465.36
TIMP-2 227.86 104.84 377.95 91.3
HGF 132.05 13.63 147.79 17.47
PIGF 118.72 27.77 114.63 28.28
PDGF-BB 82.93 60.67 151.47 55.82
EGF 77.08 7.26 5.13 4.05
VEGF 29.74 64.24 186.49 354.15
IL-8 28.36 21.01 84.88 22.13
SDF-1x 26.64 0 26.64 0
TGF-pB1 16.64 0 25.77 27.08
TIMP-1 4.49 1.68 18.77 20.54
IL-6 2.96 0.92 9.93 2.13
IL-10 1.27 0.91 1.69 0.61
IL-4 0.86 0.1 0.99 0.51
GCSF 0.69 1.08 0.91 0.46

The amount of each cytokine in each sample was normalized to the dry mass of tissue.
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https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jbm.b.33265

PrimeCell zameéreni a praxe
— . EYAMNIODERM®

— Vyroba pomoci patentované technologie AMNIPUR® (&islo
patentu 307603)

o

— Podminky GMP
— Kéd SEC(Single European Code)

— Bezpecénost (kompletni sérologické testovani:

HIV 2

HIV 1

HBs Ag

HBc total Ab

HCV Ab

HTLV 1,2 Ab
Treponema pallidium Ab

« 5leta trvanlivost (exspiraci)

533 Védcké pFl’praa pro ZL
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Vyuziti amniotické membrany v CR
Chronickeé rany |

Progrese hojeni u pacientt

100% 1
20% -

80% -
70% -
60% -

| —'—‘—l_ﬁ W1, 14 cm?

20% -

Percent healed

10% o

0%

T T T T T J
o 2 a 6 8 10 12 14 16
I Weeks

Start of the AD
application

Prehealing period (granulation of the wound)

Healing period (epithelization of the wound)
Wounds that are not suited for AD therapy

Procento uzavireni u chronickych ran

%k 3k 3k
Sk Sk kK W Start
- 01 month
100.0
20.0 O3 months
80.0
- 70.0
o 60.0
§ 50.0 -I-
= 40.0 1
30.0
20.0
10.0 ,_]_‘
0.0
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Vyuziti amniotické membrany v CR
Chronickeé rany

Procento zhojenych /regenerovanych chronickych ran po aplikaci
AMNIODERM®

= Uplné zhojené rany N=37)

- Nezhojené rany (N=11)

535 Védecka priprava pro ZL Forostyak et al., in preparation
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Vyuziti amniotické membrany v CR
Chronickeé rany

Fig. 1 Demonstrates a healing process of burns. A wound bed has been prepared with

hydrosurgery (A). followed by immediate application of AmnioDerm® (B). On the 5® day of
AmnioDerm® application has been observed robust epitheliation of the wound (C) enabling a
full wound closure and total healing at the 7" day of therapy (D).

536 Védecka priprava pro ZL Lipovy B. and Forostyak S., under revision I\/|



Vyuziti amniotické membrany v CR
Chronickeé rany

Plodova membrana zabranuje:
« Uniku mozkominiho moku
* Tvorbé pseudomeningokel
* Pooperacni infekci
» Zjizveni pleny a intraduralni adhezi
* Pfenosu nemoci

Inhibuje:
« Zanétlivé reakce
Male, 29 Defect location : F-T I. sin.
Etiology: Decompression craniotomy
+ edema
Dg.: KCP + fr. scapula

537 Védecka pfiprava pro ZL
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Vyuziti amniotické membrany v CR

Chronickeé rany
_ g , Indikace

' | * Mechanicka a chemicka poranéni oci,

* Pterygium

* Eroze a viedy rohovky

* QOcCni keratopatie
 Keratitida rizného puvodu

Efekty
Promotér epitelizace
Inhibitor fibrozy

Vysledky:
Usnadnuje regeneraci rohovky
Zabranuje vaskularizaci rohovky

paracentral corneal Whole corneal Conjunctival defect v x a ’ ’
epithelial defect surface (after (after excision of ¢ Za b ran UJ e J IZvenl a va d am Z rak u
peritomy,) pterygium

538 Védecka priprava pro ZL Dua, 1999
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https://bjo.bmj.com/content/83/6/748.short

4. Transplantace tkani: kost a kostni
produkty

539 Védecka pfiprava pro ZL



Transplantace tkani: kost a kostni produkty

Cancellouss chips

Cortical/cancellou

s chips

MINERALIZED

Kostni bloCky

BONE PRODUCTS

540 Védecka pfiprava pro ZL

Cancellous cubes

Viable bone -
fresh

DEMINERALIZED Kﬁ

cortical bonec

( Demineralized
(blocky)

DBM

ODM ]

Powder

Paste

Putty

Inject

Strips

Mix
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Transplantace tkani: kost a kostni produkty

1. Vyvoj 2. Regulatory strategy & pathway
- LTB - Zakon 296/2008 Sb. (LTB)
*  Produkt pro spinalni chirurgii
*  Produkt pro dentalni nebo
oro/maxilofacialni chirurgii
*  Produkt pro

ortopedie/traumatologie

==
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Transplantace tkani: kost a kostni produkty

« Alogenni materialy:
» Alogenni kostni stepy
» Kostni nahrady (trikalcium fosfat nebo hydroxyapatit) se nevyrovnaji svoji osteokondukci

a osteoindukci vlastni kostni tkani a sou€asné osteoprodukci nemaiji.
w E Spondylochirurgie: Actifuse, ProOssal, atd.

« Xenogenni

— @ .7 Dentalni implantologie
\_m ﬁ @ | ’ Straumann Bone ceramic® — synteticka kost

1 % Geistlich Bio-Oss®
sl=e
& 0 Fuzni klece (fusion cages), pro augmentacni material
J MUNI

542 Védecka priprava pro ZL
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Transplantace tkani: kost a kostni produkty

Autologni materialy - vlastni kost je nejkvalitnejSim materialem, je ziskavana nejCasteji z lopaty kosti kycCelni,
coz Casto vede k bolesti v misté odbéru - donor site pain a vysledkem je sice ztrata bolesti operovaného
segmentu, ale vytvoreni noveho zdroje bolesti v odbérové plose.

Zakladni funkce kostniho stépu:
a) Osteoindukce - schopnost podporovat rust nové kostni tkané.

b) Osteokondukce — schopnost podpofit migrac osteogennich bunék do mista kostniho defektu Ci do
mista zlomeniny.
c) Osteogeneze - je schopnost syntézy nove kosti z bunék darcovského stépu

v s

+ Klinicky nejvyznamnéjsi rustove faktory, zejména kostni morphogenicky protein (BMP)

Kostni morfogeneticky protein (BMP-2 —bone morphogenetic protein)
- Radi se mezi ristové faktory beta, podporuje formaci kosti a chrupavek

* Vyznamny efekt regenerace in vivo pfi aplikaci na kostni defekt
543 Védecka pfiprava pro ZL
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Transplantace tkani: kost a kostni produkty

Growth Factor Source Receptor Class Function
Transforming growth factor Platelets, bone extracellular Serine threonine sulfate Pleiotropic growth factor
beta (TGF-f) matrix. cartilage matrix stimulates undifferentiated

Bone morphogenatic
protein (BMP)

Fibroblast growth
factors (FGF)

Insulindike growth
factors (IGF)

Platelet-derived growth
factor (PDGF)

544 Védecka pfiprava pro ZL

Osteoprogenitor cells,
osteoblasts, bone extra-
cellular matrix

Macrophages, mesanchymal
cells, chondrocytes, osteoblasts

Bone matrix, osteoblasts,
chondrocytes

Platelets. osteoblasts

Sefing threonine sulfate

Tyrosine kinase

Tyrosine kinase

Tyrosine kinase

Lieberman et al., 2002

mesanchyrmal cell proliferation

Promotes differentiation of
mesenchymal cells into chon-
drocytes and osteoblasts,
promotes differentiation of
osteoprogenitors into osteo-
blasts, influences skeletal
pattern formation

Mitogenic for mesanchymal
cells, chondrocytes, and
osteoblasts

Promotes proliferation and
differentiation of osteopro-
genitor cells

Mitogen for masenchymal
calls and ostachlasts;
macraphage chamotaxis
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/12063342/

Transplantace tkani: kost a kostni produkty

545 Védecka pfiprava pro ZL

OBLASTI VYUZITI PRODUKTU TT

Oral/maxillofacial

Dental

Spine

Orto/Trauma
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Transplantace tkani: kost a kostni produkty

Priklady pouziti:
1. Spinalni fuze (pfipojeni dvou nebo vice obratlt kostnim $tépem)
2. Stav po ztraté zubu (extrakce zubu, parodontitida, trauma, jiné)
3. Cysty, nadory atd. 58 Ry
Dear Santa, can | get a new teeth for
Christmas :) it's going to be tough to eat-
4. daléi ood -t least | don't get fat ;)))

546 Védecka pfiprava pro ZL




Transplantace tkani: kost a kostni produkty

Degenerativni zmény patere (bederni nebo hrudni), fraktury obratlua,

nadory

 NejCastejsi: vyhrez meziobratlové ploténky a zuzeni paterniho
kanalu (sten6za) — obé onemocnéni jsou dusledkem vySe uvedenych

degenerativnich zmen s | £

— Vyhfez ploténky — uvolnéni wvnittni — mékké Casti wz { ~;;_7§
ploténky do paterniho kanalu skrze trhlinu v obvodové — pevnéjsi ey ' e
casti ploténky. V paternim kanalu tato uvolnéna cast drazdi nerv J
nebo je] utlacuje. To vede k bolesti a v nekterych pripadech ™™ e
| kK poruse funkce nervu

— Zuzeni paterniho kanalu zpusobuji vyklenujici

se meziobratlové plotéenky, zvétsené a degenerativné zménéné
meziobratlové klouby

==
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Transplantace tkani: kost a kostni produkty

Spondylochirurgie - chirurgicky obor zabyvajici se chirurgickou
terapii chorob patere - urazy, vrozené vady a deformity, tumory,
pourazové deformity, degenerativni zmény

Degenerativni zmény patere (bederni nebo hrudni), fraktury
obratll, nadory

 degenerativni zmény  (vrozené, nebo ziskané dosud \
neznamym procesem) mohou vést k tzv. nestabilité urditého Useku e Spondyioysis  Spondyilses
patere.
« Sousedni obratle se kvuli zménam meziobratloveé ploténky a
samotnych obratli pohybuji vuci sobé vice nez je normalni. Muze
dojit az k situaci, kdy se jeden obratel posune vuci druhému
dopredu a vytvofi se tak jakysi ,schod” Ci ,posun” spondylolistesa.
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Transplantace tkani: kost a kostni produkty

 Operacéni léCba - tam, kde neoperaCni |éCba selhava, obtize trvaji nebo se i pres
léCbu zhorsuiji.

« Podstatou kazdé operace je vzdy odstranéni utlaku nervu (pfipadné michy) pfi zachovani
stability patefe. Pfi operacich se Casto pouzivaji ruzné fixatory - implantaty k zajisténi
stability patere, Srouby, tyCe nebo dlahy.

« Jako nahrada meziobratlové ploténky se pouzivaji specialni klicky vyplnéné kostni drti,

které umozni srust sousednih obratlu.

549 Védecka pfiprava pro ZL



Transplantace tkani: kost a kostni produkty

« Pouzivany jsou nasledujici operacni

B s e Mr. 's 4/19/04
- Lumbar Fusion Surgery

techniky:

— PLIF (Posterior Lumbar
Interbody Fusion) — prostrednictvim

zadniho pristupu dosahuje

Right Hemllaminectomies and
Foraminotomies at L4.5 & LS-S1

chirurg patere, poté uvolni

nervy odstranénim obratlového oblouku,

zesilenych vazu a ¢asti zvétSenych

kloubu, odstrani meziobratlovou ploténku

Exhibit# 206253 02X

a nahradi ji vySe zminenou klickou

550 Védecka pfiprava pro ZL I\/|




Transplantace tkani: kost a kostni produkty

 TLIF (Transforaminal Lumbar Interbody Fusion) — podobna techniku jako PLIF. LiSi
se tim, ze paterni kanal neni nutné otevirat odstranenim obratlového oblouku.
Meziobratlova ploténka je odstranéna a nahrada je vlozena pristupem vice ,ze strany”

* Instrumentovana a neinstrumentovana posterolateralni déza - neni odstranena
meziobratlova ploténka a srustu sousednich obratlu je dosazeno pomoci kostni drté
ulozené na pricné vybézky obratle

« ALIF (Anterior Lumbar Interbody Fusion) - chirurg dosahuje patere prednim pristupem
pfes dutinu bfiSni kolem bfiSnich organu a cév, odstrani meziobratlovou ploténku

a nahradi ji klickou vyplnénou kostni drti

551 Védecka pfiprava pro ZL
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Transplantace tkani: kost a kostni produkty

Anterior Lumbar
Interbody Fusion

© Insertion of Artificial Disc
r =, -

800-899-2154
'b : -: ihgrizad

© 2007, MediVisuals Inc.

Exhibit# 406266-01X
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Transplantace tkani: kost a kostni produkty

Implantologie

Chybéjici zuby

Stavy po ztraté zubu z ruznych pficin:
— Pardontitida

— Extrakce zubli

— Trauma, jiné

553 Védecka pfiprava pro ZL
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Transplantace tkani: kost a kostni produkty

AUGMENTACE - vypln vilastni kosti v pfipadé nedostatku alveolarni kosti vzhledem k atrofii.
1. Augmentace kostnim autotransplantatem — pooperacni bolest, naruSeni pevnosti a

stability kosti, riziko infekce

2. Augmentace alogennim materialem (syntetické, xenogenni, allogennim Stepem)

SINUS LIFT
. N TV T v SINUSHIEIFWITH
vytvoreni kosti v Celistni dutine, kdy po bocnim Sy L . BONE GRAFT
W = A ‘; i '

pristupu je nadzvednuta vystelka dutiny a
vznikly prostor je nasledné vyplnén

augmentacnim materialem

554 Védecka pfiprava pro ZL



Transplantace tkani: kost a kostni produkty

mineral part of bovine bone — Uspésné pouzivany jiz 25 let

- Za léCbu je odpovedny implantolog - konzervativnost chirurga, ktery je nauCeny pouzivat
souCasné materialy

* Dlouhodobé pouzivané materialy od renomovanych znacek

» Psychologické zabrany — tkan od zemrelého darce/riziko prenosu infekce — informovany

souhlas v souvislosti s prakticky kosmetickym zakrokem

555 Védecka pfiprava pro ZL
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Transplantace tkani: kost a kostni produkty

Délka soucasné standardni IéCby:

Spondylochirurgie - faze

Celkova doba pobytu v nemocnici 5-7 dnu, poté je pacient propustén do domaciho oSetfovani
nebo prelozen napf. do pécCe rehabilitacniho nebo neurologického oddéleni v misté bydlisté
nebo ve Vasi spadové nemocnici. Zakladem je aktivni rehabilitace, individualni cviceni a

vhodny pohyb, rezimova opatreni a Casto i zména zivotniho stylu vCetné redukce nadvahy

Augmentace v implantologii — bezne provadi stomatologické ambulance a stomatochirurgické

kliniky - zubni implantaty se mizZou zavadét souc¢asné a nechavaji se vhojovat devét mésicu.
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Transplantace tkani: kost a kostni produkty

Naklady na soucasnou lécbu:
Spondylochirurgie

- VZP cenik — konvencni kostni stépy
Implantologie

- LéCba implantatem s augmentaci neni hrazena VZP

- Samoplatci

557 Védecka pfiprava pro ZL
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Transplantace tkani: kost a kostni produkty

Ovéreni bezpecénosti a ucinnosti dle ZoLTB:

Dolozeni bezpecénosti
« nastaveni systému screeningu darcu - sérologické vysetiovani, vySetfovani 3NAT (nad ramec pozadavku
legislativy CR),
« zdravotnicka dokumentace darce
* dolozeni osobni anamnézy
« vySetfeni téla darce, hemodiluce
* Posuzovani zdravotni zpUsobilosti provadi |ékaf
« Pouziti bezpe€nych a schvalenych materialt v ramci zpracovani
Dolozeni Uucinnosti produktu
« produkt nelze pouzit u &lovéka dfiv nez bude schvalen SUKL

* literarnimi zdroji

558 Védecka pfiprava pro ZL
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DBM - PUTTY

— Zdrojem k vyrobé je prasek z kortikalni vrstvy dlouhych kosti

— Mix kostniho prasku a glycerolu (kyselina hyaluronova, apod.)

— Pomeér 65 % DBM, 35 % Glycerol (dle NHS)

— Pomér 31 % vahy DBM, 93 % objemu DBM + kyselina hyaluronova (dle
MTF)

vvvvv

v

— Hydratovany DBM ztraci svuj osteogenni ucinek pfiblizné po 5 tydnech

— Prameérna exspiraci produktt s nosicem je 2-3 roky, dle vyrobce

559 Védecka pfiprava pro ZL

1)

2)

3)

4)

5)

https://nhsbtdbe.blob.core.wind
ows.net/umbraco-assets-
corp/3750/170413-
demineralised-bone-matrix-
01.pdf

http://mtf.trellist-
dev.com/docs/default-
source/product/dbx-brochure.pdf
https://www.aesculapimplantsys
tems.com/assets/base/doc/DOC
1248-

ProSpace DBM Moldable Putty
Paste and Cancellous Chips Da
ta Sheet.pdf
https://bonegrafttoday.com/pro
duct/dbm-paste-1cc/
http://mtf.trellist-
dev.com/docs/default-
source/product/dbx-brochure.pdf
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https://nhsbtdbe.blob.core.windows.net/umbraco-assets-corp/3750/170413-demineralised-bone-matrix-01.pdf
http://mtf.trellist-dev.com/docs/default-source/product/dbx-brochure.pdf
https://www.aesculapimplantsystems.com/assets/base/doc/DOC1248-ProSpace_DBM_Moldable_Putty_Paste_and_Cancellous_Chips_Data_Sheet.pdf
https://bonegrafttoday.com/product/dbm-paste-1cc/

DBM = INJECT

— Zdrojem k vyrobé je prasek z kortikalni vrstvy dlouhych kosti

— Preplnéna sklenena strikacka

— ,DBP Putty with deliver system*

— Pomér 31 % vahy DBM, 93 % objemu DBM + kyselina hyaluronova
(dle MTF)

rwvweswvw

— Hydratovany DBM ztraci svUj osteogenni ucinek pfiblizné po 5 tydnech -MIHH

— Primérna exspiraci produktt s nosi¢em je 2-3 roky, dle vyrobce

1) https://nhsbtdbe.blob.core.windows.net/umbraco-assets-corp/3750/170413-

demineralised-bone-matrix-01.pdf
2) http://mtf.trellist-dev.com/docs/default-source/product/dbx-brochure.pdf I\ll U I\I I
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https://nhsbtdbe.blob.core.windows.net/umbraco-assets-corp/3750/170413-demineralised-bone-matrix-01.pdf
http://mtf.trellist-dev.com/docs/default-source/product/dbx-brochure.pdf
https://bonegrafttoday.com/product/dbm-paste-1cc/

DBM — MIX

— Zdrojem k vyrobé je drt’ z kortikalni a parenchymatézni ¢asti dlouhych
kosti

— Mix kostniho prasku a kyseliny hyaluronové (dle MTF)

— Eliminace potreby kostniho stépu v kombinaci s DBM
— Pomér zastoupeni kosti je 35 %

— Podpora rustu autolognich bunék, které zajistuji osteogenezi

http://mtf.trellist-dev.com/docs/default-source/product/dbx-brochure.pdf
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Souhrn

* EU je spoleCnym prostorem pro translacni a klinicky vyzkum

» Partnerské projekty maji vysSi uspesnost smérem k klinickému testovani

« Soucasna uspésnost klinickych studii faze | je 64%; Mira uspésnosti klinickych studii faze Il €ini 43%

« Témér 14% vSech €kt a 18% biologickych produktu v klinickych studiich ziskalo souhlas od EMA / FDA

 Mira schvaleni se pohybuje v rozmezi od 33,4% (vakciny proti infekCnim chorobam) do 3,4%
(vySetfovana léCba rakoviny)

« Mira uspéchu biologiich byla vys§si nez u malych molekul
» Preklad know-how pro klinické testovani v CEE je vyrazné levnéjsi, vysoka kvalita GCP a pfistup na trh

» Regulacni podpora a podpora vyzkumu a vyvoje je klicem k uspesné implementaci know-how do
klinické praxe

» Transplantace tkani, biologické produkty a biomaterialy se liSi v regulaCnich cestach
« Materialy a produkty na bazi tkani maji Siroké uplatnéni a indikace v regenerativni mediciné
» Regulatorné zarazeni produktu je klicové pro transfer k pacientiim a rutinni pouziti
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Kolokvium

doc. RNDr. Petra Borilova Linhartova, Ph.D., MBA
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Podekovani

— Podporeno z projektu MUNI/FR/1406/2019 Védecka priprava

pro Zubni lékarstvi.
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Recenzovall:

— RNDr. Maria Hovorakova, Ph.D.

Ustav histologie a embryologie. 1. Lékafska fakulta, Univerzita Karlova Praha

— doc. MUDr. Jakub Suchanek, Ph.D.

Stomatologicka klinika, Lékarska fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova
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Informace o dusevnim vlastnictvi

— Tato prezentace je autorskym dilem vytvorenym zaméstnanci Masarykovy univerzity.
— Studenti kurzu/pfedmétu maji pravo poridit si kopii prezentace pro potreby vilastniho studia.

— Jakekoliv dalsi sireni prezentace nebo jeji Casti bez svoleni Masarykovy univerzity je

V rozporu se zakonem.
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