UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE
JESSENIOVA LEKARSKA FAKULTA V MARTINE

(@) USTAV HISTOLOGIE A EMBRYOLOGIE ,«g\‘
&) (2

NOVE TRENDY
A PERSPEKTIVY
V HISTOLOGII

IX

‘€"?:':> —%
P B,
=5

P
QAK“{

e d

MARTIN, 2023



UHE JLF UK

Nové trendy a perspektivy v histolégii IX
Recenzovany zbornik prac

Editori: RNDr. Méaria Kovalska, PhD.
prof. MUDr. Marian Adamkov, DrSc.

Recenzenti: prof. MUDr. Inga Hodorova, PhD.
prof. RNDr. Silvia Rybarova, PhD.

Graficka uprava: RNDr. Maria Kovalska, PhD.
Obalka zbornika: RNDr. Maria Kovalska, PhD.

Zbornik nepresiel jazykovou korekturou.

Za obsahovu, ako aj gramaticku stranku zodpovedaju autori jednotlivych prispevkov.
VSetky prava vyhradené. Ziadna &ast tohto zbornika neméze byt reprodukovana bez
suhlasu vydavatela.

Vydavatel Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska
fakulta v Martine, Martin 2023

Tlac: TlaCiaren P+M, s.r.o., Turany 2023

Dostupnost’ on-line: http://www.jfmed.uniba.sk

ISBN 978-80-8187-144-3
EAN 9788081871443


http://www.jfmed.uniba.sk/

Nullum magnum ingenium sine mixture dementia fuit

Lucius Annaeus Seneca



OBSAH

05

10

18
21
34

41

Experimentalne studie

PREDHOVOR

Mokra, D., et al.
Porovnanie dalsich
imunohistochemickych markerov
fibrotickych zmien v dvoch
modeloch plicnej silikdzy

u potkanov

Mazurakova, A,, et al.

Analyza ¢inku Salvia officinalis L.

na vybrané parametre v modeli
mamarnej karcinogenézy in vivo

Tirpakova, Z., et al.
Vplyv alkoholu na vyvijajace sa
vtacie embryo

Andraskova, S., et al.
Vyvoj nosovej dutiny vtakov

Holovska, K., et al.
Struktara lymfatickych ciev

v chorioalantoickej membrane
kuracieho embrya na 14. deil
inkubacie

06

14

22
30
38

44

Balentova, S., et al.

Vedlajsi a¢inok oZiarenia miechy na
populéciu astrocytov a mikroglie

v mozgu starnicich potkanov

Koklesova, L., et al.
Regula¢ny tc¢inok Salvia officinalis L.
na expresiu onkogénnych a tumor-
-supresorovych miRNA

v experimentalnom modeli
karcinomu prsnika

Samec, M., et al.
Chemoprotektivny G¢inok
fytochemikalii obsiahnutych

v Salvia officinalis L. asociovany
s regulaciou metylacie génovych
promotorov v modeli mamarnej
karcinogenézy in vivo

Almasiova, V., et al.
Stadium histologickej §truktiry
gonad kuracieho embrya na 9. den
inkubacie

Holovska, K., et al.
UltraStruktiira chorioalantoickej
membrany kuracieho embrya na 9.
deri inkubacie

Demcdisakova, Z., et al.
Morfologicka analyza vtacej
chorioalantoickej membrany
v zavislosti od in ovo a ex ovo
podmienok kultivacie



48

06
68

12
80

90

Klinicko-morfologické studie

Stevik, M., et al.
Prinos MR 3D PCASL perfuzie
mozgu

Vrzgula, M., et al.

Vyskyt superoxiddismutazy 1 a jej
cytosodlového prenadaca medi

v exokrinnom pankrease -
imunohistochemicka Stadia

Hurtova, T., et al.
Rozvoj psoriazy po vakcinacii proti
ochoreniu COVID-19 - kazuistika

02

60

-

Turéan., M., et al.
Zavedenie CT koronarografie do
klinickej praxe v UNM

Blahusiak Drobkova, H.,

et al.

Génove varianty vaskularneho
endotelového rastového faktora a
ich vplyv na riziko vzniku a
progresie karcinomu prostaty

Prehladové studie

Hives$ Holeckova, K., et al.
Vyznam proteinu EpCAM pri
karcinogenéze prostaty

Micurova, G.
Chronic subdural hematoma

Fabryova, M., et al.

Dysbioza ¢revného mikrobiomu a jej
mozny vplyv na rozvoj
Alzheimerovej choroby

16
86

Neuschlova, M., et

Havrilova, T.
Campylobacter: od zoonozy
k autoimunitnému ochoreniu

Haviarova, Z., et al.
Variabilita miechovych nervovych
koretiov a ich klasifikacia



Predhovor

Zbornik Nové trendy a perspektivy v histologii piSe svoju deviatu kapitolu.
Kazdy rok sa snazime spristupnit’ Citatelom ,nové trendy” vyskumnych
aktivit nielen v histoldgii, ale aj v pribuznych medicinskych odboroch. Tiez
si myslime, Ze ide o uzitocnu formu informovanosti, ktora méze pomaoct
pripadnej spolupraci v urCitych vedeckych projektoch, pripadne vyvolat
odbornu diskusiu.

Uz tradiCne publikujeme nas$ zbornik tak v elektronickej ako aj nami

preferovanej tlaCenej forme, ktora bude zaslana kazdému prvému
autorovi.

Zaslané prispevky, ktoré nespifali poZadované zakladné kritéria sme
museli, zial, odmietnut.

NajlepsSie prace, tak ako kazdy rok, budu odmenené vecnymi cenami.
Prevazne ide o knizné publikacie vedeckého charakteru alebo ide o inu
tvorbu slovenskych a zahraniCnych autorov.

V tomto Cisle zaroven prezentujeme nové logo nasho zbornika ,Noveé
trendy a perspektivy v histoldgii: NTPH".
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Vedlajsi u€inok oziarenia miechy na populaciu astrocytov a
mikroglie v mozgu starnucich potkanov

Balentova, S.1, Kalenska, D.2, Murin, P.3, Hajtmanova, E.3, Adamkov, M.}

1Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Ustav histologie
a embryolégie, Martin; 2Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine,
Ustav anatémie, Martin; 2Univerzitna nemocnica Martin, Onkologické centrum, Martin
sona.balentova@uniba.sk

Abstract

In the present study, we investigated the side effect of ionizing radiation on the brain
after fractionated spinal cord irradiation of rats at an advanced age. Middle-aged adult
male Wistar rats (12 months old) received fractionated spinal cord irradiation with a
total dose of 24 Gy administered in 3 fractions (dose 8 Gy per fraction) once a week
on the same day for 3 consecutive weeks. We used immunofluorescence staining,
confocal microscopy and image analysis of brain slides to determine glial cell changes
in two neurogenic areas: the subventricular zone (SVZ) in the wall of the lateral
ventricles and hippocampal dentate gyrus (DG). In irradiated rats, we found only a
slight increase in astrocytes and a more significant increase in microglia in neurogenic
areas. The study showed that the insignificant histological changes result from
gradually weakening total radiation dose affecting brain regions. The influence of older
age as a possible neuroprotective factor in the development of radiation-induced
changes cannot be ruled out.

Keywords: rat brain, glial cells, fractionated irradiation, aging

Uvod

V radiologickej lieCbe pacientov s metastazujucimi nadormi mozgu sa prednostne
vyuziva frakcionované oziarenie v kranialnych indikaciach. Frakcionované kranialne
oziarenie vSak z dlhodobého hladiska vedie k ireverzibilnym morfologickym zmenam
v tkanive napr. poskodeniu endotelu, naruSeniu hematoencefalickej bariéry,
astroglioze, aktivacii mikroglie, apoptdze prekurzorov oligodendrocytov a zapalove;j
odpovedi [1, 2, 3]. K najzavaznejSim zmenam, ktoré vyznamne znizuju kvalitu Zivota
onkologickych pacientov patri zhorSenie kognitivnych funkcii, napr. zmeny verbalnej
a priestorovej pamate, poruchy pozornosti az demencia [4]. Uginok ionizujiceho
Ziarenia nie je obmedzeny na len tkanivo v bezprostrednej blizkosti cielovych buniek.
Bunkova toxicita sprostredkovana cytokinmi a medzibunkovymi kontaktami typu nexus
mobze viest k poskodeniu bunkovych populacii Casto vzdialenych od cielového
oziareného tkaniva. Tento vedlajSi tzv. ,bystander” efekt méze negativne ovplyvnit
nielen napr. miechu ale aj susediace Struktury ako je mozgové tkanivo [5]. Starnutie je
komplexny proces, ktory vedie k sérii molekularnych, biochemickych, Strukturalnych
a funkénych zmien. Pokrocily vek hra délezitu ulohu aj pri modulacii radiaéného ucinku
na neurogénne oblasti mozgu. V predklinickych Studiach bol po oziareni mozgu
potkanov vo veku 8, 18 a 28 mesiacov zisteny zvySeny pocet mikroglii a takmer ziadne
zmeny Vv zastupeni nezrelych neurénov, a to 10 tyzdnov po expozicii [6, 7]. Ciefom
nasej Studie bolo vySetrit ako frakcionované oZiarenie miechy potkanov ovplyvni
okolité Struktury so zameranim na populaciu gliovych buniek v neurogénnych
oblastiach mozgu. Su€asne sme skumali, ako mbéze vySSi vek v Case oziarenia
ovplyvnit radiacné zmeny v mozgovom tkanive.
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Material a metodika

V experimente sme pouzili dospelé, biele samce potkanov, kmer Wistar (n=20), ktoré
sme nechali prezivat do veku dvanast mesiacov. Potkany sme rozdelili na kontrolnu
skupinu (n=10) a druhu skupinu (n=10) sme ozarovali celkovou davkou (cD=24 Gy,
rozdelenou na 3 frakcie, 1 frakcia=8 Gy), 1-krat za tyZder. Na oZarovanie sme pouZili
linearny urychlovac Clinac iX (Varian Medical Systems, Inc., Palo Alto, CA, USA)
s energiou 6 MeV. Ozarovany objem predstavoval kréné a cast hrudnikovych
miechovych segmentov (C1 — Th1l). U oboch skupin zvierat sme po dvojmesacnom
prezivani vykonali celotelovu transkardialnu perfuziu pomocou fyziologického roztoku
a nasledne 4 % paraformaldehydu (obr. 1). Po dekapitacii a vybrati organov sme
z mozgovych  hemisfér narezali sériové, sagitalne kryorezy. Pomocou
imunofluorescenéného farbenia sme v preparatoch identifikovali marker astrocytov —
glial fibrillary acidic protein (GFAP) a mikroglie — ionized calcium-binding adaptor
molecule (lba 1). Preparaty sme fotili na fluorescenénom konfokalnom mikroskope
Olympus Fluoview FV10i (Olympus, Japonsko) a hodnotili sme zastupenie GFAP-
imunoreaktivhych (GFAP-IR) astrocytov a Ibal-imunoreaktivnej (Iba1-IR) mikroglie
v dvoch neurogénnych oblastiach: gyrus dentatus (GD) hipokampalnej formacie,
prednej stene subventrikularnej zény (SVZa) a nasledne v jednotlivych oblastiach
rostralnej migracnej drahy (rostral migratory stream; RMS), t.j. vertikdlnom ramene,
ohybe a horizontalnom ramene.

frakcionované ozarovanie I

miechy (C1'T'72 segmenty) transkardialna perfuzia
12 mesiacov 4-5 tyzdiiov po skonéeni

. . U

14 mesiacov

3-4 mesiace

Obrazok 1 Schéma experimentalneho dizajnu

Vysledky
V neurogénnej oblasti mozgu kontrolnej skupiny potkanov sme zistili najvyssi pocet
astrocytov v SVZa (1394 £ 109,28), ktory bol nasledovany poklesom vo vertikalnom
ramene (1085,70 = 60,03), opatovnym narastom v ohybe (1479,30 + 172,31) a
sekundarnym poklesom v horizontalnom ramene (873,68 + 78,16). Expresia GFAP
v GD hipokampalnej formacie bola v porovnani s udajmi ziskanymi z oblasti migracnej
drahy relativne nizka (533,13 + 33,12). Frakcionované oziarenie vyvolalo mierny
pokles GFAP-IR astrocytov v SVZa (1099,80 + 63,33) avSak v dalSich oblastiach
migracnej drahy a tiez v GD nastal mierny narast (vr: 1196,80 £ 78,15; ohyb: 1512,90
+ 166,34; hr: 930,64 + 66,91; GD: 539,03 + 35,24) (obr. 2). Zastupenie mikroglie
v oboch neurogénnych oblastiach mozgu kontrolnej skupiny bolo porovnatefné (SvVZzZa:
565,71 + 112,24/cm?; vr: 435,38 + 53,30; ohyb: 950,67 + 60,34; hr: 405 + 51,18; GD:
257,87 + 43,18). Oziarenie iniciovalo narast poétu Iba1-IR mikroglie pozdiz migraéne;

N Strana
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drahy (vr: 740,07 £ 77,04; ohyb: 1303,10 + 255,79; hr: 661,64 + 38,18) av GD (357,47
1 52) s vynimkou poklesu v SVZa (468,69 + 26,48).

Diskusia

Vysledky Studie ukazuju, Zze oZiarenie miechy malo len nepatrny vplyv na populaciu
astrocytov a mikroglie osidlujucich neurogénne oblasti mozgu potkanov (obr. 3). V
nasej predchadzajucej studii sme po frakcionovanom oZiareni mozgu potkanov cD=32
Gy alebo 35 Gy, prezivajucich bud 9-11 alebo 18-21 tyzdriov zistili Statisticky
vyznamné zvySenie astrocytov v oboch hodnotenych oblastiach [8, 9]. V motorickej
kérovej oblasti, ktora nie je povazovana za neurogénnu oblast doslo po oZiareni
mozgu cD=32 Gy len k miernemu zvySeniu astrocytov [9]. V inej §tudii sme po oZiareni
mozgu potkanov cD=40 Gy, prezivajucich 16 tyZzdnov identifikovali mierne znizenie
poCtu astrocytov [10]. Ziskané udaje CiastoCne koreSponduju s vysledkami nasich
Studii, avSak nie su v sulade so zavermi inych experimentov [11, 12]. Nevyrazné
zvysenie poctu mikroglie v oZiarenej skupine viac menej koreSpondovalo so zmenami
astrocytov. Astrocyty a mikroglie sa zasadnym spdsobom podielaju na homeostaze
mozgoveého tkaniva a su délezité pri iniciacii ochoreni s réznou etiologiou [13]. V
predchadzajucich Studiach sme zistili zvySeny pocet Iba1-IR mikroglie v ramci
migracnej drahy a primarnej motorickej kdrovej oblasti po ozZiareni cD=32 Gy [10, 14].
Predpokladame Ze, rozdielna reakcia mikroglie v starSich a novSich Studiach je
vysledkom dlihSieho €asu prezivania po oziareni a nie je spdsobena star§im vekom
potkanov.

Cc

Obrazok 2 Mikrofotografie sagitalnych rezov mozgu kontrolnych (K) a oziarenych potkanov (Oz)
Imunofluorescencné farbenie na detekciu glial fibrillary acidic protein (GFAP) — markera astrocytov
(Cervena fluorescencia) a ionized calcium-binding adaptor molecule (Ibal) — markera mikroglie (zelena
fluorescencia) v prednej stene subventrikularnej zény (SVZa) v stene lateralnych mozgovych komér
(LK). Preparaty boli dofarbené jadrovym farbivom DAPI (modra fluorescencia). Po oziareni nastal
mierny pokles astrocytov v SVZa (c, d)

l.\; [l[ Strana 8
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Obrazok 3 Zastupenie GFAP-IR astrocytov a Ibal-IR mikroglie v gyrus dentatus (GD) hipokampalnej
formacie a jednotlivych oblastiach rostralnej migracnej drahy (rostral migratory stream; RMS), t,.
prednej stene subventrikularnej zény (SVZa), vertikalnom ramene (vr), ohybe a horizontdlnom ramene
(hr) mozgu kontrolnych (K) a oZiarenych (Oz) potkanov

Zaver

Porovnanim vysledkov nasich a dalSich Studii sme dospeli k zaveru, Ze odliSné zmeny
mézu byt spésobené nielen ciefovou oZzarovanou oblastou, velkostou frakcie, celkovej
davky a dobou prezivania po Ziareni. Svoju ulohu zohral aj vysSi vek potkanov v Case
ozarovania. Histopatologické zmeny v mozgu su zvy€ajne uzko spojené s funkénymi
zmenami, ktoré su z klinického hladiska velmi zavazné. Prave funkéné, kognitivne
zmeny u pacientov po radioterapii primarnych a metastazujucich nadorov mozgu su
prognosticky nepriaznivé a zhorsuju kvalitu ich Zivota.

Praca bola financovana z prostriedkov grantu Vedeckej grantovej agentiry MSVV a S SR
(VEGA ¢.1/0131/22).
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Porovnanie d'alSich imunohistochemickych markerov fibrotickych
zmien v dvoch modeloch pluacnej silikozy u potkanov

Mokra, D.}, Adaméakova, J.%, Balentova, S.?, Adamkov, M.2, Mikolka, P.%3,
Palova, R.}, Kalenska, D.%, Nova Z.!

1Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Ustay fyziolégie, Martin;
2Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Ustav histologie
a embryologie, Martin; *Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine,
Martinské centrum pre biomedicinu, Martin; *“Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova
lekarska fakulta v Martine, Ustav anatémie, Martin
daniela.mokra@uniba.sk

Abstract

Excessive or long-term inhalation of particulate silicon oxide (or silica) may result into
lung silicosis associated with irreversible fibrotic changes. Mechanisms of silica-
induced lung fibrosis have not been completely elucidated yet; however, they include
accumulation of immune cells, particularly lymphocytes and alveolar macrophages, in
the lung interstitium, and thickening of the connective tissue mass. Because of poor
understanding the pathomechanisms of silicosis, this study evaluated changes in
immunohistochemical markers demonstrating early and late fibrotic changes in the
lungs of silica-instilled rats. For this purpose, two animal models of silicosis were
developed by means of orotracheal instillation of silica in two different concentrations
and patrticle sizes. Fibrotic changes were evaluated by immunohistochemical detection
of a-smooth muscle actin (SMA) and vimentin in the lung structures. We found that
both tested models caused fibrotic changes in the lung; however, instillation of higher
dose of smaller silica particles caused more serious fibrotic changes.

Keywords: silica, lung silicosis, inflammation, lung fibrosis

Uvod

Dlhodoba al/alebo intenzivna inhalacia kremikovych c&astic (siliky) mdze viest
k fibrotickym zmenam pluc, plucnej silikoze [1,2]. Medzi najdblezitejSie
patomechanizmy tohto ochorenia patri aktivacia imunitnych buniek (najma
alveolarnych makrofagov, neutrofilov a lymfocytov), zvySena tvorba reaktivnych foriem
kyslika (ROS) a aktivacia viacerych prozapalovych, profibrotickych a proapoptotickych
kaskad [3]. Na odhalenie patomechanizmov a ich vzajomnych interakcii sa pouzivaju
animalne modely silikdzy, ktoré sa vyvolaju podanim réznych davok, koncentracii
a velkosti Castic siliky laboratéornym zvieratam (najCastejSie mySiam alebo potkanom).
V nasSich experimentoch sme Ccastice siliky podali dospelym potkanom-samcom
orotrachealnou cestou, ktora umoziuje porovnatefnu distribuciu siliky v plucach s
priamou transtrachealnou instilaciou, ale nevyzaduje predchadzajucu chirurgicku
pripravu ani naslednu pooperacnu fazu [4,5]. Na vyvolanie zapalovych a fibrotickych
zmien v plucach sme pouzili dve rézne davkovacie schémy a nasledne sme porovnali
stupen imunohistochemickych zmien v tychto animalnych modeloch. Pilotné vysledky
niektorych morfometrickych parametrov a imunohistochemicku analyzu pritomnosti
kolagénovych vlaken pomocou farbenia Sirius red sme publikovali pred 2 rokmi [6]. V
aktualnom prispevku prezentujeme dalSie vysledky imunohistochemickej analyzy, a to
detekciu pritomnosti alfa-aktinu hladkej svaloviny (a-SMA) a vimentinu v pfucnych
Strukturach zvierat so silikozou v porovnani so zdravymi kontrolami po 14 resp. 28
drioch od podania siliky (alebo fyziologického roztoku u kontrol).

D lll Strana 10



Material a metody
V Studii sme pouZzili samce potkanov SPF kmena Wistar s hmotnostou 250-400 g,
ktoré boli chované v Standardnych podmienkach vo zverinci. Na vyvolanie modelu ¢€.
1 sme pouzili Castice siliky s priemerom <40 ym (Quartz, Merck, USA) v davke 15 mg
siliky/300 pl/zviera. Na vyvolanie modelu €. 2 sme pouzili Castice s velkostou 1,5 pm
(Si02 powder, 1.5 micron, 99.9%; Alfa Aesar, ThermoFisher, USA) v davke 50
mg/ml/zviera. Modely silikozy sme vyvolali jednorazovym orotrachealnym podanim
prislusnej davky suspenzie siliky v sterilnom fyziologickom roztoku pocas celkovej
inhalatnej anestézy (4% izofluran+0O2). Kontrolnym zvieratdm sme podali
zodpovedajuci objem sterilného fyziologického roztoku. Po 14 alebo 28 dhoch od
podania siliky sme zvierata usmrtili podanim letalnej davky anestetik.
Nasledne sme vybrali pfuca a stredny lalok pravych pfuc sme fixovali v 4%
formaldehyde. Po fixacii boli vzorky pfuc parafinizované, narezané a ofarbené
Weigertovym hematoxylinom na vizualizaciu bunkovych jadier. Cast vzoriek pluc sme
po narezani inkubovali v roztoku 3% H202 po¢as 10 min. a farbili pomocou primarne;j
polyklonalnej protilatky proti aktinu hladkej svaloviny (SMA; 1:300, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA) 30 min. pri izbovej teplote. Rezy sme nasledne
inkubovali pomocou dualneho detekéného systému LSAB2 System-HRP for use on rat
specimens (Dako, Dansko) po¢as 10 min. Vysledok reakcie, t.j. tmavohnedo sfarbenu
cytoplazmu hladkosvalovych buniek sme vizualizovali pomocou DAB and Envision
Flex HRP magenta substrate chromogen system (Dako). Jadra buniek sme dofarbili
Mayersovym hematoxylinom (Himedia Laboratories) a montovali pomocou Entellanu
(Merck, USA). Hrubku vrstvy spojivového tkaniva (lamina propria) steny bronchiolov a
hrabku tunica adventitia steny ciev mikroskopicky hodnotil skuseny histolég pomocou
softvéru Quick Photo Micro software (version 3.2, Olympus, Japonsko) a udaje vyjadril
v um. Kvantitativhu analyzu pritomnosti vimentinu v plucnom parenchyme a cievnom
endoteli, ktory sa vizualizoval sfarbenim cytoplazmy a plazmatickej membrany v
odtieni magenta vo vimentin-pozitivnych bunkach, sa hodnotil pomocou Image J
programu (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA).
Vysledky sme spracovali pomocou $tatistického programu GraphPad Prism. Udaje su
uvedené ako aritmeticky priemer + Standardna odchylka (SD). Hodnoty p menSie ako
0,05 sme povazovali za Statisticky vyznamné (p<0,05).

Vysledky

Analyza pritomnosti spojivového tkaniva v stene bronchiolov a ciev na zaklade
farbenia pomocou protilatky proti a-SMA ukazala Statisticky nevyznamné zmeny
v modeli €. 1 (p>0,05). Naopak, v modeli €. 2 sme zistili hrubSiu vrstvu spojiva v stene
bronchiolov a tiez v stene pfucnych ciev uz po 14 dinoch od instilacie siliky v porovnani
s kontrolami (obe p<0,05), pricom sa tieto zmeny eSte zvyraznili po 28 drioch
pdsobenia siliky (obe p<0,01) (obr. 1).

Podanie siliky do pluc viedlo aj ku zvySeniu poctu vimentin-pozitivnych buniek v stene
bronchiolov a v plucnom parenchyme. Signifikantné zvySenie poc¢tu vimentin-
pozitivnych buniek v porovnani s kontrolami sme zistili po 14 aj po 28 dnoch od
podania siliky, a to v oboch modeloch silikdzy (vSetky p<0,001). Okrem toho doslo aj
ku zvySeniu poctu vimentin-pozitivnych buniek v stene plucnych ciev po 14 aj po 28
drioch od podania siliky v porovnani s kontrolnymi skupinami (model &. 1: p<0,05 po
14 drioch a p<0,01 po 28 drioch; model ¢&. 2: p<0,01 po 14 drioch a p<0,001 po 28
drioch)(obr. 2).

1 Strane
PH trana 11



Model €. 1 - bronchioly - a-SMA

B
o

w
S

1
—

Hrdbka steny (um)
[ N
o o

0 -

M Kontrola 14d M Silika 14d ™ Kontrola 28d m Silika 28d

Model €. 1 - cievy - a-SMA

e
o
)

w
o
1

Hrabka steny (um)
= N
o o
—
—

0

H Kontrola 14d M Silika 14d ® Kontrola 28d Silika 28d

Model €. 2 - bronchioly - a-SMA

B
o

##

w
S

1
—

Hrabka steny (um)
= N w
o o o o
—
—

Hrabka steny (um)
[ )
o o

o
I

H Kontrola 14d M Silika 14d M Kontrola 28d m Silika 28d

Model €. 2 - cievy - a-SMA

o
o
)

* H##

M Kontrola 14d M Silika 14d ™ Kontrola 28d Silika 28d

Obrazok 1 Pritomnost a-SMA
Hrubka bronchiolov a ciev (vyjadrena v um). Model 14d vs. Kontrola 14d: *p<0,05; Model 28d vs.

Kontrola 28d: #p<0,01

Model €. 1: VP bunky - pltca

300 -
x Hi#
=
5 200 T
o
>
% 100 -
O
o]
a
O .

H Kontrola 14d M Silika 14d ®Kontrola 28d m Silika 28d

Model €. 1: VP bunky - cievy

40

30

20

10

Pocet VP buniek

0

W Kontrola 14d MW Silika 14d ® Kontrola 28d Silika 28d

Model €. 2: VP bunky - pltca

% 300 1 sk ##
'c T
3 200 4
3 . I
2 100 A
0
g
O .

W Kontrola 14d M Silika 14d Kontrola 28d Silika 28d

Model €. 2: VP bunky - cievy

Hi#

¥40- * %
o
€ 30 A T
=}
o)
& 20 1
-~
3 10 - i
&

0_

H Kontrola 14d M Silika 14d ™ Kontrola 28d Silika 28d

Obrazok 2 Vimentin-pozitivne (VP) bunky v plidcnom tkanive a cievach
Model 14d vs. Kontrola 14d: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; Model 28d vs. Kontrola 28d: #*p<0,01,

###P<0,001

N
P

Strana 12



Diskusia

Pritomnost siliky v pfucach spusta zapalovu odpoved, ktora postupne prechadza do
chronicity. Subezne so zapalovymi zmenami sa rozbiehaju aj fibrotické procesy, ktoré
mé&zu skoncit’ ireverzibilnou fibrotizaciou pfucneho tkaniva.

V tejto Studii sme sa zamerali na hodnotenie pritomnosti a-SMA, ktory je markerom
diferenciacie myofibroblastov, klu¢ového procesu pri fibroze. Zistili sme, ze zatial ¢o
v modeli €. 1 sme nepozorovali vyrazné rozdiely v hrubke steny bronchiolov a pfucnych
ciev medzi zvieratami so silikdzou a kontrolami, v modeli €. 2 sme zistili signifikantné
zvacSenie hrubky steny bronchiolov aj ciev uz po 14 dnoch od podania siliky a tieto
zmeny sa eSte zvyraznili po dalSich 14 diioch experimentu.

Dalsia imunohistochemicka analyza hodnotila pritomnost vlaknitého proteinu
vimentinu, ktory sa nachadza v réznych bunkach vratane fibroblastov, endotelovych
buniek, ale aj imunitnych buniek (makrofagov, neutrofilov a lymfocytov). Jeho zvySené
koncentracie zvySuju invazivitu fibroblastov, stimuluju epitelovo-mezenchymovej
premenu a tvorbu extracelularnej matrix vratane kolagénu. V désledku pésobenia siliky
doslo ku zvySeniu poctu vimentin-pozitivnych buniek v porovnani s kontrolami, pricom
pritomnost vimentinu v plucnom tkanive bola v oboch modeloch rovnako vyznamna
po 14 aj 28 dfioch, ale v modeli €. 2 bola vyraznejSia pritomnost’ vimentinu v cievach
ako v modeli €. 1. Nalez v€asnych fibrotickych zmien je v sulade so zisteniami inych
autorov [7-9]. Nase vysledky zaroven ukazuju, Ze podanie vyS$Sej davky Castic siliky
s menSim priemerom ma vysSi fibrogénny efekt na plucne tkanivo.

Zaver
V animalnych modeloch silikdzy testovanych v tejto Studii sme zistili, Ze obe
davkovacie schémy podania siliky do pluc potkanov vedu k aktivacii profibrotickych
dejov. Model €. 2 vykazal vyraznejSiu fibroticku reakciu ako model €. 1, o bolo
pravdepodobne vysledkom podania vy$Sej davky Castic siliky s mensim priemerom.

Praca bola podporena projektom VEGA ¢. 1/0131/22 a APVV-15-0075.
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Abstract

Breast carcinoma is the most common cancer and the most frequent cause of cancer
death among women worldwide. The growing number of new cases of breast cancer
in the world requires alternative preventive and therapeutic strategies as an adjunct to
conventional clinical approaches. Antitumor activities of phytochemicals or whole plant
foods through epigenetic changes are currently a highly evaluated area of breast
cancer research. In our experiment, we focused on the epigenetic analysis (oncogenic
and tumor-suppressive miRNA expression) of potential chemopreventive and
antitumor effects of Salvia officinalis L. in a chemically-induced rat model of mammary
carcinoma. Chemoprevention by sage was achieved by dietary administration in two
groups at concentrations of 0.1 % and 1 % but chemoprevention was not administered
in the control group. In our experiment, S. officinalis at a lower concentration did not
cause the alterations of miRNA expression of any tested miRNAs; however, a sage at
a higher concentration significantly reduced the expression of miR-21 a miR-145 when
compared to the control. The results suggested that the phytochemicals occurring in
sage exerted chemopreventive and modulatory effects through epigenetic alterations,
including regulation of miRNA expression in rat breast carcinoma tissues in vivo.

Keywords: mammary carcinogenesis, miRNA expression, sage, chemoprevention

Uvod
Rakovina prsnika predstavuje v Zenskej populacii najCastejSie diagnostikovanu
rakovinu a pri¢inu umrti na rakovinu [1]. Rastuci poc€et novych pripadov rakoviny
prsnika vo svete si vyzaduje alternativne preventivne a terapeutické stratégie ako
doplnok ku konvenénym Kklinickym pristupom. Chemoprevencia predstavuje jednu
z vyznamnych foriem prevencie, kedy pouzitie syntetickych liekov alebo prirodzenych
fytosubstancii vedie k znizeniu rizika rakoviny alebo oddialeniu jej rozvoja Ci recidivy
[2]. Strava zalozena na celistvych rastlinnych potravinach bohatych na fytochemikalie
vyznamne ovplyviiuje zakladné parametre mamarnej karcinogenézy (frekvencia,
incidencia, latencia, objem nadorov a pomer high/low grade karcinémov), ale aj
epigenetické mechanizmy, vratane metylacie DNA, posttranslacnych modifikacii
histénov a regulacie expresie mikroRNA (miRNA) [3]. Epigenetika predstavuje subor
mechanizmov, ktoré ovplyviiuju génovu expresiu, ale bez zmien v primarnej Strukture
DNA. Navyse epigenetické zmeny su reverzibilné, a preto su vhodné pre skumanie
fytochemikalii ako modulaénych epigenetickych molekul v nadorovych ochoreniach,
vratane karcinomu prsnika [4]. MiRNA predstavuju malé nekodujuce RNA, ktoré
posttranskripéne reguluju génovu expresiu. Reguluju rézne ciefové gény, z ktorych
niektoré sa podielaju na procese karcinogenézy. Fytochemikalie ako protinadorové
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latky regulujuce expresiu onkogénnych alebo tumor-supresorovych miRNA su
intenzivne Studované v predklinickom in vitro a in vivo onkologickom vyskume [5].
Salvia lekarska (S. officinalis) z &elade Labiatae/Lamiaceae bohatd na roézne
fytochemikalie (flavonoidy, triesloviny, terpény, terpenoidy, alkaloidy a kumariny)
vykazuje mnohé protinadorove, protizapalové, antioxidatné, antimikrobialne,
antimutagénne, hypoglykemické a hypolipidemické ucinky [6, 7]. Chemopreventivny
ucinok Salvie nebol doposial skumany v experimentalnom modeli karcindmu prsnika,
a preto cielom nasej Studie bolo sledovat epigenetické zmeny, predovSetkym zmeny
v expresii onkogénnych a tumor-supresorovych miRNA, v odobratych tkanivach
karcindmu prsnika potkanov.

Material a metody
Samice potkanov Sprague-Dawley (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Nemecko)
boli adaptované v Standardnych podmienkach zverinca pri teplote 23+2 °C, relativne;j
vihkosti 40-60 % a umelom svetelnom rezime svetlo/tma 12:12 h). Samice potkanov
(vo veku 5 tyzdnov a vahou v rozmedzi 125-140 g) sme nahodne zaradili do troch
experimentalnych skupin: 1) kontrolna skupina bez podavania Salvie, 2) nizSia
koncentracia chemopreventivnej latky (Salvia: 1 g/kg potravy), 3) vySSia koncentracia
chemopreventivnej latky (Salvia: 10 g/kg potravy). Chemoprevencia S$alviou (S.
officinalis) sa aplikovala v diéte (Ssniff, Soest, Nemecko) a zafala sa tyZden pred
intraperitonedlnym jednorazovym podanim karcinogénnej latky (N-metyl-N-
nitr6zourea; NMU) a trvala poCas celého experimentu (14 tyzdfiov). Zvierata sme raz
tyzdenne vazili a palpovali za u€elom zistenia vyskytu, lokalizacie a frekvencie nadorov
mlie€nej zlazy. Posledny experimentalny tyzden sme po rychlej dekapitacii odobrali
potkanom nadorové tkaniva prsnika na molekularnu analyzu.
Pre analyzu expresie miRNA, sme odobraté nadorové tkaniva najprv zhomogenizovali
pouzitim TissueLyser LT (Qiagen, Nemecko). Nasledne sme izolovali celkovu RNA z
nadorovych tkaniv pouzitim komeré&ného kitu na izolaciu mikroRNA miRVana (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Koncentraciu vyizolovanej RNA sme stanovili
prostrednictvom spektrofotometra NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific), ktory
umoznuje presné a rychle stanovenie koncentracie a Cistoty vzorky. V dalSsom kroku
sme pre syntézu cDNA pouzili TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit
(Thermo Fisher Scientific). Na pripravu analyzy expresie miRNA prostrednictvom
kvantitativnej realtime PCR sme pouzili komerénu esej TagMan™ Advanced miRNA
assays Kit (Thermo Fisher Scientific) pre onkogénne miR-21, -155 a -210 a tumor-
supresorové miR-22, -34a, -145 a na normalizaciu vysledkov sme ako kontrolu pouZili
miR-191. Prostrednictvom AB7500 Real Time System (Applied Biosystems Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) sme vykonali kvantitativnu realtime PCR. VSetky
gPCR reakcie sme realizovali v duplikatoch, pricom hodnotu Cq sme stanovili ako
priemer ziskanych hodnét.

Vysledky
Z hladiska regulacného potencialu Salvie v nadorovych tkanivach samic potkanov sme
sa zamerali na analyzu expresie onkogénnych (miR-21, miR-155, miR-210) a tumor-
supresorovych (miR-22, miR-34a, miR-145) miRNA (obr. 1). NizSia davka Salvie
nepreukazala signifikantné zmeny v modulaciach expresie vybranych miRNA
v porovnani s kontrolnou skupinou. Signifikantné zmeny sme zaznamenali az po
aplikacii vyssej davky Salvie, a to zniZenie expresie onkogénnej miR-21 0 58 % (p <
0,001, skupina SAL 1) a zniZenie expresie tumor-supresorovej miR-145 o 31 % (p <
0,05, SAL 1) v porovnani s kontrolou. Daliu signifikantni zmenu sme zachytili pri
porovnani skupin SAL 0,1 a SAL 1, kde sme odhalili vyznamné zniZenie expresie
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onkogénnej miR-21 o 73 % (p < 0,05). Nesignifikantny, ale zretelny pokles expresie
onkogénnej miR-155 0 40 % (p = 0,194, SAL 1) v porovnani s kontrolnymi vzorkami
sme zaznamenali aj po aplikacii vySSej davky Salvie. Na ostatné testované parametre
MiRNA (miR-155, miR-210, miR-22, miR34a) nemala nizSia ani vysSia davka Salvie
vyznamny modulaény ucinok.

Expresia miRNA

2,5 KONT
5 SAL 0,1
T m SAL 1

15

1T TT T
+

T T . [
-
T . T T %
=
* % % —
b i I I I
0

miR21 miR155  miR210 miR22 miR34a  miR145

Zmena expresie mMiRNA (27-AAct)

Obrazok 1 Relativna uroven expresie onkogénnych miRNA (miR-21, miR-155, miR-210) a tumor-
supresorovych miRNA (miR-22, miR-34a, miR-145) v nadorovych tkanivach potkanov po aplikacii S.
officinalis
Pre normalizaciu ziskanych vysledkov bola pouZzita miR-191-5p ako interna kontrola. Data su vyjadrené
ako priemery + SEM. Signifikantny rozdiel: * P < 0,05, *** P < 0,001 vs. KONT, + P < 0,05 vs. SAL 0,1

Diskusia

Aj napriek pokrokom v onkologickom vyskume je incidencia a mortalita na karcinbm
prsnika velmi vysoka [1]. Hlavnou priCinou umrtnosti je rozvoj rezistencie na
konvencnu terapiu [8]. Ztohto dbévodu je pre pacientov s rakovinou prsnika
mimoriadne délezity individualny pristup a identifikacia modernych a efektivnejSich
preventivnych a terapeutickych stratégii vratane zvySenej citlivosti nadorovych buniek
na konvencné chemoterapeutika [9]. Primarna a sekundarna chemoprevencia
celistvymi rastlinami by mohla viest' k efektivnemu znizovaniu incidencie zhubnych
ochoreni mlie¢nej Zlazy [10]. SpustaCom karcinogenézy su cCasto Specifické
epigenetické zmeny, ktoré vedu k abnormalnej transkripcii génov a naruSeniu
regulacie bunkovych procesov. Z hladiska klinickej mediciny by rozdiely v
epigenetickych mechanizmoch medzi zdravymi a chorymi jedincami mohli viest
k identifikacii novych diagnostickych, prediktivnych alebo prognostickych markerov,
najma u vysokorizikovych jedincov [11].

V nasom experimente nizSia davka Salvie nepreukazala vyznamny ucinok na regulaciu
expresie ziadnej z testovanych miRNA, ale po aplikacii vy$Sej davky Salvie sme
zaznamenali pokles expresie onkogénnej miR-21. Na druhej strane sme po aplikacii
vySSej davky Salvie zaznamenali proneoplasticky ucinok Salvie prostrednictvom
znizenej expresie tumor-supresorovej miR-145. Na regulacii miR-145 sa vSak podiela
mnozstvo faktorov, vratane variacii chromatinu, transkripnej a post-transkripénej
regulacie a hypermetylacie prométora miR-145 génov. Okrem toho expresiu miR-145
moézu vyrazne ovplyviiovat aj endogénne (cytokiny, hormény) a exogénne
(xenobiotika) faktory [12]. Pre podrobnejSie stanovenie tohto ucinku je vSak potrebna
dalSia analyza. KedZe sme pri ostatnych epigenetickych analyzach (metylacia DNA a
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posttranslacné modifikacie histonov) a zakladnych parametroch mamarnej
karcinogenézy nezaznamenali iny proneoplasticky ucinok po aplikacii Salvie,
predpokladame, ze Salvia vykazuje vyznamny chemopreventivny ucinok
v experimentalnom modeli mamarnej karcinogenézy. V naSich predchadzajucich
chemopreventivnych Studiach karcinomu prsnika in vivo celistvé rastlinné potraviny
(tymian, Skorica a sumak) taktiez preukazali vyznamny pozitivny modulacny ucinok na
vybrané epigenetické parametre, vratane zmien v expresii miRNA [3, 13, 14]. Vinych
in vitro Studiach karcindmu prsnika, autori podobne preukazali pokles expresie
onkogénnej miR-21, a to po aplikacii extraktu z prhfavy dvojdomej [15] alebo
kombinacie silibininu s epigalokatechin-3-galatom [16].

Napriek tomu, Ze naSa Studia neodhalila presné mechanizmy, ktorymi Salvia reguluje
expresiu onkogénnych a tumor-supresorovych miRNA v animalnom modeli karcinému
prsnika in vivo, komplexné predklinické a klinické Studie poukazuju na vyznamné
preventivne a protinadorové ucinky celistvych rastlinnych potravin alebo izolovanych
fytochemikalii prostrednictvom epigenetickych zmien [4, 5, 17]. Pre pochopenie
epigenetickych mechanizmov spojenych s regulaciou expresie miRNA v ramci
chemoprevencie je potrebny detailnejSi vyskum.

Zaver
Vysledky z experimentu poukazali na signifikantny modulaény efekt Salvie na
epigenetické mechanizmy, konkrétne regulaciu expresie onkogénnych a tumor-
supresorovych miRNA, v experimentalnej mamarnej karcinogenéze in vivo, pricom
zaznamenana ucinnost bola predovsetkym v jej vy$Sej koncentracii. Tieto vysledky
poukazuju na dolezitost analyzy epigenetickych uc€inkov rastlinnych prirodzenych
substancii v ramci onkologického vyskumu.

Financna podpora bola zabezpecena grantom VEGA 1/0045/23. Experimenty boli schvalené
etickou komisiou JLF UK (No. EK12/2022) a Statnou veterinarnou a potravinovou spravou SR
(R0-5056-3/2022-220).
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Abstract

Alarming statistics on breast cancer incidence and mortality highlight the crucial need
for effective preventive strategies. Current cancer research describes potent anti-
neoplastic capacity of naturally occurring phytochemicals present in whole plants via
the capability to modulate each of the multistep process of carcinogenesis. The aim of
our experiment was to analyze the effects of Salvia officinalis L. (sage) on selected
parameters of apoptosis, proliferation, angiogenesis, and antioxidant activity in
chemopreventive rat model of experimental mammary carcinogenesis. Experimental
animals were divided into three groups: control group without chemoprevention,
chemoprevention with sage at a concentration of 0.1 % (SAL 0.1) and
chemoprevention with sage at a concentration of 1 % (SAL 1). Immunohistochemical
analysis of rat tumor specimens revealed significant increase in the cytoplasmatic
expression of caspase-3 by 54 % and the level of MDA by 30.5 % in SAL 1 vs. control
group. Moreover, we observed significant increase in Bax / Bcl-2 ratio by 61 % and
62.5 % in both sage-treated groups when compared with control. In conclusion, we
demonstrated significant anti-cancer effects of sage in chemopreventive model of
experimental mammary carcinogenesis, specifically affecting parameters of apoptosis
and antioxidant activity. The observed antineoplastic capacity in experimental
mammary carcinogenesis is suggested to be a result of additive or synergistic effects
of mixture of phytochemicals in the whole plant.

Keywords: rat, breast cancer, chemoprevention, phytochemicals, sage, apoptosis,
proliferation, angiogenesis, antioxidant activity.

Uvod
Zavedenie efektivnych pristupov v manazmente nadorovych ochoreni, vratane
prevencie, je nevyhnutné pre pokles celosvetovych trendov v incidencii a mortalite
rakoviny prsnika [1, 2]. Chemopreventivny model chemicky indukovanej mamarnej
karcinogenézy samic potkanov imituje situaciu u vysoko rizikovych
premenopauzalnych zien [3]. Vyrazny protinadorovy potencial rastlinnych funkénych
potravin je pravdepodobne vysledkom aktivity viacerych fytochemikalii nachadzajucich
sa v celistvej rastline [4]. Salvia lekarska (Salvia officinalis L.) je vyznamna obsahom
Sirokého spektra fytochemikalii, vratane flavonoidov [5]. Su€asny vyskum poukazuje
na slubné protirakovinové ucCinky fytochemikalii nachadzajucich s v celistvych
rastlinnych potravinach, pricom mechanizmus ich ucinku spociva v moznosti ovplyvnit
mnohostupnovy proces karcinogenézy, ato vramci primarnej, sekundarnej
a terciarnej prevencie [2]. V priebehu experimentu sme analyzovali ucinok Salvie na
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vybrané parametre apoptdzy, proliferacie, angiogenézy a antioxidacného ucinku
v chemopreventivhom experimentalnom modeli chemicky indukovanej karcinogenézy
in vivo.

Material a metody

V experimente boli pouZzité samice potkanov kmena Sprague-Dawley (Charles River,
Nemecko) v pocte 75 ks vo veku 32 - 36 dni. Zvierata boli adaptované v Standardnych
podmienkach zverinca (teplota 23 + 2 °C, relativna vlhkost 40 — 60 %, umely svetelny
rezim svetlo/tma 12 : 12 h). Nasledne boli zvierata rozdelené do 3 experimentalnych
skupin: kontrolna skupina bez aplikacie analyzovanej fytosubstancie v potrave
(KONT), skupina s nizSou davkou 3alvie v potrave (1 g/kg) (SAL 0,1) a skupina
s vy§Sou davkou Salvie v potrave (10 g/kg) (SAL 1). Mamarna karcinogenéza bola
indukovana prostrednictvom chemokarcinogénu N-nitroso-N-methylurea (NMU,
Sigma, Deisenhofen, Germany) aplikovaného intraperitonealne v jednorazovej davke
(50 mg/kg hmotnosti zvierata) v 42. postnatalnom dni. Analyzovana fytosubstancia,
Salvia officinalis L. (8alvia, suSena vnat, krajina a oblast pdvodu — Slovensko, Spi$)
bola zapracovana v potrave (SSNIFF SpezialdiatenGmbH, Soest, Nemecko), pricom
chemoprevencia zaCala tyzden pred indukciou karcinogenézy a trvala az do skoncenia
experimentu (14 tyzdfov). V zavere experimentu boli zvieratd usmrtené rychlou
dekapitaciou. Pri hodnoteni protinadorového ucinku Salvie v experimentalnom modeli
mamarnej karcinogenézy samic potkanov sme sa zamerali na imunohistochemické
stanovenie vybranych parametrov apoptézy (kaspaza-3, Bax, Bcl-2), proliferacie
(Ki67), angiogenézy (VEGF, VEGFR2) a antioxidatného ucinku (malondialdehyd,
MDA) reprezentativnych oblasti nadorového tkaniva parafinovych blo¢kov. Pre
detekciu vybranych proteinov bola zvolena nepriama imunohistochemicka metéda s
pouzitim komeréne dostupnych protilatok. Imunohistochemické farbenie (Autostainer
Link 48/Hermes/) bolo zrealizované podfa odporucani vyrobcu. Vizualizacia
primarnych protilatok bola uskutoCnena prostrednictvom sekundarneho detekéného
systému (EnVision, Dual Link System-HRP, cat. No. K0O60911, Dako North America,
Carpinteria, CA, USA) s pouzitim diaminobenzidin tetrahydrochloridu ako substratu.
Nasledne boli reprezentativne oblasti rezov tkaniva nasnimané a analyzované pri 400-
nasobnom zvacseni (Olympus BX41N). Expresia proteinov bola kvantifikovana ako
priemerna percentualna hodnota antigén pozitivhych oblasti v Standardnych poliach
(0,5655 mm?) nadorovych "hot spot" oblasti. Digitalne zabery boli dalej analyzované
morfometricky s pouzitim softvéru QuickPhoto Micro, verzia 3.1 (Promicra, Praha,
Ceska republika). Antigén pozitivne oblasti boli vyhodnotené prostrednictvom fazove;
analyzy so Standardnymi prahovymi hodnotami pre slabu, miernu a silnu intenzitu
imunoreaktivity. Experimenty boli schvalené Etickou komisiou JLF UK (No.
EK12/2022) a Statnou veterinarnou a potravinovou spravou SR (No. 5056-3/2022-
220).

Vysledky
Salvia signifikantne zvysila cytoplazmatickl expresiu kaspazy-3 o 54 % (SAL 1, p <
0,05) v porovnani s kontrolnou skupinou (KONT). Taktiez sme ucinkom Salvie
pozorovali signifikantné zvysenie pomeru Bax/Bcl-2 0 61 % (SAL 0,1, p < 0,05) a 62,5
% (SAL 1, p < 0,05) v porovnani s kontrolnou skupinou (KONT). Salvia vo vy$3ej davke
(SAL 1) tiez signifikantne znizila hladinu MDA o 30,5 % v porovnani s kontrolnou
skupinou (KONT). Dalej sme pozorovali nesignifikantné znizenie expresie Ki67
uginkom Salvie 0 20,5 % (SAL 0,1, p = 0,08) a 21,5 % (SAL 1, p = 0,063) v porovnani
s kontrolou. Parametre angiogenézy (VEGF a VEGFR-2) sa po chemoprevencii
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Salviou v porovnani s kontrolnou skupinou signifikantne nezmenili. Kvantifikacia uCinku
Salvie na uroven expresiu sledovanych parametrov apoptézy, proliferacie,
angiogenézy a antioxidacnej aktivity v mamarnych nadorovych bunkach potkanov je
zobrazena na obrazku 1.

Diskusia a zaver
SucCasny vyskum poukazuje na regulaény potencial fytochemikalii v nadorovom
procese sprostredkovany modulaciou kfu€ovych mechanizmov iniciacie, promocie a
progresie karcinogenézy, vratane procesov apoptozy, proliferacie, angiogenézy Ci
oxidacného poskodenia [3]. Programovana bunkova smrt alebo apoptéza mbze byt
indukovana vnutornou alebo vonkajSou drahou [6]. V ramci nasho experimentu sme
analyzovali ucinok Salvie na vnutornu, mitochondriami sprostredkovanu signalizaciu
programovanej bunkovej smrti, a to konkrétne hodnotenim ucinku Salvie na kaspazu-
3, pro-apoptoticky protein Bax a anti-apoptoticky protein Bcl-2. V zavere experimentu
sme vplyvom Salvie zaznamenali signifikantné zvySenie expresie kaspazy-3 o0 54 % pri
vy$Sej davke Salvie v porovnani s kontrolnou skupinou. Taktiez sme pozorovali
signifikantné zvySenie pomeru Bax / Bcl-2 u€inkom Salvie o 61 % pri nizSej davke a o
62,5 % pri vy$3ej davke v porovnani s kontrolou.
Nekontrolovana proliferacia patri medzi dalSie procesy asociované s karcinogenézou.
Bunkova signalizacia pozmenena nadorovym procesom vedie k nadmernej proliferacii
a obchadzaniu signalov, ktoré za normalnych okolnosti reguluju bunkovy cyklus [7].
Jadrovy protein Ki67 je povazovany za vhodny marker proliferacie, nakofko je
asociovany s aktivnymi fazami bunkového cyklu [8]. V naSom experimente sme
zaznamenali tendenciu k poklesu Ki67 ucinkom Salvie v oboch davkach, avsak tieto
zmeny neboli preukazané ako signifikantné.
Nerovnovaha medzi antioxidaénymi mechanizmami a reaktivnymi formami kyslika
vedie k zvySenému oxidaénému stresu [9] a teda k poSkodeniu bunkovych Struktur,
vratane proteinov, lipidov a DNA [10]. Malondialdehyd (MDA) je najCastejSim
markerom oxidacného posSkodenia lipidov [11]. Vysledky nasho experimentu
preukazali signifikantné zniZenie hladiny MDA o 30,5 % v skupine s vy$Sou davkou
Salvie v porovnani s kontrolou.
Nase vysledky potvrdili protinadorovy ucinok Salvie, a to konkrétne prostrednictvom
ovplyvnenia expresie vybranych parametrov apoptdézy a antioxidacného ucinku
v experimentalnej mamarnej karcinogenéze in vivo. Vysledky hodnotenia
protinadorovych ucinkov Salvie su v sulade s nedavnymi vysledkami naSej pracovnej
skupiny, kedy sme preukazali signifikantné antineoplastické ucCinky aj dalSich
rastlinnych funkénych potravin v rovnakom modeli experimentalnej mamarnej
karcinogenézy (napr. listy mladého jaémena, zmes Supiek tmavého ovocia, oregano,
klinCek, Skorica, sumac) [3, 12, 13]. Potencial vyuzitia celistvych rastlin
charakterizovanych obsahom Sirokého spektra fytochemikalii spoCiva predovSetkym
v kontexte primarnej prevencie z dbvodu vyznamnej protirakovinovej aktivity,
jednoduchej dostupnosti a nizkej toxicity. Chemopreventivne vlastnosti fytosubstancii
je taktiez mozné vyuzit v manazmente nadorovych ochoreni v sulade s aktualnym
trendom prediktivneho, preventivneho a personalizovaného pristupu.

Finanéna podpora bola zabezpeéena grantom VEGA 1/0045/23.
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Obrazok 1 Imunohistochemické hodnotenie uc€inku Salvie na expresiu vybranych parametrov apoptézy
(cytoplazmaticka kaspaza-3, Bax a Bcl-2), proliferacie (Ki67), angiogenézy (VEGF a VEGFR-2) a
antioxida¢ného ucinku (MDA) mamarnych nadorovych buniek samic potkanov. Hodnoty su vyjadrené
ako aritmetické priemery + SEM. KONT — kontrolna skupina, SAL 0,1 — skupina so $alviou aplikovanou
v niz8ej davke, SAL 1 — skupina so $alviou aplikovanou vo vy$3ej davke. Signifikantny rozdiel: *p < 0,05
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Abstract

Phytochemicals are widely distributed bioactive compounds in plants exerting various
beneficial impacts on human health through modulating molecular cascades, which
are altered in the pathological cancer phenotype. Recent evidence has identified
numerous phytochemicals as modulators of critical components of epigenetic
mechanisms, including DNA methylation. The main aim of our experimental study was
to evaluate the potential chemopreventive effect of Salvia officinalis via the modulation
of methylation in promoter regions of 5 genes (RASSF1, TIMP3, PITX2, ATM, PTEN)
in an animal model of mammary carcinogenesis. Animals in our study were divided
into three groups (control group, chemoprevention at a concentration of 0.1 %, and
chemoprevention at a concentration of 1 %). Our observation revealed a dose-
dependent decrease in methylation of ATM promoter region by 54.3% (P < 0,05) in the
group with a lower concentration of Salvia officinalis L. and by 61,7% (P < 0,01) in the
group with a higher concentration of Salvia officinalis L. compared to the control group.
Moreover, we identified a decrease in methylation of the PTEN promoter region by o
96,6% (P < 0,01) in the group with a higher concentration of Salvia officinalis L.
compared to the control group. In conclusion, our results show the potential
chemopreventive effect of Salvia officinalis L. via modulation of DNA methylation
contributing to breast cancer development.

Keywords: phytochemicals, methylation, epigenetics, rats, salvia

Uvod
Rakovina prsnika je charakterizované ako multifaktorialne ochorenie, ktoré
predstavuje najCastejSie diagnostikovanu malignitu v Zenskej Casti populacie s roénym
prirastkom takmer 2 000 000 novych pripadov a je zodpovedné za umrtie priblizne
620 000 pacientov s tymto ochorenim celosvetovo [1]. Rozvoj rakoviny prsnika
predstavuje kaskadu dejov, ktoré ovplyviuju genetické ako aj epigenetické zmeny,
priCom v pripade epigenetickych alteracii nedochadza k zmene poradia nukleotidov
DNA. Epigenetické zmeny su asociované so znizenou funkciou tumor-supresorovych
genov, pripade su zodpovedné za aktivaciu onkogénov. Epigenetické mechanizmy
predstavuju zmeny metylacie CpG dinukleotidov v promoétorovych oblastiach génov,
chemické modifikacie histobnov a RNA interferenciu regulujucu expresiu génov na
posttranskripénej urovni [2]. Prave regulacie metylacie DNA predstavuje zasadny
epigeneticky mechanizmus v iniciacii, promocii a progresii nadorového ochorenia.
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Spravna kontrola metylacie DNA nie je kluCova len pre regulaciu génovej expresie, ale
zahffia aj zachovanie integrity gendmu a modulaciu imunitnej odpovede [3].

Vyuzitie syntetickych, prirodnych alebo biologickych latok na redukciu vyskytu rakoviny
u zdravych jedincov je definované ako chemoprevencia. Chemopreventivne latky
inhibuju rozvoj rakoviny réznymi mechanizmami ako je predchadzanie poskodenia
DNA, ktoré vedie k rozvoju malignej transformacie buniek, pripadne zvratenim alebo
blokovanim delenia premalignych buniek s poSkodenou DNA [4]. Neustaly narast
novych pripadov malignych ochoreni prsnika, zlyhavanie konvenénej chemoterapie
a jej nadmerna toxicita si vyZaduje aplikaciu novych pristupov [5]. Pozitivhy ucinok
chemoprevencie rakoviny prsnika bol preukazany po aplikacii tamoxifénu, kde bol
preukazany vyrazny pokles rozvoja invazivnej formy nadorového ochorenia [6].
Fytochemikalie ako sekundarne metabolity rastlin preukazali signifikantny inhibiény
ucinok proti karcinogenéze, ¢o poukazuje na chemopreventivny potencial tychto
rastlinnych produktov v supresii iniciacie a promécie malignej transformacie [7]. Z toho
dévodu bolo cieflom predkladanej Studie analyza modula¢ného ucinku Salvia officinalis
L. na zmenu urovne metylacie DNA prométorovych oblasti tumor-supresorovych
génov asociovanych s iniciaciou a promoéciou mamarnej karcinogenézy.

Material a metody

Animalne modely a indukcia karcinogenézy

V naSom experimente boli pouZité samice potkana kmerfia Sprague-Dawley (n=60)
(Charles River Laboratories, Sulzfeld, Nemecko) vo veku 30-34 dni a telesnou
hmotnostou 115-140 g. Zvierata boli aklimatizované v Standardnych podmienkach vo
vivariach (teplota prostredia 23 £ 2 °C) s relativhou vihkostou vzduchu 30 — 60 % s
umelym rezimom svetlo/tma (L/D 12 : 12 h). Svetlo sa spustalo automaticky o 7:00
rano. Karcinogenéza sa u potkanoch indukovala aplikovanim N-nitroso-N-methylurey
(NMU, Sigma, Deisenhofen, Nemecko). NMU je priame alkylacné cinidlo, ktoré
nevyzaduje metabolicku aktivaciu a preto predstavuje optimalny topicky a ucinny
karcinogén pre podobné typy experimentov. NMU bola podana potkanom
intraperitonedlne v jednorazovej davke 50 mg/kg telesnej hmotnosti v 42. den
postnatalneho vyvoja. V ramci chemopreventivnej experimentalnej Studie sme pouZzili
rastlinu Salvia officinalis L. (8alvia). Chemoprevencia Salviou zacala tyzden pred
aplikaciou karcinogénu atrvala 15 tyzdfov. Salvia bola podavana v dvoch
koncentraciach ato konkrétne 1 g/kg potravy (0.1 %, C€o predstavuje nizSiu
koncentraciu Salvie v potrave) a 10 g/kg potravy (1 %, €o predstavuje vysSiu
koncentraciu Salvie v potrave). Zvierata boli rozdelené do troch skupin ato: 1)
kontrolna skupina bez chemoprevencie; 2) chemoprevencia Salviu v koncentracii 0.1
%; 3) chemoprevencia s fytofarmakom v koncentracii 1 %. Vazenie a palpacia zvierat
prebiehala kontinualne kazdy tyzden pocCas experimentu a bola zaznamenavana
pritomnost, poCet a velkost kazdého palpovaného nadoru.

Pitva zvierat odber a procesovanie nadorového tkaniva pre dalsie analyzy

Posledny tyzden experimentalnej Studie boli zvierata usmrtené a bolo im odobraté
nadoroveé tkanivo na dalSie analyzy. Tkanivo uréené na analyzu metylacného profilu
bolo odobraté do 1,5 ml skimavky a uskladnené na fade z dévodu prevencie pripadnej
degradacie DNA v nativnom tkanive. Nasledne boli takto odobrané tkaniva uskladnené
v hlboko-mraziacom boxe pri teplote — 80 °C do samotnej izolacie DNA. Samotné
nadorové tkanivo muselo byt pred samotnou izolaciu homogenizované, o predstavuje
esencialny krok pred samotnou izolaciou nukleovych kyselin z nadorovej masy.
Homogenizacia prebiehala na zariadeni TissueLyser LT (Qiagen, Nemecko). V naSom
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experimente sme nadorové tkanivo s hmotnostou 50 — 100 mg spolu s ocelovymi
gulickami s priemerom 5 mm (Qiagen, Nemecko) vloZili do predchladenej skumavky.
Ku vzorkam sme pridali 200 pl lyzacného pufru (Qiagen, Nemecko), vloZili do
zariadenia TissueLyser LT (frekvencia vibrovania 50 Hz) pokym nebolo tkanivo uplne
rozruSené.

Spracovanie DNA a analyza metylacie DNA

Nasledny homogenat bol dalej pouzity na samotnu izolaciu DNA pomocou
komeréného kitu DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen, Nemecko), priom sme
postupovali podla protokolu, ktory je su€astou kitu. Koncentracia vyizolovanej DNA sa
stanovila pomocou spektrofotometra NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific). Na
naslednu bisulfidovu konverziu sme pouZili komeréne dostupny EpiTect Bisulfite kit
(Qiagen, Nemecko). DNA so vstupnou koncentraciou 50 ng/ul sme konvertovali
pomocou protokolu odporuc¢aného vyrobcom. Nasledna kvantifikacia metylacie
promoétorovych oblasti  tumor supresorovych génov zahffiala amplifikaciu
sledovanych oblasti DNA pomocou kitu PyroMark PCR (Qiagen, Nemecko). Na
analyzu metylacie sme pouzili preddizajnované eseje na stanovenie metylatného
statusu piatich génovych prométorov (RASSF1, TIMP3, PITX2, ATM, PTEN)
(PyroMark CpG assay, Qiagen, Nemecko). Detekcia urovne metylacie bola
realizovana na zariadeni PyroMark Q96 ID System (Qiagen, Germany) s pouzitim
PyroMark Gold Q96 Reagents. Na vyhodnotenie bol pouzity komerény software
PyroMark Q96 software version 2.5.8 (Qiagen, Germany). Experimenty boli schvalené
Etickou komisiou JLF UK (No. EK12/2022) a Statnou veterinarnou a potravinovou
spravou SR (No. 5056-3/2022-220).

Vysledky

V ramci pyrosekvenacnej analyzy na stanovenie detekcie metylacného profilu CpG
dinukleotidov lokalizovanych v oblastiach génovych prométorov sme hodnotili celkovo
60 vzoriek mamarneho karcindmu odobratého z troch experimentalnych skupin
zvierat, aby sme stanovili hodnotu metylacie v génoch ATM (1-4 CpG), PITX2 (1-5
CpG), RASSF1 (1-3 CpG), PTEN (1-6 CpG) a TIMP3 (1-6 CpG). Salvia aplikovana
v niz8ej davke signifikantne znizila metylaciu promoétora génu ATM 0 54.3% (*P < 0.05)
avo vysSej davke 061,7% (** P < 0.01) v porovnani s kontrolnou skupinou bez
chemoprevencie. V pripade génu PTEN Salvia signifikantne znizila metylaciu CpG
dinukleotidov v prométorovej oblasti 0 96,6% (** P < 0.01) v tkanivach odobratych zo
zvierat kfmenych vySSou koncentraciou fytosubstancie v porovnani s kontrolnou
skupinou (obr.1).
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Metylacie génovych promaétorov

MKONT. mSALO.1 mSAL1

(%)

* ok
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T - * %

ATM (CpG 1-4) PITX2 (CpG 1-5) RASSF1 (CpG 1-3) PTEN (CpG 1-6) TIMP3 (CpG 1-8)

Obrazok 1 Uroveri metylacie prométorov tumor-supresorovych génov ATM, PITX2, RASSF1, PTEN
a TIMPS - efekt Salvie
V kazdom géne bol analyzovany prislusny pocet CpG dinukleotidov (ATM-4; PITX2-5; RASSF1-3;
PTEN-6; TIMP3-6). V ramci kazdého génu bol hodnoteny stuper metylacie medzi kontrolnou skupinou
a skupinami s aplikovanymi fytosubstanciami. Hodnoty su vyjadrené ako aritmetické priemery + SEM.
Signifikantny rozdiel, *P < 0.05, ** P < 0.01 vs. CONT, +P < 0.05 vs. SAL 0.1

Diskusia a zaver
Nadorové ochorenia je mozne definovat ako nekontrolovatelny rast a proliferaciu
buniek. Akumulacie genetickych a epigenetickych alteracii su jednou zo zakladnych
charakteristik nadorovej transformacie [8]. Velké mnozstvo predklinickych aj klinickych
studii poukazuju na zasadny dopad epigenetickych zmien v rozvoji malignej
transformacie [3, 9, 10]. Hypermetylacie tumor supresorovych génov je epigenetickym
procesom asociovanym so stratou funkciu tychto génov, ¢o vo vysledku vedie ku
znizovaniu ich expresie [11]. V naSej Studii sme sa zamerali na analyzu metylacie
piatich tumor-supresorovych génov ATM, PITX2, RASSF1, PTEN a TIMPS3, ktorych
zvySena uroven metylacie v promotorovych oblastiach predstavuje zly prognosticky
marker pre pacientov s rakovinou prsnika [12-15]. Analyza metylacie odhalila
signifikantny pokles metylacie CpG dinukleotidov v géne ATM. Produkt tohto génu je
délezity pre kontrolu bunkoveého cyklu a reguluje dalSie down-stream proteiny vratane
tumor supresorovych proteinov p53, BRCA1, checkpoint kinazy CHK2, ako aj dalSie
proteiny zapojené v bunkovom cykle [16]. Mutacie v tomto géne a zniZzena expresia
vedie k rozvoju radio/chemo rezistencie nadorov [17]. V naSej experimentalnej Stadii
sme zaznamenali signifikantny pokles metylacie v oboch lie€enych skupinach (SAL
0.1 a SAL 1) v porovnani s kontrolou. Obdobné vysledky sme ziskali aj v naSich
predoslych expertizach, kde tymian znizil metylaciu génu ATM v animalnom modeli
mamarnej karcinogenézy [18]. Rovnako aj v minulych experimentoch in vivo s
aplikaciou Skorice a sumachu ako chemopreventivnych latok sme zaznamenali
signifikantny pokles metylacie génu ATM [19, 20]. V pripade hodnotenia génu PTEN
sme detegovali signifikantné zniZzenie metylacie v skupine s vy$Sou davkou Salvie.
Produkt génu PTEN je rovnako ako ATM zapojeny v regulacii bunkového cyklu a tiez
v indukcii bunkovej smrti a stimulacie bunkovej proliferacie. Podobny vysledok sme
zaznamenali aj v naSich experimentoch s vyuzitim rovnakého animalneho modelu po
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aplikacii sumachu a tymianu, kde sme identifikovali signifikantny pokles metylacie na
analyzovanych CpG dinukleotidoch v promotorovej oblasti génu PTEN [18,19].
V pripade ostatnych génov sme nezaznamenali Ziadne signifikantné rozdiely
v metylacii medzi testovanymi skupinami. NaSe vysledky poukazali na pozitivny
chemopreventivny ucinok bioaktivnych zloziek obsiahnutych v Salvii, ktory bol
sprostredkovany modulaciu metylacie promaotorovych oblasti tumor supresorovych
génov v animalnom modeli mamarnej karcinogenézy in vivo.

Za technicki podporu dakujeme doc. RNDr. Zore Lasabovej, PhD. a Ustavu
molekularnej bioldgie a genomiky JLF UK.

Finanéna podpora bola zabezpeéena grantom VEGA 1/0045/23.
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Vplyv alkoholu na vyvijajuce sa vtacie embryo
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Abstract

Alcohol (ethanol) is awildly used organic compound in various industries.
Consumption of alcohol and its effect on living organism is associated with an
increased risk of several diseases and conditions. Alcohol consumption during the
pregnancy can lead to lifelong consequences for the fetus, also referred to as fetal
alcohol syndrome (FAS). Given the legislative of European Union regarding the use of
alternative methods for testing, we observed the toxic effects of ethanol on the
developing chicken embryo during the period of organogenesis. Total of 144 chicken
eggs were used in the experiment. The eggs were divided into two groups for 24 hour
(24H) and 48 hour (48H) observation after ethanol application. Different concentration
of ethanol (5%, 10%, 15%, 20%) were applied on the membrana papyracea of the
embryo. The weight of the embryo and morphological changes were observed during
the study. Comparing the groups of 24H and 48H, longer exposure of alcohol on the
chicken embryos proved to be a factor in a decrease of the weight of the embryo. Due
to a comparable similarity of chicken embryos to human embryos, the avian embryo
provides a useful tool for hypothesis testing and identifying potential mechanisms of
ethanol activity and provide a cost and time-effective in vivo model system.

Keywords: avian embryo, alcohol, embryotoxicity

Uvod

Alkohol je celosvetovo zaradeny medzi najrozSirenejsiu drogu. Skodlivé aginky
spojené s pozivanim alkoholu pocas tehotenstva a jeho vplyv na fetalny vyvin, zname
aj ako fetalny alkoholvy syndrom (FAS) sa spajaju s naslednym celozZivotnym
postihnutim ovplyvnenych jedincov [1]. Vzhlfadom na suc€asnu legislativu Eurépskej
unie, smernicu 2010/63/EU, ktorej zamerom je obmedzenie poctu zvierat na vedecké
ucely, je prechod k alternativnym metédam testovania nevyhnutnostou [2]. Legislativa
vyzdvihuje implementaciu tzv. 3R — redukcia, zjemnenie a nahradenie
experimentalnych zvierat vo vede ato alternativnymi modelmi, resp. nizSimi
organizmami [3]. VtacCie embrya, ako alternativny model na testovanie, su vyuzivané
pre Studium v oblasti vyvojovej biolégie a vyvojovych procesov ateda vhodnym
modelom pre Studium FAS [4].

Material a metodika

Inkubadcia a aplikacia etanolu

Na experimentalnu pracu bolo pouZitych 144 kuracich vajec. Inkubacia prebiehala pri
37,5 °C £ 0,5 °C a 60 % vlhkosti v automatickej liahni (COVINA ET 49, Taliansko).
Skrupina vajec bola pred zadiatkom experimentu ogistena 70% etanolom. Pre
experiment boli vytvorené dve skupiny na zaklade dizky pdsobenia alkoholu. V prvej
skupine bola doba pdsobenia alkoholu 24 hodin (24H) a v druhej skupine 48 hodin
(48H). Na embryonalny defi (ED) 7 a ED8 bola u oplodnenych vajec prevedena
aplikacia etanolu in ovo na povrch podskrupinovej membrany (membrana papyracea),
podla skupin s koncentraciou alkoholu - 0%, 5%, 10%, 15%, 20%.
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Odber vzoriek
Odber vzoriek bol vykonany 24 hodin (aplikacia etanolu na ED8) po aplikacii a 48

hodin po aplikacii (aplikacia etanolu na ED8) etanolu. Kazdé embryo bolo vybrané zo
Skrupiny, odvazené, sledované boli morfologické zmeny na tele.

Statisticka analyza

Statistické vyhodnotenie vzoriek prebehlo za vyuZitia S$tatistického programu
GraphPad Prism 9.5.0 (dvojcestna ANOVA,; Sidak test — hmotnost embryi). Pre
stanovenie prezivatelnosti embryi bol pouzity Logrank Mantel-Cox test a Gehan-
Breslow-Wilcoxon test.

Vysledky

Pri sledovani hmotnosti embrya boli zaznamenané rozdiely medzi skupinami
spbésobenim etanolu po dobu 24H a 48H. Signifikantné rozdiely boli pozorované pri
koncentraciach 10%, 15% a 20% etanolu (obr. 1). Pri koncentracii etanolu 10% boli
priemerné hmotnosti 1,713 g (24H) a 1,353 g (48H). V pripade 15% etanolu sa jednalo
01,793 g (24H) a 1,516g (48H) a 20% etanolu 1,679 g (24H) a 1,376g (48H).
Z vysledkov je zrejmé, Zze pdésobenie alkoholu malo vplyv na celkovu hmotnost
vyvijajuceho sa embrya.

Hmotnost’ embryi

2.5- *kk Kk * %
I 24H
20 I ’_‘ I—l ’_‘ =3 48H
o
3 1.5 | -
o
£
o 1.0
£
£
0.54
0.0—%% T T T
CTR 5 10 15 20

koncentracia ETOH (%)
Obrazok 1 Porovnanie hmotnosti embryi pri 24 a 48 hodinovom p&sobenim alkoholu

Zrejmé boli aj morfologické zmeny na embryach. V kontrolnej skupine 48H bola

pozorovana monoftalmia v pripade 48H pdsobenia 20% alkoholu bola pozorovana
anoftalmia (obr. 2).

Obrazok 2 Porovnanie vyvinu o€i. A: Kontrolna skupina 48H. B: Experimentalna skupina 20%-48H
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Diskusia

Publikacie opisuju spomalenie embryonalneho vyvoja vplyvom zvySenej koncentracie
etanolu. Potvrdené boli zmeny vo vyvojovych Stadiach embryi - kontrolna skupina
preukazala vy$Sie vyvojové Stadium (Stadium HH 40) v porovnani s embryami
s aplikovanym 15% etanolom (Stadium HH 34). V literature opisuju dalSie morfologické
zmeny vo vyvoji, pri oSetreni 15% etanolom koncatiny embryi vykazovali neuplny
segmentovany vyvoj kosti a chrupiek [4]. Spomalenie vyvoja bolo v naSom pripade
potvrdené nizSou celkovou hmotnostou embryi po vystaveni ucinkom etanolu oproti
kontrolnej skupine, hmotnost’ kontrolnej skupiny (48H) bola 1,46 g, priCom pri pdsobeni
najvyssej koncentracii alkoholu (20%) priemerna hmotnost' klesla na 1,376g. V ingj
Studii boli pozorované ucinky etanolu pri koncentraciach 0%, 5%, 15% na skoré
vyvinové $tadia kuracieho embrya. Etanol vyznamne ovplyvnil telesnd dizku embrya
pri koncentracii 10% a 15%, pozorované boli aj zmeny v obvode hlavy a telesnej
hmotnosti oproti kontrolnej skupine. Medzi samotnymi jedincami v skupinach
nepozorovali vacsie rozdiely, rozdiel bol vdak pozorovany medzi kontrolnou skupinou
(1,58g) al1l5% etanolom (1,2g) [5]. Podobne, v naSsom experimente sme
nezaznamenali vyrazné zmeny v telesnych hmotnostiach embryi v ramci jednotlivych
Casovych skupin, ale medzi tymito €asovymi skupinami. Vysledky naznacuju, Ze dlihSie
pdsobenie alkoholu na embryo ovplyviuje telesni hmotnost.

Zaver

V predkladanej studii sme pozorovali u€inok jednorazovej davky etanolu o rdéznej
koncentracii na vyvijajuce sa kuracie embryo. Najvacsie rozdiely boli pozorované
medzi ¢asovymi skupinami (24H/48H). Zname je prepojenie embryotoxicity etanolu
medzi kuracim a fudskym embryom, a to konkrétne na vznik FAS u deti po poziti
alkoholu matkou pocas tehotenstva. Prave kuracie embryo bolo prvym
experimentalnym modelom, pri ktorom bola preukazana teratogenita alkoholu
Farmakologicky relevantné expozicie alkoholu naru$aju rast, morfogenézu
a spravanie kuracich embryi a vysledné fenotypy su velmi paralelné s fenotypmi
cicavCich modelov. Dostupnost kuracieho embrya umoznila novy pohlad na
teratogénne mechanizmy alkoholu.

Préca bola podporenéa projektom KEGA é. 004UVLF-4/2023 a IGA UVLF 14/2023 ,Studium
angiogennej odpovede ciev chorioalantoickej membrany vtaCieho embrya vo vztahu k
vybranym inovativnym biomaterialom uréenych pre regeneracnu medicinu®.
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Stadium histologickej Struktiry gonad kuracieho embrya na 9. den
inkubacie
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Abstract

The aim of this study was to observe normal histological structure of gonad in the
chicken embryo on day 9 of incubation. We observed an indifferent stage of the gonads
that consisted of straight, anastomosing gonadal cords, in which the primordial germ
cells were already present. In the surrounding mesenchyme, the mesenchymal cells
gradually differentiated into the stromal cells. The coelom epithelium consisted of a
thick, continuous layer of proliferating columnar cells. The tunica albuginea has not yet
been developed. We plan to use our observations in the pedagogical process as well
as in our upcoming experiments with a WiFi radiation.

Keywords: chick embryo, development, gonads, gonadal cords

Uvod

Kuracie embrya sa doposial velmi intenzivhe pouzivaju v ramci pedagogického
procesu pri vyucbe predmetu embryoldgia, ako aj modelové systémy pre Studie v
oblasti experimentalnej embryoldgie. Hlavnymi vyhodami tohto modelového systému
je lahka dostupnost, jednoducha manipulacia, finanéna nenarocnost, ako aj Siroké
moznosti kultivacie buniek a transplantacie tkaniv. Aj ked sa mnohé vyvojové procesy
u kuracieho embrya do znaénej miery zhoduju s vyvojom tkaniv a organov cicavcov,
je v ramci interpretacie experimentalnych vysledkov potrebné zohladnit niektoré
Specifika. Nasim cielom preto bolo z morfologického aspektu presStudovat vyvoj gonad
u kuracieho embrya pri normalnych podmienkach inkubacie. Nase pozorovania okrem
pouzitia v pedagogickom procese planujeme vyuzit aj v ramci experimentov, ktoré
budu zamerané na ucCinky neionizujuceho elektromagnetického ziarenia na vyvoj
tkaniv a organov kuracieho embrya.

Material a metody

Pokus bol realizovany na Katedre morfologickych disciplin Univerzity veterinarskeho
lekarstva a farmacie v KoSiciach. V experimente sme pouZili oplodnené kuracie vajcia
Kury domacej (Gallus gallus domesticus) z certifikovaného chovu Parovské Haje
(Nitra), ktoré boli inkubované v inkubatore za Standardnych podmienok pri teplote
37,5° C a vihkosti vzduchu 60 %. Na 9. defi inkubacie sme z vajec odobrali vyvijajuce
sa zarodky a nasledne ich spracovali Standardnym postupom pre ucCely svetelnej
mikroskopie. Vzorky sme fixovali v roztoku mDF — Modified Davidson’s fluid, zaliali do
paraplastu a histologické rezy ofarbili prehfadnym histologickym farbenim
hematoxylin-eozinom (HE). Na fotodokumentaciu bol pouzity svetelny mikroskop
Zeiss Axio Lab Al s kamerou Axio Cam ERc 5.

Vysledky
Na 9. den inkubacie sme u kuracieho embrya pozorovali indiferentné stadium gonad,
ktoré sa vyskytovali v tesnej blizkosti mezonefrosu. Mezonefros mal pretiahnuty tvar
a svojou lateralnou plochou bol prichyteny ku telovej stene. V mezonefrose boli dobre
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vyvinuté mezonefrické telieska a mezonefrické kanaliky, ako aj Wolffov a Mullerov
vyvod (ductus mesonephricus et paramesonephricus). Kaudalne od mezonefrosu sa
uz vyskytoval aj vyvijajuci sa zaklad definitivnej oblicky — metanefros s typickymi
sférickymi bunkovymi zoskupeniami (obr. A).

Vo vyvijajucich sa gonadach kuracieho embrya sme pozorovali formujuce sa pohlavné
povrazce s rovnym priebehom, v ktorych uz boli zalenené aj prvopohlavné zarodo¢né
bunky. Prvopohlavné zarodo¢né bunky boli relativne velké, okruhleho tvaru s bledou
cytoplazmou a tmavym jadrom. Pohlavné povrazce navzajom komunikovali a boli
obklopené embryonalnym vazivom — mezenchymom. V mezenchyme boli pritomné
sietovito usporiadané mezenchymoveé bunky, ktoré sa uz postupne diferencovali na
bunky vazivovej stromy. Na povrchu indiferentnej gonady sa vyskytoval célomovy
epitel. Indiferentna gonada bola velkou Castou svojej lateralnej plochy priloZzena
k mezonefrosu. V mezonefrose boli pritomné esovito postaCané kanaliky ako aj
mezonefrické oblickove telieska. V ich okoli sa v mezenchyme vyskytovali velké krvné
cievy s krvinkami (obr. B).

Na povrchu gonady sme Casto pozorovali priame spojenia pohlavnych povrazcov
s célomovym epitelom. Célomovy epitel pozostaval =z hrubej, suvislej vrstvy
proliferujucich cylindrickych buniek. Vazivovy obal - tunica albuginea eSte nebol
vyvinuty (obr. C).

Diskusia
Mnohé, najma inicialne vyvojové procesy sa u kuracieho embrya do znaénej miery
zhoduju s embryonalnym vyvojom cicavcov. Aj preto je vyuzitie tohto animalneho
modelu pri vyuCbe embryolégie, & v ramci roznych experimentov velmi oblubenou
pomdckou. Napriek tomu v8ak v ramci embryogenézy vtakov existuju urcité Specifika,
ktoré je potrebné hlavne v ramci interpretacie experimentalnych vysledkov zohladnit.
Prace zamerané na Studium Struktury tkaniv a organov kuracieho embrya su velmi
ojedinelé, a preto nasim cielom bolo preStudovat morfologicky obraz vyvijajucich sa
gonad kuracieho embrya pri beznych inkubacnych podmienkach. Na 9. den inkubacie
sme ukuracich embryi zaznamenali indiferentné $tadium vyvoja gonady
s pritomnostou rovnych, anastomozujucich pohlavnych povrazcov, ktoré v sebe niesli
uz aj prvopohlavné zarodo¢né bunky. Podobny morfologicky obraz pri vyvoji gonad
u kuracieho embrya pozorovali aj Bellairs a Osmond [1] a Hyttel a kol. [3]. Tito autori
uvadzaju, Ze prvotné pohlavné povrazce sa u kuracieho embrya objavuju uz na 5. den
inkubacie a vznikaju proliferaciou célomového epitelu, ktory invaduje mezenchym
indiferentnej gonady. Proliferujuci célomovy epitel v sebe nesie aj prvopohlavné
zarodocCné bunky, ktoré do peritonea v oblasti buducej gonady primigrovali krvnym
obehom. Priame spojenia pohlavnych povrazcov s célomovym epitelom na povrchu
gonady, sme Casto pozorovali aj v naSich preparatoch, €o je v sulade so zisteniami
tychto autorov. Proliferacia pohlavnych povrazcov dalej pokracuje, ¢im dochadza k
vyraznému zvacSovaniu gonady. Kym Kk diferenciacii prvopohlavnych buniek na
spermatogdénie dochadza az na 13. den inkubacie, k diferenciacii na oogonie
dochadza uz skor, a to na 7. den inkubacie [2]. Prvopohlavné zarodocné bunky sa
u vtakov objavuju uz v prvom dni inkubacie (priblizne 18 hodin po oplodneni) v oblasti
tzv. zarodkového polmesiaca na anteriérnom konci area pellucida a podobne ako je to
u cicavcov, pochadzaju z buniek epiblastu [1, 5]. Na rozdiel od cicavcov, kde
prvopohlavné zarodo&né bunky amébovitym pohybom prostrednictvom filopodii
priamo migruji z extraembryonalnej mezodermy cez allantois a Zitkovy vak do
indiferentnych gonad, dochadza u vtakov k nepriamej migracii prvopohlavnych
zarodocnych buniek cez krvny obeh. Bunky najprv proliferuju, neskér diapedézou
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vstupuju do ciev zarodkového polmesiaca, odkial su transportované az do oblasti
zadného Creva, kde priblizne na 3. inkubacCny den vystupuju z ciev mezentéria
a mezenchymom migruju do indiferentnej gonady [1, 4-6]. U 9. diiového embrya sme
zaznamenali relativne vysoky pocet prvopohlavnych zarodo¢nych buniek, v€lenenych
do pohlavnych povrazcov. Tieto bunky sme relativne lahko identifikovali podla ich
velkosti, tvaru a charakteristik bunkového jadra rovnako ako uvadzaju aj Hyttel a kol.
[3], ktori na ich presnejSiu identifikaciu pouzili aj histochemicku metédu na dékaz
alkalickej fosfatazy, Ci expresie pluripotenéného transkripéného faktora Oct4. Pocas
migracie, ako aj po vstupe do gonad, prvopohlavné zarodocné bunky esSte dalej
proliferuju, avSak v pravostrannej gonade u vtakov bunkové odumierania prevysuju
proliferaénu aktivitu, €o vedie ku znacnej atrofii gonady [7]. U vtakov je preto u oboch
pohlavi lavostranna gonada omnoho vacsia oproti pravostrannej gonade a rovnako
obsahuje aj vacsi pocCet pohlavnych buniek [8].

Obrazok Vyvoj gonady kuracieho embrya na 9. den inkubacie (HE)
A: Telova dutina kuracieho embrya s indiferentnym Stadiom gonady (zvacsenie 50 x). B: Vyvijajuca sa
gonada v tesnej blizkosti mezonefrosu (zvacsenie 200 x). C: Detail povrchu vyvijajucej sa gonady s
pohlavnymi povrazcami (zvacsenie 400 x)
Skratky: go — gonada; mz — mezonefros; mt — metanefros; pp — pohlavné povrazce; pp'— bunky pohlavnych
povrazcov vyrastajuce z célomového epitelu; in — intersticium; ce — célomovy epitel; km — kanaliky mezonefrosu;
cm — cievy mezonefrosu; ot — telieska mezonefrosu; pb — prvopohlavné bunky
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Zaver
Cielom naSej prace bolo preStudovat histologicku Strukturu vyvijajucej sa gonady 9 -
driového kuracieho embrya za normalnych podmienok inkubacie. Nase pozorovania
by sme chceli vyuzit ako zdroj poznatkov pri vyuCbe embryoldgie, ale aj v ramci
planovanych experimentov, ktoré su zamerané na sledovanie uc¢inkov neionizujuceho
elektromagnetického Ziarenia na Strukturu réznych tkaniv a organov vyvijajuceho sa
kuracieho embrya.

Préaca bola podporena projektom VEGA ¢. 1/0036/22 a KEGA ¢. 005UVLF-4/2021.
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Vyvoj nosovej dutiny vtakov

Andraskova, S.%, Almasiova, V.%, Holovska, K.?
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Abstract
The aim of this study was to observe the nasal cavity of chicken embryo on day 9 of
incubation. The formation of the nasal cavity in the avian embryo can be divided into
three phases. The first phase represents the period immediately after the formation of
the primary palate, where the fusion between the medial and lateral nasal processes
can be observed. The second phase involves the creation of a temporary nasal plug
in the nasal vestibule and the formation of the nasal conchae. The third phase focuses
on the cellular processes involved in the recanalization of the nasal vestibule, resulting
in patent nasal cavities shortly before hatching. These three successive stages
describe nasal cavity development in the chick embryo, including the formation,
establishment and disintegration of the nasal plag. This work describes the
characteristic developmental morphological features of the nasal cavity in a 9-day old
chicken embryo and provides a broader view of craniofacial development in such a key
model organism as the chicken embryo within the framework of developmental biology.

Keywords: chicken embryo, development, nasal cavity

Uvod

Vyvoj nosovej dutiny v kuracom embryu vyZaduje obojstrannu fuziu medzi
kraniofacialnymi vybezkami, ¢im sa vytvori primarne podnebie a horna cCelust.
Embryonalne nosové dutiny sa vpredu otvaraju cez parové vonkajSie nosové otvory
umiestnené priamo nad zénami fuzie a su ohrani¢ené medialnymi a lateralnymi
nosovymi vybezkami. Niekolko dni po vytvoreni nosovych dutin sa medialne a
lateralne nosové vybezky spajaju, epitel medzi nimi proliferuje a vytvara docasnu
nosovu zatku (6. defi embryogenézy). Nosova zatka uzatvara nosovu predsien pocas
vacsSiny embryonalneho obdobia a znovu sa otvori v ¢ase liahnutia, kedy dojde K jej
degeneracii. Tento jav je suCastou normalneho embryonalneho vyvoja a poskytuje v
ramci vyvojovej biolégie SirSi pohlad na kraniofacialny vyvoj klu€ového modelového
organizmu akym je kuracie embryo.

Material a metodika

Oplodnené slepadie vaijcia boli inkubované pri Standardnych podmienkach (37,5°C, 60
% vlhkost vzduchu). Na 9. deri inkubacie sme vaji¢ka otvorili pomocou Standardnych
postupov. Vzorky vyvijajucich sa zarodkov sme po odobrati fixovali v mDF roztoku -
Modified Davidson’s fluid [1] a spracovali pre ucely konvencnej svetelnej mikroskopie.
Na studium Struktury vyvijajucich sa nosovych dutin 9 - dnového kuracieho embrya
sme pouzili parafinové histologické rezy s hrubkou 7 ym ofarbené hematoxilin —
eozinom. Na fotodokumentaciu bol pouzity svetelny mikroskop Zeiss Axio Lab A1 a
kamera Axio Cam ERc 5.

Vysledky
U 9-dniového kuracieho embrya bola vyvijajica sa nosova dutina ohrani¢ena
vyvySenym okrajom, tvorenym lateralnym a medialnym nosovym vybezkom. Zaklad
tychto vybezkov je tvoreny nediferencovanym mezenchymovym vazivom. Nosové
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dutiny boli oddelené primarnym nosovym septom. Epitel lateralnej nosovej steny bol
nerovnomerne hruby a v tomto $tadiu vyvoja mal charakter viacvrstvového kubického
epitelu. Nosova predsiefi na urovni vonkajSich nosovych otvorov vykazovala
obstrukciu bunkovou hmotou. Jednalo sa o epitelovu nosovu zatku, ktora spésobuje
docCasné uzatvorenie nosovych dutin a je typicka pre toto vyvojové obdobie. Nosova
zatka vznika proliferaciou epitelu medzi medialnymi a lateralnymi nosovymi vybezkami
priblizne na 6. den inkubacie a pretrvava az do 14. dha embryogenézy. Nasledne
dochadza k jej pozvolnej destrukcii a opatovnému spriechodneniu nosovej dutiny. V
reze bezprostredne v oblasti predsiene nosovej dutiny sme mohli pozorovat vyvijajucu
sa rostralnu nosovu Skrupinu. V tomto $tadiu su za nosovou predsienou viditefné uz aj
stredné a kaudalne nosové Skrupiny, a to vo forme vyrastkov z lateralnych nosovych
stien do respiratérnej a Cuchovej Casti vlastnej nosovej dutiny (obr. 1).

Obrazok 1 Mikrofotografia hlavy 9 - diiového kuracieho embrya
A: Rez na urovni vonkajsich nosovych otvorov (HE, zva¢senie 100 x). B: Pritomnost epitelovej nosovej
zatky medzi lateralnymi a medialnymi nosovymi vybezkami (HE, zvaésenie 200 x)
Skratky: e — oko; nc — nosova dutina; s — stomodeum; m — mezenchym; * — epitelova nosova zatka

Diskusia
Tvar kuracieho embrya je formovana sadou kraniofacialnych vybezkov, ktoré vyrastaju
obojstranne a spajaju sa v prednej Casti tvare. Spodna Celust sa tvori z parovych
mandibularnych vybezZkov a horna celust vznika z frontonazalnej masy, alebo
frontonazalneho vybezku, parovych maxilarnych vybezkov, parovych lateralnych
nosovych vybezkov a parovych medialnych nosovych vybezkov (obr. 2). U vtakov sa
nosova dutina rozprestiera od vonkajSich nozdier po parové vnutorneé otvory nazyvane
choanae. Strbinou choany sa nosové dutiny spajaju so zobakovou dutinou a hltanom.
Nosova plakéda sa stava viditelnou na 3. den inkubacie a je tvorena zhrubnutou
vrstvou ektodermy na frontonazalnom vybezku. Na 4. den jej invaginaciou vznikaju
plytké nosové jamky. Kazda nosova jamka zostava na povrchu hlavy otvorena pocCas
prvych dni embryonalneho vyvoja. Neskoér sa z tychto otvorov stanu vonkajSie nozdry.
Nosové jamky sa v dosledku vydutia ektodermy okolo otvoru postupne prehlbuju, ¢im
sa vytvaraju lateralne a stredné nosoveé vybezky. Dutiny nosovych jamiek sa spociatku
otvaraju do zobakovej dutiny, ale medzi 5. a 7. dhom embryogenézy sa fuziou medzi
globularnymi a maxilarnymi vybezkami vytvori primarne podnebie a horna (nosova)
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Cast zobakovej dutiny sa oddeli od spodnej (zobakovej) dutiny [3]. Kym u cicavcov sa
Celustné vybeZky spajaju s medialnymi nosovymi vybezkami a vytvaraju celistvu hornu
Celust a nosové dutiny, u vtdkov sa vybeZky nespdjaju po celej dizke strednej
podnebnej trhliny. Vtaky maju preto rozdelené podnebie [4]. Samotné nosové dutiny
su u cicavcov rozdelené do troch anatomickych kompartmentov: rostralna nosova
predsiefl, vlastna nosova dutina a nazofaryngealny kanalik. U vtakov je nosova
predsiefl obzvlast rozSirena, zatial Co nazofaryngealny kanalik je zna¢ne redukovany
alebo ¢asto chyba [5].

V kuracom embryu sa parové vonkajSie nosové otvory spociatku vytvaraju ako
priechodné otvory, ale zostanu tak iba kratky as. Coskoro po vytvoreni nosovych dutin
sa medialne a lateralne nosové vybeZky spajaju (6. der inkubacie), ¢im sa vonkajsie
nosové otvory zmensSuju az napokon uplne uzatvoria pofas znacnej Casti
embryonalneho vyvoja. Epitel medzi spojenymi vybezkami proliferuje a vytvara
doCasnu nosovu zatku. Nosova zatka je obmedzena na nosovu predsien, zatial ¢o
zadna nosova dutina zostava bez obStrukcii. Podobne ako ini autori aj my sme
zaznamenali tento vyvojovy morfologicky znak [6, 7]. Na 14. defi embryonalneho
vyvoja sa nosova zatka zacCina rozpadat kombinaciou bunkovej remodelacie,
apoptézy, ako aj neapoptotickej nekrézy, €o vedie Kk rekanalizacii a uplnému
spriechodneniu nosovych dutin pri vyliahnuti [2]. Tieto zistenia zaraduju kur€ata do
kategdrie s niektorymi druhmi plazov a cicavcov (vratane ludi), u ktorych sa zistilo, Ze
sa u nich vyvija prechodna embryonalna nosova zatka.

mnp

Obrazok 2 6 - driové kuracie embryo — schéma (prevzaté: Albawaneh [2])
Tieflovanie zvyrazfiuje oblasti fuzie medzi maxilarnymi vybezkami (mxp) a globularnymi vybezkami (gb)
frontonazalnej hmoty (fnm). Hviezdi¢ka oznacuje otvorenu nosovu dutinu
Skratky: Inp — lateralny nosovy vybezok; md — mandibularmy vybezok; mnp — medialny nosovy vybezok; s —
stomodeum

Zaver
U vtaCieho embrya mozno tvorbu nosovej dutiny rozdelit do troch faz. Prva faza
predstavuje obdobie bezprostredne po vzniku primarneho podnebia, kedy je mozné
pozorovat u 6-dfiového kuracieho embrya fuziu medzi medialnym nazalnym a
lateralnym nazalnym vybezkom. Druha faza zahffia obsStrukciu nosovej dutiny
vytvorenim nosovej zatky v nosovej predsieni a tvorbu nosovych Skrupin. Tretia faza
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(medzi 12. — 18. dhom) sa zameriava na bunkové procesy, ktoré sa podiefaju na
rekanalizacii nosovej predsiene. Bunky v strede epitelovej nosovej zatky progresivne
expanduju, ¢o vedie k ich destrukcii a otvoreniu nosovych dutin priblizne 3 dni pred
vyliahnutim. Tato praca poskytuje opis zakladnych morfologickych zmien vo vyvoiji
nosovej dutiny u 9-diového kuracieho embrya. Nase pozorovania potvrdili pritomnost
obstrukcie nosovej predsiene na urovni vonkajSich nosovych otvorov vo forme nosovej
zatky. V nasSej dalSej praci sa chceme zamerat na fazu zahfhajucu destrukciu buniek
nosovej zatky, a to pomocou sledovania apoptotickych signalov histochemickou
metddou TUNEL. OCakavame, Ze naSe zistenia rozSiria potencial kuracieho embrya
ako modelového organizmu na Studium ludského kraniofacialneho vyvoja.

Praca bola finanéne podporena grantovymi projektami VEGA ¢. 1/0036/22 a KEGA ¢.
005UVLF-4/2021.
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Abstract

The chorioallantoic membrane (CAM) is an intensely vascularized membrane that has
wide use in research. The aim of our work was to observe the structure of the CAM at
day 14 of incubation. On the 14™ day of incubation both the chorion and the allantois
epithelia were completely differentiated. Blood and lymphatic vessels were fully
developed in the mesenchyme. Lymphatic vessels had wider, irregular lumen that was
lined by a very thin layer of flattened endothelial cells. The tunica media in the
lymphatic vessels was not formed.

Keywords: chick embryo, chorioallantoic membrane, lymphatic vessels

Uvod
Chorioalantoickd membrana (CAM) kuracieho embrya je intenzivne vaskularizovana
Struktura, ktora vznika splynutim dvoch extra-embryonalnych membran a to chorionu
a alantoisu [2, 12]. Nachadza sa pod vaje¢nou Skrupinou, a to bezprostredne pod
blanou membrana papiracea. Po¢as vyvoja embrya CAM plni délezité ulohy pri
vymene  plynov  apriresorbcii  vapnika zo  Skrupiny [6].  Zaroven
predstavuje alternativny zvieraci model, ktory ma mnoho vyhod, ako su nizke naklady,
l[ahka manipulacia a zobrazovanie zmien v realnom Case [11].
Nakolko je CAM bohato krvena, mnohé vedecké prace sa zameriavaju na sledovanie
vyvoja a rastu krvnych ciev v CAM [5, 14, 16]. Doposial vSak chybaju morfologické
prace, ktoré by sa venovali lymfatickym cievam. Ako prvy opisal lymfatické cievy u
vtacich embryi Budge [1]. V suc€asnosti je znamych niekolko teérii, ktoré sa zaoberaju
vyvojom lymfatickych ciev, ktoré boli zhrnutych v pracach Papoutsi a kol. [9] a Sabin
[13]. V tychto Studiach sa uvadza, Ze lymfatické vaky, ktoré vznikaju zo susednych
embryonalnych Zil, poskytuju zaklad pre rast a tvorbu lymfatického tkaniva a pre tvorbu
lymfatickych organov embrya. Podla tejto tedrie su lymfatické endotelové bunky
odvodené vylucne z endotelu krvnych zil. Naopak podfa nazoru Huntingtona [3] a
Kampmeiera [4] su zdrojom lymfatickych ciev priamo mezenchymové bunky, teda
lymfatické cievy sa vyvijaju nezavisle od krvnych ciev. Van der Jagt [15] sa priklana
k obom tedriam, teda Zze v tele embryi prebiehaju obidva mechanizmy vyvoja
lymfatickych ciev sucasne.
Cielom nasej prace bolo sledovat Strukturu CAM na 14. den inkubacie (DI) so
zameranim sa na Strukturu krvnych a lymfatickych ciev.

Material a metody
Na pokus bolo pouzitych 30 oplodnenych kuracich vajec z certifikovaného chovu
Parovskeé Haje (Nitra). Vajcia boli umiestnené do liahne a inkubované za Standardnych
inkubaCnych podmienok. Na 14. den inkubacie boli odobraté chorioallantoické
membran, ktoré boli nasledne spracované pre ucely svetelnej mikroskopie. Rezy hrubé
5-10 pm boli ofarbené hematoxylin-eozinom (HE) a Alcianovou modrou (Alcian Blue)
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a fotodokumentované prostrednictvom mikroskopu Olympus CX 43 (Olympus,
Japonsko) a kamery Promicra (Promicra, Ceska republika).

Vysledky a diskusia

Na 14. DI bol epitel chorionu a alantoisu uz uplne vydiferencovany. Mezenchym bol
bohaty na bunky, ako aj vldkna. Vacsie mnoZstvo vaziva sme pozorovali hlavne v okoli
velkych ciev, v ostatnych usekoch CAM bol objem vaziva vyrazne zredukovany. Vo
vazive boli pritomné krvné aj lymfatické cievy. Hlavné artérie mali charakteristicku
Strukturu s okruhlym, pravidelnym lumenom. Ich stena bola relativne hruba a
pozostavala z endotelu a dvoch — troch vrstiev buniek hladkej svaloviny. Vény mali
nepravidelny lumen, priCom ich stena bola menej vyrazna. Lymfatické cievy sa
vyskytovali najma v blizkosti velkych krvnych ciev. Charakterizoval ich Siroky,
nepravidelny lumen a boli vystlané len velmi tenkym endotelom. Tunica media v
lymfatickych cievach nebola vytvorena (obr. 1).

U kuracich embryi sa CAM zacina vyvijat na 4. DI a dozrieva priblizne na 12. DI. Jej
involucia nastava priblizne v 18.-19. DI. CAM obsahuje systém krvnych ciev, ktory
pozostava z artérii a Zil, ktoré su spojené s intraepitelialnym kapilarnym plexom. Okrem
krvnych ciev su suCastou CAM aj lymfatické cievy [7, 16]. Bolo zistené, Ze
lymfangiogenéza v CAM nastupuje v obdobi 5. - 9. DI, a to az po pociatochom raste
cievneho systému [10]. NaSim cielom bolo sledovat’ vyskyt lymfatickych ciev v CAM
na 14. DI. Z morfologického hladiska sa dali lymfatické cievy lahko odliSit od okolitych
krvnych ciev. Lymfatické cievy mali ovela vacsi lumen, ako krvné cievy. Ich endotel bol
extrémne tenky a stena neobsahuje vrstvu tunica media. Rovnaky morfologicky obraz
lymfatickych ciev v CAM pozorovali aj Oh a kol. [7]. Tito autori zistili, Ze parové
lymfatické cievy prebiehali pozdiz tepien a Zil. Ich podet rastol, ako sa postupne
zvacsovali krvné cievy. Nasledne aplikacia VEGF-C (vaskularny endotelovy rastovy
faktor) na CAM ovplyvnila ich vyvoj [7, 8, 9]. DoSlo k zvySenej proliferacii lymfatickych
endotelovych buniek a k tvorbe vacsich Iymfatickych sinusov. Za beznych
fyziologickych podmienok su délezitym zdrojom VEGF-C epitel allantoisu a bunky,
ktoré sa podielaju na tvorbe steny vacsich krvnych ciev. Predpoklada sa, ze vysoka
hladina VEGF-C, ktorej zdrojom su prave bunky steny ciev, prispieva k tvorbe
lymfatickych ciev v CAM [8].

Obrazok 1 Chorioalantoickd membrana na 14. DI
Skratky: A — artéria; V — véna; L — lymfaticka cieva
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Zaver

Mnohé morfologické prace sa venuju vyvoju a Strukture krvnych ciev v CAM a ich
zmenam, vplyvom réznych testovanych latok. Doposial vSak chybaju morfologické
Studie, ktoré by sa zaoberali Strukturou a vyvojom lymfatickych ciev v CAM. Kedze
lymfatické cievy su neoddelitelnou sucastou CAM a mbzu sa vyraznou mierou
podielat na reakcii CAM na rdzne testované latky, sledovanie ich morfologie a
morfogenézy v réznych vyvojovych Stadiach modelu CAM kuracieho embrya ma preto
velky vyznam.

Préaca bola podporena projektom VEGA ¢. 1/0036/22 a KEGA ¢. 005UVLF-4/2021.
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Ultrastruktiara chorioalantoickej membrany kuracieho embrya na 9.
den inkubacie
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Abstract
The aim of this study was to observe ultrastructure of the chorioallantoic membrane
(CAM) of chicken embryo on day 9 of incubation. CAM was formed by two epithelial
layers and connective tissue. Chorionic epithelium consisted of 2 layers of cells.
Electron-dense cells occurred on the epithelial surface, and electron-lucid cells formed
the basal part of the epithelium. Allantoic epithelium was simple or stratified squamous
depending on the region. In connective tissue diffusely arranged mesenchymal cells
and delicate network of fibers was seen. Below the chorionic epithelium a dense
capillary network was created. The capillaries were lined by endothelial cells, whose
cytoplasm contained vacuoles of various sizes.

Keywords: chick embryo, ultrastructure, chorioallantoic membrane

Uvod

Vtacie embrya patria medzi ¢asto vyuzivané alternativne zvieracie modely, ktoré maju
Siroké vyuzitie vo vyskume [1]. Pre ich vyvoj su nevyhnutné extraembryonalne
Struktary, ako su Zitkovy vak (ZV) a chorioalantoickda membrana (CAM). Tieto utvary
sa vyvijaju sucasne s telom embrya a plnia mnozstvo funkcii. Zarodok prijima Ziviny
zo Zltka prostrednictvom ZV. Okrem toho ZV je prvy hemopoeticky organ, ktory ma
ddlezitu ulohu aj v imunite jedinca [8]. Vymenu plynov a transport vapnika zo Skrupiny
vajca do tela embrya zabezpeluje CAM. Podiela sa na udrZiavani acidobazickej
rovnovahy a pri reabsorpcii vody a elektrolytov z alantoickej tekutiny [4, 5]. Sama
osebe ma CAM Siroké vyuzitie v biologickom a biomedicinskom vyskume pri Studiu
angiogenézy, rastu nadorov, ako aj sledovani ucinku réznych lie€iv [5].

Cielom prace bolo sledovat ultrastrukturu CAM na 9. den inkubacie. Nase pozorovania
nasledne vyuzijeme v nasSich planovanych experimentoch.

Material a metody

Pokus bol realizovany na Katedre morfologickych disciplin Univerzity veterinarskeho
lekarstva a farmacie v KoSiciach. Na pokus boli pouzité oplodnené vajcia kury domacej
(Gallus gallus domesticus) z certifikovaného chovu Parovské Haje (Nitra). Vajcia boli
umiestnené do liahne a inkubované za Standardnych inkubacénych podmienok (37 +
0,5 °C, 60 % relativna vihkost). Na 9. den inkubacie (DI) boli odobraté chorioalantoické
membrany, ktoré boli fixované v 3 % glutaraldehyde a postfixované 1 % OsOs,
odvodnené v acetone a =zaliaté do Durkupanu. Polotenké rezy boli ofarbené
toluidinovou modrou a fotodokumentované prostrednictvom mikroskopu Olympus
CX 43 (Olympus, Japonsko) a kamery Promicra (Promicra, Ceska republika).
Ultratenké 60-120 nm rezy kontrastované uranyl acetatom a citratom olovnatym boli
nasledne vysetrované prostrednictvom transmisného elektronového mikroskopu Tesla
BS 500.
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Vysledky

Na 9. DI CAM pozostavala z troch vrstiev, a to z epitelu alantoisu (ektoderma), epitelu
chorionu (endoderma) a pomerne hrubej vrstvy vaziva - mezenchymu (mezoderma)
(obr. 1A). Epitel chorionu tvorili 2 vrstvy buniek, ktoré boli rézneho tvaru a ich
cytoplazma mala odliSnu afinitu ku kontrastnym latkam. Tmavé, elektron-denzné
bunky sa vyskytovali hlavne na povrchu epitelu. Ich apikalna ¢ast’ bola mierne zvinena
a na niektorych miestach vytvarala kratke mikroklky. Bunky mali jadro okruhle,
euchromatické s vyraznym jadierkom a mierne zvinenou jadrovou membranou. Svetlé,
elektron-lucidné bunky tvorili bazalnu €ast' epitelu. Bunky mali velké, euchromatické
jadro s mierne zvinenou jadrovou membranou. Bunky boli v kontakte s kapilarami,
alebo s mezenchymovymi bunkami (obr. 1B). Epitel alantoisu bol jednovrstvovy (obr.
1A), na niektorych miestach dvojvrstvovy (obr. 1C). Pozostaval z 2 typov buniek,
elektron-denznych a elektron-lucidnych. Bazu epitelu tvorili elektron-lucidné bunky,
kym povrch epitelu pokryvali elektrén-denzné bunky. Elektrén-denzné bunky
obsahovali vakuoly réznej velkosti a ich cytoplazmaticka membrana na apikalnom
konci vytvarala kratke mikroklky, ktoré vyCnievali do dutiny alantoisu. Elektron-lucidné
bunky mali v cytoplazme dobre vyvinuté mitochondrie. Ich cytoplazmaticka membrana
v bazalnej Casti vytvarala kratke vybezky, ktoré smerovali do mezenchymu. Pod bazou
buniek boli nahromadené jemné vladkna. Vazivova zlozka CAM pozostavala z malého
mnozstva rovnomerne rozptylenych mezenchymovych buniek. Na niektorych miestach
pod epitelom chorionu sa vazivové bunky prichytavali vybeZkami k epitelovym
bunkdm. Medzi epitelovymi a mezenchymovymi bunkami sa vyskytovali rozSirené
medzibunkové priestory (obr. 1B). Tesne pod epitelom chorionu bola husta kapilarna
siet. Kapilary boli vystlané endotelovymi bunkami, v cytoplazme ktorych boli
pozorované vakuoly réznej velkosti.

Diskusia

Extraembryonalne organy, ako su Zitkovy vak a chorioalantoickd membrana, su
nevyhnutné pre vyvoj vtacich embryi. Plnia mnozstvo funkcii, ¢o sa odraza aj v ich
Strukture. Z literatury je zname, ze CAM vznika na 4. — 5. den DI a jej rast je uplne
dokonéeny na 11. —= 13. DI [2, 3, 6, 7]. Na 8. DI bunky, ktoré tvoria chorion, este nie su
plne diferencované. K tymto bunkam sa postupne prikladaju mezenchymové bunky,
ktoré sa vyraznou mierou podielaju na dalSich morfologickych zmenach epitelu
chorionu. Epitel sa postupne zvySuje a zacinaju sa v iom objavovat krvné kapilary [5].
Cielom naSej prace bolo sledovat’ ultrastrukturu CAM na 9. DI. Epitel chorionu v tomto
Stadiu inkubacie nebol este plne diferencovany. Tvorili ho dva typy buniek, ktoré boli
usporiadané do dvoch vrstiev. Kapilary sme pozorovali len tesne pod epitelom
chorionu. Na ich tvorbe sa podielali mezenchymové bunky, ktoré vytvarali kratke
vybezky, pomocou ktorych sa prichytili k epitelu chorionu. Epitelové bunky boli od
mezenchymovych buniek oddelené rozSirenymi medzibunkovymi priestormi.
Struktura epitelu alantoisu takisto zavisi od doby inkubacie. Makanaye a kol. [5] na
8. DI pozorovali, Ze bunky alantoisu tvorili len jednu suvislu vrstvu. My sme na 9. DI
pozorovali podobny morfologicky obraz. Velka ¢ast alantoisu pozostavala len z jednej
vrstvy buniek, avSak na niektorych usekoch sa vyskytoval uz aj dvojvrstvovy epitel.
Elektron-lucidné bunky s dobre vyvinutymi mitochondriami (bunky bohaté na
mitochondrie alebo tzv. mitochondria-rich cells) tvorili bazu epitelu, kym elektrén-
denzné bunky s kratkymi mikroklkmi pokryvali povrch epitelu. Cytoplazma elektrén-
denznych buniek obsahovala vakuoly réznej velkosti. Pravdepodobne ide o bunky
bohaté na granuly (,granule-rich cells“), ktoré eSte neboli uplne diferencované.

N T

l' SH Strana 42



Vazivova zlozka CAM na 9. DI pozostavala z malého mnoZstva rovnomerne
rozptylenych mezenchymovych buniek. Vo vazive sme pozorovali jemné viakna, ktoré
sa vyskytovali vo vacsom mnozstve tesne pod epitelom alantoisu. Tieto vlakna sa
pravdepodobne podielaju na formovani bazalnej laminy, ktora v tomto stadiu inkubacie
nebola este vyrazna.

Obrazok 1 CAM kuracieho embrya na 9. der inkubacie
A: Mikrofotografia CAM - polotenky rez. B: Elektrénogram epitelu chorionu a mezenchymu (originalne
zvacsenie 5 700x%). C: Elektronogram epitelu alantoisu a mezenchymu (originalne zvacsenie 4 500x%)
Skratky: a— epitel alantoisu; ch — epitel chorionu; m — extraembryonalna mezoderma; Cierna Sipka — cieva; Cervena
Sipka — rozSirené medzibunkové priestory; Cerveno-biela Sipka — vakuola; zelena Sipka — mikroklky

Zaver
V sucCasnosti patria kuracie embrya medzi najCastejSie vyuzivané alternativne modely.
V experimentoch sa vyuzivaju nielen priamo vtacCie embrya, ale aj chorioalantoické
membrany. Cielom naSej prace bolo sledovat ultrastruktiru CAM u kuracieho embrya
na 9. den inkubacie. Dané pozorovania nasledne chceme vyuzit v nasSich dalSich
experimentoch, ktoré sa tykaju sledovania ucinku neionizujuceho elektromagnetického
Ziarenia, ktorého zdrojom su rézne bezdrdtové zariadenia, vratne Wi-Fi.

Praca bola podporena projektom VEGA ¢. 1/0036/22 a KEGA ¢. 005UVLF-4/2021.
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Abstract

The chorioallantoic membrane (CAM) is a highly vascularized extraembryonic
membrane of the avian embryo, which is commonly used to study angiogenesis, and
its inhibition, tumor growth and metastasis, as well as drug efficacy. In this study, we
evaluated the morphological characteristics of chicken CAM regarding to in ovo and
ex ovo conditions of incubation. We evaluated the thickness of CAM layers using
standard H-E sections and the ultrastructure of CAM tissue using transmission electron
microscopy. We conclude that the CAM undergoes morphological changes during
embryonic development, especially in the thickness of the mesenchymal layer, which
differ with the amount of the ligament and the number of the cells. We have shown that
culture conditions lead to significant differences in the structure of the ectodermal layer,
which can lead to changes in CAM functions and differences in outcomes when CAM
is used as an in ovo and ex ovo experimental assay for the same purposes.

Keywords: allantois, chicken embryo, chorioallantoic membrane, chorion

Uvod

Vtacia chorioalantoickd membrana (CAM) je extraembryonalna membrana, ktora
vznika fuziou dvoch extraembryonalnych membran, chorionu a alantoisu, na Stvrty den
embryonalneho vyvinu (ED4) [1]. Predstavuje primarny respiraény a exkre€ny organ
vyvijajuceho sa vtaCieho embrya, ktory sa v priebehu embryonalneho vyvinu podiela
na transporte sodika a chloridu z alantoisu, transporte vapnika z vaje¢nej Skrupiny do
embryonalnej vaskulatury, udrziava homeostazu, formuje stenu alantoisového vaku,
a podiela sa na spatnej resorpcii vody a idnov z alantoisu [2]. Z hladiska histologickej
Struktury pozostava CAM z troch vrstiev: chorionu, mezenchymu a alantoisu. Vrstva
chorionu je tvorena epitelovymi bunkami ektodermalneho pévodu priliehajucimi na
vnutornt podSkrupinovi membranu. Strednu vrstvu tvori vysokovaskularizované
tkanivo mezenchymu, ktoré vznikd fuziou mezodermalnych vrstiev chorionu a
alantoisu. Alantois, derivat endodermu, je tvoreny vrstvou skvaméznych, fibroblastom
podobnych buniek, a je lokalizovany najhlbsie v CAM [3-5]. CAM reprezentuje
alternativny animalny model, ktory predstavuje medzistupen medzi jednoduchym in
vitro a komplexnym in vivo modelovym systémom, ktorého pouzitie na experimentalne
ucely je vsulade sprincipmi 3R [6]. Uplatnenie nachadza najma v oblasti
bioinzinierstva, v studiu tkanivovych transplantatov, nadorovej bioldgii a genomike [7].
V ramci Studie sme hodnotili morfolégiu CAM z hladiska celkovej hrubky CAM, hrubky
vrstiev CAM, a ultraStrukturalnych zmien vtkanive CAM v in ovo aex o0vo
podmienkach kultivacie v 6., 9. a 14. defi embryonalneho vyvinu kuracieho embrya.

Material a metodika
Oplodnené vajcia kury domacej (Gallus gallus domesticus, Lohmann Brown, n = 180)
boli zakupené v chovnom zariadeni Parovské Haje, Nitra. Nasledne boli v zavislosti od
podmienok kultivacie (in ovo: vertikalna poloha, ex ovo: horizontadlna poloha)
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umiestnené za Standardnych inkubacnych podmienok (37,5 £ 0,5 °C, 60 %) do liahne
s nutenym obehom a konstantnou vihkostou vzduchu, s automatickym naklapanim (in
0vo), resp. bez automatického naklapania (ex ovo). Po 72. hodinach od zaciatku
inkubacie (ED3) boli vajcia z liahne vybrané za u¢elom odsatia 2 ml albuminu v pripade
in ovo kultivacie a vyklopenia technikou ex ovo. Vajcia, resp. vyklopené kuracie
embrya, sme nasledne vratili spat do liahne, kde boli inkubované za konstantnych
inkubacnych podmienok az do dria odberu vzoriek CAM. Exciziu vzoriek CAM sme
vykonavali v ED6, ED9 a ED14. Morfometricku analyzu histologickych rezov sme
vykonali s pouzitim svetelného mikroskopu Olympus CX43 (Tokio, Japonsko)
s digitdlnou kamerou PROMICAM 3-5CP+ (Praha, Ceska republika). V parafinovych
rezoch (7 um) ofarbenych metdédou hematoxylin-eozin sme hodnotili celkovu hrubku a
hrabku jednotlivych vrstiev CAM v zavislosti od podmienok kultivacie. Pre ucely
hodnotenia ultrastrukturalnych zmien CAM v in ovo a ex ovo KkultivaCnych
podmienkach sme tkanivo CAM hodnotili a dokumentovali transmisnym elektronovym
mikroskopom JEM-1400PIlus (JOEL Benelux, Belgicko). Ziskané data sme Statisticky
analyzovali pomocou programu GraphPad Prism 9.5.1 (jednocestna ANOVA, Sidakov
test). Vysledky su vyjadrené ako priemer + SD (Standardna odchylka) z troch
nezavislych experimentov. Hodnoty p<0,05 boli povaZzované za $tatisticky vyznamné.

Vysledky
Morfometrickou analyzou CAM sme signifikantné rozdiely v celkovej hrubke CAM
zaznamenali v ED6 a ED14, kedy celkova hrubka CAM bola vySSia v ex ovo
kultivaCnych podmienkach (tab. 1).

Tabulka 1 Celkova hribka CAM v in ovo a ex ovo podmienkach kultivacie kuracieho embrya. Vysledky
su vyjadrené ako priemer + SD z troch nezavislych experimentov; biologické replikaty: n = 6, technické
replikaty: n = 180. *p<0,0001

Embryonalny den [ED] Celkova hrubka CAM [um]

in ovo €eX 0VO
ED6 47,23 + 13,01 78,74 + 23,51*
ED9 59,53 + 12,23 62,42 £ 12,40
ED14 46,43 + 9,11 72,85+ 12,07*

Porovnanim hrubky jednotlivych vrstiev CAM sme signifikantné rozdiely zaznamenali
v hrubke chorionu, mezenchymu a alantoisu v ED6 av hriubke mezenchymu
a alantoisu v ED14 v ex ovo podmienkach kultivacie. V ED9 sme medzi in ovo a ex
ovo kultivovanou CAM signifikantné zmeny v celkovej hrubke CAM, ako aj v hrubke jej
jednotlivych vrstiev nepozorovali (tab. 2).

Taburlka 2 Hribka vrstiev CAM v in ovo a ex ovo podmienkach kultivacie kuracieho embrya. Vysledky
su vyjadrené ako priemer = SD z troch nezavislych experimentov; biologické replikaty: n = 6, technické
replikaty: n = 180. *p<0,0001

Embryonalny den Chorion [um] Mezenchym [um] Alantois [pum]
[ED] in ovo ex ovo in ovo ex ovo in ovo ex ovo
ED6 8,58+ 3,24 10,53 + 3,74*  34,88+11,33 62,52+2220* 3,77+1,31 569+ 1,85*
ED9 6,75+2,08  7,56+1,67  4852+12,44 50,54+12,03 426+126 4,33+1,30
ED14 9,82+ 1,53  9,75+2,33 31,79+8,88 57,44+ 12,44* 483+0,97 566+ 1,33

V ramci elektronovej mikroskopie sme sa zamerali na hodnotenie zmien v
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ultrastrukture tkaniva CAM vo vybranych embryonalnych dnoch (EDG, ED9 a ED14) v
zavislosti od podmienok kultivacie. Vo vSetkych vzorkach sme sledovali Strukturu
CAM, ktora bola tvorena tromi vrstvami. Vrstva chorionu v EDG v in ovo podmienkach
bola tvorena jednou vrstvou plochych nediferencovanych buniek. Alantois pozostaval
z jednej vrstvy skvamoznych buniek podobnych fibroblastom s pocetnymi filopodiami,
ktoré siahali do mezenchymu a kratkymi mikroklkami, ktoré vybiehali smerom do
lumenu alantoisu. Niektoré bunky v subepitelialnej oblasti mezenchymu mali pritomné
mitotické utvary. Medzi epitelom chorionu a alantoisu bola vytvorena vrstva
mezenchymu s nizkym obsahom vaziva a mezenchymovych buniek, ktoré boli ulozené
prevazne v subchorionovej vrstve. V ex ovo podmienkach bola vrstva chorionu tvorena
1 az 2 vrstvami buniek, medzi ktorymi sa nachadzali krvné cievy. Vrstva mezenchymu
bola tvorena vys$Sim mnozstvom vaziva a pritomné boli centralne uloZené krvné cievy.
Alantois tvorila jedna vrstva buniek podobnych fibroblastom s niz§im poc¢tom filopodii
siahajucimi do mezenchymu a mikroklkami vybiehajucimi do lumenu alantoisu. Epitel
chorionu v ED9 v in ovo podmienkach kultivacie bol hrubSi a pozostaval z viacerych
vrstiev buniek. MnoZstvo vaziva vo vrstve mezenchymu sa zvysSilo, rovnako ako pocet
mezenchymovych buniek, ktoré mali vytvorené dlhé vybezky cytoplazmy. Vacsie krvné
cievy boli uloZené centralne vo vrstve mezenchymu a krvné cievy s mensim priemerom
boli uloZzené v subchorionovej vrstve. Epitel alantoisu bol tvoreny jednou vrstvou
fibroblastom podobnych buniek s filopodiami, ktoré sa spajali s bunkami mezenchymu
a mikroklkami, ktoré smerovali do Iumenu alantoisu. Epitel chorionu v ex ovo
podmienkach bol tvoreny viacerymi vrstvami dobre diferencovanych epitelovych
buniek a vysokym obsahom krvnych ciev v blizkosti mezenchymu. Epitel alantoisu bol
tvoreny 1 az 2 tenkymi vrstvami fibroblastom podobnych buniek s filopodiami, ktoré sa
spdjali s bunkami mezenchymu a mikroklkami, smerujucimi do limenu alantoisu. Ich
pocet bol v porovnani s in ovo podmienkami nizs8i. Pritomné boli vakuoly a granuly
glykogénu vo vonkajSej vrstve alantoisu. NajvyraznejSie morfologické zmeny v
ultrastrukture CAM sme zaznamenali v ED14. Epitel chorionu v in ovo aj ex ovo
podmienkach kultivacie mal viacvrstvovy charakter. Bunky chorionu boli dobre
diferencované. V pripade in ovo kultivacie boli krvné cievy ulozené na povrchu epitelu
chorionu. V ex ovo podmienkach boli krvné cievy uloZené v strednej €asti chorionu. Na
povrchu chorionu bola vytvorena kontinualna vrstva buniek. V pripade ex ovo kultivacie
sme nezaznamenali pritomnost typickych buniek chorionu, ako su bunky vildéznej
dutiny a bazalne bunky. Epitel alantoisu v in ovo podmienkach bol dvojvrstvovy s
nizkym obsahom buniek. Identifikovali sme menej filopddii a mikroklkov smerujucich
do lumenu alantoisu. Epitel alantoisu v ex ovo bol tvoreny viacerymi vrstvami buniek,
ktoré smerovali do mezenchymu. Pritomné boli aj krvné cievy.

Diskusia
K metddam hodnotenia procesu neovaskularizacie patria kvantitativne a kvalitativne
metddy hodnotiace topografiu a Strukturu vaskularnej siete, predovsetkym
morfometricka analyza, Stadium Struktury a vetvenia krvnych ciev [8]. Doposial vSak
neexistuje Studia, ktora by opisovala alebo inak hodnotila zmeny CAM, ku ktorym
dochadza v priebehu embryonalneho vyvinu kuracieho embrya v zavislosti od in ovo
a ex ovo podmienok kultivacie. V priebehu embryonalneho vyvinu CAM dochadza
k zmenam, na zaklade ktorych mozno embryonalny vyvin CAM rozdelit do troch
vyvinovych faz; ED8 — ED13, ED13 — ED18 a ED18 — ED20. Angiogenéza je zvy&ajne
sledovana v intervale od ED5 do ED14 [9]. Na ED7 pokryva CAM takmer polovicu
Zitkového vaku, jednotlivé vrstvy st dobre diferencované a odlisitelné. Hlavné krvné
cievy su na ED10 pritomné v mezoderme, ulozené blizSie k alantoisu. Epitel
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chorionu CAM je tvoreny vrstvou malych krvnych ciev, ktoré tu vytvaraju vysoko
denznu kapilarnu siet. Tato kapilarna siet nalieha na vnutornud podsSkrupinovu
membranu a v priebehu vyvinu dosahuje hrubku maximalne 13,7 + 2,2 ym [5].
Maksimov a kol. sledovali morfologické parametre CAM kuracieho embrya v zavislosti
od Stadia embryonalneho vyvinu v intaktnom vajci. Hrubka jednotlivych vrstiev CAM
dosiahla maximalne hodnoty na ED12 [4]. V zavislosti od podmienok kultivacie sme
sledovali zmeny v hrubke jednotlivych vrstiev CAM, a to predovSetkym v strednej,
mezodermalnej, vrstve CAM. Porovnanim ultrastruktury CAM v in ovo aex ovo
podmienkach kultivacie sme sledovali vyrazné rozdiely v morfologickej stavbe a
v distribucii ciev ektodermalnej vrstvy CAM, ktoré su dobre definované na ED14.
V neskorSich Stadiach embryonalneho vyvinu vtaieho embrya mozZno pozorovat
patomorfologické zmeny CAM (napr. redukcia a devastacia kapilarnej siete
a degenerativne zmeny mezodermalnych ciev), ktoré suvisia so stratou respiracne;j
funkcie CAM. Vzhladom na funkcie CAM mozZno predpokladat, Ze uloZenie krvnych
ciev pod poréznu vajecnu Skrupinu vin ovo podmienkach kultivacie suvisi so
zabezpecfovanim respiracnej funkcie CAM, ktoru od ED18 preberaju pfuca [10].

Zaver

Napriek tomu, Zze CAM model sa stava velmi popularnym alternativnym modelovym
systémom, stale absentuju morfologické studie, ktoré by opisovali Strukturalne zmeny
CAM, ku ktorym dochadza v priebehu embryonalneho vyvinu vtaieho embrya.
Dokazali sme, ze CAM v priebehu embryonalneho vyvinu podlieha morfologickym
zmenam, a to predovSetkym zmenam v celkovej hrubke CAM, ktora priamo reflektuje
zmeny na urovni jednotlivych vrstiev tkaniva CAM. K najvyraznejSim zmenam
dochadza v hrubke mezenchymovej vrstvy. Hodnotenim Strukturalnych zmien CAM
s ohfadom na elektronovu mikroskopiu sme identifikovali vyrazné rozdiely v Strukture
ektodermalnej vrstvy CAM, ktora sa v zavislosti od podmienok kultivacie |iSi
predovsetkym distribuciou a usporiadanim krvnych ciev vex ovo podmienkach.
K tymto zmenam v Strukture dochadza pravdepodobne kvdli absencii komunikacie
CAM s vaje€nou Skrupinou embrya, nasledkom ¢oho méze dochadzat aj k zmenam
funkcie CAM. Nasu tedriu potvrdzuje aj absencia buniek viléznej dutiny vo vzorkach
CAM kultivovanej v ex ovo podmienkach.

Publikacia vznikla za financnej podpory projektov APVV-20-0073, VEGA ¢. 1/0036/22 a IGA
UVLF 14/2023 ,Stadium angiogénnej odpovede ciev chorioalantoickej membrany vtacieho
embrya vo vztahu k vybranym inovativnym biomaterialom urCenych pre regeneracnu
medicinu®.
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Abstract

Arterial spin labelling (ASL) MRI sequence is used in most areas of neuroscience, due
to its non-invasive nature and access to reproducible and validated cerebral blood flow
(CBF) quantification with respect to other brain perfusion techniques [1, 2]. The value
of ASL has been demonstrated in acute and chronic neurovascular diseases, in which
perfusion anomalies have been revealed concordantly with other techniques. In tumor
diseases, ASL perfusion specifies the grade of the tumor and measures the effects of
antiangiogenic treatment. Local changes in cerebral perfusion have also been found
in epilepsy and neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease. The
absence of irradiation or exogenous administration of contrast material, as well as the
reproducible quantification of perfusion parameters, make ASL an interesting
technique for the study of brain tissue perfusion [3, 4].

Keywords: Arterial spin labelling, brain tumor, MR, neurovascular diseases

Uvod

ASL je alternativna neinvazivha MR perfuzna technika, ktora umozZnuje meranie
perfuzie tkaniva mozgu (CBF) bez potreby aplikacie kontrastnej latky. To umoznuje
perfuzne zobrazenie aj u pacientov s kontraindikaciami aplikacie intravendznej
kontrastnej latky, ako je napriklad zlyhanie obli€iek. V roku 2015 sa vedci zhodli, Zze
technika ASL MRI je vhodna na pouzitie v klinickom prostredi a odporudili
implementaciu ASL pre perfuznu MRI v klinickych aplikaciach [5]. Senzitivita,
Specifickost, pozitivha prediktivna hodnota a negativna prediktivha hodnota ASL
v porovnani s dynamic susceptibitity contrast (DSC) perfuziou su 71,4 %, 78,6 %, 83,3
% a 64,7 % [6]. V metaanalyze sa porovnavalo ASL s DSC perfuziou so zaverom, Ze
ASL vykazuje strednu az vysoku zhodu s DSC perfuziou na detekciu penumbry u
pacientov s ischemickou cievnou mozgovou prihodou. Vyuzitie ASL bolo preukazane
prinosné pri akutnych aj chronickych neurovaskularnych ochoreniach. Pri nadorovych
ochoreniach ASL spresnuje stupen nadoru a sleduje ucinnost’ lieCby. Lokalne zmeny
mozgovej perfuzie boli popisané aj pri epilepsii a neurodegenerativnych ochoreniach,
ako je Alzheimerova choroba [3, 4].

Material a metody
ASL MR sekvencia bola zavedena do klinickej praxe na RDG UNM a JLF UK
v novembri 2022 na novo instalovanom MR pristroji Magnetom Vida 3T, Siemens,
Nemecko s 20 a 64-kanalovou hlavovou cievkou s parametrami Standardnej PCASL
sekvencii 3D tra s rozliSenim 1,8x1,8x4 mm3, 3:33min, FOV 230mm, TR 4000,0ms,
TE 22,10ms. Od 1.11.2022 do 30.4.2023 bolo realizovanych v ramci
multiparametrického protokolu 48 MR ASL vySetreni mozgovej perfuzie u 45 pacientov
s vyhodnotenim CBF. ASL sekvencia pozostava z dvoch Casti. V prvej Casti oznaCenie
spinov prichadzajucej krvi invertovanim magnetizacie protonu. V druhej Casti akvizicia
signalu z kapilar tkaniva. Medzi tymito dvoma Castami je relativne dlhé oneskorenie,
kym prite€ie zna¢ena krv do meraného tkaniva. Su dve hlavné schémy oznacCovania
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krvi a to pulzna ASL (PASL) a pseudo kontinualna ASL (PCASL). Pri PASL je inverzny
slab umiestneny proximalne od meraného. Pulzy su kratke, radovo priblizne 10 ms a
okamzite invertuju naraz vSetku krv pod meranym objemom. Po oznaceni nasleduje
oneskorenie, pocas ktorého sa invertovana krv presunie z oblasti oznacenia do mozgu
a postupne straca pozdiznu relaxaciu T1. Pri PCASL je pritekajica krv kontinualne
invertovana, ked preteka cez oznacenu oblast. Sled pulzov pri PCASL sa aplikuje po
dobu 1 az 2 sekund. Vacsina sekvencii ASL pouziva iba jedno oneskorenie medzi
oznacenim a meranim. V pripade okluzie tepny dochadza k oneskorenému prisunu
krvi do parenchymu, ¢o méze falodne znizit CBF ASL - arterialny tranzit artefakt.
Znizeny srdcovy vydaj vedie k podobnym zmenam, najma v oblastiach hranice
cievnych teritérii. Redukcia artefaktov je pomocou multi-delay ASL. Cerebralny prietok
krvi je jednym z parametrov perfuznych technik. CBF je definovany ako objem krvi,
ktory prejde danym mnozstvom mozgového tkaniva za jednotku Casu, najCastejSie
mililitre krvi za minutu na 100 g mozgového tkaniva.

Vysledky

0Od 1.11.2022 do 30.4.2023 bolo na Radiologickej klinike UNM a JLFUK realizovanych
a vyhodnotenych 48 MR ASL vySetreni mozgovej perfuzie u 45 pacientov, z toho 24
muzov a 21 Zien. Priemerny vek pacientov bol 64,4 roka (min.10 rokov, max. 78 rokov).
Technika ASL zobrazuje mozgovu ischémiu bez aplikacie kontrastnej latky (obr.1). Vo
viacerych $tudiach sa preukazala primerana zhoda ASL s DSC perfuziou a mdze sa
pouzit na korelaciu s difuzne vazenymi obrazmi [7]. Napomocna je aj ked ASL ukazuje
normalnu perfuziu alebo hyperperfuziu, pretoze eliminuje moznost difuzno-perfuzneho
nesuladu, ktory by zobrazoval tkanivo ohrozené nekrézu pri infarkte.

Obrazok 1 PCASL, MR, hypoperfizia mozgu v povodi ACM vlavo pri Cerstvej ischémii s poklesom
CBF (Sipka)

Hemodynamické zmeny su pritomné pri mnohych tumoroch centralneho nervového
systému. Vo vSeobecnosti sa CBF zvySuju so stupfiom nadoru. Glioblastoma
multiforme je najCastejSim high-grade nadorom centralneho nervového systému
u dospelych. Je spojeny s vysokym metabolizmom a zvySenym CBF (obr. 2, 3). Studie
preukazuju ze ASL a DSC vykazuju do znacnej miery zhodné vysledky, pokial ide
0 zobrazenie perfuzie u tohto nadoru a jeho odliSenie od inych typov lézii.
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Obrazok 2 PCASL, MR, zvy$eny CBF na periférii tumoru mozgu (glioblastom multiforme) FP vpravo
(Sipka)

Obrazok 3 PCASL, MR, zvySeny CBF F vpravo predstavuje rezidualne tumorézne tkanivo
glioblastomu multiformis (Sipka)

ASL je tiez napomocna pri hodnoteni odpovede na lie¢bu. Obzvlast dolezité a naro¢né
je rozliSenie medzi radiacnou nekrdzou a recidivou nadoru u pacientov s novym alebo
zvySenym kontrastnym sytenim. RadiaCna nekréza sa zvyCajne spaja so znizenym
CBF oproti vacsine rekurentnych nadorov vykazujucich zvyseny CBF, kedy perfuzne
zobrazenie mbze byt uzZitocné na rozlisenie tychto dvoch lézii. ASL zlepsi
vyhodnotenie perfuzne v porovnani s meranim DSC perfuzie vzhladom na jej lepSiu
zobrazovaciu chopnost’ v okoli resekénych dutin, kde krvné produkty mézu ovplyvnit
meranie DSC. Je tieZ menej citliva na pritomnost’ okolitych velkych ciev, ¢o umozni
lepSie oddiferencovanie v porovnani s DSC perfuziou.

Alzheimerova choroba je najéastej§im typom demencie. Studie ASL u rozvinutej
choroby preukazali zniZzenie CBF v zadnej parietalnej distribucii. Nalez pri ASL je
podobny ako pritomny hypometabolizmus pri FDG PET a obe modality maju podla
literatury podobnu diagnosticku senzitivitu [8].

Hlavnou ulohou ASL pri epilepsii je lokalizacia potencialneho epileptogénneho loziska
(obr. 4). PocCas akutneho periiktalneho obdobia je CBF typicky zvySeny v désledku
patologickej neuronalnej aktivity, zatial ¢o v chronickom interiktalnom obdobi je CBF
znizeny, pretoze epileptogénna oblast je zvyCajne menej funkéna a aktivna v
porovnani s normalnym mozgovym tkanivom [9].
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Obrazok 4 PCASL, MR, zvy8end perfuzia mozgu FT vlavo so zvySenim CBF pri aktivnej epilepsii
(Sipka)

Diskusia

kde je prinosna hlavne pri hodnoteni ischemickych stavov, mozgovych tumorov a
neurodegenerativnych ochoreni. VysSia CBF pri multiformnom glioblastome koreluje s
genetickymi markermi (receptor pre epidermalny rastovy faktor) a je spojena s krat§im
Casom prezitia bez progresie [10]. Nadory nizSieho stupna zvyc€ajne maju nizSiu CBF.
Zmeny CBF a jeho zvySenie mb6Zzu znamenat transformaciu na agresivnejsi fenotyp.
Vacsina metastatickych lézii mozgu vykazuje podobné alebo niZSie vychytavanie
glukézy a CBF v porovnani so sivou hmotou [1]. Na zaklade klinickych a zobrazovacich
Studii sa javi ASL lepSia ako FDG pozitronova emisna tomografia (PET) a DSC na
odliSenie recidivy nadoru od radiacnej nekrozy v glidmoch so senzitivitou 94 % [11]. V
skorom obdobi po resekcii (< 4 tyzdne), kde je akékolfvek kontrastné sytenie
pravdepodobne spdsobené pseudoprogresiou, sa ASL vo viacerych studiach ukazala
uzitoCnejsia ako DSC [12]. Pridanie sekvencie ASL k MR protokolu je pre pacienta
minimalne naro¢né a nevyzaduje si dodatoCné ozarovanie ani pouzitie kontrastnych
latok, je menej nakladné a umoznuje posudit Strukturu a perfuziu mozgu pocas
jedného vysetrenia. Limitaciou moze byt kvalita obrazov ASL obmedzena ich nizkym
pomerom signalu a Sumu a niekolkymi typmi artefaktov. Dostupnost metédy umozni
rozsiahle pouzivanie ASL, a tym aj overenie jej potencialnych klinickych aplikacii.

Zaver
Pri mnohych ochoreniach poskytuje ASL perfuzia dodato¢né a dopliujuce informacie
k informaciam dostupnym zo Strukturalneho MR zobrazenia. Absencia ozZarovania
alebo podavania kontrastnej latky, ako aj moznost reprodukovatelnej kvantifikacii
perfuznych parametrov robia z ASL mimoriadne zaujimavu techniku pre Studiu
perfuzie tkaniv, najma mozgu. ASL sa stava dostupnou sekvenciou MR a jej pouzitie
je prinosné, jednoduché a opakovatelné.

Literatara

[1] Haller, Radiology. 2016,281(2): 337-356.

[2] Lindner, Magn. Reson Med. 2023, 89: 2024-2047.

[3] De Vis, Journal of Magnetic Resonance Imaging. 2018, 48(2): 449-458.
[4] Kim, Sci. Rep. 2021, 11: 24218.

[5] Alsop, Magn. Reson. Med. 2015,73(1): 102-116.

[6] Gopinath, Cureus. 2022, 14(3): €23625.

[7] Bivard, Stroke. 2014,45(1): 127-133.

[8] Musiek, Alzheimers Dement. 2012,8(1): 51-59.

[9] Storti, Neuroimage. 2014,102(Pt 1): 49-59.

[10] Qiao, AJNR Am. J. Neuroradiol. 2015,36(4): 672—677.
[11] Ozsunar, Acad. Radiol. 2010,17(3): 282—290.

[12] Luan, Radiat. Oncol. 2020, 15: 204.

N T

l' SH Strana 51



Zavedenie CT koronarografie do klinickej praxe v UNM
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Abstract
Coronary CT angiography (CCTA) belongs to the first non-invasive examination in
symptomatic patients with suspected coronary artery disease (CAD). Reliably exclude
obstructive CAD for high sensitivity and negative predictive value. CCTA has the ability
to assess the anatomy and morphology of the coronary artery. With technological
advances and improved dose reduction techniques in the last decade, cardiac CT has
become increasingly popular.

Keywords: calcium score, coronary artery disease, CT, stenosis

Uvod
Ischemicka choroba srdca (ICHS) predstavuje jednu z najCastejSich pri€in morbidity
vo vyspelych krajinach a jednu z hlavnych pri¢in morbidity v rozvojovych krajinach. CT
koronarografia ma svoje nezastupitelné miesto medzi diagnostickymi metddami
kardiovaskularnych ochoreni. V porovnani s intervenénou koronarografiou, tato
metdda odburava rizikd spojené s invazivnym zakrokom a poskytuje ovela
komplexnejSie hodnotenie, kedze okrem vizualizacie lUmenu vySetrovanej cievy
umoziiuje posudit okolité makké tkaniva a detekciu réznych vrodenych alebo
ziskanych abnormalit koronarnych tepien. VyuzZiva sa ako jedna z moznosti na
diagnostiku ischemickej choroby srdca, monitorovanie priechodnosti bypassov alebo
na dékaz pritomnosti trombov a aterosklerotickych platov v koronarnych cievach [1, 2].

Material a metody
Na Radiologickej klinike UNM a JLF UK sme od 9/2020 do 4/2023 celkovo vySetrili
242 pacientov na CT GE Revolution 256, Standardnym protokolom s hrubkou rezu
0,42mm, 100kV, 0,28s rotacia s aplikaciou 70-100ml jodovej kontrastnej latky
rychlostou 8ml/s i.v. Samotné vySetrenie bolo realizované v dvoch na seba
nadvazujucich krokoch. V prvom kroku, po€as EKG-synchronizacie, sme zhodnotili
nativnym CT skenom zastupenie kalcia v koronarnom rie€isku a na aortalnej chlopni.
Nasledne sme pristupili k priprave pacienta a samotnej realizacii CT koronarografie.
Zasadnym aspektom pre najkvalitnejSie zobrazenie koronarnych artérii je
minimalizacia ich pohybu. Na to nam sluzila predovsetkym EKG-synchronizacia, ktora
bola potrebna na presné ohrani€enie opakujucej sa fazy srdcového rytmu a zaroven
presné definovanie jednotlivych faz. Pri srdcovej frekvencii vy$Sej ako 80/min bol
najmensi pohyb srdca v end-systolickej faze (25-35% cyklu), a vtedy je vySetrenie
realizované retrospektivnym EKG-triggeringom. Pri srdcovej frekvencii nizsej ako 80
za minutu bol najmensi pohyb srdca v mid-diastolickej faze (65-75% cyklu) a
realizované prospektivnym EKG-triggeringom. NizSia srdcova frekvencia je vSak
optimalna, kedze zvySuje relativny podiel diastoly poCas srdcoveho cyklu, znizuje tak
pritomnost pohybovych artefaktov a podmienuje nizSiu radiaénu zataz [3]. Na
zaistenie optimalnej srdcovej frekvencie 50-60 uderov za minutu, podavame pacientovi
R-blokator i.v.. Taktiez pacientovi aplikujeme tesne pred vySetrenim nitrat podavany
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sublingvalne. Medzi hlavné kontraindikacie priamo spaté s danym vySetrenim je
neschopnost pacienta lezat na chrbte bez pohnutia, neschopnost riadit sa pokynmi
asistenta a tiez zadrzat dych pocas skenovania. Relativhe kontraindikacie su vysoké
kalciové skore a hodnota BMI vy3Sia ako 40 kg/m2. medzi kontraindikacie spojené so
samotnym RTG Ziarenim a podavanim kontrastu patria: alergia na jodovu kontrastnu
latku, renalna insuficiencia, tehotenstvo.

Vysledky

Skumany subor pacientov na Radiologickej klinike UNM a JLF UK v ¢ase od 09/2020
do 04/2023 tvorilo 242 pacientov, priCom previadalo muZské pohlavie (138)
s percentualnym podielom 57%, v menSom pocte bolo zastupené Zenské pohlavie
(104). V nasej vySetrenej skupine pacientov na Radiologickej klinike UNM a JLF UK
od 9/2020 do 4/2023 v celkovom pocte 242 previadalo muzské pohlavie v pocte 138,
Zenské pohlavie bolo zastupené v pocte 104 Co predstavuje percentualne zloZenie
57% v prospech muZského pohlavia. Z celkového poctu vySetreni bolo 140
realizovanych uambulantnych  pacientov, zvySnych 102 pacientov bolo
hospitalizovanych v nasej nemocnici resp. v spadovych nemocniciach v ramci
Zilinského kraja. Najmladsi pacient vySetrovany na nasom pracovisku mal 16 rokov,
najstarsi 88 rokov, €o predstavuje median na urovni 56 rokov. Na zaklade vysokého
kalciového skore, bolo z dalSieho hodnotenia vyradenych 11 pacientov. Samotna
CCTA bolarealizovana u 231 pacientov, kde 155 pacientov bolo vySetrenych pomocou
prospektivneho EKG-trigerringu, u zvysnych 76 pacientov bol pouzity retrospektivny
EKG-triggering, €o predstavuje 67,1% v prospech prospektivheho triggeringu.
Hodnota kalciového skoére definovana pomocou Agatsonovom skoére sa pohybovala
v rozmedzi 0 az 3525, kde median bol na urovni 4,5. Na kvantifikaciu stendzy sa
pouzival Standardizovany klasifikacny systém CAD-RADS, ktorého 6 stupriov (0 - 5) je
rozdelenych priamo umerne percentu stenézy. Skére 0 — 2 zodpoveda sten6ze od 0-
49%, 3 — stendza 50-69%, 4 — 70-99% a stupen 5 totalnej okluzii [4, 5]. Z celkového
poCtu pacientov bolo 157 v rozmedzi stupfia 0-2, ¢o sa klinicky interpretovalo ako
absentujuca ICHS resp. minimalna eventualne mierna neobstrukéna ICHS. Pacienti
s vy§8im CAD-RADS skore boli funkéne dodiagnostikovani. Mensia ¢ast aj na naSom
pracovisku pomocou dynamickej perfuzie myokardu po farmakologickej zatazi pod CT
kontrolou, ktora dava alternativu k SPECT a poukaze na moznu hypoperfuziu
myokardu  podmienenu  stenézou v koronarnom  rieCisku.Nasledne takto
dodiferencovani pacienti podstupuju invazivnu koronarografiu s moznostou dilatacie
a stentingu koronarnej artérie. Zaujimavym sledovanym aspektom bola radiacna
davka vySetrenia, ktora bola pri kalciovom skoére v rozmedzi 0,30 — 1,16 mSv, kde
median bol na drovni 0,63 mSv. Pri samotnej CCTA bola radiacna davka v rozmedzi
0,77 — 12,70 mSv a median 2,23 mSv. Celkova radiatna zataz pacienta bola
v rozmedzi 1,12 — 13,67 mSv a median na urovni 2,87 mSv. Pre porovnanie, nativna
RTG snimka brucha ma priemernu radiacnu davku 0,7 mSv a CT vySetrenie mozgu 1-
2 mSv.
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Obrazok 1 Pacient €.1 s pozitivhou RA a bolestami na hrudniku, laboratérne pozitivny troponin
s dynamikou
A: CCTA Sikmé zobrazenie pravej koronarnej artérie (RCA) bez nalezu stendzy. B: Sikmé zobrazenie
ramus interventricularis anterior (LAD) bez nélezu stendzy. C: Sikmé zobrazenie preokluzivnej stenozy
(Cierna Sipka) v odstupe ramus circumflexus (LCx). D: 3D rekonstrukcia s odstupovou preokluzivnou
stendzou ramus circumflexus (Sipka)

Obrazok 2 Pacient €.2 s pozitivhou RA s arterialnou hypertenziou, a atypickymi bolestami na
hrudniku
A: CCTA Sikmé zobrazenie RCA so stenézou do 59% (Sipka). B: Sikmé zobrazenie LAD s nalezom
viacerych segmentarnych sten6z s maximom do 69% (Sipka). C: znamky hypoperfuzie myokardu po
farmakologickej zatazi v povodi ramus interventricularis anterior (Sipka)

Diskusia

Prevazna vacsina vysetrenych pacientov bolo ambulantnych avSak v poslednej dobe
si nasla CT koronarografia svoje miesto aj u hospitalizovanych pacientov, ktorym
spolahlivo vylucila podozrenie na obstrukénu ischemicku chorobu srdca, atym
vyluCenie moznej kardialnej pri€iny tazkosti, C€o v podstatnej miere skratilo dobu ich
hospitalizacie [6]. Nami sledovana hodnota radiacnej davky korelovala alebo sa
priblizovala k vysledkom randomizovanych Studii, v niektorych pripadoch sa nam
podarilo davku vyrazne redukovat pod referenénu hodnotu [7, 8].

Zaver
CT koronarografia ma svoje neodmyslitelné miesto pri neinvazivnej diagnostike
symptomatickych pacientov s podozrenim na ICHS. S vysokou senzitivitou
a negativnou prediktivnou hodnotou dokaze spolahlivo vylucit obstrukénu ICHS.
Vyhodou je tiez relativne nizka radiaCna zataz. VySetrenie je spojené s detekciou
kalciového skére, €o predstavuje jeden s diagnostickych faktorov aortalnej stenézy.
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Abstract

The pancreas is an exocrine and endocrine gland. The exocrine section is a serous
gland responsible for producing and releasing digestive enzymes into the duodenum.
The secretory units, either tubuloacinar or acinar in shape, comprise pyramidal serous
cells. Centroacinar cells constitute the beginning of the duct system and are connected
to the intercalated duct cells. Short intercalated ducts drain into intralobular ducts, and
intralobular ducts open into the interlobular ducts. Finally, the interlobular ducts drain
into the main or accessory pancreatic duct. Superoxide dismutases are enzymes that
are present in all organisms that exist in an oxygen-rich environment. The leading role
of superoxide dismutase 1 is to prevent oxidative stress by eliminating superoxide and
regulate cellular signalling. Oxidative stress has been linked to various aspects of
cancer biology. Copper chaperone for superoxide dismutase 1 is an essential ion-
binding protein for maintaining copper homeostasis. It is also known to play a role in
various other biological processes in mammals. Its primary molecular function is to
transport copper to superoxide dismutase 1 and activate superoxide dismutase 1.

Keywords: antioxidants, immunohistochemistry, pancreas, superoxide dismutase

Uvod
Pankreas je sekundarne retroperitonealne ulozena Zlaza, ktora ma exokrinnu aj
endokrinni funkciu. Exokrinna Cast pankreasu tvori traviace enzymy, ktoré su
transportované systémom vyvodov do dvanastnika. Medzi bunky exokrinnej Casti
pankreasu zaradujeme serO6zne acinarne bunky pyramidového tvaru, ploché
polyedrické centroacinbzne bunky a epitelové bunky vyvodov. Vsunuté vyvody
pankreasu vystiela jednovrstvovy plochy epitel. Intralobularne vyvody su lemované
kubickym az nizkym cylindrickym epitelom. Interlobularne vyvody ustia do hlavného
prip. pridavného pankreatického vyvodu a su lemované cylindrickymi epitelovymi
bunkami usporiadanymi do jednej vrstvy. Endokrinni Cast pankreasu tvoria
Langerhansenove ostrovCeky. V ramci aerdbneho metabolizmu vznikaju v bunkach
pankreasu reaktivne formy kyslika. NajCastejSie su reaktivnymi formami kyslika volné
radikaly. Volny radikal je chemicka entita (atobm, molekula alebo i6n), ktora ma vo
vonkajsej sfére svojho elektronového obalu aspori jeden nesparovany elektrén,
v dbsledku ¢oho ma relativne vysoku reaktivitu. Pred negativnym u€inkom volnych
radikalov chrania bunku antioxidacné enzymy. Délezitu ulohu v enzymovom
antioxidaCnom systéme zohrava superoxiddismutaza (SOD), ktora katalyzuje
premenu superoxidu na kyslik a peroxid vodika. Superoxid patri medzi volné kyslikové
radikaly a vznika v organizme najma v ramci dychacieho retazca na vnutornej
membrane mitochondrii. Dychaci retazec predstavuje cely rad na seba nadvazujucich
oxidacnoredukénych systémov, v ramci ktorych sa réznym substratom odStepuje
vodik, ktory sa prenasa cez tieto systémy najprv ako atdm vodika, a potom len ako
elektrény, az na kyslik, ktory sa do bunky dostal difaziou. V réznych organizmoch sa
vyvinuli tri rozdielne triedy superoxiddismutaz, ktoré maju rozlicné iény kovov
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v katalytickom centre. Okrem odliSnych pozZiadaviek na kofaktory kovovych ibnov maju
superoxiddismutazy aj variabilné subcelularne lokalizacie. SOD1 (CuZn-SOD) je
homodimérny bimetaloenzym, ktory vyuziva med na katalyzu a zinok na zvySenie
katalytickej ucinnosti a stabilizaciu samotného enzymu. SOD1 ma molekulovu
hmotnost 32 kDa a je hlavnou cytosolickou formou superoxiddismutaz [1]. Hoci je
SOD1 primarne distribuovana v cytosole, nachadza sa aj v bunkovych organelach ako
su jadro, lyzozémy a peroxizémy, bola objavena aj intermembranovom priestore
mitochondrii [2]. SOD1 gén je lokalizovany u ludi na chromozome 21. Ludsky
cytosolovy prenasac¢ medi pre SOD 1 (CCS) je homodimér s molekulovou hmotnostou
54 kDa [3]. Je to med viaZuci protein, ktorého primarnou molekularnou funkciou je
dodavanie medi SOD1 a tym aktivacia SOD1. Reguluje vSak funkcie aj réznych inych
proteinov ako napr. Mia40 a XIAP [4]. Mia40 je bielkovinovy receptor lokalizovany vo
vnutri intermembranoveého priestoru mitochondrii, ktory pomaha rozlicnym proteinom
dostat sa medzi vonkajSiu a vnutornu mitochondrialnu membranu [5]. XIAP je med
viaZuci protein exprimovany vo zvySenej miere pri viacerych typoch rakoviny. Je
zapojeny do regulacie apoptdzy tak, Ze blokuje kaspazy déleZité v procese bunkovej
smrti [6]. Po naviazani medi na XIAP, ktord mu dorucil CCS, dochadza k inhibicii
funkcie XIAP, ¢o nasledne vedie k iniciacii apoptozy. V bunke je CCS lokalizovany
najma v cytosole, ale aj v jadre a v intermembranovom priestore mitochondrii [7]. Gén
kédujuci humanny CCS je lokalizovany na chromozéme 11.

Material a metodika

Zmapovanie vyskytu SOD 1 a CCS v bunkach exokrinného pankreasu sme realizovali
na 5 vzorkach zdravého humanneho pankreasu. Material vo forme parafinovych
blo¢kov bol pre ucely tejto Studie zapozi€any po schvaleni Etickou komisiou
Univerzitnej nemocnice L. Pasteura (UNLP) v KoSiciach z Oddelenia patolégie UNLP.
Dalsie spracovanie vzoriek prebehlo na Ustave anatémie Lekarskej fakulty Univerzity
P. J. Safarika v KoSiciach. Z parafinovych blogkov boli za pomoci sankového
mikrotdmu zhotovené rezy s hrubkou do 5 um. Po odparafinovani, rehydratacii
a revitalizacii materialu v PT linku bola zablokovana aktivita endogénnej peroxidazy v
3% roztoku H202. Nasledne boli aplikované primarne kraliie polyklonalne protilatky
anti-SOD1 a anti-CCS v riedeni 1:200. Inkubacia primarnych protilatok trvala 60 minut
a prebehla pri laboratornej teplote. K spracovavanym vzorkam bol pridany
Biotynilovany Link, Streptavidin-HRP a na vizualizaciu SOD1 a CCS diaminobenzidin.
Po kazdom uvedenom kroku bol vykonany oplach v oplachovacom roztoku. Na zaver
boli vzorky tkaniv zafarbené hematoxylinom. Nasledne bol cely postup zopakovany
eSte raz bez pridania primarnych protilatok pre potrebu negativnej kontroly. Vzorky boli
za pomoci svetelného mikroskopu vyhodnotené dvoma posudzovatefmi prienikom
vysledkov ich nezavislych pozorovani. Na ziskanie obrazovej fotodokumentacie bola
pouzita digitalna kamera a LAZ EZ software.

Vysledky
V acinarnych bunkach exokrinnej Casti pankreasu bola detegovana iba minimalna
SOD1 pozitivita. V centroacindznych bunkach, v epitelovych bunkach vsunutych
vyvodov ako aj v epitelovych bunkach intralobularnych a interlobularnch vyvodov bola
pozorovana difuzne vyrazna SOD1 pozitivita.
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Obrazok 1 a 2 Distribucia SOD1 v bunkach exokrinnej €asti pankreasu (zvacsenie 400x)
Skratky: A — centroacin6zne bunky; B — epitelové bunky vsunutych vyvodov; C — epitelové bunky intralobularnych
vyvodov; D — epitelové bunky interlobularnych vyvodov

Imunohistochemickd analyza dokazala pritomnost CCS v acinarnych bunkach.
V najvacsej miere bol protein lokalizovany bazalne okolo bunkového jadra.
Centroacin6zne bunky ako aj epitelové bunky vsunutych a intralobularnych vyvodov
vykazovali iba minimalnu CCS pozitivitu. Mierne vyraznejSia CCS pozitivita bola
objavena v epitelovych bunkach interlobularnych vyvodov.

Obrazok 3 a 4 Distribucia CCS v bunkach exokrinnej Casti pankreasu (zvacsenie 400x)
Skratky: A — acinarne bunky; B — epitelové bunky intralobularnych vyvodov; C — epitelové bunky interlobularnych
vyvodov

Diskusia
Exokrinnu Cast pankreasu tvoria bunky, ktoré sa zucastriuju na tvorbe a transporte
traviacich enzymov. Podobne ako v inych bunkach fudského tela sa aj v nich v ramci
aerobneho metabolizmu tvoria volné radikaly. V pripade naruSenej rovnovahy medzi
ich tvorbou a degradaciou vznika oxidacny stres. Volné radikaly spésobuju oxidacné
posSkodenie bielkovin, lipidov a nukleovych kyselin [1]. Délezitu ulohu v degradacii
superoxidového radikalu zohrava SOD1. Okrem ochrany pred oxidaénym stresom sa
zmenami v mnozstve superoxidu a peroxidu vodika zucCastriuje aj na regulacii
viacerych signalnych drah [8]. Neoplastickou transformaciou buniek exokrinnej ¢asti
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pankreasu vznika drviva vacsina pankreatickych malignit. Medzi nadory exokrinného
pankreasu zaradujeme duktalny adenokarcindm, pankreatické cystické neoplazie,
pankreatické neoplazie z acinarnych buniek a pankreatoblastom. SOD1 a CCS sa
v réznych bunkach exokrinného pankreasu vyskytuju rézne. Presna uloha SOD1 v
onkogenéze je iba slabo definovana [9]. U pacientov s duktalnym adenokarcinbmom
sa potvrdila zvySena aktivita SOD1 v hemolyzovanych erytrocytoch, hoci klinicky
vyznam tohto nalezu ostava nejasny, pretoze celkova SOD aktivita nie je u pacientov
vyraznejSie modifikovana [10]. Rovnako detailny vyznam CCS v patogenéze
onkologickych ochoreni nie je doteraz znamy. Zistilo sa, Zze CCS funguje ako
potencialny nadorovy prométor pri niektorych typoch rakoviny [11]. Pri inhibicii CCS
bola pozorovana spomalena proliferacia nadorovych buniek pri rakovine pluc
a leukémii [12]. Inou Studiou bolo zistené, Zze CCS bol vysoko exprimovany pri rakovine
prsnika, kde podporoval proliferaciu a migraciu nadorovych buniek. Potladenim
expresie CCS doslo k znizeniu aktivity ERK1/2 a zvySeniu hladin reaktivnych foriem
kyslika, ¢o viedlo k inhibicii bunkovej proliferacie a migracie [11].

Zaver
Rakovina pankreasu patri medzi najobavanejSie onkologické ochorenia. Zmapovanie
vyskytu SOD1 a CCS v bunkach exokrinnej €asti zdravého pankreasu a nasledne
zhodnotenie lokalizacie tychto proteinov v rézne diferencovanych nadorovych
bunkach pankreasu vytvara predpoklad pre hibSie pochopenie ich intracelularneho
metabolizmu a otvara potencidlnu moznost pouzit ich ako prognostické biomarkery.

Praca bola podporena projektom VEGA ¢.1/1073/19.
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Abstract

The main aim of this study was to observe the possible influence of -2578 A/C, 18 bp
I/D, -460 C/T polymorphisms in the gene for vascular endothelial growth factor (VEGF),
which has an important role in the process of cell proliferation and angiogenesis, on
the risk of prostate cancer development and progression. During study, we processed
blood samples taken from 446 patients with prostate cancer and 241 healthy men. We
isolated DNA from all samples and determined gene polymorphisms by using
polymerase-chain reaction-restriction fragment length polymorphisms analysis (PCR-
-RFLP). We detected no significant association between the individual polymorphisms
studied and the risk of prostate cancer development and also clinical data (Gleason
score, PSA — prostate specific antigen). The results of the study show that individual
polymorphisms of VEGF gene do not significantly contribute to the development and
progression of prostate cancer.

Keywords: prostate cancer, vascular endothelial growth factor, polymorphisms

Uvod

Vyskyt nadorovych ochoreni vo svetovej populacii ma stupajucu tendenciu.
Podla udajov Globocan zroku 2012 predstavoval karcindbm prostaty celosvetovo
14,8% zo v8etkych nadorovych ochoreni [1]. Medzi jednotlivymi krajinami existuju
vyrazné rozdiely v incidencii tohto ochorenia a aj v jeho mortalite. Slovenska republika
patri medzi krajiny so stredne vysokymi hodnotami vyskytu ochorenia, pricom mozno
pozorovat prudky narast v jeho incidencii [1].

V patogenéze karcinbmu prostaty zohrava vyznamnu ulohu draha angiogenézy,
v regulacii ktorej su zapojené rézne Specifické proteiny, vratane rastovych faktorov
a cytokinov. Angiogenéza je biologicky proces zahfhajuci delenie a migraciu
endotelovych buniek, ktory vedie k vytvoreniu mikrovaskulatury, teda novych krvnych
ciev z povodnych existujucich ciev [2—4].

Vaskularny endotelovy rastovy faktor (VEGF), homodimericky heparin viazuci
glykoprotein, je Specifickym mitogénom endotelovych buniek, ktory zvySuje cievnu
permeabilitu [5] a stimuluje nielen fyziologicku, ale aj nadorovu angiogenézu [6].
VEGF, patriaci do skupiny hlavnych proangiogénnych faktorov, prostrednictvom vazby
na Specifické receptory aktivuje VEGF signalnu drahu, ktora podporuje proliferaciu,
migraciu a invaziu endotelovych buniek a schopnost tychto buniek degradovat
a pretvarat’ extracelularnu matrix. Tieto procesy vyustuju do iniciacie angiogeneézy [7,
8]. V nadorovych bunkach sa VEGF zuCastiiuje aj parakrinnej a autokrinnej VEGF
signalizacie, ktora ovplyvriuje funkcie nadoru nezavisle od angiogenézy. Pre nadorové
bunky je charakteristickd autokrinna VEGF signalizacia [9]. VEGF, vyluCovany
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nadorovymi bunkami, prostrednictvom autokrinnej VEGF signalizacie podporuje
dediferenciaciu a lepSie prezivanie nadorovych buniek, ako aj invaziu nadorov.
ZvySovanim cievnej permeability VEGF ufahuje nadorovym bunkam vstupit
do cirkulacie, o umoznuje metastazovanie do vzdialenych miest [6, 10, 11].

Gén kodujuci VEGF je lokalizovany na chromozdéme 6 (6p21.1) a zahfhia 14 kilobaz
(kb) kodujucu oblast pozostavajucu z 6smich exénov a siedmich intrénov [12].
Karcinbm prostaty je heterogénne maligne ochorenie, u ktorého bola zistena velka
variabilita v expresii Specifickych markerov produkovanych nadorovymi bunkami.
Polymorfizmy v géne pre VEGF mézu vyrazne prispiet k malignej transformacii buniek
prostaty, pripadne ovplyvnit' progresiu ochorenia, tvorbu metastdz ako aj ucinnost
terapie. Cielom Studie bolo sledovat mozny vplyv vybranych polymorfizmov v géne
VEGF (-2578 A/C rs699947; 18 bp I/D rs144854329; -460 C/T rs833061) na riziko
vzniku a progresie karcindbmu prostaty.

Material a metody

V ramci Studie bolo celkovo spracovanych 687 vzoriek krvi odobratych od muZov
vo veku nad 50 rokov, po schvaleni tejto Studie Etickou komisiou JLF UK v Martine.
Skupinu pacientov tvorilo 446 muZov s histologicky verifikovanou diagnézou
karcinomu prostaty [priemerny vek = 66,8+8,09 rokov; median koncentracie
prostatického Specifického antigénu (PSA) = 9,18 ng/ml (interkvartilovy rozsah =
5,30 - 20,07 ng/ml); priemerné Gleasonovo skére 7,03+1,30], ktori boli hospitalizovani
na Urologickej klinike Univerzitnej Nemocnice Martin. Do suboru neboli zaradeni
pacienti, u ktorych boli okrem karcindmu prostaty zistené aj iné zavazné ochorenia.
Kontrolnu skupinu tvorilo 241 muzov [priemerny vek = 57,99+9,73 rokov; median
koncentracie prostatického Specifického antigénu (PSA) = 1,06 ng/ml (interkvartilovy
rozsah = 0,54 - 2,39 ng/ml)], ktorym pri urologickom vySetreni nebolo zistené Ziadne
ochorenie prostaty, ani iné onkologické ochorenie.

VSetkym muzom zaradenym do Studie sme odoberali 5 ml vendznej krvi do Ko2EDTA
skumaviek. 1zolaciu DNA sme robili zo vSetkych vzoriek pomocou Wizard® Genomic
DNA Purification kitu (Promega, Madison, WI, USA). Vzorky DNA sme uchovavali
pri -20°C. Génové polymorfizmy sme stanovovali pomocou polymerazovej retazovej
reakcie s naslednym Stiepenim Specifickymi restrikénymi enzymami na urcenie
konkrétnych genotypov (PCR-RFLP). Amplifikacia fragmentov DNA sa uskutoCnila
v 12 pl master mixe, ktory pozostaval z 1 pl izolovanych vzoriek gendmovej DNA, 6 ul
DreamTaq Green PCR Master mixu (2x) (zmes pufru, Mg?*, dNTP a DNA Taq
polymerazy), 0,4 - 0,5 ul Specifického primeru (priamy a spatny primer) a4 - 4,2 pl
vody bez DNaz. Pouzité primery, Specifické pre urcitu ciefovu sekvenciu, su uvedené
v tabufke 1.

Podmienky pre PCR amplifikaciu boli nasledovné: 5 minut pociato¢na denaturacia
pri. 95°C, 30 - 50 sekund denaturacia pri 95°C, 30 - 40 sekund hybridizacia
pri rozlicnych anelaénych teplotach (tab. 1), 45 - 50 sekund elongacia pri 72°C, 5 - 10
minut konecna elongacia DNA pri 72°C. Podmienky (anelacna teplota pre naviazanie
primerov, pocet cyklov) sme menili v zavislosti od pouzitych Specifickych primerov
a dizky mnozeného useku DNA, pricom kroky 2 - 4 sa 28—-35-krat cyklicky opakovali.
Pri stanovovani génovych polymorfizmov -2578 A/C VEGF a -460 C/T VEGF sme
vzniknuté produkty po PCR nasledne Stiepili Specifickymi restrikénymi enzymami
na urCenie konkrétnych genotypov (tab. 1) pri optimalnych reakénych podmienkach:
37°C, 15 - 30 minat. 18 bp I/D — inzeréno-deleény polymorfizmus v dizke 18 bp
na pozicii -2549 génu VEGF sme urCovali pomocou PCR analyzy s vyuZzitim
sekvencne-Specifickych primerov. Jednotlivé DNA fragmenty po PCR a restrikénej
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analyze sme separovali pouZzitim gélovej elektroforézy v 2% alebo 4% agar6zovych
geloch, obsahujucich interkalacné €inidlo etidiumbromid. Nasledne sme DNA produkty
vizualizovali pod ultrafialovym svetlom.

Tabulka 1 Specifické podmienky pre analyzu jednotlivych polymorfizmov v géne VEGF

Pozicia v Sekvencia F (priamych) a R (spatnych) primerov (5-3")  Anelaéna Restrikény  Velkost’
géne VEGF teplota (°C) enzym produktu
(bp)
-2578 AIC F: GCA CCT CCA CCA AAC CAC AGC AAC AT 62 °C Bglll 360; 205, 155
R: CAAGCC CCCTTT TCC TCC AACTCT CC
18 bp I/ID F:CCT GGAGCG TTT TGG TTA AA 59 °C - 234, 216
R: ATA TAG GAA GCA GCT TGG AA
-460 C/T F: CTC TTT AGC CAG AGC CGG GG 60 °C Hin1l 175; 153, 22

R: TGG CCT TCT CCC CGC TCC GAC

Na porovnanie distribucie genotypov a alel medzi kontrolnou skupinou a skupinou
pacientov ako aj vyhodnotenie asociacie s klinickymi udajmi sme pouZili chi-kvadrat
test a Fischerov test. Frekvencie vyskytu genotypov jednotlivych polymorfizmov boli
testované na odchylky od Hardy-Weinbergovej rovnovahy. Za vyznamné sme
povazovali hodnoty p<0,05. Na Statistické analyzy sme pouzili Statisticky program
StatsDirect verzia 2.7.0.2.

Vysledky

V suvislosti s rizikom vzniku a progresie karcindmu prostaty sme pozorovali niekolko
polymorfizmov v prométorovej oblasti génu VEGF: -2578 A/C (rs699947), 18 bp I/D —
inzeréno-delegny polymorfizmus v dizke 18 bp na pozicii -2549 (rs144854329) a -460
C/T (rs833061). Distribucia genotypov v kontrolnej skupine bola u vSetkych
sledovanych polymorfizmov v géne VEGF v Hardyho-Weinbergovej rovnovahe.

Pri sledovani polymorfizmov -2578 A/C, 18 bp I/D a -460 C/T v géne VEGF sme
nepozorovali Statisticky vyznamnu asociaciu tychto polymorfizmov s rizikom vzniku
karcinomu prostaty (tab. 2).

Tabulka 2 Distriblcia genotypov a alel polymorfizmov VEGF

Genotypy a alely Kontrola (%) Karciném prostaty (%) OR (95% ClI) p
-2578 AIC VEGF AA 25,73 28,70 1,00 (ref.)
AC 48,54 45,07 0,91 (0,62-1,34) 0,63
CE 25,73 26,23 1,09 (0,71-1,69) 0,68
A 50,00 48,77 1,00 (ref.)
C 50,00 51,23 1,05 (0,84-1,31) 0,66
18 bp I/D VEGF 1l 26,55 26,01 1,00 (ref.)
ID 47,72 45,74 0,98 (0,67-1,43) 0,91
DD 25,73 28,25 1,12 (0,73-1,73) 0,60
I 50,41 48,88 1,00 (ref.)
D 49,59 51,12 1,06 (0,85-1,33) 0,59
-460 C/T VEGF CE 25,73 26,23 1,00 (ref.)
CT 48,54 45,07 0,91 (0,62-1,34) 0,63
TT 25,73 28,70 1,09 (0,71-1,69) 0,68
C 50,00 51,23 1,00 (ref.)
T 50,00 48,77 1,05 (0,84-1,31) 0,66

Nasledne sme pacientov rozdelili do skupin podla patologického Gleasonovho skore
(Gleasonovo skore < 7 a Gleasonovo skore 2 7) a koncentracii PSA (PSA < 10 ng/ml
a PSA = 10 ng/ml) a zistovali sme asociaciu tychto polymorfizmov s vybranymi
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klinickymi charakteristikami (Gleasonovym skore a PSA), ktoré patria k markerom
pouzivanym pri urcovani agresivity ochorenia.

Po rozdeleni pacientov do skupin podla Gleasonovho skore sme nezistili Statisticky
vyznamnu asociaciu Ziadnej alely a ani genotypu sledovanych polymorfizmov
S0 vznikom karcinomov s Gleasonovym skore <7, ani Gleasonovym skére =7 (tab. 3).
Zaznamenali sme len, Zze AC genotyp polymorfizmu -2578 VEGF (OR = 0,65; 95% CI
0,42 - 1,01; p = 0,054) v porovnani s CC genotypom a tiez ID genotyp polymorfizmu
18 bp I/D VEGF (OR =0,68; 95% C1 0,44 - 1,07; p =0,09) v porovnani s TT genotypom
boli spojené so znizenym rizikom vzniku karcinomov prostaty s Gleasonovym skére =7
(kompletné vysledky nie su uvedené). Zistili sme tiez, Ze CT genotyp polymorfizmu
-460 VEGF (OR = 0,64; 95% CI 0,41 - 0,997; p = 0,048) bol v porovnani sTT
genotypom u pacientov spojeny so Statisticky vyznamne zniZzenym rizikom vzniku
karcinomov prostaty s Gleasonovym skére =7 (obr. 1) (kompletné vysledky nie su
uvedené).

Tabulka 3 Analyza asociacie polymorfizmov VEGF s rizikom vzniku karcindbmu prostaty u pacientov
rozdelenych podfa Gleasonovho skore

Polymorfizmy Gleasonovo skére < 7 Gleasonovo skére 27 Gleasonovo skére < 7 vs.
VEGF Gleasonovo skére 27
OR (95% ClI) p OR (95% CI) p OR (95% CI) p
-2578 A/IC
AA 1,00 (ref.) 1,00 (ref.) 1,00 (ref.)
AC 1,04 (0,61-1,77) 0,88 0,83 (0,52-1,32) 0,43 0,80 (0,46-1,38) 0,42
CC 1,13 (0,62-2,05) 0,69 1,28 (0,78-2,12) 0,33 1,14 (0,62-2,08) 0,68
18 bp I/D
1l 1,00 (ref.) 1,00 (ref.) 1,00 (ref.)
ID 1,10 (0,65-1,86) 0,74 0,91 (0,57-1,44) 0,69 0,83 (0,48-1,44) 0,51
DD 1,17 (0,64-2,12) 0,61 1,33 (0,80-2,20) 0,27 1,14 (0,62-2,09) 0,67
-460 C/T
CC 1,00 (ref.) 1,00 (ref.) 1,00 (ref.)
CT 1,15 (0,67-1,97) 0,61 0,81 (0,51-1,28) 0,36 0,70 (0,40-1,22) 0,21
TT 1,21 (0,66-2,21) 0,54 1,26 (0,76-2,08) 0,37 1,04 (0,57-1,92) 0,89

Distribicia genotypov -460 C/T VEGF

polymorfizmu
48,6%49,6%

50% 30.2%

33,3%
27,6%,
25,7%

40%

25'70/022 89426,5%

30%
20%
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Iale ~
v Ul [

m Kontrola ®Gleasonovo skére <7 M Gleasonovo skore > 7

Obrazok 1 Distribucia genotypov -460 C/T VEGF polymorfizmu u pacientov rozdelenych podla
Gleasonovho skére. = — p < 0,05

Po rozdeleni pacientov do skupin podla sérovych koncentracii PSA (PSA < 10 ng/ml
a PSA = 10 ng/ml) sme ani v jednej skupine pacientov v porovnani s kontrolnou
skupinou nezistili Statisticky vyznamnu asociaciu medzi alelami, ani genotypmi
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pozorovanych polymorfizmov VEGF (-2578 A/C, 18 bp I/D, -460 C/T) a karcindomom
prostaty (tab. 4).

Tabulka 4 Analyza asociacie polymorfizmov VEGF s rizikom vzniku karcindmu prostaty u pacientov
rozdelenych podla koncentracii PSA

Polymorfizmy PSA <10 ng/ml PSA 210 ng/ml PSA <10 ng/ml vs.
VEGF PSA 210 ng/ml
OR (95% ClI) p OR (95% ClI) p OR (95% ClI) p
-2578 A/IC
AA 1,00 (ref.) 1.00 (ref.) 1,00 (ref.)
AC 0,98 (0,61-1,57) 0,94 0,90 (0,55-1,46) 0,67 0,92 (0,55-1,54) 0,74
cC 1,23 (0,73-2,08) 0,43 1,16 (0,68-1,99) 0,58 0,94 (0,54-1,65) 0,84
18 bp I/D
Il 1,00 (ref.) 1,00 (ref.) 1,00 (ref.)
ID 1,07 (0,67-1,70) 0,79 0,92 (0,57-1,50) 0,75 0,87 (0,52-1,45) 0,59
DD 1,30 (0,77-2,19) 0,32 1,15 (0,67-1,97) 0,61 0,88 (0,50-1,55) 0,66
-460 C/T
cC 1,00 (ref.) 1,00 (ref.) 1,00 (ref.)
CT 1,00 (0,63-1,61) 0,99 0,90 (0,55-1,46) 0,67 0,90 (0,53-1,51) 0,68
T 1,28 (0,76-2,16) 0,35 1,16 (0,68-1,99) 0,58 0,91 (0,52-1,59) 0,73
Diskusia

Karcindbm prostaty mozno povazovat za heterogénne a multifaktorialne ochorenie.
Presna pri€ina vzniku a progresie tohto ochorenia zatial nebola objasnena.
V patogenéze karcindbmu prostaty su zapojené rézne molekulové a genetické
mechanizmy, pri€om vznik a progresia tohto ochorenia je ¢asto spojena s vyskytom
beznych variantov v génoch délezitych biologickych drah. Gén VEGF je vysoko
polymorfny a jeho expresiu mdze ovplyviovat niekolko polymorfizmov, ktoré boli
skimané u rdéznych nadorovych ochoreni. V naSej Studii sme sa zamerali
na sledovanie polymorfizmov, ktoré neboli Studované alebo boli len malo Studované
v suvislosti s karcinomom prostaty v kaukazskej populacii, priCcom publikované
vysledky su protichodné. Presny mechanizmus ucinku tychto polymorfizmov nebol
zatial objasneny, no predpoklada sa, ze by mohli vplyvat na transkripénu aktivitu génu
VEGF a nasledne ovplyvnit koncentracie proteinu VEGF v plazme, resp. v tkanive.
KedZze VEGF podporuje angiogenézu, je mozné, Ze vySSie koncentracie VEGF
v mikroprostredi nadoru indukuju rychlejSiu progresiu a prezivanie rezidualneho
nadoru a moézu prispiet k rozvoju metastaz alebo k lokalnej recidive ochorenia [13].

Prvym zo sledovanych polymorfizmov v géne VEGF bol polymorfizmus
-2578 A/C v promotorovej oblasti. Na zaklade vysledkov metaanalyzy, Chen Q et al.
[14] poukazali na jeho asociaciu s rizikom vzniku ur€itych typov nadorov napr.
karcinbmu pluc a kolorektalneho karcinbmu. V suvislosti s karcinbmom prostaty vSak
metaanalyzy nezaznamenali konzistentné vysledky, vzhladom na maly pocet
vyhodnocovanych §tudii. Asociacia tohto polymorfizmu s rizikom vzniku karcindmu
prostaty bola naznac¢ena len pre recesivny model (AA verzus CC/CA: OR = 1,53; 95%
Cl 1,01 - 2,30; p = 0,04) [14, 15, 16]. Len niekolko jednotlivych studii v réznych
populaciach sa zameralo na sledovanie tohto polymorfizmu v suvislosti s karcinomom
prostaty. V niektorych nebola zistena vyznamna suvislost polymorfizmu -2578 A/C
VEGF s rizikom vzniku a progresie tohto ochorenia (patologickym Stadiom, gradom,
PSA hladinami v ase diagndzy alebo vekom) [17, 18] alebo klinickej recidivy
ochorenia [19]. Podobne, ani v nasej Studii sme nezistili Statisticky vyznamnu asociaciu
tohto polymorfizmu s celkovym rizikom vzniku karcindmu prostaty a tiez niektorymi
klinickymi charakteristikami (Gleasonovo skoére, PSA). Zaznamenali sme len asociaciu
AC genotypu polymorfizmu -2578 VEGF so znizenym rizikom vzniku karcindbmov
prostaty s Gleasonovym skére =7 v porovnani s CC genotypom. Aj ked bol vysledok
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na hranici Statistickej vyznamnosti, nie je mozné vylucit vplyv tohto polymorfizmu
na progresiu sledovaného ochorenia. Na rozdiel od predchadzajucich studii, Martinez-
-Fierro et al. [20] v mexickej populacii zistili 6,1 nasobne zvySené riziko vzniku
karcinomu prostaty v spojitosti s CC genotypom -2578 VEGF, pricom AA genotyp
-2578 VEGF bol spojeny s ochrannym efektom v suvislosti so vznikom tohto ochorenia
(az 84%) (OR = 0,16; 95% CI 0,04 - 0,71; p = 0,007). Pri hladani asociacie tohto
polymorfizmu s agresivitou karcinomu prostaty (Gleasonovo skoére, PSA) v8ak tito
autori nezaznamenali Statisticky vyznamné vysledky. Mechanizmus, ktorym by tento
funkény polymorfizmus mohol vplyvat na riziko vzniku niektorych nadorov, méze byt
spojeny so skutoCnostou, Ze -2578 A/C VEGF polymorfizmus lezi v ramci
potencialneho GATA-2 vazbového miesta a C alela méze stimulovat’ aktivaciu VEGF
prométora prostrednictvom GATA-2 transkripéného faktora [21].

Dal3im pozorovanym polymorfizmom v prométorovej oblasti bol polymorfizmus 18 bp
I/D VEGF. Tento polymorfizmus bol sledovany v niekolkych Studiach zameranych
na rézne ochorenia, pricom len malo z nich sa tykalo nadorovych ochoreni [22, 23].
Sledovany bol len u karcindbmu prsnikov a kolorektalneho karcindbmu [24, 25].
U pacientok s karcinomom prsnikov bola zistena vyssia frekvencia |l genotypu a | alely
v porovnani so zdravymi jedincami. Alela D a genotyp ID tohto polymorfizmu mali
ochranny efekt [25]. Naopak, Ungerback et al. [24] nezistili asociaciu medzi genotypmi
tohto polymorfizmu a kolorektalnym karcinomom ako aj jeho klinicko-patologickymi
charakteristikami. Podobne sme ani v nasej praci nezistili asociaciu medzi tymto
polymorfizmom a karcinomom prostaty, ani niektorymi sledovanymi klinickymi
charakteristikami tohto ochorenia (Gleasonovo skére, PSA). Zistili sme len asociaciu
na hranici Statistickej vyznamnosti medzi ID genotypom tohto polymorfizmu
a znizenym rizikom vzniku karcindmov s vy$Sim gradom (Gleasonovo skoére =7)
v porovnani s DD genotypom, €o mdze poukazovat na mozny vplyv tohto
polymorfizmu na progresiu ochorenia. Suvislost polymorfizmu 18 bp I/D VEGF
s karcindmom prostaty zatial podla nasich vedomosti nebola skumana a publikovana.
Nasa Studia je pravdepodobne prvou v tejto oblasti. Funkény mechanizmus vplyvu
tohto polymorfizmu zatial nie je znamy. Predpoklada sa, Ze pritomnost alely D mbze
byt spojena so zvySenim transkripcie, o by pravdepodobne mohlo viest’ k zvySeniu
koncentracii VEGF [22]. Ungerback et al. [24] sice popisali 2,1 nasobne zvySenu
expresiu mMRNA VEGF-A v tkanive u pacientov s kolorektalnym karcinomom
v porovnani so zdravou skupinou jedincov, no nenasli suvislost so Zziadnym genotypom
alebo haplotypom sledovanych polymorfizmov (vratane 18 bp I/D VEGF).
V publikovanej literatiure sa uvadza, ze tento polymorfizmus je v uplnej vazbe
s jednonukleotidovym polymorfizmom -2578 A/C VEGF a jedinci s alelou A (-2578)
maju inzerciu 18 bp, kym jedinci s alelou C (-2578) maju deléciu [22, 26]. Podobny
vysledok sme zaznamenali aj v nasej Studii, pricom sme navysSe zistili, ze s tymito
dvomi polymorfizmami je v takmer uplnej vazbe tiez polymorfizmus -460 C/T VEGF.
Poslednym polymorfizmom nachadzajucim sa v promoétorovej oblasti génu VEGF,
ktory sme sledovali bol polymorfizmus -460 C/T VEGF. Tento polymorfizmus bol
analyzovany v suvislosti srizikom vzniku a progresie karcindbmu prostaty
len v niekolkych S$tudiach realizovanych v réznych populaciach [13, 17, 27, 28].
Vysledky jednotlivych Studii nie su konzistentné. Na zaklade metaanalyzy tychto
vysledkov, Chen GQ et al. [29] publikovali, Ze tento polymorfizmus nebol spojeny
s vyskytom, resp. rizikom vzniku karcindbmu prostaty. Rovnaky vysledok bol
zaznamenany Vv podskupine tvorenej kaukazskou populaciou. Vo vacsine
publikovanych Studii nebola zistena asociacia medzi polymorfizmom -460 C/T VEGF
a celkovym rizikom vzniku a progresie karcinomu prostaty [13, 17, 28]. Tieto vysledky
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su v sulade s nasimi zisteniami. AvSak, my sme okrem toho zistili vyznamnu suvislost
CT genotypu polymorfizmu -460 VEGF so znizenym rizikom vzniku karcindbmov
prostaty s Gleasonovym skoére =7 v porovnani s TT genotypom, ¢o naznacuje mozny
vplyv tohto polymorfizmu na progresiu ochorenia. Naopak Onen et al. [28] v tureckej
populacii zaznamenali, Zze CT genotyp bol spojeny so zvySenym rizikom vzniku
karcinomov s pT3a-T4b (OR =2,42; CI 1,09 - 5,39; p = 0,027). V taiwanskej populacii
bol zisteny Statisticky vyznamny rozdiel vo frekvencii vyskytu tohto polymorfizmu medzi
kontrolnou skupinou a pacientmi s karcinomom prostaty (p < 0,001), priCom
so zvy8enym rizikom bola spajana T alela a za rizikovy genotyp bol povazovany TT
genotyp. Suvislost tohto polymorfizmu s progresiou karcindmu prostaty nebola zistena
[27]. OdliSné vysledky publikovali Fukuda et al. [13] Hoci pri sledovani vplyvu tohto
polymorfizmu (alel a genotypov) na riziko karcindbmu prostaty neziskali Statisticky
vyznamné vysledky, na zaklade dalSich analyz popisali, Zze C alela, TC alebo CC
genotypy polymorfizmu -460 VEGF boli vyznamne spojené s vysS3ou
pravdepodobnostou vyskytu klinickej recidivy ochorenia (narast hodndét PSA)
u pacientov po radikalnej prostatektomii ako aj s horS§im prezZivanim pacientov
v porovnani s TT genotypom. Naopak pri metastazujucom ochoreni bol so Statisticky
vyznamne horSim prezivanim spojeny TT genotyp tohto polymorfizmu. Aj ked sa
predpoklada, Ze pritomnost C alely mdze vplyvat na zvySenie koncentracie VEGF,
funkény mechanizmus vplyvu sledovaného polymorfizmu zatial nie je znamy. Nase
vysledky nepotvrdili vplyv Ziadneho z genotypov tohto polymorfizmu na zmenu
koncentracii proteinu VEGF v plazme, Co je tiez v sulade s vysledkami
predchadzajucej studie [13].

Zaver

Hlavnym cielom prace bolo sledovanie polymorfizmov v géne kddujucom vaskularny
endotelovy rastovy faktor, ktory ma délezitu ulohu v procese bunkovej proliferacie
a angiogenézy, a ulohy tychto polymorfizmov pri vzniku a progresii karcindmu prostaty.
Medzi individualnymi polymorfizmami v géne VEGF (-2578 A/C, 18 bp 1I/D, -460 C/T)
a rizikom vzniku karcinomu prostaty, ako aj klinickymi udajmi (Gleasonovo skére, PSA)
sme nezaznamenali Statisticky vyznamnu asociaciu. Analyza génovych
polymorfizmov, ktoré sa mdzu podielat na etiopatogenéze karcinbmu prostaty méze
viest k objaveniu novych markerov pre identifikaciu pacientov s vysokym rizikom
vzniku a progresie tohto ochorenia.

Tato praca bola podporena projektmi APVV-15-0181 a VEGA ¢. 1/0014/22,
spolufinancovanymi zo zdrojov EU a Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.
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Abstract

Since the introduction of vaccination against COVID-19 into clinical practice, cases of
sudden worsening or de novo emergence of chronic autoimmune and immunologically
mediated diseases have been increasing. The authors present a case report of a
patient without a previous history of psoriasis or psoriatic arthritis with the first
manifestation of the disease after a COVID-19 vaccination in a full dosing schedule,
including histological verification from skin manifestations, together with an overview
of available literature data.

Keywords: psoriasis, vaccination, COVID-19

Uvod

Messenger RNA (mRNA)-1273 (Moderna) vakcina, BNT162b2 (Pfizer-BioNTech)
vakcina a Ad26.COV2 vakcina proti adenovirusovému vektoru S (Janssen) spolu
s AZD1222 Vaxzevria (AstraZeneca) boli schvalené na pouZitie v prevencii rozvoja
ochorenia COVID-19 (Coronavirus Disease 2019) a predchadzaniu zavazného
priebehu tohto ochorenia. K tomuto datumu je celosvetovo zaoCkovanych aspon
jednou davkou réznych vakcin 69,9% populacie [1]. Psoridza je chronické zapalové
kozné ochorenie. KedZe pacienti na imunosupresivnej a imunomodulacnej lieCbe,
ktora je Standardnou pri lieCbe psoriazy, boli vyluCeni z klinickych skusok vakcin proti
ochoreniu COVID-19, neexistuju ziadne udaje o u€innosti a bezpecnosti novych vakcin
v tejto populacii pacientov. Vakcinacia ako taka u pacientov so psoriazou bola
identifikovana ako mozny spustaci faktor, doposial bola zdokumentovana potencialna
suvislost medzi novym nastupom alebo exacerbaciou psoriazy v reakcii na oCkovanie
proti Bacillus Calmette-Guérin (BCG), chripke, tetanu-zaskrtu a pneumokokovym
polysacharidom [2-6]. Prezentujeme kazuistiku pacienta s novo-diagnostikovanou
psoriazou po o¢kovani mRNA vakcinou proti ochoreniu COVID-19.

Kazuistika

69-ro¢ny pacient bol prijaty pre artralgie (kolena, lakte, proximalne a distalne
interfalangealne kiby ruk) trvajuce asi tri tyzdne a opuch pravého &lenka. V osobne;
anamnéze dominovala artériova hypertenzia, ischemicka choroba srdca, syndrom
karpalneho tunela, dyslipidémia a benigna hyperplazia prostaty, pacient nemal
predchadzajucu anamnézu psoriazy alebo psoriatickej artritidy. Chronicky pacient
uzival iba dutasterid. Anamnesticky zistujeme u pacienta ockovanie proti ochoreniu
COVID-19 pred 3 mesiacmi v celkovom pocte davok 3 — 1. a 2. davka Vaxzevria
(AstraZeneca) a 3. davka mRNA-1273 (Moderna). Pocas fyzikalneho vySetrenia mal
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pacient tlak krvi 140/70 mmHg, frekvenciu srdca 80/min. s normosaturaciou a bol
afebrilny. Fyzikalnym vySetrenim sa u pacienta zistil opuch pravého Clenka, bez
erytému a palpacnej bolesti, s miernym obmedzenim hybnosti a opuch dorza lavej
ruky bez erytému a poruchy hybnosti. V ramci vySetrenia koze sa naslo erytematdzne,
ohranicené loZisko so striebristymi Supinami na lavom kolene (obr. 1).

Obrazok 1 Psoriatické lozisko na lavom kolene

V laboratérnom obraze dominovala elevovana zapalova aktivita — C-reaktivny protein
217,4 ng/l aleukocytéza 11,4x10x9/l. Nasledne doplnené sonografické vySetrenie
abdomenu a kolonoskopické vySetrenie preukazali lahku kolitidu okolo Ustia apendixu
a v rektosigme do 30 cm od anu. Po prelieCeni pacienta antibiotickou lieCbou —
metronidazolom doSlo k poklesu CRP aleukocytov. Stav bol reumatolégom
a dermatolégom zhodnoteny ako novozistena suspektna psoriaza a psoriaticka
artritida. Doplnena biopsia koze z loziska na kolene potvrdila diagnézu psoriazy (obr.
2 — 3). V histologickom obraze dominovala psoriaziformna dermatitida, pritomna
akantoticka epiderma, hrubsia granularna vrstva a kompaktna ortokeratéza s miernym
lymfocytovym zapalom dermalnych papil. Histologicky dokazané zmnozenie CD8+T-
Ly v hornej derme psoriatickej koze ako aj pokles pomeru CD4+/CD8+ svedCi
o prechode do chronicity. Pacient bol pre pozitivny vysledok PCR testu na ochorenie
COVID-19 prepusteny do domacej starostlivosti s pravidelnymi kontrolami.
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Obrazok 2 VIlavo - Psoriaziformna dermatitida. Akantoticka epiderma, hrubSia granularna vrstva
a kompaktna ortokeratéza s miernym lymfocytovym zapalom dermalnych papil (HE; obj. 20x), v strede
— Detail na bohatsi zapalovy infiltrat s minimalnou exocytézou do epidermy (HE; obj. 40x), vpravo —
Obraz psoriazy, s vyraznou akantézou, zUzenim suprapapilarnej vrstvy epidermy, zUZenie aZz strata
granularnej vrstvy av odluéenom keratine lozZiska parakeratdézy. Pretiahnuté kapilary s okolitym
prevazne lymfocytovym zapalom dopifiaju obraz (HE; obj. 10x)

Obrazok 3 Viavo — CD8+T-Ly v hornej derme psoriatickej koze. Zmnozenie tychto buniek svedCi
o prechode do chronickej fazy psoriazy (CD8; obj. 10x), vpravo — CD4+T-Ly v hornej derme. Tento
bunkovy element sa nachadza rovnako hojne tak v akutnej faze psoriazy, ako aj v chronickej faze.
Pokles pomeru CD4+/CD8+ moze svedCit pre prechod psoriazy do chronického Stadia (CD4; obj. 10x)

Diskusia
Predchadzajuce dostupné Studie venujuce sa spustacom psoriazy uvadzali oCkovanie
proti chripke (H1N1), tetanu - zaskrtu, BCG a pneumokokovej pneumonii ako iniciany
faktor pre novy nastup alebo vzplanutie psoriazy [2—6]. Vztah ochorenia COVID-19
a autoimunitnych ochoreni sledovali rozsiahle retrospektivne Studie, ktoré poukazali
na vysSie riziko psoriazy u pacientov po prekonani COVID-19 (HR 2,91; 95% CI 2,67-
3,17) spolu s ostatnymi autoimunitnymi ochoreniami [7, 8]. Po rozSireni oCkovania, ako
nastroja primarnej prevencie, boli popisané v literature pripady akutnej exacerbacie
psoridzy po ockovani. Studia venujlca sa tejto problematike preukazala signifikantne
vy8Sie riziko vzplanutia psoridazy u pacientov po oCkovani ako u kontrolnej skupiny
(p<0,05) [9]. Autori Wu a kol. [10] v svojej praci analyzovali 7 Studii zaoberajucich sa
novovzniknutou psoriazou, 32 Studii zaznamenavajucich vzplanutie psoriazy a 4
Studie popisujuce oboje. Najviac bola s pozorovanymi zmenami asociovana druha
davka oCkovania [10]. V suc€asnosti neexistuje Ziadny dobre pochopeny patologicky
mechanizmus pre novy nastup alebo vzplanutie psoriazy po ockovani.
Predchadzajuce Studie preukazali vyznamné zvySenie produkcie interleukinu 6 a
nasledne aj vyvoj T pomocnych 17 (Th17) buniek po BCG, tetanu, zaskrtu a
chripkovych vakcinach. ZvySené koncentracie Th17 buniek su popisované aj
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u pacientov s tazkym priebehom psoriazy. Kedze €oraz viac dékazov poukazuje na to,
Ze bunky Th17 maju ulohu v patogenéze psoriazy, mozno predpokladat, Ze mRNA
vakciny COVID-19 pravdepodobne vyvolavaju zvySenie poctu interleukinu 6 a buniek
Th17, €¢o mbze prispiet k vzniku alebo vzplanutiu novej psoriazy u podskupiny
pacientov [11].

Zaver
V nasej praci prezentujeme zriedkavy pripad novovzniknutej psoriazy po oCkovani
proti ochoreniu COVID-19. Asociacia spajajuca ockovanie proti tomuto ochoreniu
a psoriazu nie je dosial znama, je preto délezité zvazit u pacientov so psoriazou
pravidelné kontroly po ockovani.
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Abstract

Prostate cancer (PCa) has been the fear of the male population since the beginning of
times. It is the second most commonly diagnosed malignance and one of the most
common cause of cancer-related deaths in Slovak men. Uncertainty about the
aggressiveness of the detected PCa is a persistent dilemma and the identification of
significant markers has improved the diagnosis and curative treatment of patients.
Thanks to the radical prostatectomy and radiotherapy patients with localized PCa can
achieve excellent long-term survival. However, for recurrent and metastatic diseases,
while initially responsive to androgen deprivation therapy, recurrent castration-resistant
prostate cancer will inevitably occur, and is often associated with a poor prognosis.
The aim of this report is a demonstration of role importance of EpCAM, not only as a
functional biomarker in PCa development and therapeutic sensitivity, but also as a
promising therapeutic target to repress PCa growth and overcome the resistance to
chemo—-/radiotherapy.

Keywords: EpCAM, biomarker, prostate cancer, therapy

Uvod

Karcinom prostaty (KP) je druhym najCastejSie diagnostikovanym onkologickym
ochorenim slovenskym muzov, a v celosvetovom meritku dominuje vo viac ako
polovici krajin sveta [1]. Mnohé Studie sa v suCasnosti zameriavaju na objasnenie
etiolégie tohto ochorenia a identifikaciu molekularnych markerov, ktoré by mohli
pomdct pri diferenciacii indolentnych a agresivnych foriem KP. Neistota o agresivite
detegovanych KP je pretrvavajucou dilemou a identifikaciou signifikantnych markerov
by doSlo ku zlepSeniu diagnostiky a kurativnej lieCby pacientov [2]. Aktualnym
klinickym problémom ostava stanovenie ucinnej lieCby pre pacientov s metastatickym
kastracne rezistentnym KP (mMKRKP). Pocdiato¢na androgén-deprivacna terapia (ADT)
stabilizuje ochorenie na niekolko rokov, avSak u vacsSiny pacientov dochadza
k vytvoreniu rezistencie, o nasledne vedie k progresii ochorenia [3]. Podla niektorych
klinickych studii, boli dosiahnuté slubné vysledky aplikaciou cielenej terapie s pouzitim
radioligandov prostatického S$pecifického membranového antigénu (PSMA), ktory
predstavuje vysoko S$pecificky nadorovy marker pre KP s jasnou Kkorelaciou
k agresivite nadoru [4]. Hoci po aplikacii uvedenej lieCby celkovo pacienti s mKRKP
vykazovali lepSie vysledky, niektori pacienti s nizkou expresiou PSMA na lieCbu
nereagovali alebo sa u nich objavila rezistencia na podavanu lieCbu [5, 6]. V
sucasnosti, jednym zo skumanych potencialnych terapeutickych markerov u pacientov
s KP je epitelialna bunkova adhezivna molekula (EpCAM), oznaCovana aj ako CD326.
Je nadmerne exprimovana u 40-60% pripadov KP a asociovana s tvorbou metastaz,
zvySenym rizikom recidivy KP a rezistenciou na lieCbu [2].
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EpCAM

Proteiny rodiny EpCAM (EpCAM a Trop2) su transmembranové glykoproteiny
exprimované na povrchu zdravych epitelialnych buniek a buniek réznych typov
epitelidlnych nadorov. Ovplyviiuju Siroké spektrum bunkovych procesov (proliferaciu,
migraciu, adhéziu), ¢im sa vo vysokej miere podiefaju na onkogénnej signalizacii
(schéma 1) [7]. Protein EpCAM je vyznamnym markerom cirkulujucich
a diseminujucich nadorovych buniek, a preto sa stal jednym z najvyuzivanejSich
transmembranovych proteinov pri detekcii cirkulujucich nadorovych buniek (CTC)
buniek z krvi pacientov [8]. Expresia proteinu EpCAM je v CTC bunkach
desatnasobne niZSia v porovnani s primarnymi a metastatickymi tkanivami [9]. Aj
napriek silnej expresii proteinu EpCAM v primarnych nadoroch boli diseminované
bunky u 2/3 pacientov na tento protein negativne. Zistilo sa, Ze k znizeniu expresie
dochadza pocas epitelialno-mezenchymalnej tranzicie (EMT) [10].

EMT je proces, poCas ktorého epitelidlne bunky prechadzaju takymi biochemickymi
zmenami, ktoré im umoznia ziskat fenotyp mezenchymalnych buniek. Predstavuje
kfuCovy proces vzniku metastdz, pretoze podporuje migraénu kapacitu, invazivitu
a diseminaciu nadorovych epitelidinych buniek. Tieto bunky sa nasledne nielenze
dostavaju do krvného alebo lymfatického obehu, mézu tiez kolonizovat sekundarne
organy a vytvarat' v nich mikrometastazy. Pre rast mikrometastaz je délezity spatny
proces — mezenchymalne-epitelidlna tranzicia (MET), ktory umoZzZnuje nadorovym
bunkdm opatovne ziskat epitelialne vlastnosti (adhézia, proliferacia), ¢im podporuje
vznik makrometastaz z diseminovanych buniek [11].

primarny nador
+EpCANMvysoka expresia  gpjtelialny fenotyp buniek (proliferacia, adhézia) >
EMT

+pocCiatocna faza lokalnej invazie
+EpCANMMizka expresia - mezenchymalny fenotyp buniek (migracia, invazia)

*invazivne nadorové bunky vstupuju intravazaciou do krvného alebo lymf. obehu
«extravazaciou opustaju obehovy systém a kolonizuju sekundarne obehy

+mikrometastazy v sekundarnom organe
« EpCAMPpizkaivysoka expresia  mezenchymalne/epitelialne bunky (kludové/proliferacné,
migracia/adhézia)
MET
+makrometastazy v sekundarnom organe
+EpCANMyysoka expresia  epjtelidiny fenotyp buniek (proliferacia, adhézia)

Schéma 1 Expresia proteinu EpCAM pocas metastazovania nadoru

Zaujimavostou je, ze heterozygotna delécia v poslednych dvoch exdnoch génu
TACSTD1 (kédujuceho EpCAM) vedie k hypermetylacii prométora tumor
supresorového génu MSH2 s naslednou stratou expresie tohto génu. Gén MSH2
kéduje protein, ktory sa podiela na opravnych procesoch DNA pocas bunkového
delenia. Mutacie vtomto géne spbsobuju Lynchov syndrém (LS), znamy aj ako
hereditarny nepolyp6zny karcindm kolorekta. Delécie v TACSTD1 su pri¢inou asi 20%
pripadov LS, ktoré vykazuju stratu proteinovej expresie, aj napriek tomu, ze MSH2
neobsahuje Ziadne mutacie [12, 13].
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EpCAM a KP

EpCAM je délezitym funkénym biomarkerom pri rozvoji KP. Jeho nadmerna expresia
koreluje s genézou KP a aktivaciou signalnej drahy PISK/Akt/mTOR. Tato draha
zohrava kfucovu ulohu pri kontrole bunkového cyklu, podiela sa na regulacii
prezivania, proliferacie a pri jej hyperaktivite aj na invazii a migracii nadorovych buniek
[2,14,15]. ZvySena expresia EpCAM je detekovatelna uz v pociatoCnych Stadiach KP,
ale predovsetkym pri rozvinutejSich nadoroch a metastatickych Iéziach [16]. Nadmerna
expresia EpCAM sa nachadza v priblizne 90% pripadov acinarneho adenokarcindmu
prostaty, a pri hormonalne refraktérnych adenokarcindmoch prostaty bola zistena
vyrazne vySSia expresia EpCAM ako pri nelieCenych adenokarcindmoch [18, 19].
V bunkach KP je povrchova hladina proteinu EpCAM az 16-krat vySSia ako v zdravych
bunkach prostaty, a az 4-krat vyssia pri malignych nadoroch [16].

EpCAM sa vdaka svojmu vplyvu na chemo-/radioterapeuticki odpoved stal
potencialnym terapeutickym biomarkerom. Pre pacientov s lokalizovanym KP je
charakteristické dlhodobé prezivanie a uspesSnost’ v lieCbe Standardnymi pristupmi,
akymi su chirurgicka resekcia a radioterapia. Naopak, pacienti s pokrocilym
a metastatickym KP su spajani so zlou prognézou [19]. Ako bolo spomenuté vyssie,
pociatoCna lieCba s ADT poskytuje spociatku ucinnu odpoved, avSak nie dostatoCne,
nakolko dochadza pocas lieCby k rezistencii a progresii ochorenia. V dalSej faze
progredujuceno mKRKP, sa na zvySenie terapeutickej ucinnosti pridava k ADT
chemoterapeutikum docetaxel [20]. Sice poskytuje cytotoxicky efekt, aviak konvenéné
chemoterapeutika nerozliSuju normalne zdravé a nadorové bunky, ¢o vedie Kk mnohym
vedlajSim ucinkom v désledku kumulativnej toxicity zdravych organov [2].

Z uvedeného dovodu je dblezité podavanie cielenych terapeutickych lie€iv, ktoré
pomahaju redukovat vedlajSie cytotoxické ucinky chemoterapeutik na zdravé bunky,
a to selektivnym pésobenim na nadorové bunky. Pre ucinnost cielenej terapie je
dolezity vyber pacientov s dostatoCnou expresiou cielenej molekuly (napr. EpCAM).
Pri pouziti EpCAM-cielenych monoklonalnych latok (mAb) adecatumumab u pacientov
s KP a karcindom prsnika bolo zistené, Ze pravdepodobnost progresie nadoru je
vyrazne nizSia u tych pacientov, u ktorych bola expresia EpCAM vyrazne vysSia [22-
24]. EfektivnejSou alternativou v porovnani s mAb su malé ,scaffold* proteiny DARPIn
— geneticky upravené proteiny, ktoré charakterizuje ich vysoka Specificita a afinita na
solidne nadory, jednoduchSie prekonanie biologickych membran a rovnomernou
distribuciou cytotoxickej zataze v ramci nadoru [25].

Zaver

Metastazy predstavuju pri€inu umrti 90% pacientov s nadorovym ochorenim. Aj
napriek pochopeniu procesu nadorovej diseminacie, pokroku v identifikacii novych
biomarkerov, terapeutickych cielov a zavedeni novych lieCebnych stratégii, je stale
uspesnost terapie u pacientov s metastazujucimi nadormi pomerne nizka. Necitlivost
na existujuce lieCby vedie k progresii ochorenia, €o si vyzaduje identifikaciu novych
molekularnych markerov a cielené terapeutické pristupy. Jednym z potencionalnych
terapeutickych markerov by mohli byt proteiny rodiny EpCAM, ktorych expresia
koreluje s vyskytom metastaz, agresivitou karcindomu a zlou prognézou. Cielena
protinadorova lieCba umoznuje znizenie vedfajSich cytotoxickych ucinkov pre zdrave
bunky selektivnym pésobenim na nadorové bunky.

Praca bola podporena projektom APVV-15-0181.
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Abstract

Most human infections caused by Campylobacter are asymptomatic and treatment
usually consists only of rehydration. However, acute campylobacteriosis can cause
many extraintestinal health complications, including the development of the rare
autoimmune disease Guillain-Barré syndrome, reactive arthritis, irritable bowel
syndrome, and other complications. Severe cases of campylobacteriosis require
treatment with antibiotics. In recent years, an increase in the number of strains resistant
to various antibiotics has been detected, which poses a problem when choosing an
effective preparation. Worldwide, a significant increase in strains resistant to
fluoroquinolones, as well as the rise of resistance to macrolides and other antibiotics
complicates the treatment of severe campylobacteriosis. In order to choose an
effective treatment, it is necessary to identify campylobacter species and investigate
their sensitivity to antibiotics in routine laboratory practice.

Keywords: Campylobacter, zoonosis, resistance, Guillain-Barré syndrome

Uvod
Campylobacter jejuni je celosvetovo jednou z najCastejSich pri€in bakterialne;
enterokolitidy [1]. Podla S$tatistickych udajov Eurépskeho uradu pre bezpelnost
potravin EFSA (European Food Safety Authority) a Eurépskeho centra pre prevenciu
a kontrolu choréb spomedzi enteritid spdsobenych baktériami, boli kampylobakteriézy
a salmonelézy najéastejSie alimentarne nakazy v Statoch Eurdpskej unie (EU)
v sledovanych rokoch 2017 — 2021 [2].

Epidemiolégia

Kampylobakteriza je najéastejsie hlasenou zoonézou u fudi v EU od roku 2007 [2, 3].
V ramci Slovenska stupol vyskyt kampylobakteriéz v priebehu roka 2021 o0 23,8 %
oproti roku 2020 a oproti patrocnému priemeru ale poklesol o 15 % [4]. Pokles poctu
pripadov bol v EU zaznamenany v roku 2020, pravdepodobne z dévodu pandémie
COVID-19, ¢o malo vplyv na diagnostiku aj systém hlasenia. V roku 2021, hoci
pandémia stale trvala, bol zaznamenany mierny narast pocCtu potvrdenych pripadov
v porovnani s rokom 2020 o +2,1 %. Dévodom mohlo byt postupny navrat masovych
zhromazdeni, Sportovych a rekreacnych podujati, znovuotvorenie reStauracii, barov
a stravovacich zariadeni. Aj ked sa nepozoroval rozdiel v pocte pripadov spojenych
s cestovatelskou anamnézou medzi rokmi 2021 a 2020, eurdépske a stredomorskeé
krajiny boli hlavnymi miestami nakazy kampylobaktermi v suvislosti s cestovanim [2].
Tato zoon6za sa spaja najma s konzumaciou nedostatoCne tepelne spracovanej
hydiny, ale aj hovadzieho a brav€ového masa, surového mlieka, kontaminovanej vody
[5], ovocia a zeleniny zavlazovanych kontaminovanou vodou alebo prihnojovanych
prirodnymi hnojivami pri ich pestovani [6]. Statistickou analyzou pripadov
kampylobakteriézy v rokoch 2017 — 2021 v EU sa zistilo, Ze hlavnou kategériou
rizikovych potravin bolo maso a masové vyrobky, pricom ako zdroj dominovala hydina,
hovadzi dobytok a oSipané. Nasledovalo mlieko a mlie€ne vyrobky (tab. 1) [2].
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Tabulka 1 Potvrdené pripady Campylobacter spp. u fudi, v potravinach a u zvierat (upravené podfa
Spravy EU 2021 o zoonézach) [2]

rok 2021 2020 2019 2018 2017
Ludia

Celkovy pocet potvrdenych pripadov 127 840 120 544 220 639 246 570 246 538
Potraviny

M&so a masové vyrobky 87 808 66 099 57 027 26 514 21521
Mieko a mlie€ne vyrobky 2125 2 145 2749 3227 2317
Zvierata

Hovadzi dobytok 7 529 4 387 6 850 4 220 7 312
Hydina (kura domaca) 10 162 13 628 10 472 14 093 10133
OSipané 4 502 2110 4 308 2481 3824

Etiolégia a klinicky obraz

Campylobacter spp. sa vyskytuje komenzalne v gastrointestinalnom trakte mnohych
volne Zijucich vtakov, hospodarskych (dobytok, oSipané) a spolo¢enskych zvierat (psy
a macky). Klinicky najvyznamnejSie druhy su C. jejuni a C. coli, ktoré spdsobuju takmer
95 % gastroenteritid uludi. Ide o gramnegativne nesporulujuce pohyblivé
mikroorganizmy zakriveného tvaru, sjednym alebo dvoma bipolarne ulozenymi
bi¢ikmi. NajlepSie rastu pri teplote 42°C, su mikroaerofilné, dobre rastu na selektivnych
kultivaCnych pddach v prostredi so znizenou koncentraciou kyslika [5]. K prenosu
dochadza fekalno-oralnou cestou [5]. Kampylobakterioza sa méze vyskytnut vo
vSetkych vekovych kategoriach, najCastejSie vSak postihuje deti a mladych dospelych
vo veku 15 az 44 rokov [5, 7]. Prevazne ide o sporadicky vyskyt ochoreni, menegj je
pripadov hromadnych [8]. Vo vyspelych krajinach sa az 90 % pripadov vyskytuje
v letnych mesiacoch, ¢o pravdepodobne suvisi s konzumaciou nedostato¢ne tepelne
upraveného masa v réznych gastro stankoch s rychlym obcerstvenim [5, 7] a
poCas obdobia letnych dovoleniek ¢astejSou pripravou jedal formou grilovania, kde je
vySSie riziko nedostatoCnej tepelnej upravy masa. Kampylobakteriéza sa prejavuje ako
hnackové ochorenie, ktoré trva spravidla 5 — 7 dni. Predchadza mu zimnica, zavraty,
bolesti tela a horu¢ka. Priznaky sa objavuju zvy€ajne za 24 — 72 hodin po poZiti
baktérii. Klinické spektrum sa pohybuje od vodnatych hnaciek bez krvi az po tazku
hnacku so zapalom, krvavou stolicou, bolestami brucha, horu¢kou. Po¢as akutnej fazy
ochorenia su charakteristické kfcovité bolesti brucha a hnacka, ktora sa vyskytuje aj
viac ako 10-krat denne. Stolica je hlienovita a v dosledku poskodenia epitelu sliznice
Creva sa v nej objavuje krv. Bolest brucha mdze napodobnovat apendicitidu
v désledku akutnej ileitidy. Bolesti brucha a vyluCovanie kampylobakterov stolicou
Casto pretrvavaju niekolko dni az tyzdiov aj po vymiznuti hnacky. Znizena
pravdepodobnost vylu€ovania je u pacientov lieCenych antibiotikami [5].

Diferencialna diagnéza

V ramci diferencialnej diagnostiky prichadzaju do uvahy aj dalSie zdroje bakterialnej
hnac¢ky ato Salmonella, Shigella, Escherichia coli, Listeria a Clostridium difficile.
Podobny klinicky obraz sa méze vyskytnut’ aj pri virusovej gastroenteritide spésobenej
norovirusmi, pri otrave jedlom, pri parazitarnych hnackach vyvolanych Giardia lamblia,
Cryptosporidium parvum a Entamoeba histolytica [5, 9].

Lie€ba

Vacsina infekcii spésobenych kampylobaktermi je samolimitujuca, prebieha mierne
a nevyzaduije si podavanie antibiotik. Taziskom lieby je v tychto pripadoch dostatoéna
hydratacia a prijem elektrolytov. Nie su vhodné pripravky na spomalenie Crevnej
motility, pretoze mézu predizit dobu lie¢enia. V pripade zavaznejSieho priebehu
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ochorenia s pretrvavajucou horuckou, krvavou stolicou, silnymi bolestami brucha
alebo u rizikovych pacientov ako su imunokompromitovani alebo starsi ludia, je
potrebné pouZit antibiotika [5]. Pokial symptomy neustupuju, zosilfiuju sa alebo trvaju
viac ako tyzden a tieZz u tehotnych sa podavaju antibiotika. Liekom volby je niektory
pripravok zo skupiny makrolidov (erytromycin, klaritromycin, azitromycin, spiramycin).
Alternativne su podavané fluorochinolony (ciprofloxacin, ofloxacin, norfloxacin) pre
predpokladanu ucinnost’ tejto skupiny antibiotik na dalSich pévodcov bakterialnych
enteritid ako su salmonely a Sigely [10-12].

Rezistencia na antibiotika

V poslednych rokoch sa v8ak u kmernov Campylobacter vyznamne zvySila rezistencia
na fluorochinolény. Vyskumy naznacili, Ze to suvisi s nadmernym pouzivanim
antibiotik u hospodarskych zvierat [5, 11, 13, 14]. Fluorochinolénova rezistencia
a rychly narast pocCtu rezistentnych kmenov bola zaznamenana v Kanade, USA
a vacésine eurdpskych krajin [1, 15]. Rezistentné kmene dominuju aj v Afrike a Azii [12].
Naproti tomu, vyrazne nizSi vyskyt kmenov rezistentnych na fluorochinolény je
v Australii a na Novom Zélande [1]. Vyznamné percento kmefiov Campylobacter
rezistentnych na fluorochinolény bolo zistené v Srbsku [1, 16]. V niektorych krajinach
bol zaznamenany trend zvySovania rezistencie aj na makrolidy. V USA a Kanade
najma u deti do 5 rokov [1, 17], v Afrike u kmeriov izolovanych od fudi, pri€om kmene
izolované u zvierat mali lepsiu citlivost. V Azii je rezistencia na makrolidy menej
vyrazna u C.jejuni arezistentnejSie su kmene C.coli, v Australii bola pozorovana
rezistencia na makrolidy hlavne u kmenov C.coli [1, 12]. Preventivne opatrenia
zahfnaju postupy na obmedzenie prenosu patogénov zo zvierat na ¢loveka, zdravotny
dohfad, vakcinaciu hydiny, spravnu hygienu potravin v celom vyrobnom procese [1].

Komplikacie kampylobakteriézy

Napriek tomu, Ze vacsina humannych infekcii spdésobenych kampylobaktermi je
samolimitujuca, spajaju sa s infekciou aj pocetné zdravotné komplikacie, ktoré mézu
mat horSiu progn6zu ako samotna akutna kampylobakteriéza. Medzi tieto komplikacie
sa zaraduju extraintestinalne ochorenia neurologické, imunologicke, pfucne alebo
kardiovaskularne [5, 6, 18, 19]. Medzi hlavné zname nasledky patria Guillain-Barré
syndrom (GBS), reaktivna artritida a syndrom drazdivého Creva [6]. Celosvetovo sa
priblizne jedna tretina pripadov GBS pripisuje predchadzajucej infekcii Campylobacter
spp. [6, 20], najma C.jejuni [5]. Pri Studiu klinického priebehu GBS sa zistilo, Zze pripady
GBS, ktorym predchadzala infekcia kampylobakterom, boli zavaznejSie, mali horSiu
odpoved na lieCbu a vySsie riziko invalidity [5, 21]. GBS je autoimunitné ochorenie
prejavujuce sa symetrickou progresivnou ascendentnou chabou paralyzou v désledku
demyelinizace periférnych nervov, ktora je charakterizovana slabostou koncatin,
parestéziami a hyporeflexiou predovSetkym na dolnych koncatinach s postupnym
progredovanim ascendentne na horné koncatiny a tvaroveé svalstvo. Vyskytuje sa 1 —
3 tyzdne po infekcii kampylobakterom. V imunopatogenéze tohto autoimunitného
ochorenia zohrava ulohu mechanizmus molekularneho mimikry, kedy vytvorené
protilatky proti lipooligosacharidovym Strukturam kampylobakterov krizovo reaguju so
Specifickymi gangliozidmi nachadzajucimi sa na periférnych nervoch u ¢loveka [5, 22,
23]. Klinicky priebeh a progndéza GBS sa lisi. V priaznivom pripade sa stav zacne
upravovat po 2 az 3 tyzdnoch a uprava motorickych funkcii nastava v 75 — 90 %
pripadov, avSak GBS aj napriek adekvatnemu lieCebnému pristupu méze viest ku smrti
3 — 7 % chorych alebo k invalidite [5, 22—-24].
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DalSou komplikaciou je reaktivna artritida, ktora postihuje najéastejSie miladych
dospelych. Priznaky reaktivnej artritidy zacCinaju do 4 tyzdnov po akutnej infekcii
C.jejuni a C.coli. Postihuje najma kolena a €lenky, ale prejavit sa mbze aj na malych
kiboch a 8fachach. Klinicky priebeh sa ligi od miernej oligoartralgie aZ po invalidizujucu
polyartritidu [5, 25].

V gastrointestinalnom trakte sa v niektorych S$tudiach uvadza suvislost medzi
infekciami kampylobaktermi a ochoreniami pazeraka a hrubého €reva. Zriedkavou, ale
obavanou komplikaciou, je toxicky megakolon. Vyskum tiez ukazal zvySené riziko
syndromu drazdivého €reva a imunoproliferativneho ochorenia tenkého ¢reva (MALT
lymfému) [5, 26].

Zaver

Vacésina humannych infekcii spésobenych kampylobaktermi prebieha pod miernym
klinickym obrazom alieGba spoéiva vacsinou len v dopifani tekutin. Akdtna
kampylobakteriéza vS8ak mbze vyvolat mnohé extraintestinalne zdravotné komplikacie,
vratane rozvoja zriedkavého autoimunitného ochorenia Guillain-Barré syndrému,
reaktivnej artritidy, syndrému drazdivého €reva a inych komplikacii. Zavazné pripady
kampylobakteriézy si vyZaduju lieCbu antibiotikami. V poslednych rokoch bol zisteny
narast poctu rezistentnych kmernov na rézne antibiotika, ¢o predstavuje problém pri
volbe ucinného pripravku. Celosvetovo vyrazny narast rezistentnych kmerov
k fluorochinolénom, ako aj vzostup rezistencie k makrolidom a dalSim antibiotikam
komplikuje lie€bu zavazne prebiehajucich kampylobakteriéz. Pre volbu ucinnej lieCby
je preto potrebné v rutinnej laboratérnej praxi identifikovat kampylobaktery do druhu
a vySetrovat ich citlivost na antibiotika.

Praca bola podporena projektmi KEGA ¢. 038UK-4/2019.
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Abstract

Chronic subdural hematoma belongs to one of the most commonly encountered
conditions in neurosurgery. As it represents a nosologic unit typically seen among
elderly patients, and as the standard length of life has become longer, naturally we
come across with this pathology more often comparing to the past. Current diagnostic
tools, especially highly accessible CT imaging, allow the diagnosis of chronic subdural
hematoma to be determined quickly, making the prognosis favourable if appropriate
therapy is chosen. There are many options regarding the treatment including surgical
and non-surgical methods as well. In addition to traditional surgical procedures used
in hematoma evacuation, embolisation of middle meningeal artery is discussed as
a new option in the treatment, especially as prevention of hematoma recurrence.
Conservative strategies using pharmacotherapy and observation, reserved for
asymptomatic patients with small hematomas, are still object of many studies, recently
with the focus on the use of dexametasone. In this article a brief review of chronic
subdural hematomas is provided, including etiopathogenesis, clinical presentation,
diagnosis and current treatment. One picture and 37 references were used.

Keywords: patophysiology, diagnosis, surgical evacuation, reccurence

Introduction (Etiopathogenesis)

Chronic subdural hematoma (CSDH), by its definition, is an encapsulated collection of
extracerebral blood layered in subdural space in length more than 21 days. Estimated
incidence in European countries is 2-3/100 000 inhabitants with the number of cases
rising in age group over 65 years [1, 2], men being more often affected than women
[1]. However, the number of annual cases in this particular population can reach up to
58/100 000 inhabitants [3]. Reflected in statistics as well as in the neurosurgical
practice, CSDH is a condition associated mostly with elderly patients, although
basically every age group can be affected [4]. Specific attention should be paid to
toddlers, where CSDH can be one of the signs of shaken-baby syndrome.

There are few factors making elderly people more vulnerable, the most risk factor being
cerebral atrophy, leading to higher tension of bridging veins occupying the brain
convexity. In this condition only a trivial, even unnoticed head trauma can result in
small acute subdural hematoma, triggering local inflammatory response and followed
by its transformation into subacute, or eventually chronic subdural hematoma. In
addition to cerebral atrophy, typical for aging, more additional risk factors are
recognized in relation to CSDH — chronic use of antiplatelet or anticoagulant drugs,
defective coagulation, chronic alcohol abuse or intracranial hypotension [3-5]. Etylism
itself contributes to cerebral atrophy and naturally is associated with higher possibility
of falls and head injuries, and moreover, it is responsible for decrease in liver functions
resulting in defective coagulation. Speaking about the coagulation, the study by
Bosche et al. from 2012 shows the importance of factor Xlll (fXIlIl), proving that the
deficiency of this particular factor can be the reason of rebleeding and reccurence
following the treatment. That is why fXIII substitution should be performed in patients
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with significant low activity of fXIII [6]. Intracranial hypotension caused by dehydratation
and chronic cerebrospinal fluid leak following some of the drainage surgeries, could be
another possible condition leading to formation of CSDH [3]. Despite all the factors
associated with CSDH development and formation, the minor head injury remains the
main cause in vast majority of cases. This theory has been accepted for ages, but new
hypothesis regarding CSDH formation has been revealed by recent studies,
suggesting that harm of the bridging veins and subsequent hemorrhage could not be
the only source of hematoma growth [5]. Recent researches emphasize the importance
of its complex pathophysiology focusing on inflammatory processes, according to
which the pharmacotherapy can be involved in CSDH therapy, particularly with use of
dexamethasone [5, 7, 8].

In addition to primary head injury, the patogenesis is considered to be more complex,
involving mechanisms of angiogenesis, fibrinolysis and local inflammation. Looking
back to history, it was in 1857 when ,pachymeningitis haemorrhagica interna’ was
first described by Virchow, who pointed out that chronic inflammation of the dura is
triggered by bacterial infection, followed by processes as fibrin exsudation and
neovascularisation. The same mechanisms can be provoked not only by infection, but
they can be a result of basically any injury [5]. It has become a popular statement that
CSDH is simply aresult of trauma, but there are still authors who emphasize the
coexistence of both trauma and inflammation.

The key role in the onset of CSDH is damage to the ,dural border cells’. These highly
specialised cells lining the dura have the ability to phagocytose and form fibro-cellular
connective tissue and are responsible for membranes development, frequently seen
in CSDH [9]. A study by Izumihara et al. concerning etiopathogenesis of CSDH suggest
that the presence of blood does not automatically lead to CSDH formation and other
mechanisms must be involved - the damage of dural border cells, which in turn
provokes the recruitment of inflammatory cells [10]. Aiming to repair the harmed dural
cells, the proliferation occurs, resulting in formation oh haematoma capsule [5, 8, 11].
Angiogenic factors contribute to neovessels creation, layering the space between dura
and arachnoidea, which are prone to bleeding. The inner layer of dura is a place where
these neocapillaries, also called sinusoids due to their penetrated character, are
formed. All these processes are done one week following the head trauma [4].
Naturally, the blood occupying subdural space undergoes the physiologic process of
coagulation. Soon there is an increase of fibroblasts around dura and their migration
towards the centre of hematoma with collagen fibrils development. Following weeks
are characterised by destruction of blood elements and predominance of fibrinolysis,
leading to hematoma ligiufication. This is the condition considered to be the very CSDH
— aliquified centre with thick vascularised membrane [12]. Expansion of CSDH is
explained by multiple microbleeding accompanied by fluid exsudation to the cavity of
hematoma from neocapillaries of its outer membrane [13]. The fenestrated appearence
of these vessels was described, making them very fragile and higly permeable for
blood elements, contributing to growth progression of hematoma. Considering the
fibrinolysis taking partin CSDH formation, there is no fibrinogen detected in hematoma
cavity. That explains the anticlotting character of hematoma resulting in recurrent
bleeding potential [13—15]

A very rare subtype of CSDH is also known - calcified or also called ossified CSDH,
where the etipatogenesis is not still exactly defined, but the most likely theory involve
both vascular and metabolic factors [16]. Having been discussed in few studies, a poor
circulation is supposed to be the main factor responsible for hyalinization of connective
tissue and its calcification in the CSDH capsule [17]. A few authors emphasize the
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early surgical management in this rare diagnosis, craniotomy with complete removal
of calcified membrane being appropriate method of choice with favorable outcome [18].

Clinical presentation and findings

In general, clinical signs are not uniform and specific, as they are caused by intracranial
hypertension, direct brain parenchyma compression eventually accompanied by
midline shift and local ischaemia underlying the hematoma [19]. Clinical appearance
can vary and we meet with asymptomatic patients up to those with focal neurologic
symptoms.

As mentioned above, two main groups of symptoms are recognized. The first one,
arising from intracranial hypertension include headache, nausea and vomiting.
Patients with CSDH can often present with quantitative consciousness disorder,
personality changes like apathy, memory loss, confusion or drowsiness, which could
be confusing, and many of the patients suffering CSDH are likely to have dementia or
psychiatric disorders.

On the other hand, if the hematoma causes significant brain pressure, focal symptoms
like hemiparesis or fatic disorder can appear, depending on the hematoma size and
location.

Regarding the fact that most of the symptoms are caused by the mass effect of
hematoma, the objective findings during examination in elderly patients with significant
brain atrophy could be relatively physiologic. Brain involution could possibly be one of
the factors making the pacients’ prognosis more favourable. Shown in a study by
OpSenak et al., there is a positive correlation between increased age and Glasgow
outcome scale (GOS) following surgery, brain atrophy being the protective factor
providing enough space for volume compensation if the mass effect is present. This
study also observed the impact of preoperative signs and symptoms on the GOS,
revealing that risk factors associated with unfavourable prognosis are preoperative
speech disorders, disorientation and consciousness disorders [20]

Diagnosis

Prior to the all diagnostic modalities, physical examination should be performed. As
described above, patients might be asymptomatic, mostly in the beginning of CSDH
formation the latent period is often seen, but in every case when CSDH is suspected,
a native CT scan of brain should be performed. This is the modality of choice, quick,
effective and highly accessible, displaying CSDH as a crescent-shaped hypodense
collection in vast majority of cases located on brain convexity. However, the hematoma
appearance on CT could be hyperdense if a recent haemorrhage has occurred, or on
the other hand, even unnoticed with isodense character, sometimes bilateral. Using
a CT scan, not only hematoma itself can be appreciated, but other traumatic changes,
mass effect accompanied by midline shift, brain parenchyma compression, ventricles
distortion etc. as well may be noticed as well. According to CT scan, more subtypes
of CSDH can be distinguished based on the morphology, according to Nakaguchi et
al. [21].
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Figure 1 Morphological classification of honacute subdural hematomas

A: homogenous hypodense. B: separated. C: trabecular. D: laminar. E: homogenous isodense. F:
homogenous hyperdense

The other modality, however rarely used for CSDH verification, is MRI, where
especially T2 sequence displays hematomas very well. MRI is in some studies
described as a better modality for CSDH imaging, especially in cases of isodense
bilateral hematomas, which can remain unobserved [22]. Based on our neurosurgical
practice, brain CT scan is sufficient to confirm the diagnosis of CSDH.

According to CSDH appearance and features on CT scan a surgeon is able to decide
which surgical technique would be the most suitable for a particular patient.

Treatment

In general, surgical and conservative methods of treatment are available. However,
surgical evacuation oh hematoma with use of burr-hole or craniotomy is preferred due
to its rapid effect with no need of long hospitalisation. Conservative treatment could
be the method of choice in asymptomatic, small, surgically insignificant hematomas.
First attempts regarding non-surgical treatment are dated in early seventies, when
mannitol was used with aim to facilitate CSDH resolution by decreasing osmotic
pressure of blood leading to hematoma resorption [23]. Some studies reported
success in treatment with bed rest, use of steroids [24], mannitol [25], tranexamic acid
[26], angiotensin converting enzyme inhibitors [27], statins [28] or their combination.
Despite the partial success in this manner of management, it cannot be verified if the
hematoma resolution was due to drug effect or it was a natural process [29].
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Recently, some studies have shown promise in corticosteroids use in CSDH
treatment. Based on the patophysiology showing the complex aetiology of this
condition, suggesting that hematoma formation and growth is sustained by
mechanisms of inflammation, anti-inflammatory drugs have been tried. However, there
is still lack of evidence providing the benefits of this kind of treatment, considering the
well-known side effects of corticosteroids.

Besides, conservative approach requires hospitalisation for long period of time, in
average 40 days [30], with repeated CT brain imaging needed for CSDH re-evaluation.
On the other hand, hematoma evacuation by means of different surgical techniques
provides instant resolution. Any CSDH with maximum thickness 10 mm and/or midline
shift 7 mm, or causing neurologic signs and symptoms is indicated for surgical
evacuation [31]. There are many options and still no uniformity when it comes to choice
of the surgical technique. Nonethless, the basic principle of all surgical procedures is
evacuation of hematoma, followed by natural brain re-expansion (which is often limited
in case of serious brain atrophy seen in elderly) and fusion of outer and inner capsule
of hematoma’s cavity [4]. Most commonly techniques used are twist drill craniostomy,
burr-hole craniostomy and craniotomy, each of mentioned having own benefits and
risks. Besides traditional methods mentioned, there are also studies regarding the
effect of middle meningeal artery embolisation [32].

Burr-hole craniostomy, also called trephination, defined as skull opening up to 3cm in
diameter [27], is considered to be the method of choice for hypodense CSDH. Method
itself is quite simple and can be performed under analgosedation and local
anaesthesia, which eliminates risks of general anaesthesia, being beneficial especially
in elderly patients with many comorbidities. There is still controversy in the number of
trephination holes. One of the recently published studies regarding number of burr
holes needed for hematoma evacuation did not show any significant difference in the
recurrence rate using one or two trephinations [33]. Trephination with hematoma
evacuation and irrigation of subdural space with physiologic saline and subdural
silicone drains placement is the standard practice. Prevention of rebleeding is secured
by drainage insertion, although some authors have reported no influence on hematoma
recurrence with or without drains [34]. Recently, subgaleal drainage instead of
traditional subdural drainage has been described, with no impact on hematoma
recurrence [35]. Moreover, some studies regarded an association between the length
of subdural drains and surgically significant hematoma recurrence. The highest
rebleeding was seen in patients with the drains left for 2-3 days, however, the data
obtained did not show relevant differences regarding the length of drainage [33].
Nonetheless, more than 5 days of drainage insertion is supposed to be associated with
higher risk of infectious complications, requiring revision surgery. However, more
authors have reported no significant correlation between drainage duration and
incidence of infection [33, 36, 37].

Organised, calcified of ossified CSDH, or those with evident membranes are usually
treated with craniotomy, where a larger surgical approach allows proper hematoma
evacuation and membranectomy as well, as the hematoma is well exposed. OpSenak
et al. [33] reported significantly lower recurrence rate in hematomas evacuated via
craniectomy compared to those evacuated by trephination [33]; moreover, craniotomy
provides a better ,,view" to identify and clarify the inner and outer CSDH membrane,
eventually allowing subsequent membranectomy. In cases when revision surgery is
needed, usually craniotomy is a method of choice.
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Conclusion

Chronic subdural hematoma is a condition very often seen in neurosurgical practice,
with numbers of patients rising due to increased life expectancy and high access to
diagnostic modalities. Being a diagnose with favourable prognosis if treated early and
properly, it is very important to be aware of signs and symptoms especially in elderly
patients. The most effective management of this particular type of bleeding remains
surgical evacuation with burr hole or craniotomy, although there is still no uniformity in
method of choice. However, there is still a number of patients with hematoma
recurrence requiring revision and repetitive hematoma evacuation.
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Abstract
Variabilities of spinal nerve roots have attracted the attention of researchers since the
second half of the last century. The interest in them was raised mainly by the failure of
the intervertebral disc herniation operations due to the frequent finding of anomalies of
the spinal nerve root exits, mainly in the lumbosacral region. Many of them were not
detected by preoperative imaging examinations.
Operative, radiographic, and anatomical studies used several classification systems to
classify their findings, which made it difficult to compare them with each other. The
classification systems according to Neidre and MacNab, Postacchini et al. and Kadish
and Simmons were most often used. In 2020, we also proposed a classification
system, unifying the aforementioned three previous classification systems.
In 2021 Nikolenko et al. proposed a new simple unifying classification system of spinal
root variabilities. Practice will show which system will be used next.

Keywords: variabilities, spinal nerve root, classification system, unification

Uvod
Pokroky v moznostiach lie€by herniacie lumbosakralneho disku (a ich zlyhania) viedli
k velkému poctu studii zameranych na opis réznych ,anomalii“/variacii v miechovych
nervovych korefioch. Mnohé z nich prekvapili chirurgov intraoperacne a boli pricinou
zlyhania operacie a nie vSetky boli odhalené radiografickymi vySetreniami
predoperacne. Vyskytovali sa hlavne v najfrekventovanejSej lumbosakralnej oblasti,
o nie€o menej v krénej oblasti, s najnizSou incidenciou hlasenou v oblasti hrudnika [3].
Ako uvadza Schmidt (2017), tieto pozorované vrodené variacie zahffiali [8]: 1. spojené
nervové korene (2 susediace nervové korene, ktoré maju v urcitom bode svojho
odstupu z duralneho vaku spolo¢ny duralny obal), 2. blizko prifahlé nervové korene
(dva nervové korene vznikaju cez blizke otvory v duralnom vaku), 3., abnormalne
kranialny alebo kaudalny korefiovy odstup nervov zduralneho vaku, 4.,
.=anastomozujuce“ nervové korene (spojky medzi korefmi- chybne nazvané
anastomézami, boli pozorované intraduralne aj extraduralne) [8]. Embryologické
priciny vyskytu tychto variacii miechovych nervovych korenov stale nie su uplne
objasnené: najpravdepodobnejsie su vysledkom chybnej migracie nervovych korenov
poCas embryonalneho vyvoja [8]. Vyskyt tychto pozorovanych variacii nervovych
korenov sa liSil v zavislosti od typu Studie: najCastejSie boli pozorované u
kadaveroznych §tudii, menej Casto pri radiografickych Stadiach a ich najmenSia
incidencia bola hlasena chirurgickymi pozorovaniami [8]. Pri popise variabilit krénych
a lumbosakralnych miechovych korenov vo vnutri chrbticového kanala sme navrhli aj
nasu vlastnu klasifikaciu miechovych korenovych variabilit, ktora podla nasho nazoru
zjednocuje 3 dovtedy pouzivané klasifikacie variacii miechovych korerov [3] (obr. 1).

NT
PH



Historicky prehlad

Doposial existuje viacero vzajomne odliSnych klasifikacnych systémov pre anomalie
miechovych nervovych korefiov. V roku 1962 Cannon a kol. prvykrat identifikovali 3
najCastejSie typy variacii miechovych korenov: spojeny Typ |, anastomoticky Typ Il a
prieCny Typ Il [1, 8]. V roku 1982 Postacchini et al. klasifikovali bezné abnormality
miechovych nervovych korenov do 5 rdéznych variacii [7]. V roku 1983 Neidre a
MacNab rozSirili Cannonovu Kklasifikaciu na zaklade uhla a pozicie odstupu
miechového korena [5]. Tato klasifikacia sa pouzivala najcastejSie. V roku 1984 Kadish
a Simmons zaviedli klasifikacny systém zalozeny na anatomickych a radiologickych
nalezoch [4]. Chotigavanich a Sawangnatra v roku 1992 tiez poskytli jednotnu
klasifikaciu [2]. NajnovSia klasifikacia je spominana nami navrhovana (vid vyS$Sie)
(obr.1) [3].

I Joined nerve roots.

C O'; ) 4 Al B
AN AR D
A 7 D\\ 1) Q\\x

10 R ‘ Of i B
NI T\ I\

P 20 AR
/L S PN / '/1 4 79 R{T\
J\ 47 Ui\\l\

L. Two separate nerve roots exiting through one intervertebral neuroforamen.

IIl.  Extradural connecting branches.

Obrazok 1 Nami navrhnuta klasifikacia variabilit miechovych korefiov (kombinacia predoslych 3
klasifikacii: Kadish a Simmons, Postacchini et al. a Neidre a MacNab s nasimi navrhovanymi Upravami
aplikovanymi na kréné miechové korene) [3]
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Tabulka 1 Zoradenie existujucich klasifikacnych systémov na zaklade zjednocujucich kritérii [6]

Unifying criteria

Existing Intradural Intradural Extradural Extradural
Classification Anastomotic Spacing Anastomotic Spacing
reference Deformity Deformity Deformity Deformity
Cannonetal. - Type | Type llI
(1962)
Postacchiniet - Type IV Types I- Il
al. (1982)
Neidre and Type llb Type la Types Ib, lla
MacNab (1983)
Kaddish and Type | Type lid Types lll, IV Types lla-c
Simonns
(1984)
Chotigavanich Type |,V - Type Il, 1 Type IV
and
Sawangnatra
(1992)
Haviarova et Type | Type | Types |, lI
al. (2020)
Kacish et ol Type | Intradursl
O arvast . Tpe! * deborny.
Cammon et al. Fype Il
e Voo ot ol

Cannon et al. Type Il
Pogtacchini ot al Type 1l
Neidre ot &. Type . lia
Kacksh et al Type la-c
Crotigavanich ot sl Typs N
Harviarown ot . Typa 11l

Chotigavanich o¢ 3, Typa ¥

Intradural |
Neche of ol Type 1B anastomotic
deformity

—

—

X
\

Kadish et al. Type 10
Chatigavanich e al, Type ||
Havisrova ol o Type Ml

Cannon et al. Type |
Postacchin et al Type NV
Newdre et al. Type la
Kacksh ot al. Type 1kd
Havirova ot of. Type |

Obrazok 2 Schematické zobrazenie variabilit korefiov miechovych nervov podla zjednocujucej
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Zaver (perspektiva)

Nikolenko so spolupracovnikmi [6] na zaklade analyzy existujucich, najpouzivanejSich
klasifikaCnych systémov, navrhuje zjednocujuce klasifikacné kritéria, pricom jednotlivé
typy variacii rozdeluje (podla lokalizacie) na intraduralne a extraduralne. A kazdu
lokalizaciu eSte na 2 podtypy: anastomoticky a priestorovy (vid tab. 1). To znamena,
Ze rozoznava 4 hlavné typy variability: intraduralna anastomoticka variacia,
intraduralna priestorova variacia, extraduralna anastomoticka variacia a extraduralna
priestorova variacia (tab. 1., obr. 2) [6]. Tieto 4 navrhované variacie zahfhaju vSetky
predtym klasifikované typy anomalii a mézu sluzit ako jednotny klasifikaény systém.
Takéto zjednotenie je opodstatnené vzhfadom na vyrazne odliSnosti jestvujucich
klasifikacnych systémov, komplikujucich vzajomné porovnavanie ziskanych udajov.
Cas ukaze, &i sa tato zjednocujuca klasifikacia v praxi ujme.
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Abstract

Alzheimer’s disease (AD), the most common cause of dementia, results in a sustained
cognitive decline. There are currently few effective disease-modifying therapies for AD,
but insights into the mechanisms that mediate the onset and progression of the disease
may lead to new, effective therapeutic strategies. Amyloid beta oligomers, plaques, tau
aggregates, and neuroinflammation are critical in neurodegeneration and impact
clinical AD progression. The upstream modulators of these pathological features have
not been fully clarified, but recent evidence indicates that the gut microbiome may
influence these features and, therefore, may influence AD progression in human
patients. The intestinal microbiota represents a wide community of microorganisms
that populate our gastrointestinal tract and whose alterations are associated with
various gastrointestinal tract diseases and the central nervous system. In the case of
a healthy composition of the intestinal microbiota, bacteria produce metabolites that
strengthen the integrity of the blood-brain barrier and intestinal barrier while promoting
the production of neuronal growth factors. Diet, age and stress have a negative effect
on the composition of the intestinal microbiota, resulting in a dysbiosis. Increased gut
and blood-brain barrier permeability induced by microbial dysbiosis may mediate and
influence the pathogenesis of AD and other neurodegenerative diseases,
predominantly those associated with ageing. The bacteria in the intestines can produce
amyloid and lipopolysaccharides, thereby contributing to the modulation of signalling
pathways and the production of pro-inflammatory cytokines, contributing to the
pathogenesis of AD. Metabolites produced by dysbiotic intestinal microbiota adversely
affect the function of the central nervous system and can lead to
a neurodegenerative process. In this short review, we briefly describe the composition
of the gut microbiome, dysbiosis, and its influence on the onset and progression of AD
through diet modification, which may represent new therapeutic options in AD
therapies.

Keywords: Gut-Brain Axis, Alzheimer’s Disease, Dysbiosis, Gut Microbiome

Uvod
Ludsky gastrointestinalny trakt predstavuje najvacsi rezervoar mikroorganizmov
(baktérii, virusov a eukaryotickych mikroorganizmov) v tele, priCom ich diverzita medzi
jednotlivcami signifikantne variruje. Kolektivny nazov pre vSetky mikroorganizmy
nachadzajuce sa v Creve je znamy ako “Crevna mikrobiota‘ ‘a ak zahrnieme genom,
ktory je s nimi spojeny hovorime o “Crevnom mikrobiome* (GMB). Pocetnost

bakterialnych buniek tvoreny bakterialnym mikrobidmom predstavuje 10*3-10%4, ¢o je
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priblizne 10x viac ako celkovy pocet buniek ludského tela. Odhaduje sa, Ze mnozstvo
genov, ktoré kéduje GMB je priblizne 4x106, ¢o v porovnani s 26 600 génmi
kédovanymi fudskym genomom je 150 nasobne viac [1]. Celkova hmotnost baktérii
pritomnych v ¢revach je 1-2 kg, €o je porovnatefné s hmotnostou fudského mozgu [2].

Kompozicia ludského GMB

Mikrobiota nie je homogénnou populaciou mikroorganizmov, ide skér o zlozité
spektrum pozostavajuce z rozlicnych mikrobialnych komunit, ktoré su schopné
interagovat ako medzi sebou, tak s hostitelom, pricom dokaze ovplyviiovat jeho
homeostatické parametre (obr. 1; [3]). MozZnosti vyskumu heterogenity GMB vyrazne
pokroCili vdaka kultivatne nezavislym pristupom a modifikacii genetickych metdd.
Jedna z genetickych metdd je identifikacia mikroorganizmov pomocou sekvencie ich
génov pre 16S rRNA. 16S rRNA je ribonukleova kyselina o dizke 1542 nukleotidov,
ktora obsahuje 9 vysoko variabilnych regionov, €¢o umoZzZnuje jednoduchsSiu
diferenciaciu bakterialnych druhov. Data zo Studii MetaHit a Human Microbiome
Project identifikovali 2172 bakterialnych druhov izolovanych z fudskych vzoriek, ktoré
zaklasifikovali do 12 rozlicnych kmernov, z ktorych 93,5% patri kmerfiom Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria a Verrucomicrobia, pricom dominantné
su Firmicutes a Bacteroidetes [4].

RozloZenie mikrobioty v ramci gastrointestinalneho traktu ma urcité pravidla, ktoré su
zalozené na fyziologickych vlastnostiach jeho jednotlivych Casti a vzajomne sa vyrazne
liSia. M6zeme hovorit 0 rozmiestneni v ramci dvoch osi, a to longitudinalnej (napr.
fakultativne aerdébne baktérie, Firmicutes, Bacteroidetes) a axialnej (napr.
Bacteroides, Bifidobacterium, Streptococcus, Enterobacteriacae) [5].

Colon
1019-10"2 CFU/ml

Jejunum a ileum

Bacteroidetes 104-10% CFU/ml

Bifidobacterium ssp.
Streptococcus ssp.
Eubacterium ssp.
Fusobacteroidetes

Lactobacillus ssp.
Koliformné baktérie
Streptococcus ssp.

Clo_stridfum Ssp. Bacterioidetes
Veilonella ssp. Bifidobacterium ssp.
Koliformné baktérie Fusobacteroidetes

Lactobacillus ssp. ‘ : ’ d
Proteus ssp. S —-
Staphylococcus ssp. \
Pseudomonadales 1 ]
Candida ssp.

Protozoa

Obrazok 1 Kompozicia mikrobioty v GIT-e (obrazok bol Ciastoéne vytvoreny pomocou Servier Medical
Art, ktory poskytuje Servier, s licenciou Creative Commons Attribution 3.0 unported license; upravené
podla [5])

Skratky: CFU — koléniu tvoriaca jednotka

Os ¢érevo-mozog
Os c¢revo-mozog (GBA) je obojsmerné spojenie medzi centralnym nervovym
systémom (CNS) a enterickym nervovym systémom (ENS), ktory je sucastou
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periférneho nervového systému, a umoznuje vzajomnu komunikaciu a ovplyviiovanie
oboch Casti. Toto obojsmerné spojenie umoznuje €revnym senzorickym visceralnym
signalom, ktoré sa Siria cez nervus vagus, ovplyvhovat CNS pri regulacii reflexov
a zmien nalady. Mozog zas usmernuje signaly na modulaciu fyziologickych funkcii
Creva. Aferentné a eferentné neurény sa podielaju na prepojeni nervovych drah
a prenose signalov réznymi cestami, vratane autondmneho nervového systému (ANS),
ENS, osi hypotalamus-hypofyza-nadoblicka, sympatoadrenalnej osi a zostupnych
monoaminergnych drah. VSetky tieto systémy su uzko prepojené a regulované
vzajomnymi neurohumoralnymi vztahmi. ENS tvori siet’ neurénov zodpovednu za
vnutornu inervaciu €reva. Je zlozeny z dvoch gangliovych plexov, plexus myentericus
Auerbachi a plexus submucosus (Meissneri), ktoré reguluju ¢revné funkcie [6, 7].
Komunikacia medzi ENS a CNS prebieha pomocou intestinalnych neurénov a ganglii
sympatikového nervového systému, priCom senzorické podnety putuju
prostrednictvom aferentnych drah nervus vagus. Odpoved CNS je sprostredkovana
ANS, ktora je tvorena sympatikovou a parasympatikovou ¢astou, a ovplyviuje funkcie
Creva (travenie, sekréciu ZICe, produkciu hlienu a imunitnu odpoved). Podla nedavnych
publikacii zohrava GMB délezitu ulohu v interakciach GBA, preto sa zacalo pouzivat
nové spojenie, kde je zahrnuty aj GMB. Vplyv GMB je sprostredkovany pomocou
mikrobialnych metabolitov a bunkovych zloZiek, ako su lipopolyscharidy (LPS), mastné
kyseliny s kratkym retazcom (SCFA), ZICové kyseliny, prekurzory a metabolity
tryptofanu, serotonin, glutamim a kyselina gama-aminomaslova. Pomocou tychto
bakteridlnych metabolitov mdzZze dochadzat k modulacii dbélezitych procesov
prebiehajucich pofas neurogenézy, k ovplyviiovaniu funkcii gliovych buniek,
myelinizacii a funkcii hematoencefalickej bariéry (BBB). NaruSenie rovnovahy
a zlozenia GMB méze nasledne ovplyvnit zvySné Casti osi, ¢o sa mbdze prejavit
poruchami na urovni ako Creva, tak aj mozgu [6, 8].

Dysbiéza

Dysbidza je stav charakterizovany kvantitativnymi a kvalitativnymi zmenami v zlozeni
GMB, ktorych désledky mézu byt pre hostitefa nepriaznivé. Kvantitativne zmeny
spocivaju v pritomnosti menSieho poctu prospesnych baktérii a kvalitativne v menSom
mnozstve jednotlivych druhov baktérii [9]. Hlavné rody baktérii, ktoré nepriaznivo
pdsobia na organizmus patria do Celade Enterobacteriaceae. Do tejto skupiny
zaradujeme Crevné komenzalne baktérie ako Escherichia, Shigella, Proteus
a Klebsiella. Z dévodu znizenia bakterialnych populacii, ktoré maju protizapalové
vlastnosti, ako Lactobacillus a Bifidobacterium, nadmerna produkcia Skodlivych
molekul dysbiotickej mikrofléry a dysfunkcia intestinalnej bariéry a BBB, mbze viest
k rozvoju zavaznych cCrevnych a neurodegenerativnych ochoreni [10]. Zmeny
v mikroflére tvoria zaklad pre viaceré ochorenia, vratane astmy, alergii, sclerosis
multiplex, diabetes mellitus 2. typu, kolorektalneho karcindmu, zapalovych ochoreni
Criev, obezity, kardiovaskularnych komplikacii a neurodegenerativnych ochoreni ako
AD a Parkinsonova choroba. Chronické uzivanie antibiotik, stres, zmeny stravovania,
akutne/chronické infekcie, genetika su hlavné faktory zodpovedné za zmenu mikroflory
[9]. Experimentalne Studie na gnotobiotickych zvieratach a zvieratach, ktoré boli
vystavené patogénnej mikrobialnej infekcii, antibiotikam, probiotikam a fekalnej
mikrobialnej transplantacii, ukazuju vplyv GMB na hostitelove kognitivhe schopnosti
a vplyv v patogenéze neurodegeneracie [1].
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Vplyv dysbiézy na AD

Dysbi6oza predstavuje urCité prepojenie medzi rizikovymi faktormi AD
a neurodegeneraciou. Starnutie, stres a obezita prispievaju k naruSeniu intestinalnej
bariéry, €o spolu s patologicky priepustnou BBB méze viest k neurozapalu [8].

AD je neurodegenerativne ochorenie, ktoré je najCastejSou pri€inou demencie
a v sucasnosti ma malo klinicky u€innych terapii modifikujucich toto ochorenie. Na
vyvoj terapii modifikujucich AD je nevyhnutné lepSie pochopit mechanizmy iniciacie
a progresie tohto ochorenia. Medzi patologické znaky AD patria senilné plaky zloZzené
z amyloidnych  beta peptidov  (AB), neurofibrilarne  klbka  zlozené
z hyperfosfoforylovanych foriem tau proteinu asociovaného s mikrotubulmi
a neurozapal, ktory vedie k neurodegeneracii [11]. Neurozapal je spojeny s vyvojom
a progresiou AD. GMB pozostava z bilionov baktérii, archaea, prvokov, virusov a hub
a ukazalo sa, Ze potencialne dokaze regulovat neurozapal pri réznych neurologickych
ochoreniach vratane sclerosis multiplex [12], Parkinsonovej choroby [13] a AD [14, 15].

Pb&sobenie bakteridlnych bunkovych zloZiek je spojené s aktivaciou imunitnych
mechanizmov, ktoré nasledne ovplyvriuju signalizaciu GBA. Homeostaza imunitného
systému je dolezitd pre udrzanie imunitnej tolerancie komenzalnych kmeriov
a sucasnou ochranou pred patogénmi. Potravou vyvolané naru$enie hlienovej vrstvy
méze vystavit baktérie imunitnym bunkam. Baktérie mézu uvolnit imunitne aktivne
Casti bakterialnej steny, LPS a peptidoglykany a spdsobit’ lokalnu zapalovu reakciu,
ktora zvysi priepustnost’ ¢revného epitelu a spésobi uvolnenie imunitnych mediatorov
do systémového obehu, €o vedie k imunitnej aktivacii v roznych Castiach tela, vratane
CNS [16]. LPS ovplyviuju ENS a CNS pomocou aktivacie TLR (Toll-like recoptor)
v enterickych neurénoch, senzorickych aferentnych neurénoch a inych bunkach
mozgu. Mikroglia a astrocyty su hlavné bunky, ktoré obsahuju TLR, predovsetkym
TLR4. LPS vdaka aktivacii TLR spusti uvolfiovanie prozapalovych cytokinov
a zapalovu reakciu a ovplyviuje CNS zvySenim tvorby zapalovych cytokinov priamo
v CNS alebo v ¢reve, ¢im nepriamo ovplyvnuje aj CNS. Aktivacia priamo v CNS je
mozna vdaka priepustnosti ¢revnej steny a vyskytu LPS v systémovom obehu, vdaka
¢omu mdze LPS plnit délezitu ulohu v neurozapale a ochoreniach s fiou spojenymi
(napr. AD; [6, 8]).

GMB-sprostredkovana regulacia neurozapalu méze prebiehat prostrednictvom
priamych alebo nepriamych mechanizmov (obr. 2). Zmeny v GMB mo6zu modifikovat
kompoziciu a mnozstvo mikrobialnych metabolitov a periférnu imunitni odpoved, ¢o
by nasledne mohlo ovplyvnit imunitni odpoved CNS (obr. 2; [17]). Nedavne Studie
naznacuju, ze u pacientov s AD dochadza k zmenam v GMB v porovnani s pacientmi
bez AD [18] a taktiez modifikacia GMB a jej vplyv na rozvoj AD a neurozapal bol
dokazany aj na zvieracich modeloch AD [14, 15, 19, 20], presné mechanizmy, ktorymi
GMB ovplyvnuje AD, zostava zatial neobjasnené.
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Neurozapal AD-asociované patologické zmeny

Pozmenena _
neurozapalova reakcia ﬁ
buniek CNS ako » - - : )
odpoved na GMB- -regulovana
-sprostredkovant A plaky neurozapalova
metabolicki zmenu Mikroglia N aktivita moQUIUJuca
- AD-asociovanu
W i Y 1 patologiu
. —— . wmssmp  Splete p-tau
Mozog ) pES P
Astrocyt Neurén
""" N Neurodegeneracia
o PSPt R Mozny transport
GMB modifikuje BBB horménov/neuroaktivnych
priepustnost BBB R it BN latok do CNS
neurozapal CNS priam: PeniSma niie. copoved prostrednictvom nervus
2 regulovana GMB modifikuje
pomocou bakterialnych : i vagus
metabolitov imunitnG odpoved BBB a CNS
Uvolii i kil IL-1B, IL-10, GM-CSF, IL-17s,...
Periféria ol'fovanie cytokinov (IL-18, E -C S s,...)
® @ o
T-lymfocyt B-lymfocyt TR-lymfocyt Monocyt Dendritickd bunka
Imunitné bunky v plazme
GMB modifikuje imunitn odpoved
periférnych buniek pomocou
metabolitov
Nervus vagus
Hormony
- / ~ ’ - ’
= / -4, S -
- < -, . -, £ ~
Crevo -1, SCFAs Aminokyseliny ’
~— °o -
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- 000: ; o 6
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1 0 - 2 / - A= L
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Genetické a environmentalne faktory
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]
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Genetické faktory Enviromentalne faktory

Obrazok 2 Hypotéza zapojenia GMB do patoldgie AD (prevzaté a upravené podla [8])
Skratky: BBB — hematoencefalicka bariéra; GM-CSF — faktor stimulujuci tvorbu kolénii granulocytov a makrofagov;
IL — interleukin; p-tau — hyperfosforylovany tau protein; TR — regulaény T-lymfocyt
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Dve pociato¢né Studie v roku 2017 ukazali, Ze jedinci/pacienti s AD maju zmenené
zloZenie GMB v porovnani s jedincami bez AD. Cattaneo et al. [21] merali pomocou
kvantitativnej PCR plazmatické hladiny RNA kédujuce vybrané cytokiny a mnozstvo
konkrétnych GMB taxénov v stolici (Escherichia/Shigella, Pseudomonas aeruginosa,
Eubacterium rectale, Eubacterium hallii, Faecalibacterium prausnitzii, Bacteroides
fragilis). Tieto vysledky odhalili zvySenie mRNA kdédujucej prozapalové cytokiny IL-6,
CXCL2 [ligand chemokinu (motiv C-X-C) 2], a IL-1 a zniZenie koncentracie mRNA
kodujucej protizapalovy cytokin IL-10 u pacientov s AD v porovnani s jedincami bez
AD. Pozitivna korelacia bola pozorovand medzi prozapalovymi cytokinmi
a Escherichia/Shigella (ktora bola predtym asociovana ako prozapalovy taxon)
a negativna korelacia s Eubacterium rectale (ktora bola predtym asociovana ako
protizapalovy taxon). Okrem toho Vogt et al. [18] pozorovali pokles bakterialnej
diverzity GMB u pacientov s AD, ako aj pokles Firmicutes a Bifidobacterium a zvySenie
mnozstva Bacteroidetes v porovnani s kontrolnou skupinou rovnakého pohlavia.
Zhuang et al. [22] zistili pokles Bacteroidetes a zvySenie Actinobacteria u pacientov
s AD v porovnani s kontrolou. Liu et al. [23] zistili zniZenie Firmicutes a zvySenie poctu
proteobaktérii u pacientov s AD v porovnani s kontrolami. Celkovo vzaté, vysledky
z tychto Studii naznacuju, ze zloZzenie GMB je u pacientov s AD zmenené a Ze zmeny
GMB mbézu mat vplyv na progresiu AD. Tieto Studie su vSak korelativne a na
posudenie, ¢ zmeny v GMB priamo ovplyviiuju patogenézu AD budu potrebné
vysledky terapeutickych a klinickych skusok sprostredkovanych mikrobiémom ludskej
AD. Okrem toho sa zd4, Ze existuje maly konsenzus medzi konkrétnymi bakterialnymi
kmenmi, ktoré su v tychto Studiach u pacientov s AD zmenené. Okrem toho su pocty
pacientov a kontrol v publikovanych studiach pomerne malé (< 50 u€astnikov/skupina)
a existuje niekolko matucich faktorov, ktoré mézu ovplyvnit zlozenie GMB pacienta
vratane geografickej polohy, stravy a expozicie zZivotného prostredia. Bude tiez
dolezité, aby protokoly odberu stolice boli Standardizované a aby sa brala do uvahy
konzistencia stolice, pretoze aj td méze zmenit vysledky zloZzenia GMB [24].

Bakterialny amyloid

Rézne bakterialne kmerie ako Escherichia coli, Bacillus subtilis, Salmonella
typhimurium, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus su schopné
produkovat funkéné bakterialne amyloidné proteiny. Bakterialne amyloidy vykazuju
rozdielnu primarnu Strukturu oproti amyloidom v mozgu, av$ak ich terciarna Struktura
je podobna [25] Produkcia amyloidnych proteinov pomaha bakterialnym bunkam
udrzat vzajomny kontakt a umoznuje tvorbu biofilmu, ktory je rezistentny vodi
imunitnym a fyzikalnym faktorom, ktoré by mohli destruovat mikrobialnu populaciu [26]
Medzi bakterialne amyloidy patri ,curli“ produkovany Escherichia coli, FapC
produkovany Pseudomonas fluorescens, PSMs (moduliny rozpustné vo fenole)
produkovany Staphylococcus aureus a mikrocin E492 produkovany Klebsiella
pneumoniae [27]. Existuju predpoklady, ze bakterialne amyloidné proteiny prispievaju
k patologickému procesu AD dvoma spdsobmi. Prvy spdsob predstavuje ,cross-
-seeding“ agregaciu AB, kde bakterialne amyloidy pdsobia ako pridbnové proteiny
a indukuju agregaciu hostitelského amyloidu [28]. Druhym predpokladom je, ze
samotné mikrobialne amyloidy dokazu indukovat zapal v ramci CNS a zaroven
senzibilizuju imunitny systém, €o vedie k vyraznejSej zapalovej reakcii vo€i endogénnej
produkcii neuralneho amyloidu v mozgu [29, 30]. Toto tvrdenie bolo podporené pracou
Chen et al. [31], ktori zistili, ze zvieratd exponované baktériam produkujucim
amyloidné proteiny ,curli“, vykazovali vy$Siu mieru cerebralneho zapalu v porovnani
SO zvieratami exponovanymi baktériami, ktoré nemali schopnost’ produkovat uvedeny
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amyloidny protein. “Curli“ je najlepSie popisany extracelularny bakterialny amyloid
produkovany Escherichia coli K12. Jeho hlavna Strukturna zlozka, CsgA amyloidny
prekurzor, obsahuje s patogénom asociované molekularne vzory, rovnaké ako AB42,
ktoré su registrované ludskym vrodenym imunitnym systémom a aktivuju TLR2 spolu
s CD14 (cluster of differentiation 14) — marker LPS [1]. Popisuju sa dva spdsoby, akym
sa amyloid dostava do CNS. Prvy zacCina v enterocytoch, kde je amyloid integrovany
do chylomikrénov obsahujucich apolipoprotein E, prostrednictvom ktorych sa krvnym
obehom dostdva do mozgu. Druhy spdsob predstavuje retrogradny transport cez
nervus vagus do CNS. Tato tedria vyplyva z podobnych viastnosti AR proteinu
a pridénov. Zaroven bola tato retrogradna nervova draha opisana pre a-synuklein pri
Parkinsonovej chorobe [10]. Bakterialne amyloidy nasledne aktivuju NFkB (nuklearny
faktor kappa B), €o vedie k nadmernej regulacii prozapalovych microRNA-34a, ktoré
znizuju expresiu TREM2 (spustaci receptor exprimovany na myeloidnych bunkach 2)
— marker makrogagov, ¢o zniZuje schopnost mikroglie fagocytovat peptid AB42 [1].

Diéta

Prepojenie medzi potravou a rozvojom AD je v sucastnosti uz dobre zdokumentované.
Epidemiologické Studie naznacuju, Ze diéta s vysokym obsahom tukov a obezita su
spojené so zvySenym rizikom rozvoja AD a demencie [32, 33]. Okrem toho je vyskyt
AD vys8i v krajinach, ktoré zvy€ajne konzumuju potravu bohatu na tuk na rozdiel od
stravy s nizkym obsahom tukov. Niekolko Studii na AD mySich modeloch ukazalo, Ze
u mysi, ktoré konzumovali potravu s vysokym obsahom tukov, doSlo k urychleniu
rozvoja AD neuropatoldogie. V modeloch amyloidézy geneticky modifikovanych mysSi
[34, 35] bol po konzumacii stravy s vysokym obsahom tukov. pozorovany zvyseny
poCet AB plakov v mozgu zvierat. Okrem toho niekolko Studii ukazalo, Ze diéta
s vysokym obsahom tukov mdze viest k zvySeniu zapalovych faktorov nervového
tkaniva [34-36] a znizeniu vykonu v behavioralnych testoch suvisiacich s rozvojom AD
[35, 37]. UskutoCnili sa vSak aj niektoré Studie, ktoré nepozorovali vplyv stravy
s vysokym obsahom tukov na neuropatologiu suvisiacu s AD [38]. Rozdiely vo
vysledkoch v mySich modeloch mézu byt spésobené rozdielmi v modeli, pohlavi
a liegbe. Udaje z klinickych $tudii véak vo véeobecnosti naznaduju, Ze diéta s vysokym
obsahom tukov a obezita su rizikovymi faktormi pre AD. Naopak, existuju dokazy
naznacujuce, ze stredomorska diéta, ktora obsahuje rastlinné potraviny a ,zdravé“
tuky, mbze pbsobit neuroprotektivne [39]. Ballarini et al. [40]. nedavno pozorovali, Ze
dodrziavanie stredomorskej diéty viedlo k nizSim stratdam objemu Sedej hmoty,
zlepSeniu pamati, nizSej koncentracii AR plakov a t-pau proteinu. Okrem toho sa
ukazalo, ze ketogénna diéta, ktora zahffia vysoky prijem tukov a nizku spotrebu
sacharidov, ma taktiez potencialne vyuZitie pri vyskume AD [41]. Stadie na mysich
modeloch AD ukazali, ze ketogénna diéta méze zlepSit pamat, znizit mnozstvo
amyloidnych plakov ako aj znizit mieru neurodegeneracie a neurozapalu [42]. Okrem
toho sa ukazalo, Zze ketogénna diéta meni zlozenie GMB a zlepSuje funkcie
neurovaskulatury, ¢o by mohlo byt taktiez vyuzitelné pri terapii AD [43]. Nagpal et al.
[44] zistili, Ze modifikovana stredomorska ketogénna diéta vedie k zmenam
metabolickej produkcie GMB a koncentracii SCFA u pacientov s miernou kognitivnou
poruchou, €o korelovalo s analyzou pritomnosti amyloidu v cerebrospinalnej tekutine.
Celkovo sa zda, ze potrava méze ovplyvnit riziko a progresiu AD. Je potrebné vykonat
dlhodobé Studie, aby sa zistilo, ¢i diétne zasahy mo6zu modifikovat fenotyp AD
prostrednictvom GMB. Okrem toho je potrebné vykonat viac experimentov na
zvieracich modeloch, aby sa urcilo, ¢i su zmeny GMB a uprava potravy potrebné na
modifikaciu fenotypu AD. Pravdepodobne bude existovat' isté prepojenie medzi tymito
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dvoma zlozkami — diéta modifikuje kompoziciu a metabolity GMB, ktory reguluje
periférny zapal a neurozapal, ¢o méze nasledne ovplyvnit’ progresiu patologie AD [8].

Zaver (perspektiva)

GMB je hlavnym regulatorom zapalu v organizme, a preto je velmi dolezity pre rozvoj
a progresiu ochoreni zahffiajucich AD [1, 8, 25, 30,]. Pochopenie mechanizmov,
ktorymi m6ze GMB ovplyvnit progresiu AD, mbéze odhalit’ délezity terapeuticky ciel.
KedZe pociatocné studie ukazali hiboky u€inok zmeny GMB v patolégii suvisiacej s AD
[9, 10, 25] a Ze pacienti s AD maju zmenené zloZzenie GMB v porovnani so zdravymi
kontrolami [18], doSlo k expldzii zaujmu o toto mozZné prepojenie. Na zaklade
doterajSich Studii existuje hypotéza, Ze GMB reguluje periférny zapal ako aj zapal CNS
pravdepodobne prostrednictvom mikrobialnych metabolitov (obr. 2), ktoré maju vplyv
na patolégiu AD. Periférne imunitné zmeny pravdepodobne ovplyvhuju imunitné
reakcie v mikrogliach a inych bunkach parenchymu mozgu, ¢o mdzZe ovplyvnit
amyloiddézu a neurodegeneraciu. NavySe SCFA produkované baktériami GMB mdzu
modulovat amyloidézu [45]. Vzostup genomickych technoldgii a bioinformacnych
nastrojov pravdepodobne bude napomocny v usili najst Specifické cesty pre jednotlivé
typy buniek, ktoré su ovplyvnené GMB a vedu k rozvoju patoléogie AD. Okrem toho
bude zaujimavé pochopit, ako modifikatory GMB, ako je potrava, geograficka poloha,
pohlavie, starnutie, pohyb a spanok, mdézu ovplyvnit terapeutické zameranie GMB.
DéleZitou otazkou je, €i je mozné terapiu AD zaloZzenu na GMB zovSeobecnit alebo Ci
bude potrebné prispdsobit’ ju kazdému pacientovi. Hoci vyskum objasfujuci spojenie
medzi GMB a AD v pomerne kratkom ¢ase znacne pokrocil, pouzitie novych nastrojov
a pristupov $tudium posunie dopredu, aby sa nakoniec tato asociacia uplne pochopila
a nasla terapeutické vyuzitie [1, 8].

Praca bola podporena projektom VEGA 1/0192/22 a VEGA 1/0274/23.
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