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Predhovor

Veda a prax su dva navzajom suvisiace procesy, ktoré viac €i menegj
ovplyviuju zivot kazdého akademického pracovnika. S tymto
konStatovanim ide ruka v ruke aj kazdoro¢né publikovanie nasho zbornika
.Nové trendy a perspektivy v histologii“, tento rok ide o jeho desiate
vydanie.

VSetky doterajSie zborniky prinasali prace vyslovene teoretické a to
z kazdej oblasti mediciny, ale aj prace z kazdodennej rutinnej praxe.
V tomto trende by sme pokraCovali aj v buducnosti.

Zauzivané zvyklosti pri publikovani predchadzajucich edicii zbornika
tradiCne dodrziavame aj tento rok.

Martin, Jun 2024
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Profilovanie IncRNA molekul u glimovych pacientov a ich
korelacia s izocitratdehydrogenazou
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Abstract

Gliomas are among the most common forms of brain malignancies in adults, and
glioblastoma multiforme (GBM) is the most aggressive. Long non-coding RNAs
(IncRNAs), which additionally contribute to gliomagenesis at multiple levels, represent
a novel approach in unraveling resistance mechanisms. A total of 84 IncRNA
(associated with cancer, disease, cell differentiation, inflammatory response, or
autoimmunity) genes were analyzed using the RT? IncRNA PCR array Human
IncFinder. We observed amplification in 69% of the products, of which 21 had higher
expression levels in glioma patients (n = 12) compared to meningioma (n = 10).
Significant up-regulation was observed for the genes: H19, HOTAIR, HOTAIRML1, JPX,
MALAT1, MIAT, SPRY4-IT4, TERC and XIST. To investigate the potential use of
IncRNAs as biomarkers, we examined IncRNA dysregulation dependent on the IDH
status detected by immunohistochemistry. We found that several IncRNAs, namely,
H19, MALAT1, TUG1, and XIST may function as glioma risk factors.

Taken together, the four-IncRNA risk signature was identified as a novel prognostic
marker for IDH mutant glioma patients and may potentially lead to improvements in the
lives of glioma patients.

Keywords: gliomas, INCRNA, isocitrate dehydrogenase

Uvod
Mozgové malignity, ktoré vznikaju z glialnych buniek, su oznaované ako gliomy,
najCastejSie sa vyskytujuce nadory centralnej nervovej sustavy [1, 2]. Za agresivnu
formu primarnych nadorov mozgu sa povazuje multiformny glioblastom (GBM), pre
ktory je typicka nepriazniva progndza, rapidna progresia i zla odpoved na lieCbu [3].
Median dizky prezivania pacientov s GBM po diagnéze je 16 — 18 mesiacov, pricom
len 5,8 % pacientov sa doziva 5 rokov [4].
Standardna liegba sa v klinickej praxi zaklada na chirurgickej resekcii najvaése;
bezpelnej oblasti nadoru, po ktorej nasleduje kombinovana radioterapia
a chemoterapia [4, 5]. Tento pristup je limitovany nielen hematoencefalickou bariérou,
ktora je prekazkou pre chemoterapeutika, ale aj radio- a chemorezistenciou [4, 6].
Glibmy su povazované za geneticklu chorobu, na ktorej sa podielaju gény dvoch
hlavnych kategorii — onkogény a supresoroveé gény [7]. Z celého ludského gendmu len
2% tvoria protein kédujuce oblasti. Nekddujuce RNA (ncRNA) su rozdelené na zaklade
dizky nukleotidového retazca, pricom ncRNA s dizkou viac ako 200 nukleotidov sa
nazyvaju dlhé ncRNA (long non-coding RNA, IncRNA) a plnia kli¢ové regulacné ulohy
zohravaju pleiotropnu rolu v regulacii chemorezistencie nadorov [8].
Dalsim z faktorov pri diagnostikovani a definovani dizky prezivania pacientov s GBM
je urCenie hladiny izocitratdehydrogenazy (IDH) pomocou imunohistochemickej
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analyzy, resp. detegovania mutacii v géne kodujucom samotny enzym. IDH je
esencialny enzym zapojeny do hlavnych metabolickych procesov, ako je cyklus TCA,
metabolizmus glutaminu, adipogenéza a redoxna regulacia. Existuje v troch
izoformach, pricom IDH1 a IDH2 sa pouzivaju ako biomarkery gliému [9].

My sme sa preto v nasej praci rozhodli o korelaciu imunohistochemicky detegovanej
IDH1 s expresiou vybranych IncRNA génov.

Material a metody

Na izolaciu celkovej RNA sme pouzili 15 — 30 mg zmrazeného tkaniva od pacientov
s nadormi mozgu (4 gliomy s nizkym stupfiom malignity, 8 gliomov s vysokym stupfiom
malignity a 10 meningiomov), ziskanych z Neurochirurgickej kliniky Rooseveltovej
nemocnice v Banskej Bystrici. Pomocou kitu AllPrep® DNA/RNA (Qiagen, USA) sme
2 ug ziskanej RNA reverznou-transkripciou prepisali do cDNA, ktoru sme nasledne
v SybrGreen mastermixe o objeme 100 ul vloZili do komer&ne pripravenej 96-jamkovej
platne s prislusnymi oligonukleotidmi.

Na samotné stanovenie vybranych IncRNA molekul sme pouzili ,RT? IncRNA PCR
Array Human IncFinder® formu s detekciou pomocou real-time PCR cykléra ViiA7
(Applied Biosystems, USA). Ziskané udaje sme korelovali so stavom
izocitratdehydrogenazy 1 (dalej oznaCovanej ako IDH) kvantifikovanej do troch
stupnov (0 — ziadna pritomnost, 1 — mierny az stredny vyskyt pozitivity a 2 — vysoka
pozitivita) pomocou imunohistochemickej analyzy firmou Cytopathos, s.r.o
(Bratislava).

Vysledky

V studii sme sa pomocou RT-PCR metdody zamerali na stanovenie 84 IncRNA
komerénou array-ou, pricom sme amplifikaciu zaznamenali v 58 z nich (tab. 1).
Namerané Ct hodnoty sme analyzovali na zaklade 2-22Ct metody v online nastroji od
firmy QIAGEN. Udaje sme normalizovali k hodnotam priemeru troch endogénnych
kontrol: ACTB (B-aktin), B2M (B-2-mikroglobulin) a RPLPO (kysly protein PO velkej
ribozomalnej podjednotky). Nasledne sme vypoditali nasobné zmeny v regulacii
expresie GBM vzoriek oproti MNG skupine (tab. 1). Hodnoty nasobnej zmeny expresie
vacSie ako 2 naznacuju zvySenu expresiu (nadregulaciu); hodnoty mensie ako -2
vyjadruji znizenu expresiu (podreguldciu). Statistickd vyznamnost je vyjadrena
pomocou Studentovho t-testu p-hodnotou.

Pri hodnoteni dat sme zaznamenali deregulaciu v skupine GBM oproti MNG pri 21
IncRNA, pricom sme sledovali 16 IncRNA so zvySenou expresiou a 4 so znizenou
expresiou (tab. 1). Pri nadregulovanych IncRNA sme v pripade 11 z nich pozorovali
signifikantny rozdiel.

Pri génoch so znizenou expresiou to bolo v 2 pripadoch (tab. 1). Konkrétne pre gény
NRON (-3,32; p= 0,035) a PTSC3 (-2,95; p= 0,032). Z nadregulovanych génov u GBM
nas zaujali tie, ktorych zmeny predstavovali viac ako Stvornasobky a teda konkrétne
H19 (4,60), HOTAIRM1 (4,43), MIAT (4,55) a XIST (4,90). Ku génom s hodnotou
regulacie nad dva patrili tieto IncRNA: BDNF-AS, DISC2, HOTAIR, HULC, JPX,
LINC00568, LINC00570, MEG9 a TINCR.
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Tabulka 1 Zoznam stanovenych génov IncRNA a ich zmeny v regulaciach medzi skupinami. MNG —
meningidom, GBM - glioblastom. Vyznamné podreguldcie su vyznagené hrubou zelenou farbou,
nadregulacie ¢ervenou

Poradie Symbol génu Nasobna zmena t-test Poradie Symbol génu Nasobna zmena t-test
génu regulacie (p) génu regulacie (p)
GBM / MNG GBM / MNG

1 AIRN -2.08 0.145 30 LINC00568 2.75 0.044
2 ATXN8OS 1.04 0.472 31 LINC00570 2.50 0.077
3 BANCR -1.81 0.156 32 LINC00599 1.50 0.236
4 BCYRN1 1.28 0.326 33 LINC-ROR amplifikacia iba v MNG
5 BDNF-AS 2.44 0.052 34 LUCAT1 1.06 0.457
6 BOK-AS1 -1.50 0.196 35 MALAT1 3.16 0.005
7 CDKN2B-AS1 -1.21 0.345 36 MEG3 151 0.283
8 DANCR 1.42 0.221 37 MEG9 2.43 0.081
9 DISC2 2.02 0.109 38 MIAT 4.55 0.007
10 DLX6-AS1 1.06 0.456 39 NEAT1 -1.49 0.312
11 EGOT -1.29 0.322 40 NRON -3.32 0.035
12 EMX20S -1.23 0.373 41 OIP5-AS1 1.07 0.458
13 FAS-AS1 -1.80 0.133 42 PCAT1 -2.19 0.068
14 FTX -1.35 0.233 43 PRINS -1.46 0.216
15 GACAT1 1.06 0.463 44 PTCSC1 -1.14 0.396
16 GAS5 -1.18 0.382 45 PTCSC3 -2.95 0.032
17 GNAS-AS1 -1.51 0.189 46 PTEMP1-AS 1.16 0.418
18 H19 4.60 0.009 47 RBM5-AS1 1.13 0.418
19 HAR1A -1.26 0.312 48 SNHG16 -1.18 0.397
20 HAR1B -1.17 0.391 49 SOX2-0T -1.11 0.437
21 HEIH 1.82 0.065 50 SPRY4-IT1 3.96 0.028
22 HOTAIR 2.95 0.016 51 ST7-AS2 1.15 0.403
23 HOTAIRM1 4.43 0.003 52 TERC 3.59 0.021
24 HOXA11-AS 1.61 0.143 53 TINCR 2.15 0.092
25 HULC 2.78 0.038 54 TMEM161B-AS1 1.42 0.284
26 IGF2-AS amplifikacia iba v GBM 55 TUG1 -1,70 0.176
27 IPW 1.17 0.391 56 TUSC7 -1.73 0.163
28 JPX 2.76 0.036 57 XIST 4.90 0.022
29 KCNQ10T1 1.22 0.352 58 ZFAS1 1.29 0.348

V druhej Casti experimentov sme sa rozhodli u glidmovych pacientov korelovat’ status
IDH oproti udajom o hladinach expresie INcCRNA. Pozitivny vztah sme zaznamenali pre
gény H19, MALAT1, TUG1 a XIST (obr. 1). Statistické testovanie sme realizovali
pomocou softvéru OriginPro 8.5, metddou linearnej regresie s dvojfaktorovou ANOVA
post hoc analyzou.
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Obrazok 1 Korelacia expresie INcRNA so stavom izocitratdehydrogenazy 1 (IDH). Hodnoty expresie
IncRNA su vyjadrené ako 1/Ctcon-Ctke) na osi ,y“. Stuperfi hladin IDH vyjadreny ako intenzita pozitivity
na osi ,x“. GOI — ,gene of interest; HKG — housekeeping genes; r — Pearsonov korelaény koeficient;
P — pravdepodobnost ziskania pozorovanej Statistiky
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Diskusia
Dlhé nekddujuce RNA zohravaju klucovu rolu v réznych aspektoch patofyzioldgie
nadorov mozgu. Ako atraktivne objekty zaujmu sa pre nové Studie javia najma vdaka
svojej tkanivovo-Specifickej expresii [10]. Zmenena expresia INCRNA mbze obmedzit
zakladné procesy v bunke a umoznit nastup tumorigenézy ako aj samotnej rezistencie
na chemoterapiu [11].
Jednym zo znamych epigenetickych regulatorov génov je IncRNA homeobox transcript
antisense intergenic RNA (HOTAIR). Vyslednou funkciou je narast komplexnej
trimetylacie chromatinu a potlacenie expresie HOXD génu [7]. Nakolko je IncRNA
HOTAIR nadexprimovana v GBM, je vyuzZivana ako diagnosticky a prognosticky
marker. Studie uskutoénené na predklinickych in vivo modeloch poukéazali na to, Ze
cielené blokovanie tejto INcCRNA viedlo k spomaleniu rastu nadoru [10]. V naSich
glioblastomovych vzorkach sme gén pre spominanu IncRNA detegovali
takmer trojnasobne vysSi ako v pripade meningiomov.
Podobne ako HOTAIR, X-inactive specific transcript (XIST) IncRNA sa podiela na
regulacii chromatinu modifikovanim DNA a RNA [7]. XIST podporuje tumorigenézu
a angiogenézu gliomov tak, Ze cielene inhibuje miR-133a — ta pésobi na transkripény
faktor SOX4, ktory je spajany s mnohymi fyziologickymi procesmi, ako aj samotnym
vyvinom nervového systému [12].
H19 IncRNA ma konzervovanu sekundarnu Strukturu RNA a je prekurzorom miR-675,
prostrednictvom ktorej ovplyvriuje invazivnost buniek. Je znama pozitivha korelacia
stupna malignity s expresiou H19 a jej miR-675 derivatu [13]. Okrem ulohy pri invazii,
je H19 schopna viazat sa na miR-138, ktora za normalnych podmienok inhibuje
hypoxia-inducible transcription factor 1 (HIF1) a vascular endothelial growth factor
(VEGF), ktoré su potrebné pre adaptaciu na rézny stupen okysliCenia buniek
v tumorigenéze [10]. Jej nadregulaciu v glioblastomoch sme potvrdili 4,6 nasobne
zmenenu.
Expresia IncCRNA metastasis-associated lung adenocarcinoma transcript 1
(MALAT1) je v GBM zvySena a je spajana s invazivnostou aj v meningiomoch [14],
[15]. V GBM podporuje MALAT1 expresiu SRY- box transcription factor 2 (SOX2) tym,
Ze potlaca miR-129 a ovplyviuje tak viabilitu, proliferaciu a tumorigenézu gliomovych
kmenovych buniek [14]. Hladina expresie MALAT1 negativne koreluje s expresiou
miR-145, ktora vo vacsine nadorovych ochoreni, vratane primarnych neoplaziem
mozgu, funguje ako nadorovy supresor [15].
Pri mozgovych nadoroch je zname, Ze stav mutacie IDH suvisi s pacientovou
progndzou a s molekularnym podkladom gliomu. Skupina Chen a kol. na zaklade
transkriptomickych udajov analyzovali vo vzorkach od 775 pacientov s mutantnym IDH
gliomom, Ze 21 IncRNA (62,6 % z 33 IncRNA) bolo nadregulovanych a 12 IncRNA bolo
podregulovanych. To naznacuje, Ze zvySené IncRNA zohravaju délezitejSiu ulohu
v mutantoch IDH. Nakoniec vybrali Styri IncRNA (JAG1, PVT1, H19 a HAR1A)
s nezavislou prognostickou hodnotou, priCom gény JAG1l, PVT1l a H19 spajali
s rizikom vzniku GBM, zatial ¢o HAR1A povazovali za ochranny gén [16].
My sme dokazali korelaciu v pripade Styroch IncRNA (H19, MALAT1, TUG1 a XIST)
s narastom pozitivity IDH u pacientov s glioblastomom. Pribudaju dékazy, ze najma
H19, MALAT1 aTUG1 su nadmerne exprimované v primarnych gliomoch atym
padom su uzko spajané s pritomnostou IDH mutacii [14, 17, 18].
Okrem ulohy pri tumorigenéze zohravaju IncRNA molekuly kfu¢ovu rolu aj v ochrane
pred vznikom nadoru. Jednou z protektivnych IncRNA je non-coding repressor of the
nuclear factor of activated T cells (NRON). NRON sa podiela na imunitnej odpovedi
asociovanej s rakovinou, ktora zahfia aktivaciu T buniek, prezentaciu antigénu
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rakovinovych buniek a CD8 T bunkovu infiltraciu [19]. Délezitost NRON bola
pozorovana v pripade rakoviny prsnika, kde nastal signifikantny pokles v proliferacii
a invazivnosti buniek s nadregulovanou NRON IncRNA [20]. Nami pozorovana 3,2
nasobna podregulacia potvrdzuje, Ze sa jedna o tumor supresorovu IncCRNA.
Papillaty thyroid carcinoma susceptibility candidate 3 (PTCSC3) IncRNA je
povazovana za tumor-supresorovu ncRNA. Reguluje procesy apoptozy, bunkovej
proliferacie, migracie, invazivnosti a angiogenézy. Tumor supresorova funkcia
PTCSC3 IncRNA spociva v potla¢ani aktivacie Wnt/B-kateninovej signalnej drahy.
Cielovym génom tejto INncRNA je LRPG, ktory sa nachadza v smere transkripcie pred
génmi B-kateninu, cyklinu D1 a C-myc, ktorych expresia je pri nadexprimovanom
PTCSC3 znizena. V pripade glidmov je podobne, ako v pripade inych nadorov,
pozorovana znizena hladina PTCSC3 IncRNA [21]. Tato skutoCnost korelovala
s naSimi pozorovaniami, nakofko sme potvrdili signifikantnu, 2,95 nasobne znizenu
expresiu.

Zatial ¢o sucasné Studie poskytuju predbezné indicie o dopadoch dysregulacie
IncRNA a mutacii IDH v glidmoch, pre dokonalejSie pochopenie zakladného
molekularneho mechanizmu gliomagenézy budu potrebné buduce rozsiahle
integrované analyzy.

Zaver

Dysregulacia IncRNA prispieva k rozvoju glidmov, ako aj indukcii chemo-
a radiorezistencie v kooperacii s mutovanou IDH, ¢o mdze byt akceptovany pristup na
klasifikaciu a personalizaciu gliomov. Okrem cielenej terapie maju IncRNA potencial
revoluéne zmenit' pristupy k tekutej biopsii na detekciu a monitorovanie gliomov. Na
potvrdenie exaktnej ulohy vybranych, resp. novych IncRNA su vSak nevyhnutné
doplhujuce experimenty. Je preto nevyhnutné uznat, Ze cesta k vyuZitiu plného
potencialu IncRNA v terapii gliomov je eSte len v poCiatocnom Stadiu.

Tato praca bola podporovana ,,Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja“ na zaklade
Zmluvy ¢. APVV-18-0088 a UK grantom UK/3045/2024.
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Korelacia vyskytu superoxiddismutazy 2 v nadorovych bunkach
malignych nadorov pankreasu s velkost’ou primarneho tumoru
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Abstract

Our study aimed to investigate the correlation between the occurrence of superoxide
dismutase 2 in pancreatic ductal adenocarcinoma tumor cells and the size of the
primary tumor. Superoxide dismutase 2 presence in tumor cells was determined using
an indirect immunohistochemical method. Subsequently, the results of this analysis
were correlated with tumor size classifications (T1, T2, T3). In the T1 tumor group, all
samples tested positive; in the T2 group, 10 out of 12 samples were positive; and in
the T3 group, 37 out of 39 samples were positive. Fisher's exact test was employed to
evaluate statistical relationships between superoxide dismutase 2 occurrence and
tumor size. However, no statistically significant correlation was found between the
presence of superoxide dismutase 2 in tumor cells and primary tumor size within our
sample group.

Keywords: antioxidants, immunohistochemistry, pancreas, superoxide dismutase

Uvod

Maligne nadory pankreasu patria medzi onkologické ochorenia s najhorSou
progndzou. NajCastejSim malignym nadorom pankreasu je duktalny adenokarcinbm
(PDAC), ktory ma povod v epitelovych bunkach pankreatickych vyvodov. V procese
nadorovej premeny epitelovych buniek vyvodov pankreasu maju zasadny vyznam
alteracie réznych kritickych génov. Okrem pocetnych mutagénov exogénneho pévodu
sa na indukcii genetickych mutacii mézu podielat aj reaktivne formy kyslika. Za
normalnych podmienok je vbunkach udrziavana réznymi antioxidacnymi
mechanizmami intracelularna redoxna rovnovaha. Avsak v désledku celého spektra
patologickych stavov sa hladina reaktivnych foriem kyslika v bunkach zvySuje, ¢im sa
vyCerpava kapacita antioxidantov, ¢€o nasledne vedie k naruSeniu bunkovej
homeostazy [1 — 3].

Pred Skodlivym vplyvom volnych radikalov chrania organizmus antioxidacné enzymy.
Okrem toho, Ze maju protektivnu funkciu, reguluju aj rozlicné bunkové signalne drahy
[4]. Zasadnu ulohu v enzymovom antioxidaChom systéme zohrava
superoxiddismutaza (SOD), ktora katalyzuje premenu superoxidu (*O2") na peroxid
vodika (H202). U ludi existuju tri rozlicné izoformy SOD, ktoré maju v katalytickom
centre rozdielne kovové i6ny. SOD2 (Mn-SOD) sa vyskytuje ako homotetramér, ma
ako kofaktor mangan, dosahuje molekulovid hmotnost 96 kDa a nachadza sa
v mitochondrialnom matrix. Mangan v aktivnom centre SOD2 umoznuje degradaciu
superoxidu na kyslik a peroxid vodika podobnym spdésobom ako med v SOD1
a SOD3. SOD2 je syntetizovana v cytoplazme odkial je transportovana do
mitochondrii, kde je zapojena do dismutacie superoxidu, ktory vznika ako vedlajsi
produkt v ramci dychacieho retazca [1].
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Material a metody

Pritomnost SOD2 v nadorovych bunkach PDAC bola zistovana v 60 vzorkach tumoru.
Material bol pre ucely tejto Studie zapozi€any vo forme parafinovych blo¢kov po
schvaleni Etickou komisiou Univerzitnej nemocnice L. Pasteura (UNLP) v KoSiciach
z Oddelenia patolégie UNLP. Tumory zaradené do Studie boli podla velkosti rozdelené
do 3 skupin — v skupine T1 boli tumory s priemerom do 2 cm, skupinu T2 tvorili tumory
S priemerom 2 az 4 cm a v skupine T3 boli zaradené tumory s priemerom nad 4 cm.
Vyskyt enzymu v nadorovych bunkach bol stanoveny imunohistochemickou metédou,
vysledky boli nasledne korelované s velkostou primarneho nadoru. V ramci
imunohistochemickej analyzy bola pouzita primarna kraliCia polyklonalna protilatka
anti-SOD2 v riedeni 1:200. Inkubacia primarnej protilatky prebiehala 60 minut pri
laboratornej teplote. K spracovavanym vzorkam bol pridany Biotynilovany Link,
Streptavidin-HRP a na vizualizaciu enzymu diaminobenzidin. Po kazdom uvedenom
kroku nasledoval oplach v oplachovacom roztoku. Na zaver boli vzorky tkaniv
dofarbené hematoxylinom. Pri vykonavani negativnej kontroly bol zopakovany cely
postup bez pridania primarnej protilatky. VSetky vzorky boli vyhodnotené nezavisle
dvoma pozorovatefmi na svetelnom mikroskope. Pritomnost sledovaného enzymu
v nadorovych bunkach PDAC bola hodnotena kvalitativne aj kvantitativne. Kvalitativne
boli vzorky PDAC vyhodnotené posudenim intenzity zafarbenia. Na kvantitativhe
hodnotenie bola pouzita semikvantitativna metdéda, pricom bolo posudzované
percento pozitivnych nadorovych buniek v kazdom tkanivovom reze pri zaokruhleni na
celé percenta metédou podla Pastornicka a kol., 2021. Bola pouzita Skala uvedena
v Tabulke 1. Pre potreby Statistického spracovania boli povaZzované za pozitivhe
vzorky tumorov tie, ktoré sme oznacili znamienkom 2+ a 3+, ostatné vzorky boli
povazované za negativne. Na Statisticku analyzu bol pouzity Fisherov exaktny test. Za
Statisticky vyznamnu bola povazovana hodnota p mensia ako 0,05.

Tabulka 1 Skala hodnotenia SOD2 imunoreaktivnych vzoriek

Pozitivhe bunky Oznacenie

v tkanivovom reze vzoriek

0 % -

1-10 % 1+

11-90 % 2+

91-100 % 3+
Vysledky

V nasej Studii bol sledovany vyskyt SOD2 v nadorovych bunkach PDAC. V skupine T1
tumorov (n=9) boli vSetky vzorky pozitivne (100%), v skupine T2 tumorov (n=12) bolo
SOD2 pozitivnych 10 vzoriek (83%) a v skupine T3 tumorov (n=39) bolo pozitivhych
37 vzoriek (95%). Fisherovym exaktnym testom bolo potvrdené, Ze rozdiel v distribucii
SOD2 v rézne velkych duktalnych adenokarcinomoch pankreasu nie je Statisticky
vyznamny, CiZe Statisticky vyznamna korelacia medzi velkostou PDAC a pritomnostou
SOD2 v nadorovych bunkach nebola dokazana (p=0,256, tab. 2).

Tabulka 2 Distribucia SOD2 vzhladom na rozliénu velkost’ primarneho nadoru

Protein T1 T2 T3 x2test
SOD2+ 9 10 37 p=0,256
sob2- 0 2 2
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Diskusia

V ramci diagnostiky rakoviny pankreasu je hlavnou ulohou nador v pankrease
identifikovat, charakterizovat jeho povahu a priniest informacie potrebné k jeho liecbe.
UrCenie Stadia nadorového ochorenia, ale najma urCenie statusu resekability
onkologického ochorenia, ma pre pacienta zasadny vyznam [6]. V systéme TNM sa
hodnoti velkost primarneho tumoru, Sirenie nadoru do okolia, postihnutie lymfatickych
uzlin a pritomnost vzdialenych metastaz [7]. S narastajucou velkostou tumoru sa
nadorové ochorenie stava viac rozvinuté a pravdepodobnost nadorovej infiltracie
okolitych Struktur sa zvySuje. V pripade existencie Statisticky vyznamnej korelacie
medzi velkostou tumoru a vyskytom SOD2 v nadorovych bunkach by tento enzym
mohol poskytovat informaciu o pokrocilosti nadorového ochorenia.

Zaver
Ciefom prace bolo zistit, i existuje Statisticky vyznamna suvislost medzi vyskytom
SOD2 v nadorovych bunkach PDAC a velkostou primarneho tumoru. Statisticky
vyznamnu korelaciu medzi vyskytom SOD2 v nadorovych bunkach PDAC a velkostou
tumoru sme v naSom subore nepotvrdili.

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

In routine clinical practice, investigations such as evaluation of clinical status, dynamics
of PSA changes, and imaging techniques are utilized to determine the prognosis and
response to treatment in patients with metastatic castration-resistant prostate cancer
(mCRPC). However, these diagnostic methods are limited in assessing early disease
progression. Currently, prostate cancer is the most commonly diagnosed malignant
disease in the Slovak male population. One of the several risk factors in the
development and progression of prostate cancer is genetics. Specifically, germline
mutations with pathogenic characteristics or association with a more aggressive
disease phenotype, higher Gleason score, elevated PSA levels, inadequate response
to treatment, and poor prognosis for the patient. The aim of this study was to uncover
the correlation between the occurrence of identified genetic variations in selected DNA
repair genes and PSA levels in selected group of mMCRPC patients.

Keywords: prostate cancer, PSA, germline mutations, biomarker

Uvod
V sucasnosti, je karcinom prostaty (KP) najCastejSie diagnostikovanym malignym
ochorenim slovenskych muzov. Vyskyt tohto ochorenia kazdoro¢ne stupa o vysSe 3,5
tisica novych pripadov [1]. Je znamych viacero faktorov, ktoré ovplyvauju vznik KP
(napr. vek, rasa, zivotny Styl, exogénne a endogénne cinitele). KP je ochorenie, ktoré
je zvacsa diagnostikované muzom vo veku 65+. AvSak, pri genetickej predispozicii na
toto ochorenie, sa priblizne u 6-10% muzov méze KP objavit' aj vo veku nizSom ako 50
rokov [2,3]. Zarodocné mutacie v DNA reparacnych génoch (DRG) su potencialnymi
rizikovymi faktormi asociovanymi s hereditarnym typom KP, pre ktory je
charakteristicky v€asny nastup ochorenia, agresivnejSi fenotyp, nedostato¢na
terapeuticka odpoved, vySSie Gleasonovo skore, vy$Sie hodnoty sérového PSA
anajma progresia do $tadia kastradnej rezistencie [4]. Dal$imi potencialnymi
biomarkermi KP s cieflom spravneho urCenia prognézy KP a terapeutickej odpovede
pacientov, su cirkulujuce nadorové bunky (CTC) a zostrihovy variant androgénového
receptora AR-V7. Pritomnost tejto skratenej formy androgénového receptora
negativne ovplyvnuje mechanizmus rezistencie na abiraterén a enzalutamid, ¢im tiez
podporuje progresiu ochorenia do Stadia kastracnej rezistencie [5,6]. V naSej studii
sme primarne skumali geneticky profil 41 pacientov s metastatickym kastracne
rezistentnym karcindbmom prostaty (MmKRKP) lieCenych abiraterébnom alebo
enzalutamidom. Cielom bolo identifikovat zarodo¢né mutacie v DRG (ATM, ATR,
BRCA1/2, ERCC2/4/5/6, MLH1, MSH2/6, MUTYH, NTHL1, PALB2, RAD50, RAD51,
RAD51C/D, RECQL, TP53) s potencialnym patogénnym charakterom [7]. Tito pacienti
boli tiez vySetreni na pritomnost CTC a variantu AR-V7. Pacientom boli v pravidelnych

N T

ondiate ux 16
Y KLINICKO-MORFOLOGICKE STUDIE



Casovych intervaloch vySetrované hodnoty sérového PSA. Cielom tejto analyzy bolo
zistit' asociaciu pritomnosti genetickych zmien v DRG v 3 skupinach pacientov
s vySSimi hladinami sérového PSA.

Material a metody

NasSu skupinu tvorilo 41 pacientov s potvrdenym mKRKP, lieCenych abiraterénom
alebo enzalutamidom vo veku 55-84 rokov (median 71,5 rokov). Tychto pacientov sme
spolu so zoznamom identifikovanych polymorfizmov z 20 DRG, rozdelili do 3 skupin
podla pritomnosti sledovanych parametrov: CTC-, CTC+/AR-V7- a CTC+/AR-V7+.
Analyzu dat sme uskutoCnili pomocou programu R (verzia 4.0.5). Predikciu hodnét
sérového PSA v zavislosti od vyskytu skumanych variantov sme uskutocnili pomocou
algoritmu RandomForest. Relevantné varianty sme vybrali pomocou trojstupfiového
algoritmu VSURF. Specificitu vybraného algoritmu sme overili pomocou koeficientu
determinacie R2 zaloZzenym na odhade out-of-bag. Nulovu hypotézu sme testovali
t-testom a Welchovou korekciou.

Vysledky

S ciefom urcit’ asociaciu pritomnosti Studovanych polymorfizmov v skupinach CTC-/
CTC+ pacientov s vy$Simi hladinami sérového PSA, sme uskuto¢nili Statisticku
analyzu. Statisticky vyznamnu korelaciu sme pozorovali pri vyskyte polymorfizmov
rs1799977 (MLH1) ars2303428 (MSH2). U pacientov, u ktorych boli pritomné tieto dva
polymorfizmy, sme pozorovali vysSie hodnoty sérového PSA (obr.1, p<0,001).
Polymorfizmus rs1799977 (p.lle219Val) je lokalizovany v N-terminalnej doméne
ATPazy. Zaznamenali sme ho u 10 CTC-, 9 CTC+/AR-V7- a 2 CTC+/AR-V7+
pacientov. Variant rs2303428 je lokalizovany v zostrihovom regione MSH2.
Zaznamenali sme hou 4 CTC-, 3 CTC+/AR-V7- a 1 CTC+AR-V7+ pacienta.

- 304
; ; :
rs1799977 rs2303428

Obrazok 1 Grafické znazornenie vplyvu pritomnosti polymorfizmov na hladiny PSA u MKRKP pacientov

Diskusia
Polymorfizmus rs1799977 (p.lle219Val) je lokalizovany v takej oblasti proteinu MLH1,
ktora koduje vysoko konzervovanu domeénu N-terminalnej ATP-azy. Zamenou Valinu
za lzoleucin nedochadza k signifikantnym funkénym proteinovym zmenam. AvSak,
pritomnost tohto polymorfizmu bola zaznamenana vo viacerych Studiach
asociovanych napr. sLynchovym syndrédmom, hereditarnym Kkolorektalnym
karcinomom, karcinomom pluc a mnohymi dalSimi zavaznymi ochoreniami, medzi
ktoré patri aj nami Studovany KP [8, 9]. Pri Studii vplyvu polymorfizmov v DRG, na
radioterapiu u pacientov s malignitami Stitnej zlazy, sa preukazalo, Ze pritomnost
rs1799977 je pravdepodobne asociovana so zvySenou radiosenzitivitou — vySSou
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ucinnostou a toxicitou radioterapie, a to samotnej alebo v kombinacii s chemoterapiou
[10, 11].

Druhym polymorfizmom, v asociacii s vySSimi hladinami sérového PSA u pacientov
s mKRKP, ktory je lokalizovany v tesnej blizkosti kddujucej oblasti, a to v zostrihovom
regione proteinu MSH2, je rs2303428 (c.2006-6T>C). Tato geneticka zmena
predstavuje potencialneho naruSitefa stability a funkcie tohto proteinu. Vplyv tohto
polymorfizmu na vznik, priebeh a prezivanie pacientov s KP eSte nebol dostato¢ne
objasneny [12]. AvSak, Studie zamerané na rézne druhy karcinémov (napr. kolorekta,
pluc, prsnikov, Non-Hodgkinov lymfom, Lynchov syndrom), poukazuju na vyznam
komplexnych interakcii gén-gén a gén-prostredie, od ktorych sa potom odvija
patogénny alebo protektivny charakter polymorfizmu rs2303428 [13, 14, 15].

Zaver
Identifikacia a implementacia novych Specifickych biomarkerov do klinickej praxe ma
dolezité postavenie v otazkach vC€asnej diagnostiky KP, pri vybere vhodnej
terapeutickej lieCby a jej monitorovani. V nasSej Studii sme pozorovali Statistiky
vyznamnu asociaciu medzi pritomnostou polymorfizmov rs1799977 a rs2303428
a vy$Simi hladinami sérového PSA.

Tato praca bola podporena projektom APVV-15-0181.
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Abstract

Cervical cancer is one of the major public health problems affecting middle-aged
women. Nowadays, emerging studies have demonstrated the structural and functional
role of protein arginine methyltransferase 5 (PRMT5) catalyzing epigenetic
mechanisms in several cancer diseases, including cervical cancer. PRMT5 catalyzes
the symmetric arginine dimethylation of both histone and non-histone proteins. It is
defined as an oncoprotein that plays an important role in the regulation of tumor cell
proliferation, cell cycle etc. It is also a part of the transcriptional-repressive complexes
and affects the epithelial-mesenchymal transition. In our study we used archival
paraffin-embedded blocks from adult women, which were immunohistochemically
processed. We focused on semi-quantitative evaluation of PRMT5 expression, the
immunoreaction intensity and subcellular localization of PRMT5 expression in LSIL
and HSIL samples, which we statistically analyzed. Our results showed a significant
correlation between the PRMT5 expression and the expression of routinely used
diagnostic markers p16'"™2 and Ki67. Based on our result we suppose that PRMT5
could serve a prognostic biomarker during the histopathological assessment of cervical
lesions.

Keywords: immunohistochemistry, PRMT5, squamous intraepithelial lesions

Uvod

Karcinom kr€ka maternice je Stvrté najCastejSie diagnostikované nadorové ochorenie
a Stvrta najCastejSia pricina umrti u zZien. V roku 2020 bolo zaznamenanych priblizne
604 000 novych pripadov a 342 000 umrti celosvetovo [1]. Metylacia argininu, ako
bezna posttranslacna modifikacia, je jednou z najviac prevladajucich epigenetickych
dysregulacii hrajucich ddlezitu ulohu pri vyskyte a progresii nadorovych ochoreni [2].
PRMTS predstavuje protein arginin metyltransferazu znamu svojou schopnostou
katalyzovat metylaciu na Specifickych argininovych zvySkoch mnohych proteinov, ako
napriklad histonov H2A, H3 a H4, transkripCnych faktorov a i. Zaroven sa podiela na
priebehu bunkovych procesov, vratane transkripcie, proliferacie, apoptdzy
a metastazovania [3]. Ako sucast komplexu MEPS0:PRMTS je vazba PRMT5
k Specifickym substratom zosilnena. Substratova Specificita a bunkova funkcia tohto
proteinu Casto zavisi od typu vazobnych partnerov. Ako sucast chromatin
remodelujuceho komplexu Snail/PRMT5/NuRD vplyva na transkripciu proteinov TET1
a E-cadherinu zapojenych do regulacie epitelovo-mezenchymalnej tranzicie (EMT) [4].
V suCasnosti rastuci pocCet vedeckych Studii preukazal nadmernu expresiu tohto
proteinu v Sirokej Skale nadorovych ochoreni, medzi ktoré patri napriklad karcindm
pluc, prsnika, Zaludka, kr€ka maternice a i. [5].

PRMT5 je exprimovany v jadre ako aj v cytoplazme buniek [6]. Onkogénna funkcia
tohto proteinu znacne suvisi s jeho nadmernou expresiou, ktora koreluje so zlou
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progndézou a s celkovym prezivanim pacientiek pri karcinome krcka maternice.
Funkcia PRMTS sa zda byt rozdielna v zavislosti od jeho subcelularnej lokalizacie pri
réznych typoch nadorovych ochoreni [5, 7].

Material a metédy
SucCasna Studia bola vykonana na 129/150 (LSIL-49, HSIL-80) archivnych vzorkach
lézii kr€ka maternice. Pri hodnoteni expresie sme vzorky s nedostatocnou velkostou
|ézie vyradili, preto sa pocet vzoriek v jednotlivych skupinach LSIL a HSIL mdze lisit'.
Skvamédzne intraepitelialne lézie (SIL) boli rozdelené do kategorii LSIL a HSIL.
Na imunohistochemicku analyzu boli pouzité formalinom fixované a parafinom zaliate
(FFPE) bloky, ktoré boli nasledne narezané na 3 ym hrubé rezy a vloZzené na FLEX
sklicka. Po deparafinizacii xylénom a rehydratacii v alkoholovom rade bol aplikovany
Target Retrieval Solution Low pH, Dako, a peroxid vodika na vyblokovanie endogénnej
aktivity. Metdéda histochemického farbenia bola vykonavana podla Standardného
protokolu s pouzitim monoklonalnej protilatky Anti-PRMT5 (Abcam, EPR5772,
riedenie 1:100). Pre vizualizaciu primarnej protilatky bola pouzita Envision TM
FLEX/HRP systémova polymérna technika (Dako) s DAB (3,3-diaminobenzidin). Rezy
boli dofarbené Mayerovym hematoxylinom (Dako). Digitalne mikrofotografie boli
zhotovené pri zvacseni 400x s pouzitim softvéru QuickPhotoMicro Version 3.2
(Promicra, praha, Ceska republika). Expresia PRMT5 v cervikalnych léziach bola
nezavisle semikvantitativne analyzovana dvoma pozorovatefmi (BK, VM).
Expresia proteinov bola opisana ako percento pozitivhe zafarbenych epitelovych
buniek u SIL kréka maternice. Percento PRMT5-pozitivnych buniek bolo vyjadrené
nasledovne: (1=1-25%,2=25-50%,3=50-75% a4 =75-100 % [upravené
podfa Jiang a kol.]. Kazdej vzorke tkaniva bolo priradené skére podfa intenzity
imunoreakcie PRMT5 (O - ziadne zafarbenie, * - slaba, ** - stredna a *** - silna).
Na Statisticku analyzu bol pouzity softvér JASP 0.15, Spearmanov korelacny koeficient
a Chi-kvadrat test. P-hodnota < .05 bola stanovena ako minimum pre Statisticku
vyznamnost.

Vysledky
Ciefom nasej prace bolo hodnotit expresiu PRMT5 v progresii cervikalnych neoplazii
a nasledne nacrtnut vzajomny vztah expresie s vybranymi klinicko-patologickymi
parametrami, ako je vek pacientiek, grading a expresia p16'"«2 a Ki67.
PocCas imunohistochemickej analyzy 129/150 pripadov lézii krCka maternice bola
pozorovana kombinovana cytoplazmova a jadrova subcelularna lokalizacia PRMTS5.
Intenzita imunoreakcie PRMT5 bola hodnotena oddelene pre cytoplazmovu a jadrovu
pozitivitu z dévodu rozdielnej funkénej expresie tohto proteinu.
Na zaklade Chi-kvadrat testu sme zaznamenali Statisticky vyznamné rozdiely
v intenzite imunoreakcie cytoplazmovej, ako aj jadrove] expresie PRMT5 medzi
skupinami LSIL aHSIL (p < .001) (Graf 1, 2). Cytoplazmova expresia PRMT5
vykazovala klesajucu intenzitu s progresiou ochorenia na rozdiel od jadrovej, ktora
s progresiou stupala (obr. 1A, B, C). Spearmanova korelana analyza potvrdila
Statisticky vyznamnu negativhu korelaciu medzi intenzitou jadrovej imunoreakcie
PRMTS5 a intenzitou PRMT5 cytoplazmatickej imunoreakcie v skupine HSIL. V skupine
LSIL sa vysledky povazovali za Statisticky nevyznamné.
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Korela¢na analyza oboch Studovanych skupin (LSIL+HSIL) potvrdila:

- signifikantne negativnu korelaciu medzi intenzitou cytoplazmovej a jadrovej
imunoreakcie PRMT5,

- signifikantnu pozitivhu korelaciu medzi percentom PRMT5 pozitivnych buniek
a intenzitou PRMTS5 jadrovej imunoreakcie,

- signifikantn pozitivnu korelaciu medzi expresiou p16'™“2 a intenzitou PRMT5
jadrovej imunoreakcie,

- signifikantni negativnu korelaciu medzi expresiou p16'"™42 a intenzitou PRMT5
cytoplazmovej imunoreakcie,

- signifikantnu pozitivhu korelaciu medzi expresiou Ki67 a intenzitou PRMT5
jadrovej imunoreakcie.

LSIL HSIL
m slaba = stredna = silna m slaba m stredna = silna

Graf 1 Intenzita imunoreakcie PRMT5 v cytoplazme. LSIL — dominantna stredna; HSIL — dominantna
slaba

LSIL HSIL

m negat mslaba = stredna = silna m negat mslaba = stredna wsilna

Graf 2 Intenzita imunoreakcie PRMT5 v jadre. LSIL — dominantna slaba; HSIL — dominantna stredna
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Obrazok 1 Expresia PRMT5. A — normalny epitel, cytoplazmova expresia v bazalnej vrstve; B — LSIL,
stredna cytoplazmova expresia (Sipka a) a slaba jadrova expresia (Sipka b) v bazalnej a parabazalnej
vrstve cervikalneho epitelu; C - HSIL, slaba cytoplazmova expresia (Sipka a, Sipka c), stredna jadrova
expresia (Sipka b, Sipka d) stupajuca od bazalnej k povrchovej vrstve epitelu

Diskusia
Protein PRMT5 je uzko spajany s nadorovou transformaciou buniek v mnohych typoch
malignych ochoreni. Katalyzuje metylaciu argininov, ktora vplyva na aktivitu a expresiu
proteinov v procesoch metastazovania a tumorigenézy nadorov. Za posledné roky
bola v obmedzenom mnozZstve publikovanych Studii sledovana nadmerna expresia
PRMT5 v normalnom ako aj v nadorovom epiteli krCka maternice, ktora koreluje so
Zlou prognozou tohto ochorenia [4, 5, 7, 8].
V nasej praci sme venovali zvySenu pozornost hodnoteniu expresie PRMT5 v SIL,
konkrétne hodnoteniu intenzity imunoreakcie a subcelularnej lokalizacie PRMTS, ktoré
sa u viacerych nadorovych ochoreni liSia. NaSe vysledky boli v sulade s vysledkami
inych studii, ktoré potvrdili stupajuci trend jadrovej expresie PRMT5 s gradingom SCC
[4]. Pozorovali sme jadrovu expresiu PRMTS5 ktora stupala od slabej v LSIL (77.55%;
38/49) po strednu intenzitu imunoreakcie v HSIL (52.50%; 42/80). Cytoplazmova
expresia PRMT5 naopak s progresiou SIL klesala (obr. 1A, B, C).
Pomocou molekularnych metod viaceri autori potvrdili zapojenie PRMTS do bunkovych
signalnych drah. Sledovali pokles expresie PRMT5, ktora korelovala s poklesom
hladiny Akt kinazy, z Coho vyplyva pravdepodobny vplyv PRMT5 na proliferaciu buniek
u viacerych typov malignit [8, 9, 10].
Na zaklade podobnosti epitelov a pritomnosti HPV ako spolo&ného rizikového faktora
sme vysledky nasej prace porovnali aj s expresiou PRMT5 v nadoroch hlavy a krku,
v ktorych viaceré Studie poukazali na rozdielnu subcelularnu lokalizaciu PRMTS5.
Cytoplazmova expresia PRMT5 sa v jednotlivych diagnézach ustnej dutiny, ako su
oralna epitelialna dysplazia (OED), oralna intraepitelialna neoplazia (OIN) a oralny
spinocelularny karcindom (OSCC) nepreukazala ako vyznamna. Jadrova expresia
PRMTS5 korelovala s progredujucim stadiom nadoru pri skvamocelularnom karcinbme
hlavy akrku (HNSCC) [11]. Taktiez bola pozorovana v pl6'™k42 negativnych
orofaryngealnych nadorovych tkanivach [12]. V naSej praci sme pozorovali pozitivhu
a negativnu korelaciu medzi expresiou p16'k4? ajadrovou ako aj cytoplazmovou
expresiou PRMT5 v SIL.
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Expresia PRMT5 bola pozorovana aj v karcindme prsnika, kde korelovala s expresiou
Ki67, €o je v sulade s naSimi vysledkami v SIL [13]. V naSej praci sme pozorovali
pozitivhu korelaciu medzi expresiou Ki67 a PRMT5 jadrovou intenzitou imunoreakcie.
Na zaklade nami ziskanych vysledkov by sme mohli predpokladat mozny vplyv
PRMT5 na invazivnost nadorovych buniek kr€ka maternice, ¢im by sa mohla potvrdit
jeho onkogénna funkcia. Na potlaCenie expresie PRMT5 sa v su€asnosti vyvijaju
Specifické inhibitory [14, 15]. V naSej praci expresia skumaného proteinu korelovala
s klinicko-patologickymi parametrami vratane veku pacientiek, gradingu nadoru,
expresie p16'"™4a 3 Ki67. Co sa tyka korelacie medzi jadrovou expresiou PRMT5
a expresie pl6'"™a a Ki67, protein PRMT5 naznaduje svoj mozny prediktivny
a prognosticky potencial v regulacii prezivania nadorovych buniek a progresie
nadorového ochorenia kr€ka maternice.

Zaver

Ciefom nasej prace bolo priblizit funkciu a zaroven s pouZzitim archivneho materialu
imunohistochemicky zhodnotit expresiu proteinu PRMTS5 zapojeného do tumorigenézy
prekanceréznych lézii krCka maternice. Zistenia a hypotézy stanovené na zaklade
ziskanych vysledkov by mohli lepSie objasnit funkciu Studovaného proteinu
v nadorovych procesoch, ako aj uviest protein PRMT5 medzi potencionalne
plauzibilné markery v prognéze prekanceréznych cervikalnych lézii. Zaroven si
uvedomujeme, Ze pre lepSie overenie vysledkov je potrebné nasu pracu doplnit ako
metodicky, tak aj navySenim suboru pacientiek.

Préaca bola podporené projektom GRANT UK C. UK/20/2023.
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Abstract

This study was designed to evaluate the expression of mismatch repair (MMR) proteins
in colorectal cancer (CRC). MMR proteins expression was observed by
immunohistochemical analysis in 111 CRC samples. We assessed the correlation
between MMR proteins expression and clinico-morphological parameters of CRC.
MSH2 and MSH6 showed 100% expression and loss of expression was detected in
8% of cases in MLH1 and in 9% of cases in PMS2. In MLH1, we found significant
associations between grade and intensity and percentage of positive cells and
between vascular invasion and percentage of positive cells. In MSH2, we noticed
significant association between percentage of positive cells and age and stage. In
MSH6 and PMS2, we did not detect significant relationships with clinico-morphological
parameters. Compared with molecular MSI testing, immunohistochemical analysis of
MMR protein expression represents a practical and reliable method for the routine
detection of most CRCs with MSI.

Keywords: mismatch repair proteins, microsatellite instability, colorectal cancer,
immuhohistochemistry

Uvod
Kolorektalny karcinom (CRC) je celosvetovo tretie najbeznejSie nadorové ochorenie
u muzov a druhé u zien. CRC je zvy€ajne asymptomaticky az do pokrocCilych stadii,
preto je dbleZita jeho v€asna detekcia. Na jeho vzniku sa m&zu podielat rézne rizikové
faktory suvisiace so zivotnym Stylom alebo kumulativnhe uc€inky genetickych zmien
v protoonkogénoch, tumor-supresorovych génoch a mismatch reparacnych (MMR)
génoch [1, 2, 3].
MMR proteiny (MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2) identifikuju a opravuju nekompatibilné
parovanie baz v DNA, ktoré sa bezne vyskytuje poCas replikacie. Za normalnych
podmienok sa spajaju do funkénych komplexov — heterodimérov. MSH2-MSH6
heterodimér rozpoznava chyby v DNA a signalizuje poSkodenie. Druhy heterodimér
MLH1-PMS2 chyby opravuje a zaroven sa podiela na zastaveni bunkového cyklu
a indukcii apoptozy v reakcii na poskodenie DNA. Mutacie v MMR génoch maju za
nasledok mikrosatelitnu instabilitu (MSI) a zvy&ajne vedu k absencii detegovatefného
génoveho produktu, ¢o sa vyuZziva pri imunohistochemickej analyze na stanovenie
straty expresie MMR proteinov. Ak nie je exprimovany MLH1 alebo MSH2, tak ¢asto
nepozorujeme ani expresiu ich heterodimérnych partnerov (PMS2 resp. MSH6). MSI
vedie k neschopnosti rozpoznat a opravit chyby, ktoré sa vyskytuju pocas replikacie
DNA. Strata aktivity MMR génov urychluje akumulaciu mutacii aj v inych génoch, ktoré
sa podielaju na apoptdze a kontrole rastu a predisponuju k rychlejSiemu prechodu od
adenomu na karcindbm [4, 5, 6].
Ciefom tejto prace bolo imunohistochemicky analyzovat expresiu MMR proteinov
u pacientov s CRC a korelovat' ju s klinicko-morfologickymi parametrami CRC.
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Material a metoédy

Imunohistochemicky sme vysetrili parafinovy material z 99 vzoriek CRC, ktoré
pochadzali z diagnosticky uzavretych pripadov. Z kazdej vzorky boli pripravené 4 ym
hrubé rezy na imunohistochemické reakcie na dékaz MMR proteinov (MLH1, MSH2,
MSH6 a PMS2). Preparaty boli deparafinované, rehydratované a revitalizované v PT
Linku vo vodnom kupeli (EnVisionTM FLEX Target Retrieval Solution, high pH, 50x;
Dako, Dansko). Na vzorky bol aplikovany peroxidazovy blok (10 ml H202/100 ml
destilovanej vody; mikroCHEM, Slovensko) a nasledne boli inkubované s primarnou
protilatkou (MLH1 - klon ES05 (mysia; Dako, Dansko), MSH2 - klon FE11, (mysSia;
Dako, Dansko), MSHG6 - klon EP49 (krali¢ia Dako, Dansko), PMS2 - klon EP51 (kraliia
Dako, Dansko) — 150 pl na 20 min), s linkerom (EnVisionTM FLEX+Mouse Linker
(Dako, Dansko) — 150 ul na 20 min) —len v pripade MSH2 a so sekundarnou protilatkou
(EnVisionTM FLEX/HRP (Dako, Dansko) — 150 pl; na 20 min). Dalej nasledovala
vizualizacia DAB chromogénom (3,3°- diaminobenzidin; komerény kit — 1 ml
EnVisionTM FLEX Substrate Buffer a 1 kvapka EnVisionTM FLEX DAB+Chromogen;
Dako, Dansko), kontrola pod svetelnym mikroskopom (ZEISS, Slovensko), dofarbenie
jadier hematoxylinom, dehydratacia a montovanie. V analyzovanom subore CRC boli
hodnotené nasledovné klinicko-morfologické charakteristiky: vek pacientov, pohlavie,
grade, stage, lokalizacia lézie, stav lymfatickych uzlin a vaskularna invazia. Pri
interpretacii  ziskanych imunohistochemickych vySetreni sme semikvantitativne
hodnotili percento pozitivnych buniek, subcelularnu Ilokalizaciu a intenzitu
imunoreakcie. Statistické hodnotenie bolo realizované pomocou testu Chi-square (x2)
v softvéri R (verzia 3.2.3). Vysledky s p-hodnotou pod 0,05 boli povazované za
Statisticky signifikantné.

Vysledky

Protein MLH1 bol exprimovany v 91,9% pripadov. V8etky pozitivne pripady vykazovali
jadrovu pozitivitu. Intenzita imunoreakcie bola v 14,2% slaba, v 43,4% stredna
avVv 34,3% silna. Prevladali pripady (81,8%), v ktorych bolo viac ako 50% MLH1-
pozitivnych buniek. Chi kvadrat testom boli preukazané signifikantné asociacie medzi
gradingom a intenzitou imunoreakcie a percentom MLH1-pozitivnych buniek (p<0,05).
Signifikantne asociovala aj vaskularna invazia s percentom pozitivnych buniek
(p<0,05). Ostatné klinicko-morfologické charakteristiky nCRC nekorelovali
s imunohistochemickymi parametrami expresie MLH1 (p>0,05).

Protein MSH2 bol exprimovany vo vSetkych 99 pripadoch CRC (100%). Pozitivhe
pripady vykazovali jadrovu pozitivitu. Slaba intenzita imunoreakcie bola zaznamenana
v 5,1% pripadov, stredna v 38,4% a silna v 56,5% pripadov. Previladali pripady
(93,9%), v ktorych bolo viac ako 50% MSH2-pozitivnych buniek. Chi kvadrat test
potvrdil signifikantné vztahy medzi vekom pacientov a percentom MSH2-pozitivnych
buniek (p<0,05). Signifikantne asocioval aj klinicko-morfologicky parameter stage
s percentom pozitivnych buniek (p<0,05). Pri stave LU sme pozorovali tendenciu
k asociacii s intenzitou imunoreakcie (p=0,058). Ostatné klinicko-morfologické
charakteristiky CRC nekorelovali s expresiou MSH2 (p>0,05).

Protein MSH6 bol exprimovany vo vsetkych pripadoch (100%). Pozitivne pripady
vykazovali jadrovu pozitivitu. V 3,0% vzoriek sme detegovali slabu intenzitu, v 33,3%
strednu pozitivitu a v 65,7% bola zistena silna pozitivita imunoreakcie. Previadali
pripady (97,0%), v ktorych bolo viac ako 50% MSH6-pozitivnych buniek. Chi kvadrat
test nepreukazal Ziadne signifikantné asociacie medzi klinicko-morfologickymi
charakteristikami CRC a parametrami expresie MSH6 (p>0,05).

Protein PMS2 bol exprimovany 90,9% pripadov CRC. Devat (9,1%) pripadov bolo
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hodnotenych ako negativne. Vo vSetkych pozitivnhych pripadoch bola detegovana
jadrova pozitivita. Slaba intenzita bola zaznamenana v 12,1% vzoriek, stredna v 45,5%
a silna v 33,3% pripadov CRC. Prevladali pripady (83,8%), v ktorych bolo viac ako
50% PMS2-pozitivnych buniek. Chi kvadrat test nepotvrdil Ziadne signifikantné vztahy
medzi klinicko-morfologickymi charakteristikami CRC a parametrami expresie PMS2
(p>0,05). Tendenciu ku korelacii sme pozorovali len v pripade parametra grade
S intenzitou imunoreakcie (p=0,082).

Obrazok 1 Porovnanie pozitivity imunoreakcie na ddkaz MMR proteinov v heterodiméroch MLH1-PMS2
a MSH2-MSHBS6. Slaba jadrova pozitivita MLH1 (A) a rovnako slaba jadrova pozitivita PMS2 (B). Stredna
jadrova pozitivita MSH2 (C) a rovnako stredna jadrova pozitivita MSH6 (D)

Diskusia

V nasej praci sme hodnotili expresiu MMR proteinov v sporadickych CRC. Proteiny
MSH2 a MSH6 vykazovali 100% expresiu. K strate expresie doSlo pri MLH1, kde sme
zaznamenali 8% negativnych pripadov a pri PMS2, kde bolo 9% negativhych
pripadov.

Vysledkom hypermetylacie promdétorovej oblasti génu MLH1 je transkripéné utimenie
tohto génu a absencia expresie proteinu. KedZze MMR proteiny funguju v komplexoch,
nedostatok jedného proteinu je Casto sprevadzany stratou partnerského proteinu.
Strata expresie MLH1 méze viest' k sekundarnej strate expresie PMS2. Strata expresie
MSH2 je takmer vZdy spojena s absenciou proteinu MSH6, ¢o naznacuje pritomnost
Lynchovho syndrému [4, 7]. KedZe sa jednalo o sporadické CRC mbzeme
predpokladat, Ze pri MLH1 doSlo k strate expresie v désledku hypermetylacie.
Vysledky su€asnych Studii naznacuju, Ze imunohistochemicka analyza expresie MMR
proteinov je praktickou, spofahlivou a pomerne lacnou metédou na rutinnu detekciu
prevaznej vacsiny pacientov s MSI [8, 9, 10]. V porovnani s molekularnym MSI
testovanim (PCR), ktoré je nakladné a dlhotrvajuce, sa vyznacuje vysokou citlivostou
(77-100%) a Specifickostou (98-100%). Ak sa imunohistochemickou analyzou potvrdi
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strata expresie MMR proteinu, mbze byt dalej pouzité génové sekvenovanie a to pri
pacientoch s vysokym rizikom Lynchovho syndrému. Pri normalnej expresii vSetkych
Styroch MMR proteinov sa predpoklada, ze nador vykazuje mikrosatelitnu stabilitu a
PCR nie je potrebna [8, 11].

Statistickou analyzou sme hodnotili vztah medzi MMR proteinmi a klinicko-
morfologickymi parametrami (vek, pohlavie, grade, stage, lokalizacia Iézie, stav LU,
vaskularna invazia). Pri MLH1 sme zistili signifikantné asociacie medzi gradingom
a intenzitou (vy$Si grade mal tendenciu suvisiet skér s vySSou intenzitou) a percentom
pozitivnych buniek (nizSi grade bol skér asociovany s percentom pozitivnych buniek
nad 50%) a medzi vaskularnou invaziou a percentom pozitivnych buniek (negativna
vaskularna invazia asociovala s percentom nad 50%). Dalej sme pozorovali
signifikantny vztah medzi percentom MSH2-pozitivhych buniek a vekom (vysoky vek
bol asociovany s vysokym percentom pozitivnych buniek) a stagingom (Stage Il bol
tiez asociovany s vysokym percentom pozitivnych buniek). Pri MSH6 a PMS2 sme
nezaznamenali Zziadne signifikantné vztahy so sledovanymi parametrami.

Karahan a kol. popisuju, Ze strata expresie MMR proteinov koreluje s gradingom (G3),
lokalizaciou lézie (cékum a vzostupna cCast hrubého creva) a typom nadoru
(mucindzny) [6]. Chen a kol zaznamenali, Ze strata expresie proteinov MLH1 a PMS2
korelovala s lokalizaciou nadoru (ileocékum) a stagingom (Stage V) a strata expresie
MSH2 a MSH6 korelovala s vekom (<65 rokov), lokalizaciou nadoru (colon
transversum) a stagingom (Stage Ill) [9]. Ismael a kol. vo svojej praci pozorovali
signifikantny vztah medzi expresiou MMR proteinov (mikrosatelitnou stabilitou)
a vekom pacientov (vysoky vek, nad 50 rokov), gradingom (niZ8i grade) a lokalizaciou
|ézie (distalna Cast hrubého Creva) [12]. Tieto vysledky mbézu byt désledkom rozdielu
v genetickom a dedi€nom pozadi medzi pacientmi zahrnutymi do tychto Studii (napr.
Ismael a kol. mali vylu€ne egyptskych pacientov) a pouzitim aj molekularnych analyz
popri imunohistochemickych vySetreniach.

Zaver

MSI je jednym 2z najStudovanejSich potencialnych molekularno-genetickych
prognostickych a prediktivnych markerov pri CRC. MSI pozitivhe nadory maju dobru
progndzu a malu pravdepodobnost metastazovania v porovnani s MSI negativnymi
nadormi, €o podCiarkuje vyznam MSI nielen ako prediktivneho, ale aj ako
prognostického markera. IHC analyza expresie MMR proteinov predstavuje
v porovnani s molekularnym MSI testovanim prakticku a spofahlivd metédu pre rutinnu
detekciu prevaznej vacsiny CRC s MSI.

Praca bola financovana z grantu VEGA 1/0129/16 a UK/98/2016.
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Abstract

Actinic (solar) keratosis (AK) is a chronic, pre - cancerous skin lesion induced by UV-
B irradiation. This lesion has an increasing incidence in people with fair skin types.
When UV exposure is chronic and cumulative, the risk of developing of AK is
increased. Typical localization of AK include the face, bald scalp in men, upper back,
arms and dorsum of the hands in elderly. Classification based on lesion thickness has
limitations and a new classification has been developed called AKASI- Actinic
Keratosis Area and Severity Index. In chronically damaged actinic skin hyperplastic
Merkel cells (MCs) have been described. Hyperplasia of MCs are documented in the
hypertrophic histological type of AK. Chronic exposure to UV light may be the cause of
MCs hyperplasy. Hyperplastic MCs were localized in the basal parts of the epidermis,
where they formed rows and showed architectural abnormalities. It is unclear why MCs
proliferate and are involved in pathological processes in the skin, so we decided
to study them in AK lesions using immunohistochemistry. Our study showed 73 % CK-
19, 91 % NSE and 82 % SYP positive MCs forming clusters in actinic keratosis lesions,
which is not normal and could indicate cell transformation.

Keywords: Merkel cells, CK19, SYP, NSE

Uvod
Actinicka (solarna) keratéza (AK) je chronicka, prekancerozna l|ézia zapriCina
chronickou expoziciou UV Ziareniu. Kozna lézia ma stupajuci vyskyt u ludi s bledSim
typom pleti [1]. Klinicky je charakterizovana ako drsna, ¢ervena makula alebo papula
so znamkami hyperkeratézy a neostroohrani¢enymi okrajmi. Bez adekvatnej lieCby
mobZe progredovat do cornu cutaneum [2], alebo invazivheho squamocelularneho
karcinomu (iISCC) [3]. Riziko progresie je nejasné, ale v jednej prospektivnej studii bolo
odhadnuté riziko 0,60% v jednom roku a 2,57 % v Styroch rokoch [3]. Podla Marks et
al. [4] 75- 96 na 100.000 aktinickych keratéz progreduje do iSCC za rok, ale 26,9%
mdbze progredovat pocCas 12 mesacného obdobia, ak nie su jedinci vystaveni UV
ziareniu. 60% SCC vznika z pre existujucej AK [5]. NajCastejSimi miestami vyskytu AK
su tvar, neovlasena pokozka hlavy u muzov, horna Cast chrbta, paze a chrbat ruk
u starsSich jedincov. Ak je expozicia UV- B Ziareniu chronicka a akumulativna, riziko
vyskytu je vysSSie [6]. UV- B Ziarenie je najdblezitejSim faktorom, veducim ku
poskodeniu DNA keratinocytov [2]. AK charakterizuje vyskyt dysplastickych
keratinocytov [6]. AK sa diagnostikuje klinicky a na zaklade klasifikacie zaloZenej na
hrabke lézie, ktora koreluje s histologickym gradingom, ale ma svoje limitacie [1]. Preto
bola vyvinuta nova klasifikacia AKASI- Actinic Keratosis Area and Severity Index [1].
Histologicky sa AK definuje pritomnostou intraepitelovych atypii keratinocytov, ktoré
nezasahuju celd hrabku epitelu. Castd je parakeratdza striedajuca sa
s hyperkeratézou, zmieSany chronicky zapalovy infiltrat z histiocytov a lymfocytov,
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akantdéza pripadne naopak atrofia epidermy a akantolyza [2]. Pozorovat mdzeme
zvySenu mitoticku aktivitu a loziskové nekrozy keratinocytov. Klasifikacia podfa
Rower- Huber et al. [6] je zaloZzena na proliferacii atypickych keratinocytov bazalne [1]
(obr. 1).

Aktinicka keratéza Zahustovanie Pucanie Papilarne pucanie

(proli) (pro1n)

e T I

Obrazok 1 Klasifikacia aktinickej keratdézy podla Réwer- Huber [6]U vSetkych Styroch typov AK je
bazalna membrana neporusena (A-D), pozorujeme ale proliferaciu v bazalnej ¢asti epidermy do dermy,
s pritomnostou atypickych keratinocytov, C. a D. suvisla &iara oznacuje stupefi proliferacie smerom
nadol. A.) AK bez bazalneho rastu, B.) zahustovanie (pro |) naznacuje viac bazofilné atypicke
keratinocyty blizSie ku bazalnej membrane, C.) pu€anie (pro Il) malych pucikov do dermis, D.) papillarne
pucanie (pro Ill) prstovitych vybezkov tvorenych atypickymi keratinocytmi do dermis bez invazie, SC -
stratum corneum, E - epidermis, BM - bazalna membrana, D - dermis

Gould et al., v roku 1984 [7] a 1985 [8] opisal v kozi chronicky poSkodenej sine€nym
Ziarenim hyperplastické Merkelove bunky (MB). Za fyziologickych podmienok su MB
pritomné v bazalnej vrstve pokozky, koncentrované najma v kozi dlani a stupaji, ale
vyskytuju sa aj v slizniciach [9]. Ich ulohou je vnimanie jemnych podnetov, a preto sa
zaraduju ku mechanoreceptorom [10]. Podla Lucarz and Brand [11], su funkéne
rozdelené do niekolkych podskupin s réznymi funkciami: mechanorecepcia,
chemorecepcia a endokrinné funkcie. MB ktoré nie su v kontakte s nervovym viaknom,
patria ku bunkam APUD systému [11]. M&zu zohravat vyznamnu ulohu v proliferacii
a diferenciacii keratinocytov [12]. V hypertrofickom type AK boli dokumentované
hyperplastické MB [13]. Boulas a Misery [9] v roku 2007 zaznamenal ich vysoky pocet
(od 2 do 400 na cm?) v léziach AK, ¢o dal do suvisu s chronickou expoziciou UV
Ziareniu. Hyperplastické MB boli lokalizované v bazalnych Castiach epitelu pokoZzky,
kde vytvarali bunkové stipce, izolované alebo v skupinkach a vykazovali
architektonické abnormality [13]. Je nejasné preco su MB zapojené do patologickych
procesov v kozi. Na ich identifikaciu vo svetelnej mikroskopii sa pouziva
imunohistochemicka metodika s pouZzitim markerov proti cytokeratinu CK- 18, 19, 20
[14], dalej neuron-Specificka enolaza (NSE), Specificka pre neurény a bunky APUD
systému [15] a synaptofyzin (SYP). Messa et al. [16], dokazal SYP-pozitivne MB
v bazalnej vrstve pokozky u dospelého ¢loveka.

Material a metody
Vysetrili sme vzorky koze 11 pacientov s diagnozou aktinickej keratdzy. Priemerny vek
pacientov bol 68 rokov, najmladsi pacient mal 55 rokov, najstarsSi 91 rokov. Vzorky
tkaniva boli fixované 24 hodin vo formaline, zaliate do parafinu a nakrajané na 4 um
hrubé rezy. Tkanivo bolo dalej spracované imunohistochemicky na dokaz antigénu
proti cytokeratinu 19 (CK19- clone RCK108, Flex RTU), neurdn-Specifickej enolaze
(NSE- clone BBS/NC/VI-H14 RTU (Link), ref. IR612) a synaptofyzinu (SYP- clone
DAK-SYNAP Ready-to-Use (Link), ref. IR660). Pozitivhou kontrolou boli vzorky kozZe
od pacientov s karcinomom z MB (MCC), kde su bunky pozitivne na vSetky tri antigény.
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Druhou pozitivhou kontrolou boli vzorky zdravej koZe. Snimky boli zachytené pomocou
svetelného mikroskopu Nikon Eclipse 80i a fotoaparatu Nikon DS-Filcamera.
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Obrazok 2 A a C. 71 ro€ny muz, kozna lézia z ucha, Ca in situ- lll stuperi, CK-19 (A) a SYP (C) pozitivne
MB v bazélnej vrstve epitelu, viditelné prstovité protrazie atypickych keratinocytov vyCnievajucich
smerom do dermis, B. 65 roény muz, kozna |ézia z tvare, stupen |, NSE pozitivne MB v bazalnej vrstve
epitelu. A.,B.,C- orig. zvacsenie 200x

CK-19 pozitivne MB boli identifikované v epiteli koZze z AK u 8 z 11 pacientov (73 %),
NSE pozitivne MB boli identifikované u 10 of 11 (91%) a SYP pozitivne MB boli u 8
z 11 pacientov (82%). Pozitivita markerov bola slaba az stredna. Bunky tvorili prevazne
hniezda na koncoch epidermalnych papil a boli dobre viditefné pre ich ovalny tvar.
Castejsi vyskyt buniek bol u muzov ako u Zien (7:4). Najéastejsia lokalita vyskytu bola
koza z oblasti hlavy (9 z 11 pacientov).

Diskusia a zaver

Hoci MB boli objavené pred mnohymi rokmi, ich uloha v patologickych procesoch
ostava zatial nejasna. V praci Moll et al. [17] bol dokumentovany velky pocet
hyperplastickych MB v pokoZke chronicky vystavovanej UV Ziareniu. Podla Merot
a Mooy [13] agregacia MB bola typicka v zhrubnutych miestach u hyperplastického
typu AK. Niektori autori detegovali MB v skupinkach tvoriace hniezda v kozZi
s radiacnou dermatitidou [18]. V naSej studii sme tiez detekovali CK-19, NSE a SYP
pozitivne MB tvoriace zoskupenia v bazalnej vrstve epidermis. NSE je Specificky
nadorovy marker a jeho pozitivita dokazuje ich neuroendokrinny pévod. Pozitivita SYP
dokazuje ich mechanorecepcnu funkciu. Podla Wiedenmann et al. [19] vezikuly
obsahujuce synaptofyzin sa tvoria po€as maligneho rastu a transformacie. Nas
vyskum dokazal 82 % SYP pozitivnych MB v 1éziach AK, ¢o mdze naznaCovat bunkovu
transformaciu. Nie je jasné preCo MB proliferuju a su zapojené do patologickych
procesov v koZi, ale na§ vyskum moézZe pomdct objasnit ich funkciu v chronicky
exponovanych koznych léziach.

Tato préca bola vypracované v spolupraci s Ustavom anatémie a patologickej
anatomie LFUK a Univerzitnou nemocnicou Univerzity Komenského v Bratislave,
Sasinkova 4, 811 08 Bratislava, Slovensko, a schvalena Etickou komisiou ¢.65/2022,
Datum: 31.8.2022.
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Abstract

Coeliac plexus is approached due to diagnosis and treatment of intractable pain in
abdominal region. Various coeliac plexus blocks are used and variations in its structure
are causes of failures of such procedures. 20 human cadavers (17 male, 3 females,
age range 30-86 yrs, without abdominal pathology) were dissected in supine position.
Abdominal autonomics was studied bilaterally after incision of abdominal wall,
peritoneal sac was cut and abdominal organs were removed. Size, average distance,
number and nervous contribution of coeliac ganglia were documented.
Sympathectomy (splanchnicectomy), as well as coeliac blocks (under US, CT control
or laparotomic, aimed at pain relief), should take into account these possible
variabilities.

Keywords: coeliac plexus, coeliac ganglion, variability

Uvod

Brusna splet (plexus coeliacus) [6] tvori podstatnu Cast prevertebralneho useku
sympatkovej Casti PNS, inervuje organy brusnej dutiny. Jej Struktura a spojenie
S nervami susednych organov, s inymi spletami a jeho zloZkami su nestabilné, suvisia
s charakterom distribucie gangliovych zoskupeni. Lokalizacia brusného ganglia
(ganglion coeliacum) je zvac$a opisana vzhladom na okolité Struktury a vykazuje
rozdiely vo velkosti a vSeobecnej morfoldgii [16, 20]. Brusné ganglia (ganglia coeliaca)
sa nachadzaju po stranach brusného kmena (truncus coeliacus) ako nepravidelné
nervové masy (zvy€ajne okolo 2 cm velkeé), medzi zaCiatkom brusného kmena (truncus
coliacus) a hornou okruzovou tepnou (a. mesenterica sup.), medialne od nadobliCiek
a pred ramenami branice (crura dipahragmatis). Existuje variabilita v pocte, tvare
a presnej lokalizacii: zvyCajne 2, 1 na kazdej strane, pravy umiestneny za dolnou
dutou Zilou (v.cava inferior) a lavy za zaCiatkom slezinnej tepny (a. splenica). Hrudny
velky utrobny nerv (n. splanchnicus major) sa pripaja k hornej €asti ganglia a maly
utrobny nerv (n. splanchnicus minor) [6] sa pripaja k dolnej ¢asti [3, 18]. Brudna splet
je najvacsia autonémna splet spajajuca brusné ganglia na urovni T12-L1 okolo
brusného kmena (truncus coeliacus) a hornej okruzovej tepny (a. mesenterica sup.)
[5, 18, 20]. Visceralne aferentné viakna brusnej splete prenasaju bolest a iné pocity
z proximalnych brusnych vnutornych organov [10, 18]. Neurolyza brusSnej splete
(a blokada brudnych ganglii) pri ,syndrome bolesti v hornej €asti brucha“ je u&inna
alternativa manazmentu bolesti po zlyhani farmakologickej lieCby [4, 16]. Od r. 1914
sa pouzivaju rézne techniky a pristupy so svojimi obmedzeniami a moznymi
komplikaciami [8, 14, 15]. Napriek suCasnej radiologickej moznosti zacielenia
lokalneho anestetika alebo neurolytika do postihnutej oblasti sa pre neuspesné
vysledky sustredila pozornost’ na anatomiu a moznu variabilitu v brusnych gangliach a
spleti. Podla Santanu [16], do r. 2021 sa v literature nasli iba 4 Stadie o variabilite
brusnej splete, vSetky vykonané prostrednictvom kadaverdznych Studii.
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Nasa Studia mala za ciel prispiet k tejto téme podobnou Studiou realizovanou na
slovenskej populacii.

Material a metody

Praca bola realizovana na 20 fudskych telach (173a3%), vekovo v rozmedzi 30- 86
rokov (do 24hod. po smrti), bez brusnych anomalii. U vSetkych bol bilateralne
odpitvany ANS; v polohe na chrbte. Rezom obojstranne pozdiZ kltuénych kosti lateralne
bola odklopena kozZa a podkozné tkanivo, oddelené kfu¢ne kosti, rebra prerezané
v strednej axilarnej Ciare, odstranena predna hrudna stena. Po odstraneni pfuc
a obsahu mediastina a stiahnuti nastennej pleury boli odhalené hrudné prevertebralne
sympatikové retazce, ganglia, hrudnych utrobnych nervy (nn. thoracici splanchnici),
pricom vacsina branice bola odstranena a presStudované spojenia medzi gangliami
a hrudnymi utrobnymi nervami. Po preparacii bludivého nervu (n. vagus), sympatika
(truncus sympathicus), miechové nervy (nn. spinales), ich vetvy a branicovy nerv
(n. phrenicus) boli ozrejmené. U starSich mftvol bola vyrazne nizSia elasticita
a pevnost nervov. Pristup k nervovym Strukturam brusnej dutiny, vratane ANS, bol
z pozdiZzneho rezu od proc. xiphoideus k symfyze, obchadzajuc pupok, cez linea alba
a prednu stenu peritonealneho vaku, odkryjuc peritonealnu dutinu. Boli mobilizované
(pozdiz mezentéria, od lig. Treitzi smerom k céku) vzostupné a zostupné hrubé érevo
(colon ascendens, colon descendens), incidované pravy a [lavy parakolicky
mezentericky koren (radices mesenterii) a sigmoideum (colon sigmoideum) oddelené
od rekta.. Brusna splet’ bola viditelna po vySetreni a odstraneni brusnych organov.
Pozornost bola venovana aj oblickovym cievam, mocovej rure, dolnym okruZzovym
a gonadalnym cievam a spletiam [12]. Tkaniva identifikované ako ganglia boli
excidované na histologické vySetrenie, imunohistochemicku analyzu a overenie
fixaciou v 10% roztoku formalinu (24 hodin) a zaliati do parafinu. BloCky boli narezané
na hrubku 5 um rezov, zafarbené hematoxylinom-eozinom (H&E) a vySetrené
mikroskopicky.

Tabulka 1 Vysledky naSej prace- vo vztahu k typu splete, velkosti a po€tu brusnych gangliii a ich
priemernej vzdialenosti od truncus coeliacus

typ usporiadania plexus

coeliacus 14 (difazny typ) 6 (koncentricky typ)
velkost’ najvaésieho ganglion 45mm (vpravo) 25mm (vavo)
coeliacum
vseqbecna velkost’ ganglion 0.5cm (minimalne) 4.5cm (maximalne)
coeliacum
priemerna vzdialenost’ od 0.6cm (vpravo) 0.9 (vavo)
truncus coeliacus ' '
celkovy pocet ggll. coeliaca v 2 (minimélne) 12 (maximalne)
spleti

Vysledky

Vysledky nasej prace zobrazuje Tabulka 1. Ganglia boli difuzne (14 pripadov, 70 %,
obr. 1) alebo koncentricky (6 pripadov, 30 %, obr. 2) organizované (tab. 1).

N T

ondiate ux 33
Y KLINICKO-MORFOLOGICKE STUDIE



Brusna splet’ takmer vzdy dostava vetvy z velkych utrobnych a bludivych nervov.
Zriedkavo chybali oba branicové nervy. Niekedy boli pozorované prispevok malého
utrobného nervu, branicového nervu a pridavného branicového nervu (60 %).

Obrazok 1 Difuzny typ brusnej splete- detalil

Diskusia

V pripadoch, ked su gangliové masy tvoriace brusnu splet koncentrované ako velké
ganglia (,semilunarne® ganglia) (obr. 3), su spojenia s oblickovymi, aortalnymi
a brani¢nymi spletami dobre definované. V nadvaznosti na pracu Santana [16]
vysledky mézu byt doplnené pracami Hur [7], Zhang [19], du Plessis [4] a Ambali [1].
V na$ej studii sme sa nezaoberali topografiou brusnych ganglii, ako vyplyva z vysSie
uvedenych Studii, ich poloha sa pohybovala na urovni medzi stavcom T11-T12 [1, 19]
az do stredu urovne L2 [20]. Velkost nasho najvacsSieho brusného ganglia bola 45 mm
vpravo, takato velkost zatial nebola popisana (najvacsia spominana je 36 mm u du
Plessis [4].

Obrazok 2 Koncentricky typ brusnej splete-
brusné ganglion

Obrazok 3 Dalsi typ koncentricky usporiadanej
brusnej splete- brusné ganglion v tvare
~polmesialikovitého“ ganglia (ganglion semilunare)
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Celkova velkost brusného ganglia vlavo nepresiahla velkost uvadzanu inymi autormi
Priemerna vzdialenost brusného ganglia od brusného kmerna bola 0,6 cm a 0,9 cm,
Co suhlasi s vysledkami Warda [20] .My sme nesledovali tvar brusného ganglia: ovalny
[20], trojuholnikovy [4, 13], ktoré autori uvadzaju ako najCastejsi, ale Zhang [19]
pozoroval laminarny tvar ako najcastejSi.Rozdiely boli tiez pozorované v celkovom
poCte brusnych ganglii splete: vSetci autori uvadzaju aspon 1 ganglion na kazdej
strane [19] a Ambali [1]. vo velkych Studiach na 65 a 50 mftvolach uviedli iba 1 ganglion
na kazdej strane. Len Marino [11] uvadza 3 ganglia na kazdej strane, ostatné sa
vacsinou pohybuju medzi 1-5 [20]. My sme pozorovali sme maximalne 12 celiakalnych
ganglii (prava a lava strana spolu), €o tiez presahuje spominany rozsah. Velky utrobny
nerv vychadza zo 7., 8. a 9. hrudného ganglia, ale horna a dolna hranica sa moéZzu lisit.
Iba v 12 % pripadov su symetrické [9]. Maly utrobnny nerv méze chybat v 7 % na
pravej strane a v 2 % na oboch stranach. Zvy€ajne vznika z 10. a 12. hrudného
ganglia. Jit a Mukerjee [2] identifikovali vystup malého utrobného nervu z 1 ganglia
pozostavajuceho z 1 nervového korera v 37 % pripadov. Etioldgia bolesti pri rakovine
pankreasu je zvy€ajne spdsobena nadorovou invaziou do brusnej a/alebo okruzovej
splete [17]. Jednym z najefektivnejSich postupov v lieCbe bolesti pankreasu je disekcia
hrudnych utrobnych nervov, konkrétne malého utrobného nervu.

Zial, vzhladom na blizkost ductus thoracicus méze ddjst k jeho nahodnému
poskodeniu, s nasledkom rozvoja pooperacného chylotoraxu [3].

Zaver
Znalost' variability morfolégie brusnej splete a jej bruSnych ganglii je dblezita pre
uspesnost vysledku sympathektomii- splanchnicektémii, ako aj réznych typov
.orusnych® blokad vykonavanych pre na zmiernenie tazko zvladnutelnej bolesti
brusnych organov.
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Abstract
Thyroid gland (TG) is an endocrine organ, that develops from a pouched thyroid
diverticulum between the first and second pharyngeal pouches during the 4" week of
gestation. Eventually it descends via thyroglossal duct from the level of foramen
caecum in front of the hyoid bone, thyroid cartilage, and cricoid cartilage, until it
reaches its physiological position between CV and TI vertebra. Due to its distant
descend and eventual complete or partial obliteration of the thyroglossal duct, TG is
objected to great variability of anatomical variations such as occurrence of pyramidal
lobe (LP), levator glandulae thyroideae (LGT), accessory thyroid tissue (ATT). This
study presents a rare case report of rare occurrence of several LPs and LGTs in one
TG.
Dissection of a 45-year-old female cadaver (non-embalmed, non-frozen) was
conducted at the Department of Forensic Medicine and Medicolegal Expertises,
University Hospital in Martin, Comenius University in Bratislava. En bloc dissection
method for evisceration of cervical and thoracic complex of organs was used. TG was
dissected by infero-posterior approach for precise detection of the anatomical
structures. Samples were stained with HE and analyzed under magnification of 40x,
100x, 200x, and 400x.
Macroscopic evaluation of TG showed three unusual morphological structures: one on
the right side, and two on the left side. On the right side, short LP and thyreopyramidal
LGT were observed. On the left side, hyopyramidal LGT was located medially, and LP
of atypical shape of “hourglass” with fibrous band was detected laterally. Microscopic
evaluation revealed that the LGT on the right side and medial LGT on the left side are
muscular structures without thyroid follicles in it. Fibrous band of the LP on the left side
confirmed presence of the thyroid follicles, muscular fibers as well as collagen fibers.
Knowledge gained from the study is applicable in thyroid surgery, as incomplete
resection of PL and LGT may increase risk of thyroid cells residual in situ. As
sometimes LGT may include remnants of the thyroid follicles, this may aid in initiation
of recurrence of thyroid malignancy or thyroid pathological process, as well as poor
response to radioactive iodine 131l therapy.

Keywords: Thyroid gland, thyroid surgery, levator glandulae thyroideae,
developmental anomalies

Uvod
Stitna Zlaza (SZ) je Zlaza s  vnutornym vylucovanim, ktora sa ako jedna z prvych vyvija
v embryonalnom $tadiu. SZ sa vyvija z divertikulu $titnej Zlazy medzi prvym a druhym
faryngealnym vakom podas 4. tyzdia tehotenstva [1]. Neskor SZ zostupuje cez ductus
thyroglossus z urovne foramen caecum linguae pred os hyoideum, cartilago thyroidea
a cartilago cricoidea, az kym nedosiahne svoje fyziologické miesto v urovni stavcov
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CV az Tl [1, 2]. SZ vzhladom na jej vyrazny zostup a pripadnu UplnG alebo &iasto&nu
obliteraciu ductus thyroglossus, predstavuje znacne variabilnu Strukturu asociovanu
s anatomickymi variaciami, ako su: lobus pyramidalis (LP), levator glandulae
thyroideae (LGT), agenesis isthmi (Al), agenéza lalokov SZ, ektopické tkanivo SZ,
akcesorne tkanivo SZ, ako aj cysty z ductus thyroglossus [3]. Bezne pozorované
vyvojové anomalie SZ, ako st LP a LGT, sa vyskytuju v populécii priblizne vo frekvencii
52,5 % a 40 % [3], 25 % a 38,33 % [4], 64 % a 64 % [5].

LP pozostava z koloidu vo funkénych folikuloch SZ lemovanych kubickym epitelom. LP
byva lokalizovany bud’ na laloku SZ (vpravo, resp. vlavo), alebo v strednej linii krku.
LGT sa povazuje za fibromuskularnu Struktaru, ktora vystupuje z apex LP [6].
Predpoklada sa, ze ma fibrézny alebo muskularny charakter, priom je mozna
pritomnost folikulov SZ. LGT su klasifikované do 5 typov [3]: hyopyramidalne (HP),
hyoglandularne  (HG), tyreopyramidalne (ThP), tyreoglandularne (ThG),
tracheoglandularne (TrG), na zaklade ich odstupu a tponu, pri¢om v jednej SZ sa LP
a LGT mézu vyskytovat jednotlivo alebo sa mézu navzajom spajat.

Nekompletna resekcia LP a LGT mébze spdsobit komplikacie pocas chirurgického
zakroku na SZ ako su totalna tyreoidektémia alebo subtotalna tyreoidektomia.
Vzhladom na to, Zze LP m&ze byt miestom patologickych procesov, jeho reziduum
ponechané in situ ako LP samotné alebo spolu s LGT mdze vyvolat recidivu Graves-
Basedowovej choroby alebo maligneho ochorenia SZ [2, 7, 8]. Okrem toho zvysky
folikulov SZ v LP alebo LGT mézu absorbovat radioaktivny 1311, &o znizuje jeho
ucinnost’ v terapii malignych ochoreni, pokial ide o solitarne rozptylené rakovinové
bunky v organizme [7]. Cielom predkladanej Studie je prezentovat zriedkavy pripad
vyskytu viacerych LP a LGT v jednej SZ a poukazat na mozny vyskyt viac ako jedne;
anatomickej variacie naraz.

Material a metody
Studia bola vykonana na Ustave sudneho lekarstva a medicinskych expertiz
Univerzitnej nemocnice v Martine, Jesseniovej lekarskej fakulty Univerzity
Komenskeho v Bratislave. Kadaver, zahrnuty do danej Studie, je suCastou vacsej
prospektivnej kadaverickej $tudie o vyvojovych anomaliach SZ, schvalenej UDZS
a etickou komisiou JLF UK (EK 50/2024).
Cervikalny a hrudny komplex organov bol vypitvany pitevnou metédou en bloc [9], po
ktorej nasledovala pitva SZ. Pre sugasnu $tudiu sme pouzili infero-dorzalny pristup k
LP a LGT, ktory poskytuje kompletnu, bezpeénu a presnu pitvu uvedenych
anatomickych Struktur so znizenym rizikom poskodenia. Musculi infrahyoidei boli
odklopené kranidlne na urovefi os hyoideum. Pean bol zavedeny medzi cartt.
tracheales/cricoidea/thyroidea a LP/LGT. Nakoniec boli LP a LGT nadvihnuté a ich
hranice boli presne rozliSené pre dalSie morfologické hodnotenia.
LP a LGT boli fotografované in situ; ich morfologické charakteristiky boli zaznamenané.
Po excizie LP aLGT, ich vzorky boli viozené do 10% roztoku formalinu
a transportované na dalSie spracovanie tkaniva: histologické farbenie a analyzu do
Martinského bioptického centra v Ziline.
Po spracovani Standardnym histologickym postupom, vzorky boli zaliate do
parafinovych blo¢kov a narezané mikrotbnom na rezy s hrubkou 5 ym a ofarbené
hematoxylinom a eozinom na vizualizaciu folikularnych buniek SZ (kubické bunky)
v LP/LGT a vazivovych/svalovych vldkien v LGT. Na fotodokumentaciu bol pouZity
svetelny mikroskop Olympus BX43 s fotoaparatom Canon EOS 2000D. Preparaty boli
analyzované pri celkovom zvacseni 40x, 100x, 200x a 400x.
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. Vysledky
Pocas pitvy SZ u 45-ro€nej Zeny sme pozorovali tri komplexy anatomickych variacii
(obr.1-3):
* R1 komplex: jeden LP-LGT komplex na pravej strane;
* R2 komplex: jeden samostatny LGT medialnejSie na lavej strane;
* R3 komplex: jeden samostatny LP atypického tvaru lateralnejSie na lavej strane.
Na pravej strane bol LP spojeny s LGT. Anatomické Struktury boli oznacené ako R1
(Residue-1) (obr. 2). LP vychadzal z pravého laloka SZ, priblizne 18 mm lateralne od
strednej Ciary krku (0 mm). LP bol lokalizovany pod urovnou incisura thyroidea inferior
(ITI. Kraniokaudalny rozmer LP a mediolateralny rozmer jeho bazy dosiahli 11 x 10
mm. Tento LP pokracoval ako LGT, ktory sa upinal na lamina dextra cart. thyroideae.
Dizka a 8irka tohto LGT bola 45 x 4 mm. Makroskopicky sa javilo, Zze dany
tyreopyramidalny LGT méze mat muskularny charakter, kedZe Struktura vykazovala
dobre rozliSitelné tenké svalové vlakna.
Komplex R2 (obr.3), predstavuje samostatny LGT, ktory vychadzal z horného okraja
lavého laloku SZ, a pripaja sa k lavej strane os hyoideum. Struktira lezala priblizne
12 mm lateralne od linea mediana krku. Rozmery LGT boli 63 x 9 mm. LGT z R2
komplexu sa povaZovalo za muskularne, pretoze sa javilo ako svetloruzova Struktura
s dobre viditelnymi vlaknami, orientovanymi kraniokaudalnym smerom.
Komplex R3 sme primarne hodnotili ako LP atypickeho tvaru ,presypacich hodin®,
umiestnenu lateralne od komplexu R2, na lavej strane SZ (obr. 3). LP siahal nad
uroven ITl a prevySoval ju o +40 mm. Rozmery daného LP: vySka a Sirka boli 53 x 12
mm. Uprostred R3 komplexu sme pozorovali fibréznu Strukturu, ktora sa podobala na
LGT. Preto sme rozdelili komplex R3 na tri Casti: a) kaudalny LP, ktory meral 33 x 12
mm; b) fibrézny usek v strede, 3 x 1.5 mm; c) kranialne akcesérne tkanivo SZ s
rozmermi 17 x 12 mm. Podla makroskopického hodnotenia, fibrozny usek komplexu
R3 bol kratky, bielej farby, podobal sa na kratke LGT medzi dvoma usekmi Stitneho
tkaniva.

Obrazok 1 Ventralny pohlad. Obrazok 2 Ventrolateralny pohlad. Obrazok 3 Ventrolateralny pohlad.

Komplex R1: LP (komplex R1), Zobrazenie komplexu R1.Pritomnost  Zobrazenie komplexu R2 a R3. R2:
spojeny s LGT; Komplex R2: LP (hviezda) a LGT (Sipka) Pritomnost LGT (Sipka vlavo). R3:
LGT; Komplex R3: LP (komplex Pritomnost’ LP, resp. akcesérneho
R3) v tvare ,presypacich hodin* tkaniva SZ (hviezdy) a tenkého

fibr6zneho useku (Sipka)
Vysvetlivky: Is — isthmus $Z; PL — pravy lalok; LL — lavy lalok; &ierna §ipka — LGT; &ierna hviezda — LP
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Mikroskopicka analyza
Struktara R1 (obr. 1,2), zahffiala LP a LGT. Po&as mikroskopickej analyzy pri zvaéseni
200x a 400x bolo dobre rozliSitefné prieCne pruhovanie, charakteristické pre svalové
vlakna (obr. 4). V danom LGT neboli pozorované Ziadne folikuly SZ s koloidom.

Obrazok 4 Struktara R1: HE, 400x. Prie¢ne Obrazok 5 Struktira R2: HE, 100x. Prieéne
pruhovanie svalovych vidkien (Cierna Sipka). Jadré pruhovanie svalovych vilakien (Cierna Sipka).
svalovych buniek (zelené Sipky) Jadré svalovych buniek (zelené Sipky)

Makroskopicky bola Struktura R3 povazovana za LP neobvyklého tvaru ,presypacich
hodin® (obr. 1,3). Po€as pitvy sme zobrali dve vzorky z najuzSieho miesta komplexu
R3: kranialnejSie (obr. 6,7,8) a zo stredu (obr. 9,10). Kranialna ast fibrézneho useku
(obr. 6) pozostavala z: a) va&sieho mnozstva folikulov SZ; b) vazivovych vlakien
(kolagénové/elastické vlakna); c) adipocytov; d) svalovych viakien (obr. 8). Pri vacSom
rozligeni boli folikuly SZ a kolagénové viakna dobre viditelne (obr. 7).

Obrazok 6 Struktira R3 (kranialne): HE, 40x. Kranidlna &ast fibrozneho useku. F — folikuly SZ,
Sp. — spojivové vlakna (kolagénové vidkna), A. — adipocyty, S.v. — svalové vlakna
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Obrazok 7 Struktura R3 (kranialne): HE, Obrazok 8 Struktura R3 (kranialne): HE, 400x. Priene
400x. Folikuly SZ obklopené kubickym pruhovanie svalovych vlakien (&ierna $ipka), jadra
epitelom so zvySkami koloidu (Cierne svalovych buniek (zelené Sipky). K — kolagénové
hviezdy). Kolagénové vilakna (K., vlakna. Kolagénové vliakna (siva Sipka) s fibroblastami
zakruzkované), fibroblasty a fibrocyty st a fibrocytmi (modré Sipky)

viditelné

Mikroskopické hodnotenie vzorky zo stredného useku R3 (obr. 9,10) potvrdilo
pritomnost vacSieho mnozstva vazivovych vlakien v danom useku v porovnani
s makroskopickym pozorovanim. Okrem toho sme mikroskopicky vo vzorke
zaznamenali velké percento svalovych vlakien (obr. 9). V porovnani s kranialnejSim
usekom, dana vzorka obsahovala menej folikulov SZ a menej adipocytov. Okrem toho
kolagénové/elastické vlakna boli tiez pritomne (obr. 9,10).

V pripade Struktury R2, sme tiez potvrdili vysledky makroskopickej analyzy. LGT
predstavoval svalovy zvySok po ductus thyroglossus (obr. 5) bez stanovenia
pritomnosti akychkolvek folikulov SZ s koloidom.

Obrazok 9 Struktura R3 (stredna ¢ast): HE, 400x. Obrazok 10 Svtrvuktﬂra R3 (stredna cast): HE,
Stredna cast’ fibrozneho uUseku. Obsahuje viac 400x. Folikuly SZ obklopené kubickym epitelom

spojivového tkaniva. F — folikuly SZ; Sp. — so zvy$kami koloidu (&ierne hviezdy). Prieéne

spojivové vlakna (kolagénové vlakna); S.v. — pruhovanie svalovych vlakien (Cierna Sipka),

svalové vlakna jadra svalovych buniek (zelené Sipky)
Diskusia

Vacsina predchadzajucich studii bola zamerana na sledovanie vSeobecného vyskytu
LP a LGT. Len niekolko autorov uvadzalo ojedinelé pripady vyvojovych anomalii SZ
s histologickou analyzou (tab.1l). Ako priklad je mozno uviest vysledky Stuadii
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Chaudhary, 2013 a Kima, 2010 [10, 11], ktoré opisuju kazuistiky s absenciou LP
s vyskytom samostatného LGT pritomnym u 55-roéného muza a 51-roCnej Zeny.
V oboch Studiach boli LGT lokalizované na favej strane, hoci sa liSili typom, resp.
miestom uponu (tab.1). V inych Studiach [12, 13] autori pozorovali LGT s niekolkymi
vybezkami na lavej a pravej strane, resp. (tab.1). V tychto Studiach boli pritomné aj
malé LP, spojené s jednym z vybezkov LGT. V studii Gregory, 2007 [14] poCas pitvy
bolo opisané Siroké pripojenie tyreoglandularneho muskularneho LGT na cartilago
thyroidea u 61-rocného muza. Taktiez bol pozorovany samostatny LP, ktory nebol
spojeny so Sirokym LGT na lavej strane. Studie Gupta, 2011 a Kumar, 2015 [15, 16]
identifikovali komplex LP-LGT na pravej strane u dvoch muzov (tab.1). Okrem toho sa
v troch dalSich Studiach zistila agenéza isthmu (Al) spolu s pritomnostou LP a/alebo
LGT [15, 17, 18] (tab.1).

Tabulka 1 Kazuistiky/pripady z inych stadii

Studia Popis pozorovanych anatomickych variacii

Chaundhary, 2013 LP — nepritomny L
[10] LGT — muskularny, HG, s folikulmi SZ, 30 x 6 mm, fava strana

. LP — nepritomny
Kim, 2010 [11] LGT — ThG, lava strana; duplikovany m.omohyoideus na pravej strane

Loukas, 2008 [12] Maly LP s pocetnymi vybezkami LGT, stredna linia krku, 58 x 8.9 mm

LP — prava strana
Pacifico, 2019 [13] LGT — muskularny, s dvoma vybezkami (HP, 53 mm; and HCr, 26 mm),
prava strana
LP — lava strana, nespojeny s LGT

CnEmEn, 2007 L4 LGT — muskularny, fava strana, ThG (Siroky upon na cartilago thyroidea)

LP — prava strana, 23 x 15 mm; Al — pritomny

Gupta, 2011 [15] LGT — HP, 35 x 3.5 mm

LP — z horného okraja isthmus SZ, prava strana

Kz, 2020 [ LGT — muskularny, HP, prava strana, 65 x 15 mm

LP — bilateralne z pravého a lavého laloku SZ; Al — pritomny

Susan, 2009 [17] LGT — z kazdého LP do os hyoideum (HP),

LP — bilateralne z pravého a favého laloku SZ; Al — pritomny

Vithana, 2023 [18] LGT — nepritomny

LP — lobus pyramidalis; LGT — levator glandulae thyroideae; HP — hyopyramidalny; HG -
hyoglandularny; ThG - tyreoglandularny; HCr — hyokrikoidny; Al — agenéza isthmu; SZ — §titna
Zlaza

V nasej $tudii sme opisali atypicky poéet LP a LGT na jednej SZ, ako aj ich
morfologické charakteristiky. Predkladana kazuistika upozorfiuje na mozny vyskyt viac
ako jednej anatomickej variacie v ramci jednej SZ. V nasej praci sme sa zameriavali
najma na komplex R3, kde sa tenky fibrozny usek vyskytuje uprostred parenchymu SZ
vystupujuceho smerom kos hyoideum a rozdeluje ho na dve casti. Hoci
makroskopicky fibrozny Usek sa javi ako biela Struktura s pravdepodobnym vysokym
vyskytom kolagénovych vlakien, vo vzorke sme mikroskopicky zaznamenali velké
percento aj svalovych vlakien, ¢o nebolo mozZne predpokladat poCas pitvy. Taktiez
v kranialnej &asti fibrézneho useku bolo zistené velké mnozstvo folikulov SZ, ktoré sme
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definovali ako akcesorne tkanivo SZ. V pripade ponechania kranidlneho Useku dane;
Struktary in situ mézu byt spdsobené komplikacie, ako napriklad diseminacia
rakovinovych buniek alebo vyvolavanie recidivy inych patoldgii SZ, ako aj spdsobit
zhorSenie odpoved na lieCbu radioaktivnym 1311 [7]. Preto je ddlezite skontrolovat
kompletny priebeh anatomickej Struktury od odstupu az po upon.

Struktira R2 je dobré detekovatelna pocas pitvy, hoci jej kaudalna tretina je viac
priesvitna a tenSia ako zvySok R2. Okrem toho LGT na pravej strane (Struktura R1),
ktora lezi ventralne od musculus thyrohyoideus, méze byt tazko detekovatelna kvoli
jeho podobnosti s uvedenou svalovou Strukturou farebne aj svojim vzhladom.

Zaver
Nasa $tudia upozorfiuje na mozny vyskyt anomalii SZ. Poznatky ziskané z tejto $tudie
su pouzitelné v chirurgii SZ, kedze neupina resekcia LP a LGT méze zvysit riziko
vyskytu rezidualnych buniek SZ in situ. KedZze niekedy LGT méze zahffiat zvysky
folikulov SZ, mdze to spdsobit’ iniciaciu recidivy maligneho ochorenia SZ alebo iného
patologického procesu stitnej Zlazy, ako aj zlej odpovede na lieCbu radioaktivnym 1311.

Dakujeme RNDr. Daniele Melovej a Martinskému bioptickému centru v Ziline za
technicku podporu tejto Studie: histologické farbenie a histologicku analyzu vzoriek
Stitnej Zlazy.
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Abstract

In our study, we investigated the effect of ionizing radiation on aging rats after
fractionated whole brain irradiation (fWBI) with a clinically relevant dose. Adult male
Wistar rats at 5 months of age received fWBI with a total dose of 32 Gy delivered in
4 fractions (8 Gy dose per fraction) once a week on the same day for 4 consecutive
weeks. We used immunofluorescence staining, confocal microscopy, and image
analysis of tissue slides to determine changes in glial cells in two brain neurogenic
regions: the subventricular zone in the wall of the lateral ventricles and the
hippocampal dentate gyrus. In both neurogenic regions, we found a slight increase in
the number of astrocytes and microglia nine months after irradiation. The reason for
the weak response of glial elements to irradiation could be not only the longer survival
time, but also the advanced age at the time of starting the irradiation.

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

Uvod

Frakcionované oZiarenie celého objemu mozgu patri v su€asnosti medzi najviac
pouzivané terapeutické modality pacientov s mnohopocCetnymi metastazami. Vdaka
dokonalejSim ozarovacim a zobrazovacim technikam dochadza k dlhS§iemu medianu
prezivania pacientov s uvedenou diagnozou [1]. Tento fakt v8ak zvySuje riziko vyskytu
funkénych, neurokognitivnych zmien (napr. zmeny dlhodobej pamate, prejavy
demencie), ktoré vyznamne znizuju kvalitu Zivota onkologickych pacientov [2].
Morfologické zmeny v tkanivovom mikroprostredi mozgu po oziareni zahffiaju
poskodenie endotelu ciev, naruSenie stability hematoencefalickej bariéry, astrogliozu,
aktivaciu mikroglie, apoptdzu prekurzorov oligodendrocytov a tieZ vyvolanie zapalovej
odpovede [3, 4]. Uginok ionizujuceho Ziarenia méze byt modulovany vekom
skumaného potkana. Starnutie je komplexny proces, ktory vedie k sérii molekularnych,
biochemickych, Strukturalnych a funkénych zmien. Pokroc€ily vek hra ddlezitu ulohu aj
pri modulacii radiacného ucinku na neurogénne oblasti mozgu. V predklinickych
Studiach bol po oZiareni mozgu potkanov vo veku 8, 18 a 28 mesiacov zisteny zvySeny
poCet mikroglie atakmer ziadne zmeny v zastupeni nezrelych neurénov ato 10
tyZzdnov po expozicii [5, 6]. So starnutim menia mikrogliové bunky svoju morfologiu
amdzu vykazovat znizenu kapacitu pre normalne funkcie suvisiace s migraciou
a schopnostou prejst z prozapalového do protizapalového stavu pri regulovani
odpovede na poskodenie. Tento posun potencialne prispieva k zvySenej nachylnosti
na poSkodenie a k neurodegeneracii [7]. Ciefom nasej Studie bolo zistit a popisat, ako
frakcionované oziarenie mozgovych hemisfér, mozgového kmena a Casti krénej
miechy potkanov vo vySSom veku ovplyvni populaciu astrocytov a mikroglie
Vv neurogénnych oblastiach mozgu.
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Material a metody

V experimente sme pouzili dospelé, biele samce potkanov, kmen Wistar (n=2), ktoré
sme nechali prezivat do veku devat mesiacov. Potkany sme rozdelili na kontrolnu
skupinu (n=2) a druhd skupinu (n=2) sme po dosiahnuti veku 5 mesiacov ozarovali
celkovou davkou (cD=32 Gy, rozdelenou na 4 frakcie, 1 frakcia=8 Gy), 1l-krat za
tyzden. Na oZarovanie sme pouzili linearny urychlova¢ Clinac iX (Varian Medical
Systems, Inc., Palo Alto, CA, USA) s energiou 6 MeV. Ozarovany objem predstavoval
mozgové hemisféry, mozgovy kmen a €ast krénej miechy. U oboch skupin zvierat sme
po 4 az 5 mesacnom prezivani (vo veku 9 mesiacov) vykonali celotelovu transkardialnu
perfuziu pomocou fyziologického roztoku a nasledne 4 % paraformaldehydu. Po
dekapitacii a vybrati organov sme z mozgovych hemisfér narezali sériove, sagitalne
kryorezy s hrubkou 30um. Pomocou imunofluorescenéného farbenia sme
v preparatoch identifikovali marker astrocytov — glial fibrillary acidic protein (GFAP)
a mikroglie — ionized calcium-binding adaptor molecule (Iba 1). Preparaty sme fotili na
fluorescenénom konfokalnom mikroskope Olympus Fluoview FV10i (Olympus,
Japonsko) a hodnotili sme zastupenie GFAP-imunoreaktivnych (GFAP-IR) astrocytov
a Ibal-imunoreaktivnej (Ibal-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. vertikalnom ramene, ohybe a horizontalnom ramene.

Vysledky
Hoci morfometricka analyza preparatov mozgu oZiarenych potkanov eSte nie je
ukon&ena, predbezné vysledky ukazuju na mierny narast populacie GFAP-IR
astrocytov v jednotlivych oblastiach v ramci RMS. V pripade Iba1-IR mikroglie sme
taktiez identifikovali urgité zvySenie pozdiz migraénej trasy (obr.1).

Diskusia

Predbezné vysledky Studie ukazuju, Ze frakcionované oZarovanie mozgu u potkanov
vo vy§Som veku ma dopad na populaciu astrocytov a mikroglie, ktoré osidfuju
neurogénne oblasti mozgu potkanov. V nasej predchadzajucej studii sme po oZiareni
rovnakou cD=32 Gy a kratSom intervale prezivania potkanov (9-11 tyzdriov) zistili
signifikantny narast GFAP-IR astrocytov pozdiz migranej trasy a taktiez v gyrus
dentatus hipokampu. Tieto udaje koreSpondovali s narastom koncentracie
myoinositolu — markera astrocytov v striate a hipokampe, ktory sme identifikovali
pomocou merania proténovou magnetickou rezonancénou spektroskopiou (*H MRS).
Narast mikroglie taktiez zisteny v tejto Studii mohol byt ukazovatelom zapalu a suvisiet
so zvySenim objemu v striate a hipokampe [8]. PokrocilejSi vek v ase ozarovania
a ukoncenia experimentu mohol maskovat' niektoré zmeny po ozZiareni, ako uvadzaju
predchadzajuce studie [9, 10]. Vysledky morfometrickej analyzy by vSak bolo potrebné
porovnat' s datami ziskanymi inymi metddami, napr. *H MRS.

Zaver
Na zaklade nasich pozorovani sa javi, ze zmeny v populacii buniek v neurogénnych
oblastiach mozgu moézu byt spbsobené nielen ozarovanou oblastou, velkostou
frakcie, celkovej davky a doby prezZivania po oziareni, ale aj vekom ozarovaného
jedinca. Histopatologické zmeny v tkanive mozgu su Casto spojené s funkénymi
zmenami a prejavmi, ktoré maju na kvalitu Zivota pacienta negativny dopad a su
prognosticky nepriaznivé.
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Obrazok 1 Mikrofotografie sagitdlnych rezov mozgu kontrolnych (K) a oziarenych potkanov
prezivajucich devat mesiacov po frakcionovanom oziareni mozgu (Oz-9M). Imunofluorescencné
farbenie na detekciu glial fibrillary acidic protein (GFAP) — markera astrocytov (zelena resp. ¢ervena
fluorescencia) a ionized calcium-binding adaptor molecule (Ibal) — markera mikroglie (zelena
fluorescencia) v prednej stene subventrikularnej zény (SVZa) v stene lateralnych mozgovych komér
(LK) a v ohybe v ramci rostralnej migraénej drahy. Po oZiareni nastalo mierne zvySenie astrocytov
v SVZa (a, c), ohybe (f, i) a mikroglie v SVZa (b, d) a ohybe (g, j)

N 45

I I PREDKLINICKE STUDIE



Préaca bola financovana z prostriedkov grantu Vedeckej grantovej agentiry MSVV a S
SR (VEGA ¢.1/0131/22).

Literatara

[1] Moraes, Appl. Rad. Oncol. 2017, 6/1:6-10.

[2] Kalm, Radiat. Res. 2009, 171:66—76.

[3] Greene-Schloesser, Front. Oncol. 2012, 2:73.

[4] Yuan, Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 2006, 66:860—866.
[5] Baskar, Front. Mol. Biosci. 2014, 1:24.

[6] Schindler, Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 2008, 70/3:826—834.
[7] Harry, Pharmacol. Ther. 2013, 1:12-13.

[8] Balentova, Neurochem. Int. 2021, 145:104985.

[9] Shi, Brain Res. 2011, 1385:307-316.

[10] Tang, Brain Dev. 2017, 39/4:277-293.

N T

N 46
I I PREDKLINICKE STUDIE



Exploring Cancer Metabolism Through Fluxomics Based on
Polarome analysis

Murin, R.%, Gondas, E.2, Sofranko, J.!

1Comenius University in Bratislava, Jessenius Faculty of Medicine in Martin, Department of Medical
biochemistry, Martin; 2Comenius University in Bratislava, Jessenius Faculty of Medicine in Martin,
Department of Pharmacology, Martin
murin@jfmed.uniba.sk

Abstract
Cancer, a multifaceted disease characterized by uncontrolled cell growth and
proliferation, has been the subject of intensive research for decades. One of the key
hallmarks of cancer is the rewiring of cellular metabolism to sustain rapid proliferation,
invasion, and metastasis. Metabolic reprogramming in cancer cells involves alterations
in various metabolic pathways to meet the increased demand for energy, biosynthetic
precursors, and reducing equivalents. Recent advances in omics techniques such as
metabolomics, transcriptomics, and proteomics allow for a more comprehensive
approach to analyzing dynamic metabolism fluxes — fluxomics. Fluxomics offers a way
to study metabolic fluxes, enabling the elucidation of the intricate metabolic alterations
underlying cancer progression. In this respect, our novel protocol for LC-MS analysis
allows for quantitative analysis of polar and ionic molecules, polaromics. Our recent
fluxomic data based on polarome analysis revealed novel features of cancer cellular
metabolism and provide unique evidence about the dependence of cancer cell survival
on sustaining mitochondrial metabolism, both by strengthening their anaplerotic
capacity with overproduction of mitochondrial carboxylase and furnishing acetyl-CoA
molecules originating from the catabolism of leucine into the citric acid cycle.
Furthermore, we identified changes in metabolic pathways that support the hypothesis
of metabolic heterogeneity among cancer cells.

Keywords: fluxomics, metabolomics, polaromics, cancer metabolism, epimetabolite

Introduction

Understanding Cancer Metabolism

Cancer cells exhibit distinct metabolic phenotypes compared to their normal
counterparts. While normal cells primarily rely on the entry of glucose-derived pyruvate
into mitochondrial metabolism and support oxidative phosphorylation for ATP
generation, cancer cells often preferentially utilize aerobic glycolysis and generate
substantial amounts of lactic acid. Even though this shift in energy metabolism allows
cancer cells to meet the increased demand for ATP, they need to sustain their
mitochondrial metabolism as the source of biosynthetic intermediates. Moreover,
cancer cells exhibit rewired metabolic pathways to support macromolecular
biosynthesis, redox homeostasis, and metabolic intermediates essential for cell growth
and rapid reproduction [1 — 5].

The Role of Fluxomics in Studying Cancer Metabolism

Metabolism is a dynamic process, while analytical techniques can provide information
about biological systems in certain time, there is a need to put it to a wider context.
Fluxomics [6, 7], which involves the quantitative analysis of metabolic fluxes within
a biological system, provides a comprehensive understanding of metabolic
reprogramming in cancer. By integrating stable isotope tracing techniques with
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computational modeling, fluxomics enables the measurement of metabolic fluxes
through different pathways and the identification of key nodes regulating metabolic
reprogramming in cancer cells [8]. By estimating the incorporation of labeled carbons
into downstream metabolites using mass spectrometry or nuclear magnetic resonance
spectroscopy, fluxomics provides quantitative information on metabolic fluxes. This
approach can reveal alterations in substrate utilization and entry into metabolic
pathways, such as 3C-glucose conversion by glycolysis, the pentose phosphate
pathway, citric acid cycle, and amino acid metabolism in cancer cells compared to
normal cells [6]. A crucial role in interpreting stable isotope tracing data and inferring
metabolic fluxes is played by computational modeling [8]. By integrating experimental
data with mathematical models of metabolic networks, fluxomics enables the
estimation of flux distributions and metabolic flux ratios in cancer cells. Computational
simulations can identify metabolic pathways that are upregulated or downregulated in
cancer, providing mechanistic insights into metabolic reprogramming [9]. Additionally,
flux balance analysis and metabolic flux modeling can predict the effects of genetic or
pharmacological interventions on cancer metabolism, facilitating the identification of
potential therapeutic targets [10 — 12].

Applications of Fluxomics in Cancer Research

Fluxomics has been widely applied to study various aspects of cancer metabolism,
including: 1) Identification of metabolic vulnerabilities, 2) Biomarker discovery,
3) Personalized medicine, and 4) Drug discovery and development [7 — 12].

1. Identification of Metabolic Vulnerabilities: Fluxomics can identify metabolic pathways
that are essential for cancer cell proliferation and survival. By targeting key metabolic
nodes identified through flux analysis, novel therapeutic strategies can be developed
to selectively inhibit cancer cell metabolism while sparing normal cells.

2. Biomarker Discovery: Alterations in metabolic fluxes can serve as biomarkers for
cancer diagnosis, prognosis, and treatment response. Fluxomics-based biomarker
discovery enables the development of non-invasive metabolic imaging techniques for
cancer detection and monitoring.

3. Personalized Medicine: Fluxomics can facilitate the implementation of personalized
cancer therapies by characterizing metabolic heterogeneity among tumors and
predicting individualized responses to metabolic inhibitors or chemotherapeutic
agents.

4. Drug Discovery and Development: Fluxomics-guided drug screening approaches
can identify compounds that selectively target metabolic vulnerabilities in cancer cells.
This accelerates the development of novel anticancer drugs and repurposing of
existing drugs with metabolic targets.

We have exploited the possibility of fluxomics to provide insights into the dynamic
behavior of metabolic pathways in cancer cells. By applying pharmacological inhibitors
of pyruvate carboxylase, we identified the essential role of this enzyme in sustaining
the viability of human glioblastoma cells and astrocytes [13, 14]. The expansion of this
knowledge by using immunodetection methods revealed that pyruvate carboxylase is
ubiquitously expressed among several types of brain cancers as well as prostatic
tumors [15, 16]. Fluxomics studies on cultured glioblastoma cells revealed that cancer
cells readily dispose of branched-chain amino acids from their milieu. By using
isotopically labeled leucine, we have already quantified the metabolic flux of carbon
atoms originating from leucine in glioblastoma, astrocytoma and neuroblastoma cells
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[17]. Based on our observation that cancer cells catabolize leucine to acetyl-CoA that
can enter the citric acid cycle, we investigated the expression of 3-methylcrotonyl-CoA
carboxylase among different types of brain tumors. Indeed, immunohistochemical
staining of human brain tumor samples revealed that cancer cells are expressing this
carboxylase, and therefore, we have hypothesized that brain tumor cells possess the
enzymatic capability to support their mitochondrial metabolism with acetyl-CoA
molecules generated from leucine. In addition to leucine catabolism, the metabolism
of the two-remaining branched-chain amino acids — isoleucine and valine — is recently
investigated. Interestingly, fluxomic studies focusing on the metabolism fluxes of
essential amino acids pointed to a fact that the enrichment of culture media with some
essential amino acids in the presence of cancer cells might be a consequence of the
enhanced capability of cancer cells to utilize extracellular proteins as the source of
amino acids. Indeed, that observation is under detailed investigation now, and our data
stress the capability of cancer cells to engulf extracellular proteins from the
extracellular space (Fig. 1,2; [Sofanko et al. unpublished data]). A few recent
publications deal with the possible existence of heterogeneity in metabolism among
cancer cells [18 — 21]. In this respect, we have introduced the polaromics, which are
based on the exploitation of the novel LC-MS analysis of polarome dynamics [22, 23].
The recently obtained results reveal the profound metabolic heterogeneity between
different types of glioblastoma cells [23]. The possibility to study the
signaling/regulatory or cytotoxic effects of compounds on fluxomics we have modified
LC-MS based polaromic analysis to quantify the alterations of cellular metabolism in
the presence of 2-hydroxyglutarate and other putative epimetabolites, the compounds
with potential to affect the epigenetically regulated gene expression [24].
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Figure 1 Chromatogram of phenylalanine in cell culture medium (a), before incubation (green) and after
24 h incubation (red), and increase of amount of substance of phenylalanine in cell culture medium after
24 h (b). Samples were analyzed in triplicates and the mean + standard error of the mean (SEM) is
expressed
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Figure 2 Photomicrographs of glioblastoma cells depicting
mitochondria (a) and covalent conjugate of albumin with
Uniblue A (b)

Challenges and Future Perspectives

Despite its potential, fluxomics faces several challenges, including the complexity of
metabolic networks, technical limitations in stable isotope tracing techniques, and
computational modeling constraints. Overcoming these challenges requires
interdisciplinary collaborations between experimental biologists, analytical chemists,
mathematicians, computational biologists, and biochemists. Additionally, incorporating
genetic manipulations, such as gene knockouts or overexpression into fluxomics
studies can provide valuable insights into the regulation and control of metabolic fluxes
within cells. Future advancements in fluxomics methodologies, including single-cell
fluxomics and in vivo metabolic imaging, hold promise for further unraveling the
complexities of cancer metabolism and translating findings into clinical applications.

Conclusion

Fluxomics represents a powerful approach for studying cancer metabolism, offering
insights into the metabolic alterations driving tumorigenesis and identifying novel
therapeutic targets. By integrating stable isotope tracing techniques with computational
modeling, fluxomics enables the quantitative analysis of metabolic fluxes and provides
a systems-level understanding of cancer metabolism. Continued advancements in
fluxomics methodologies hold the potential to revolutionize our understanding of
cancer biology and pave the way for personalized metabolic therapies in oncology.
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Abstract

A diet rich in various bioactive plant-derived substances — phytochemicals, with a wide
range of additive and/or synergistic mechanisms of action, exerts significantly
beneficial effects in the prevention and/or therapy of various types of cancer, including
breast carcinoma. This study aimed to evaluate the antitumor effects of
phytochemicals contained in Aronia melanocarpa L. (aronia) on cancer stem cell
markers in a chemopreventive, chemically-induced model of mammary carcinogenesis
in female rats. Chemoprevention by aronia was achieved by its dietary administration
in two experimental groups — in a concentration of 0.3 % and 3 %. The third group of
animals, the group without chemoprevention, served as a control. Results of our study
demonstrated significant anti-cancer stem cell effects of aronia in the group with its
higher dose compared to the control. The anti-cancer stem cell activity of aronia was
associated with a significant reduction of cancer stem cell marker CD133 expression.
Well-documented antitumor activities of phytochemicals and plant-derived
nutraceuticals in in vivo studies are an important prerequisite for well-designed clinical
trials crucial to adapting breast cancer management strategies to individual patient
profiles.

Keywords: Aronia melanocarpa L., antitumor effects, cancer stem cells, breast
carcinoma, rats

Uvod
Fytosubstancie vo forme celistvych rastlinnych funkénych potravin, izolovanych
fytochemikalii alebo ich zmesi, sa vdaka ich prirodzenému pdvodu, preukazanej
ucinnosti v predklinickom vyskume, relativne nizkej cene, C¢i bezpeénému
toxikologickému profilu, povazuju za potencialne vhodnu stratégiu v chemoprevencii
respektive adjuvantnej lie€Cbe ku konvencnej terapii u réznych nadorovych ochoreni [1
— 4]. Rakovina prsnika je v suCasnosti najCastejSie diagnostikovanym nadorovym
ochorenim u zien [5]. Rozsiahly epidemiologicky vyskum poukazuje na asociaciu
medzi znizenym rizikom rakoviny prsnika a zvySenym prijmom celistvych rastlinnych
potravin [6]. Experimentalne Studie su nevyhnutné pre posudenie ucinnosti
a bezpecnosti novych chemopreventivnych a terapeutickych latok. V naSej
experimentalnej Studii rakoviny prsnika sme sa zamerali na analyzu mechanizmu
protinadorového ucinku Aronia melanocarpa L. (arénia) na parametre nadorovych
kmerovych buniek (CSCs). Ardnia je bohatym zdrojom antokyaninov s preukazanymi
antioxidacnymi, protizapalovymi a rozsiahlymi protinadorovymi ucinkami [7 — 11].
Zavedenie pouzitia fytosubstancii do rutinnej onkologickej praxe si vSak dalej vyzaduje
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komplexny klinicky vyskum, ktory musi precizne definovat ich uCinky na fudsky
organizmus, vratane mechanizmu ucCinku, vhodného davkovania ¢i spdsobu
podavania u onkologickych pacientov.

Material a metody

Experiment bol schvaleny Etickou komisiou JLF UK (EK12/2022) a SVPS SR (No. Ro-
3239/15-221 a Ro0-1640/17-221). V experimente boli pouzité panenské samice
potkana kmena Sprague-Dawley (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Nemecko) vo
veku 5 tyzdnov. Mamarna karcinogenéza bola vyvolana intraperitonealnou aplikaciou
N-metyl-N-nitrozourey (Sigma, Deisenhofen, Nemecko) v priemere na 42. postnatalny
den, a to v jednorazovej davke 50 mg/kg hmotnosti zvierata. Uvedeny animalny model
imituje premenopauzalne obdobie u vysoko rizikovych zien pre rozvoj karcinomu
prsnika. Fytosubstancia bola zvieratam aplikovana v potrave (SSNIFF Spezialdiaten
GmbH, Soest, Nemecko) pocas celej doby trvania Stadie (t.j. 15 tyzdhov). Zvierata v
pocCte 75 kusov boli rozdelené do 3 experimentalnych skupin (25 zvierat na jednu
skupinu): 1. skupina — kontrolna, bez chemoprevencie, 2. skupina — arénia podavana
v nizSej koncentracii (0,3 %), 3. skupina — arénia podavana vo vysSej koncentracii (3
%). Pri definovani davky fytosubstancie primarne vychadzame z klinického davkovania
(nizSia davka), avsak s prihliadnutim na potencialne odliSnu farmakokinetiku/dynamiku
fytofarmaka v nami pouzitom experimentalnom modeli (vy$Sia davka). Presné
davkovanie fytosubstancie taktiez odraza nase mnohoroCné skusenosti v ramci
predchadzajucich studii, kedy sme v danom experimentalnom modeli UspesSne
analyzovali viaceré rastlinné potraviny s protinadorovym u€inkom [12 — 18].

Na konci experimentu boli zvierata usmrtené rychlou dekapitaciou. Mamarne nadory
boli vypitvané a ich rozmery zaznamenané. Cast vzoriek tkaniva mamarnych nadorov
bola zafixovana v 10 %-nom roztoku pufrovaného formalinu a nasledne technikou
parafinovych rezov bola pripravena na histologické a imunohistochemické vySetrenie.
Pre imunohistochemicku analyzu vybranych markerovn CSCs boli vybrané
najreprezentativnejSie oblasti mamarneho nadorového tkaniva bez regresivnych
zmien, zahfnajuce v sebe typizacné charakteristiky a najvacSie zastupenie vitalnej
epitelovej zlozky. Detekcia vybranych proteinov bola realizovana nepriamou
imunohistochemickou analyzou s pouzitim komercne dostupnych protilatok
Specifickych pre potkany. Imunohistochemické znacenie protilatkami proti vybranym
markerom CSCs (Autostainer Link 48, Hermes) bolo uskuto¢nené podfa odporucani
vyrobcov. Koncentracie pouzité pre vybrané primarne protilatky boli nasledovné: CD24
1:200, CD44 1:200; CD133 1:150; ALDH1A1 1:500; EpCam 1:160. Primarne protilatky
boli vizualizované pomocou sekundarneho detekéného systému (EnVision, Dual Link
System-HRP, USA) s pouzitim diaminobenzidin tetrahydrochloridu ako substratu.
Reprezentativne oblasti rezov nadorového tkaniva boli mikroskopicky analyzované
anasledne nasnimané pri 400-nasobnom zvacSeni (Olympus BX41N). Pre
vyhodnotenie imunohistochemickej expresie antigénu bola pouzita morfometricka
analyza digitalnych zaberov za vyuzitia softvéru QuickPhoto Micro, verzie 3.1
(Promicra, Praha). ANOVA bola pouZzita pre Statistické vyhodnotenie ziskanych dat.

Vysledky
Arénia podavana zvieratam vo vy$3Sej koncentacii signifikantne znizila expresiu
markera CD133 v mamarnych nadoroch o 58,5 % (P<0,001) v porovnani s kontrolou.
V pripade niZSej davky bol pokles v expresii CD133 v porovnani s kontrolou miernejSi
(36,5 %, P=0,10). Pokles v expresii dalSich vybranych markerov CSCs (CD24, CD44,
EpCAM, ALDH1) nebol Statisticky vyznamny ani v jednej zlieCenych skupin
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v porovnani s kontrolnou skupinou, avSak zretelna tendencia davkovo zavislého
poklesu expresie bola pozorovana u CD44, ALDH1 a EpCam (obr. 1 a 2).
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Obrazok 1 Reprezentativne zabery expresie markerov CSCs vo vzorkach tkaniva mamarnych nadorov
samic potkanov po lieEbe aréniou. Pre detekciu proteinov boli pouZité nasledovné protilatky (vSetky
polyklonalne): ALDH1A1 (ThermoFisher, Rockford, IL, USA), EpCAM (Abcam, Cambridge, MA, USA),
CD24 (GeneTex, Irvine, CA, USA), CD44 (Boster, Pleasanton, CA, USA), CD133 (Abcam, Cambridge,
MA, USA). Kone&né zvacsenie: x400
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Obrazok 2 Imunoexpresia markerov CSCs vo vzorkach tkaniva mamarnych nadorov samic potkanov
po lieCbe aroniou. Data su vyjadrené ako priemer £+ SEM. Vyznamny rozdiel: ***P<0,001 v porovnani
s kontrolou. Graf demonStruje proteinovu expresiu kvantifikovanu ako percentualny priemer antigén-
pozitivnych oblasti v §tandardnom poli (0,5655 mm?) tvz. ,hotspot* oblasti v rdmci nadorového tkaniva.
Minimalny pocet obrazkov analyzovanych na jeden parameter predstavoval n=60
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Diskusia

CSCs predstavuju subpopulaciu buniek so schopnostou sebaobnovy a diferenciacie
do réznych typov buniek, ktoré su vyznamné zapojené do viacstupfiového procesu
karcinogenézy. Vplyv maju na proces iniciacie, promdcie, Ci progresie nadoru,
ovplyvnuju proces metastazovania, ako aj rezistenciu na protinadorovu terapiu [19].
V ramci klinickej praxe a onkologického vyskumu existuje niekolko Kklinicky
validovanych markerov CSCs, z ktorych CD24, CD44, CD133, ALDH1 a EpCAM sa
stali centrom nasho zaujmu [20, 21]. V naSich predchadzajucich studiach, expresia
viacerych ztychto markerov bola Statisticky vyznamne ovplyvnena zmesou
fytochemikalii obsiahnutych v niekolkych rastlinnych funkénych potravinach (oregano,
klinCek, tymian, Skorica, €i sumach) [14 — 18]. V tejto Studii aronia v zavislosti od davky
signifikantne znizila expresiu markera CD133 v porovnani s kontrolou. Inhibi¢ny vplyv
aronie na CSCs prsnika bol pozorovany taktiez v nedavnej studii inych autorov [22].
Predpokladame, Zze za vyznamnym protinadorovym a chemopreventivnym uc€inkom
ardnie su aditivne a/alebo synergické uc€inky zmesi fytochemikalii v nej obsiahnutych,
ovplyvnujuce viaceré bunkové signalne drahy, vratane tych, ktoré reguluju CSCs.

Zaver

Analyza mechanizmu protinadorového uc€inku Aronia melanocarpa L. preukazala
signifikantny u¢inok na parametre CSCs v nami pouzitom experimentalnom modeli
karcinomu prsnika. Nevyhnutna je vSak dalSia analyza Specifickych mechanizmov
zodpovednych za nami zisteny anti-CSCs ucginok ardnie, vratane objasnenia
zodpovedajucich bunkovych signalnych drah. Chemopreventivny pristup vo i
nadorovym ochoreniam, ktory imituje nasa experimentalna Studia modelu karcinomu
prsnika, spolu s multiomickou analyzou vyznamnych markerov nadorovej dynamiky je
jednym z délezitych aspektov pokrocCilej stratégie prediktivnej, preventivnej
a personalizovanej (3P) mediciny veducej k individualizovanému pristupu rieSenia
problematiky ochorenia.

Finanéna podpora bola zabezpeéena grantom VEGA 1/0045/23.

Literatura

[1] Abotaleb, Cancers. 2018, 11:28.

[2] Abotaleb, Biomolecules. 2020, 10:221.

[3] Kapinova, Biomed. Pharmacother. 2017, 96:1465-1477.

[4] Kapinova, Environ. Health Prev. Med. 2018, 23:36.

[5] Sung, CA: A Cancer Journal for Clinicians. 2021, 71:209-249.
[6] Farvid, Br. J. Cancer. 2021, 125:284—-298.

[7] Sidor and Gramza-Michatowska, Molecules. 2019, 24:3710.
[8] Liang, Biochimie. 2019, 162:107-115.

[9] Li, Nutr. Res. 2022, 107:48-64.

[10] Wei, Chem. Biodivers. 2020, 17:e2000654.

[11] Tamkuté, Food Research International. 2022, 161:111803.
[12] Kubatka, Nutrition. 2015, 31:560-9.

[13] Kubatka, Eur. J. Nutr. 2016, 55:955-65.

[14] Kubatka, Eur. J. Nutr. 2017a, 56:1303-1316.

[15] Kubatka, J. Cell. Mol. Med. 2017b, 21:2837-2851.

[16] Kubatka, Int. J. Mol. Sci. 2019, 20:1749.

[17] Kubatka, Molecules. 2020a, 25:1399.

[18] Kubatka, Int. J. Mol. Sci. 2020b, 22:183.

[19] Crabtree and Miele, Biomedicines. 2018, 6:77.

[20] Liu, Cancer Biomark. 2020, 28:293—-299.

[21] Shima, Gland. Surg. 2017, 6:82-88.

[22] Choi, Mol. Carcinog. 2018, 57:1467-1479.

N T

N 55
Y PREDKLINICKE STUDIE



Protinadorova aktivita Salvia officinalis L. v terapeutickom
animalnom modeli karcindbmu prsnika
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Abstract

This research aimed to analyse the antitumor activity of Salvia
officinalis L. (Lamiaceae; Salvia officinalis herba) in a therapeutic 4T1 mouse model of
breast carcinoma. The effects of dietary administered S. officinalisin two
concentrations (0.1% /SAL 0.1/ and 1% /SAL 1/) were assessed. In this study, a non-
significant tumor volume decrease after S. officinalis treatment was associated with
a significant reduction in the mitotic activity index of 4T1 tumors by 37.5% (SAL 0.1)
and 31.5% (SAL 1) vs. controls (set as a blank group with not applied salvia in the
diet). In addition, S. officinalis at higher doses significantly decreased necrosis/whole
tumor area ratio by 46% compared to control tumor samples. Our experimental study
demonstrated the significant treatment effects of S. officinalis in the mouse breast
carcinoma model.

Keywords: antitumor activity, breast carcinoma, mouse model, Salvia officinalis L.

Uvod
Salvia - Salvia (S.) officinalis L. - $alvia lekarska je rastlina z elade Lamiaceae
(hluchavkovité). Ma pbvod v oblastiach Stredného vychodu a Stredomoria.
V sucasnosti ma rozSirenie takmer po celom svete. V tradi€nej medicine sa pouziva
pri lieCbe ré6znych ochoreni spojenych so zapalom ako su napr. reumatizmus, dna,
vredy, hnacka, ale aj inych ochoreni a patologickych stavov ako su tremor, paralyza,
zachvaty, hyperglykémia a zavraty [1].
Salvia je zdrojom mnohych fytochemikalii pritomnych v kvetoch, listoch a stonke. Ide
o derivaty monoterpénov (gafor, cineol, derivaty borneolu, thujon) a seskviterpénov
(karyofylén), taniny (kyselina rozmarinova, kyselina salvianolova), diterpenoidy
(derivaty karnosolu) a flavonoidy (cirsiliol, derivaty luteolinu a apigeninu a fenolové
glykozidy). Su popisané mnohé jej vyznamné ucinky na organizmus ako protizapalove,
antioxidacné, antimikrobialne, hypolipidemicke, hypoglykemické, ale aj antimutagénne
a protinadorové [1]. Protizapalové a antioxidacné ucinky Salvie sa davaju do suvisu
S jej protinadorovym pdsobenim [2].
Ciefom naSej experimentalnej prace bolo analyzovat protinadorovu aktivitu
S. officinalis v terapeutickom syngénnom 4T1 modeli karcindmu prsnika pouzitim mysi
kmena Balb/c.

Material a metody
V animalnom modeli karcinému prsnika sme pouzili samice mysi BALB/c (Velaz,
Praha, Ceska republika) vo veku 10 tyzdhov s hmotnostou 17 - 19 g. Zvierata boli

N T

N 56
Y PREDKLINICKE STUDIE



aklimatizované na kontrolované prostredie vivaria, ¢o predstavovalo 12-hodinovy
cyklus umelého svetla, teplotné rozpatie 23 °C + 2 °C a rozsah relativnej vihkosti 40 %
- 60 %. Zvierata boli kimené ad libitum diétou Ssniff® (R-Z/M-Z s nizkym obsahom
fytoestrogénov; Soest, Nemecko) a mali neobmedzeny pristup k vode.

Na vyvolanie mamarnej karcinogenézy (mySieho mamarneho adenokarcinomu) sme
pouzili 1 x 10° 4T1 buniek na jedno zviera, ktoré sme aplikovali subkutanne do
abdominalnej oblasti [3, 4, 5]. S. officinalis (Caledula, Nova Lubovia, Slovensko;
miesto pdvodu: severovychodné Slovensko) bola podavana mysiam odo dna, kedy im
boli inokulované 4T1 bunky, az po dobu 15 dni. S. officinalis bola aplikovana v skupine
SAL 0,1 v niz8ej koncentracii t.j. 1 g/kg — 0,1% (w/w) a v skupine SAL 1 vo vySSej
koncentracii t.j. 10 g/kg — 1 % (w/w). NiZSia koncentracia zodpovedala davke u ludi,
ktora je typicka pre stredomorsku stravu (asi 2 g denne). Vzhfadom na moznu
rozdielnu farmakokinetiku a farmakodynamiku S. officinalis u ludi a zvierat — mySi sme
pouzili aj vy$Siu koncentraciu S. officinalis v potrave. Tato vyS$Sia davka bola navySe aj
tzv. poistnou davkou, kedZe davkovanie S. officinalis v strave v modeli
experimentalnej mamarnej karcinogenézy u hlodavcov nebolo doteraz stanovené.
Salvia bola spracovana do potravy metédou studenej peletizacie, aby sa
neznehodnotili termolabilné fytochemikalie.

Celkovy pocCet zvierat — mySi bol 78, tie sme nahodne rozdelili do troch
experimentalnych skupin, a to 1. skupina — kontrolna bez lie€by S. officinalis v potrave,
2. skupina s nizSou koncentraciou S. officinalis a 3. skupina s vy$Sou koncentraciou
S. officinalis. Od $tvrtého dfia po inokulacii 4T1 buniek mySiam sme sledovali rast
nadorov (objem). Zvierata sme palpovali a hodnotili sme pritomnost a velkost kazdého
mamarneho nadoru. Monitorovali sme aj prijem potravy a vypocitali priemerné denné
davky S. officinalis podavané mysiam v kazdej skupine. Na konci experimentu boli
mySi usmrtené rychlo dekapitaciou, mamarne nadory boli excidované a zmerané [3, 4,
5]. Kazda vzorka tkaniva karcindmu mysi bola rutinne fixovana vo formaline a zaliata
do parafinu.

V ramci hodnotenia sa definoval podiel nekrdz po lieCbe Salviou, urcila sa priemerna
plocha nadoru a priemerna plocha nekréozy (pocet vSetkych nekréz deleny poctom
nadorov) kazdého nadoru. Oblast nadoru a rozsah nekrozy boli stanovené na
histologickom preparate. Ak mal nador kruhovy obrys, bola plocha uréena ako 1r2 (r
= polomer); ak nador vykazoval charakteristiku elipsy, bola plocha ur¢ena ako 1 x a x
b (a, b = poloosi); ak nador vykazoval charakteristiku obdiZnika, plocha sa urgila ako a
x b (strany a, b obdiZnika) a ak mal nador tvar lichobeZnika, plocha sa urgila ako (a +
c) x v/2. Ak nador dosiahol velkost jedného z vysokovykonnych poli (HPF) (napr. s
objektivom 4x), plocha sa ur€ila na zaklade tohto mikroskopického pola. Na
histologickom preparate boli nacrtnuté obrysy nekrézy a plocha nekrézy bola zvycajne
uréena ako ich rozsah podla velkosti HPF, pripadne nasobok plochy HPF (pri objektive
4x = 23,76 mm?, pri objektive 10x = 3,8 mm?), s objektivom 20x = 0,95 mm?).
Najmensou hodnotitelnou nekrézou bol jej rozsah v jednom HPF (0,24 mm?; t.j. pri
zvacSeni 400x s priemerom zorného pola 0,5 mm). Ak bola nekr6za mensia ako HPF,
bola vyhodnotena ako bodova. Mitotické skére bolo uréené poctom mitotickych utvarov
najdenych v 10 po sebe iducich HPF v mitoticky najaktivnejSej €asti nadoru. Pocitali
sa len identifikovatelné mitotické obrazce; hyperchromatické, karyoretické alebo
apoptotické jadra boli vylu¢ené. V zriedkavych pripadoch, ked bola celkova plocha
nadoru u mysi mensia ako sucet 10 HPF, sa vyhodnotil poCet mitéz v piatich HPF a
vynasobil sa dvomi.
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Vysledky

S. officinalis zretelne, hoci nie Statisticky vyznamne znizila objem 4T1 mySich nadorov
v oboch lie€enych skupinach v porovnani s nelieCenymi zvieratami (obr. 1).
Histopatologické hodnotenie nadorovych buniek odhalilo vyznamny pokles indexu
mitotickej aktivity po terapii S. officinalis o 37,5 % (SAL 0,1) a 31,5 % (SAL 1) oproti
kontrolam (p < 0,001) (tab. 1; obr. 1). Vyhodnotenie pomeru nekr6z na plochu
histopatologicky vySetrovaného nadoru odhalilo signifikantné znizenie 046 %
(p <0,05) po vyS3ej davke S. officinalis v porovnani s nelieCenymi (kontrolnymi)
zvieratami (tab. 1).

A Syngénny 4T1 model karcindmu prsnika
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syngénnom modeli po lie€be S. officinalis. (B) Index mitotickej aktivity po lie€be S. officinalis v nddoroch
4T1 u mysi Balb/c. Mitotické figury su zvyraznené v kruhoch; farbenie H&E; zvacsenie 400x. CONT—
kontrolna skupina, SAL 0,1 — skupina s diétne aplikovanou Salviou v koncentracii 1 g/kg v strave; SAL 1
— skupina s diétne aplikovanou $alviou v koncentréacii 10 g/kg v strave. Udaje st uvedené ako priemer
+ SEM
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Tabulka 1 Histopatologické hodnotenie vzoriek nadorov 4T1 po terapii S. officinalis u mysi Balb/c

Parameter KONT SAL 0,1 SAL1
E;’g(‘)?; nekrozy naplochu 4 1454 0023 0,168 + 0,040 0,079 + 0,015
Index mitotickej aktivity 3025+ 1.62 18.90 £ 1,00 2070 £ 213"

Udaje st uvedené ako priemer = SEM. Signifikantny rozdiel, *p < 0,05, ***p < 0,001 vs CONT
KONT-kontrolna skupina, SAL 0,1 — skupina s diétne aplikovanou Salviou v koncentracii 1 g/kg v strave,
SAL 1 - skupina s diétne aplikovanou Salviou v koncentracii 10 g/kg v strave

Diskusia a zaver

Vysledky nasSej experimentalnej Studie poukazali na protinadorovu aktivitu S. officinalis
v4T1 modeli karcindmu prsnika u mySi. Zaznamenali sme sice Statisticky
nevyznamny, avSak zretefny pokles objemu nadorov u mysi po lieCbe S. officinalis,
ktory bol spojeny so signifikantnym znizenim podielu nekrézy v nadoroch, ako aj
s vyznamnym znizenim indexu mitotickej aktivity nadorovych buniek in vivo. V nasSich
predchadzajucich experimentoch, v ktorych sme pouZili rovnaky mysi model, ako aj
davku podavanych rastlinnych nutraceutik (ovocné Supky Rhus coriaria L., kbéra
Cinnamomum zeylanicum L. a Thymus vulgaris L.) sme preukazali ich vyznamné
terapeutické ucinky [3, 4, 5]. Spominané protinadorové ucinky rastlinnych nutraceutik
boli porovnatefné alebo dokonca lepSie v porovnani s konvenénymi syntetickymi
latkami (paclitaxel) analyzovanymi pomocou rovnakého mySacieho modelu 4T1
karcinomu prsnika [6, 7, 8]. PotlaCenie signalnych onkogénnych drah pomocou
fytochemikalii méze zlepsit' terapeuticky vysledok zvySenim citlivosti rakovinovych
buniek alebo zvratenim rezistencie na Standardné terapeutické postupy [9]. Napriek
dokazanym protinadorovym ucinkom Salvie ale aj inych rastlinnych potravin v naSom
laboratoriu pomocou terapeutického mysacieho modelu 4T1, ich potencialne vyuzitie
v terapii humanneho karcindmu prsnika si vyZaduje dalSie intenzivne skumanie na
predklinickej a klinickej urovni. Model 4T1 in vivo ma niekolko délezitych obmedzeni,
napriklad pouZziva iba jednu nadorovu bunkovu liniu a ma vysoky stupen uniformity v
experimentalnych podmienkach, ktoré nemozno dosiahnut’ v klinickom prostredi. Na
zabezpecenie efektivnej zdravotnej starostlivosti o pacientov s karcinomom prsnika si
moderna medicina vyzaduje individualny pristup a identifikaciu najnovSich a
efektivnejSich terapeutickych stratégii vratane zvySenej citlivosti rakovinovych buniek
na konvenéné chemoterapeutika [10].

Rastlinné nutraceutikd vykazuju signifikantnu protinadorovu aktivitu terapeutickom
animalnom modeli karcindmu prsnika. Ich aplikacia v ramci novych lieCebnych stratégii
karcinomu prsnika si vSak vyZaduje pokracujuce intenzivne klinické hodnotenia.

Finanéna podpora: grant VEGA 1/0045/23.
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Abstract

Comprehensive preclinical oncology research points to the significant role of
phytochemicals or whole plant nutraceuticals in the modulation of signalling pathways
associated with oncostatic activities. This study uses the rat breast carcinoma model
to assess Hippophae rhamnoides L. (seaberry) 's anticancer activities. Our study
aimed to analyse the effects of seaberry on selected parameters of apoptosis,
proliferation, angiogenesis, and antioxidant activity in a chemopreventive, chemically-
induced rat model of breast carcinogenesis. Seaberry (as fruit peel powder) was
administered in the diet at two concentrations of 0.3% (w/w) and 3% (w/w) during the
whole experiment. The chemoprevention by seaberry showed a significant reduction
in the ratio of poorly and well-differentiated (high/low grade, HG/LG) carcinomas after
the higher seaberry dose compared to control carcinomas without chemoprevention.
Immunohistochemical evaluation of rat tumour specimens revealed significant
beneficial changes after chemoprevention. Seaberry significantly increased two
apoptotic parameters — cytoplasmic caspase-3 and Bax expressions vs. the control
group. The treatment with seaberry decreased the expression of Bcl-2 protein, but the
change reached only the boundary statistical significance. However, we revealed
a significant increase in the Bax/Bcl-2 ratio in both treated groups vs controls. In
addition, seaberries decreased expression of proliferation marker Ki67 and expression
of angiogenesis marker VEGF compared to control tumour samples. Finally, seaberry
reduced cytoplasmic levels of MDA compared to the control group. Seaberry in the
chemopreventive animal model of breast carcinoma demonstrated significant
oncostatic activities through the modulation of apoptosis, proliferation, angiogenesis,
and oxidation.

Keywords: rat, breast carcinoma, chemoprevention, seaberry

Uvod

Epidemiologické Studie, ako aj udaje z predklinického vyskumu preukazali, Ze
fytochemikalie z potravinovych zdrojov, ako je ovocie, zelenina, lie€ivé rastliny a &aj,
maju priaznivé ucinky na organizmus a ich systematicky a dlhodoby prijem (4-5-krat
tyzdenne pocas niekolkych rokov) suvisi so znizenym rizikom karcindmu prsnika [1 —
3]. Protirakovinové viastnosti rastlinnych nutraceutik obsahujucich Siroké spektra
fytochemikalii sa prejavuju tym, Ze pbsobia ako vyznamné modulatory bunkovej
signalizacie. Fytochemikalie vykazuju onkostatické aktivity tym, Zze obmedzuju
iniciaciu, promaociu a progresiu malignity ovplyvnenim mechanizmov, ako je bunkovy
cyklus, programovana bunkova smrt, neovaskularizacia, oxidacia, aktivita kmenovych
buniek, metastazy, €i epigenetické regulacie [4].
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Rastlinné nutraceutika vratane drobnych bobulovin maju velky potencial v medicine
vdaka ich pleiotropnym u€inkom na organizmus. Rakytnik rasetliakovy (Hippophae
rhamnoides L.) obsahuje zmes flavonoidov, pricom najviac su zastupené izohamnetin,
kvercetin a kempferol, atieto tvoria hlavné farmakologické vlastnosti plodu [5].
Hypotéza tejto Studie bola zalozena na poznatku, Zze aplikacia vhodnych rastlinnych
nutraceutik bohatych na Specifické fytochemikalie vratane flavonoidov s potencialnym
aditivnym alebo synergickym spésobom u€inku mbze vykazovat vyznamné
protinadorové ucinky [6]. Cielom tejto Studie bolo analyzovat protinadorové aktivity H.
rhamnoides pouZzitim chemopreventivneho animalneho modelu mamarnej
karcinogenézy. V mechanistickych analyzach sme hodnotili klinicky overené nadorove
biomarkery bunkovej smrti, proliferacie, vaskularizacie, ¢i oxidacného poskodenia.

Material a metédy
V experimente sme pouzili panenské samice potkanov kmerna Sprague-Dawley
(Charles River) vo veku 32-36 dni. Mamarnu karcinogenézu sme vyvolali
intraperitonealnou aplikaciou N-metyl-N-nitrozourey (Sigma, Deisenhofen, Nemecko).
Fytosubstanciu (Supky plodu Rakytnika raSetliakového) sme aplikovali v potrave
(SSNIFF Spezialdiaten GmbH, Soest, Nemecko) poc€as celej doby studie (13 tyzdnov).
Zvierata v pocte 75 kusov boli rozdelené do 3 skupin: 1. kontrolna skupina bez
chemoprevencie, 2. skupina s fytosubstanciou v nizSej koncentracii (0.3%), 3. skupina
s fytosubstanciou vo vy$8ej koncentracii (3%). Pri davkovani rakytnika sme vychadzali
z naSich skusenosti v predchadzajucom obdobi [2 — 4]. PoCas pitvy boli mamarne
nadory vypitvané. Cast vzoriek tkaniva mamarnych nadorov bola zafixovana v 10 %-
nom roztoku pufrovaného formalinu a nasledne technikou parafinovych rezov
pripravena na histologické a imunohistochemické vySetrenie. Nadory boli klasifikované
podla kritérii pre klasifikaciu mamarnych nadorov potkanov [2 — 4]. Pri hodnoteni
protinadorového ucinku rakytnika u samic potkanov sme sa zamerali na
imunohistochemické stanovenie vybranych parametrov nadorovych kmenovych
buniek (kaspaza-3, bax, Bcl-2, Ki67, VEGF, VEGFR2, MDA) v ramci reprezentativnych
oblasti nadorového tkaniva parafinovych blo¢kov. Detekcia vybranych proteinov bola
zrealizovana nepriamou imunohistochemickou metédou pomocou komeréne
dostupnych protilatok. Vizualizacia primarnych protilatok bola uskuto¢nena
prostrednictvom sekundarneho detekéného systému (EnVision, Dual Link System-
HRP, USA) s pouzitim diaminobenzidin tetrahydrochloridu ako substratu.
Reprezentativne oblasti rezov tkaniva boli nasnimané a analyzované pri 400-
nasobnom zvacSeni (Olympus BX41N). Expresia proteinov bola kvantifikovana ako
priemerna percentualna hodnota antigén pozitivnych oblasti v Standardnych poliach
(0,5655 mm2) nadorovych "hot spot" oblasti. Morfometricka analyza digitalnych
zaberov bola uskutoénena za pouzitia softvéru QuickPhoto Micro, verzie 3.1
(Promicra, Praha). Antigén pozitivne oblasti boli vyhodnotené prostrednictvom fazovej
analyzy so S$tandardnymi prahovymi hodnotami pre strednu a silnu intenzitu
imunoreaktivity. Analyzovanych bolo minimalne 60 zaberov na jeden skumany
parameter. V Statistickom hodnoteni ziskanych dat sme pouzili Mann-Whitneyho test
a ANOVA. Experiment schvalila Eticka komisia JLF UK (EK12/2022) a SVPS (5056-
3/2022-220).
Vysledky

Chemoprevencia rakytnikom signifikantne zlepSila prognézu mamarnych karcinémov
prostrednictvom vyrazného znizenia pomeru slabo a dobre diferencovanych |ézii voci
kontrolam. Co sa tyka analyzy mechanizmu chemopreventivneho Gginku, rakytnik
v zavislosti od davky signifikantne zmenil dva apoptotické parametre, zvySil expresie
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cytoplazmatickych proteinov kaspazu-3 a Bax. Chemoprevencia rakytnikom znizila
expresiu proteinu Bcl-2, ale zmena dosiahla iba hranicu Statistickej vyznamnosti.
Sucasne sme zistili signifikantné zvySenie pomeru Bax/Bcl-2 v oboch skupinach
s chemoprevenciou vocéi kontroldam. Okrem toho, rakytnik raSetliakovy vo vysSich
davkach znizil expresiu proliferativneho markera Ki67 a v nizSich aj vysSich davkach
signifikantne znizil marker angiogenézy VEGF v porovnani s kontrolnymi vzorkami.
Supky plodu rakytnika tiez zniZili cytoplazmatické hladiny MDA (marker oxidacie
lipidov) v zavislosti od davky v porovnani s kontrolnou skupinou. Expresia dalSieho
parametra angiogenézy - VEGFR-2 zostala po chemoprevencii nezmenena.
Reprezentativne fotografické zabery expresie uvedenych markerov apoptozy,
proliferacie, angiogenézy a oxidacného poskodenia v mamarnych karcindmoch samic
potkanov sumarizuje Obrazok 1.
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Obazok 1 Reprezentativne obrazky expresie kaspazy-3, Bax, Bcl-2, Ki67, VEGFA, VEGFR-2
a MDA v tkanive karcinomu mlieCnej zlazy potkana. Na detekciu boli pouzité: polyklonalna
protilatka proti kaspaze-3 (Bioss, Woburn, USA), polyklonalne protilatky Bax a Bcl-2 (Santa
Cruz Biotechnology, Paso Robles, CA, USA), monoklonalna protilatka Ki67 (Dako, Glostrup,
Dansko), monoklonalna VEGFA a VEGFR-2 (Santa Cruz Biotechnology, Paso Robles, CA,
USA) a polyklonalna protilatka MDA (Abcam, Cambridge, MA, USA); zva&Senie x400
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Diskusia

Sucasné experimentalne Studie poukazuju na regulacné aktivity fytochemikalii a ich
prirodzenych zmesi na klu€ové mechanizmy iniciacie, promécie a progresie
karcinogenézy, vratane procesov apoptoézy, proliferacie, angiogenézy alebo
oxidacného poskodzovania buniek [2 — 4, 7]. V tomto smere sme hodnotili mechanizmy
protinadorového uCinku rakytnika v ramci chemopreventivneho modelu
prostrednictvom imunohistochemickych analyz vybranych markerov vysSie uvedenych
mechanizmov.  Rakytnik  preukazal signifikantni  protinadorovi  aktivitu
v chemopreventivnom modeli experimentalneho karcindmu prsnika prostrednictvom
proapoptotickych, antiangiogénnych, antiproliferativnych a antioxidaénych ucinkov.
NaSe vysledky poukazali aktivaciu nesSpecifickych signalnych drah v rakovinovych
bunkach [4], ktoré boli spojené s protirakovinovou ucinnostou rakytnika v modeli in
Vivo.

Predklinicky dobre zdokumentované protirakovinové aktivity fytochemikalii
a rastlinnych nutraceutik su dobrym teoretickym vychodiskom pre zlepSenie
individualnych vysledkov rizikovych jedincov, a preto mézu byt potencialne aplikované
na primarnu (prevencia vzniku rakoviny), sekundarnu (prevencia potencialneho
metastatického Sirenia) a terciarnu (prevencia kaskadovych komplikacii) starostlivost
v klinickej onkologickej praxi [8]. V tomto ohfade su precizne analyzy mechanizmu
posobenia chemopreventiv vo vztahu ku genotypu jedinca kfucové pre prispésobenie
algoritmov manazZmentu karcindmu prsnika individualnym profilom pacientov. Rychlo
rastuci vyskyt karcinbmu prsnika v populacii a najma agresivne metastatické podtypy
karcinomu prsnika nachadzajuce sa v mladej Zzenskej populacii podnecuju lekarov
k aplikacii pokrocilych skriningovych metéd a cielenych individualizovanych
a preventivnych pristupov v celkovom manazmente karcinomu prsnika [9]. Koncepty
prediktivnej diagnostiky, stratifikacia pacienta, cielena prevencia a lie¢ba zamerana na
individualizované multiomické charakteristiky pacienta predstavuju efektivnhe nastroje
pre nakladovo efektivnu preventivnu aplikaciu rastlinnych nutraceutik na optimalizaciu
manazmentu karcindbmu prsnika.

Financna podpora: grant VEGA 1/0045/23.
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Abstract

Naturally occurring mixtures of phytochemicals present in plant foods are proposed to
possess tumor-suppressive effects. In this study, we aimed to evaluate the antitumor
effects of Hyppophae rhamnoides L. in a chemically-induced mammary carcinoma
model in vivo, focusing on the modulatory action in histone posttranslational chemical
modifications. Dried seaberry peels were continuously administered at two
concentrations of 0.3% and 3% in the diet. After autopsy, histopathological and
immunohistochemical analyses of rodent mammary carcinomas were
performed. Compared to control specimens, evaluation of epigenetic alterations in rat
tumor cells in vivo showed a positive significant dose-dependent increase in the lysine
acetylation status of H4K16 and a significant dose-dependent increase in lysine
trimethylations in H4K16. On the other hand, trimethylation levels of H3K4 and H3K9
after chemoprevention were positively decreased (but non-significantly) compared to
control groups. A better understanding of the global patterns in the posttranslational
histone modifications with the specific consequences for the structure and activity of
nuclear chromatin may uncover new molecular targets for dietary phytochemicals
potentially applied in managing breast carcinoma including cancer chemoprevention.

Keywords: rat, breast carcinoma, chemoprevention, seaberry, histone chemical
modifications

Uvod
Karcinom prsnika podfa poslednych dat =zostava vo svete najCastejSie
diagnostikovanou rakovinou v populacii zien. Konvencna terapia karcindomu prsnika je
aj napriek vyCerpanym dostupnym modernym terapeutickym postupom nedostatocna
a dochadza ku vysokému vyskytu recidivy, progresie a vzniku rezistencie ochorenia
na terapiu. Naviac, z hfadiska neziaducich uc€inkov, konvencna terapia je neselektivna,
zameriava sa na aktivne proliferujuce bunky, o v kone¢nom désledku vedie aj ku
destrukcii zdravych buniek. Vzhladom na uskalia su€asnej terapie preto vznika potreba
vyvinut nové terapeutické modality. S tymto cielom sa poc€as poslednych niekolkych
desatroCi skumaju tradiCne pouzivané lieCivé rastliny, ktoré obsahuju bioaktivne
zlu€eniny, fytochemikalie, ktoré su objektom zaujmu pre svoje priaznivé uc€inky na
organizmus [1]. Diétne fytochemikalie sa v su€asnosti Studuju s velkym zaujmom kvoli
ich schopnosti regulovat epigendm, ¢o méze viest k prevencii rakoviny. Predklinicky
vyskum preukazal, Ze niektoré prirodné celistvé potraviny maju signifikantny
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epigeneticky vplyv na metylacie DNA, expresie regulaénych microRNA, ¢i na
posttranslacné chemické modifikacie histonov. Inhibitory DNA metyltransferazy
(DNMT) a inhibitory histdbndeacetylazy (HDAC) mézu modulovat epigeneticky aparat
regulaciou procesov metylacie DNA a acetylacie/deacetylacie histonov, ¢o vedie ku
kontrole génovej expresie a signifikantnym u¢inkom na onkogénne signalne drahy [2].
S ciefom skumat’ uc€inok fytochemikalii na epigenetické mechanizmy sme si zvolili
Rakytnik rasetliakovy (Hippophae rhamnoides L.), ktory obsahuje karotenoidy,
polyfenoly, fytosteroly a dalSie biologicky aktivne latky [3]. Rakytnik sme pouZili
v chemopreventivnom animalnom modeli mamarnej karcinogenézy. V analyzach boli
nasledne hodnotené Styri biomarkery posttranslacnych chemickych modifikacii
histonov, ktoré predstavuju validované markery v onkologickom vyskume.

Material a metody

V experimente sme pouzili samice potkanov Sprague-Dawley (Charles River
Laboratories, Sulzfeld, Nemecko) vo veku 5 tyzdriov. Zvierata boli adaptované
v Standardnych podmienkach zverinca pri teplote 2312 °C, relativnej vihkosti 40-60 %
a umelom svetelnom rezime svetlo/tma 12:12 h). Karcinogenézu sme u potkanov
indukovali intraperitonealne (jednorazova davka 50 mg/kg telesnej hmotnosti v 42. den
postnatalneho vyvoja) pomocou N-nitrozo-N-methylurey (NMU, Sigma, Deisenhofen,
Nemecko). Uvedeny animalny model samic potkanov imituje premenopauzalne
obdobie Zien s vysokym rizikom rozvoja rakoviny prsnika. Chemoprevencia rakytnikom
(Hyppophae rhamnoides L.) bola aplikovana v diéte (Ssniff, Soest, Nemecko); zacala
tyzden pred podanim karcinogénu a trvala 13 tyzdnov. Zvierata boli rozdelené do 3
skupin: kontrolna skupina bez aplikacie fytosubstancie (KONT), skupina s obsahom
rakytnika v potrave s nizSou koncentraciou (3 g/kg) (0.3 %) a skupina s rakytnikom
v potrave s vy$Sou koncentraciou (30 g/kg) (3 %). Posledny tyZderi experimentu boli
zvierata usmrtené rychlou dekapitaciou a okamzite im bolo odobrané nadorove
tkanivo, ktoré sme zafixovali formalinom a zaliali do parafinu. Pre imunohistochemicku
analyzu bola vybrana najvyznamnejSia ¢ast nadoru prsnika potkana v parafinovom
bloku (ktory zahffia typizacné charakteristiky a najvacsie zastupenie vitalnej epitelovej
zlozky nadoru, t.j. bez regresivnych zmien, ako je rozsiahla nekréza). Detekcia
vybranych markerov pre mechanisticki Studiu sa uskutoChovala nepriamou
imunohistochemickou metédou na celych parafinovych rezoch s pouzitim komeréne
dostupnych protilatok Specifickych pre potkany. Imunohistochemické farbenie
(Autostainer Link 48 /Hermes/) bolo spracované podla odporu€ania vyrobcov
a koncentracia pouzita pre kazdu primarnu protilatku bola nasledujuca: H3K4m3
1:500, H3K9mM3 1:400, H4K20m3 1:300, H4K16ac 1:200. Primarne protilatky boli
vizualizované sekundarnym farbenim (EnVision, Dual Link System-HRP, kat. ¢.
K060911, Dako North America, Carpinteria, CA, USA) s pouZitim substratu
(diaminobenzidin tetrahydrochlorid). U negativnych kontrol sa vynechalo farbenie
primarnymi protilatkami. Vyhodnotenie imunohistochemickej expresie antigénu bolo
ziskané morfometrickou metdédou. Digitalne obrazky boli pozorované mikroskopicky
(Olympus BX41N, Tokio, Japonsko) pri zva¢8eni 400x a ich morfometricka analyza
bola vykonana pomocou softvéru QuickPHOTO MICRO, verzia 3.1 (Promicra, Praha,
Ceska republika). Hodnoty boli porovnavané medzi lieGenymi (rakytnik 0,3% a rakytnik
3%) a nelieCenymi kontrolnymi vzorkami nadorovych tkaniv samic potkanov, pricom
sa analyzovalo najmenej 60 vzoriek nadoru na jeden marker.
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Vysledky

Reprezentativne obrazky expresie posttranslacnych chemickych modifikacii histonov
H3 a H4 v bunkach mamarneho karcindbmu in vivo modelu potkanov po
chemoprevencii rakytnikom su znazornené na obrazku 1. Rakytnik signifikantne zvysil
hladiny H4K16ac v porovnani s kontrolnymi vzorkami. Rakytnik vo vysSich davkach
signifikantne zvysil hladiny H4K20m3 v porovnani s kontrolou. Taktiez, v porovnani
s kontrolami, bol po chemoprevencii oboma davkami rakytnika pozorovany mierny, od
davky zavisly nevyznamny pokles hladin H3K4m3 a H3K9m3.

H3K4m3
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Obrazok 1 Reprezentativne obrazky H3K4m3, H3K9m3, H4K20m3, H4K16ac v tkanive karcindmu
mlieCnej Zlazy potkana. Na detekciu sa pouzili polyklonalne protilatky H3K4m, H3K9m3
a H4K20m3 (Abcam, Cambridge, MA, USA) a monoklonalna protilatka H4K16ac (Abcam,
Cambridge, MA, USA); zvacSenie: x400
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Diskusia a zavery

Rozsiahly onkologicky vyskum v poslednom desatro€i ukazal, Zze prospesSné
epigenetické zmeny mozno vyvolat bud terapeuticky alebo prostrednictvom zmien
v stravovacich navykoch [4]. Bioaktivhe molekuly rastlinného pévodu (fytochemikalie)
su v ramci onkologického vyskumu mimoriadne zaujimavé. MnozZstvo fytochemikalii
alebo prirodzenych zmesi rastlinnych sekundarnych metabolitov pritomnych v celych
potravinach vykazuje vyznamné protinadorové vlastnosti prostrednictvom viacerych
bunkovych signalnych drah a mechanizmov, a tak predstavuje perspektivne
a potencialne ucCinné nastroje chemoprevencie vratane epigenetickej modulacie
a cielenej terapie nadorovych ochoreni [5].

Na rozdiel od genetickych (vrodenych, nemodifikovatelnych) komponentov
karcinogenézy, epigenetické zmeny, ktoré su obzvlast dblezZité pre rozvoj
sporadickych pripadov rakoviny (u karcindomu prsnika tvoria okolo 85 % vSetkych
pripadov) su zretefne spojené s rizikovymi faktormi Zivotného prostredia a Zivotného
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Stylu vratane stravovacich navykov [6]. Tieto poznatky vedu k znacnému zaujmu
o nutriepigenomiku, ktora sa zameriava na vplyv dietetickych faktorov na epigenetické
modulacie [1, 4, 8]. Tento pristup si ziskal znaénu pozornost, pretoze epigenetické
zmeny su reverzibilné a/alebo modifikovatefné. Rozsiahly onkologicky vyskum ukazal,
Ze rastlinné prirodné molekuly mézu byt u€inné pri modulacii epigenetickych zmien
spojenych s promdciou a progresiou rakoviny, ako aj s primarnou chemoprevenciou,
t.J. ovplyvnenim karcinogenézy v skorych Stadiach pocas iniciacie [7].

Modulacia enzymov chemicky modifikujucich histbny pomocou izolovanych
fytochemikalii alebo rastlinnych extraktov (so zmesami fytochemikalii), ktoré su
schopné (de)aktivovat expresiu Specifickych génov na normalnu uroven a tak
modulovat’ onkogénne signalne drahy a nasledne indukovat apoptézu alebo znizit
proliferaciu, metastatické Sirenie a oxida¢ny stres v transformovanych bunkach,
predstavuje vyzvu pre predklinickych a klinickych onkolégov. Nové vyskumné data
demonstruju vysoku variabilitu chemickych posttranslaénych modifikacii histénov
v jednotlivych bunkach v ramci primarnej nadorovej masy, a tak odhaluju novy rozmer
heterogenity nadoru. Rozdiely medzi rakovinovymi bunkami v nadorovom tkanive su
pozorované napr. na urovni acetylacie a metylacie Specifickych histonovych proteinov.
Epigeneticka heterogenita v bunkach vyznamne suavisi s klinickym vysledkom
onkologickych pacientov ale aj jedincov s rizikom rakoviny [8]. Multiomicka diagnostika
rakoviny, vratane analyz epigenetickych fluktuacii, progresivnych skriningovych
programov a individualizovaného profilovania a stratifikacie pacientov, su poziadavky
délezité pre klinicku prax, ktora umoziuje a ulahCuje personalizovane, prediktivne
a preventivne klinické pokroky u jednotlivcov (3P medicina) [9].

Komplexné klinické rieSenie epigenetickych biomarkerov ma velky potencial zlepsit
celkovy manazment rakoviny (vratane karcinbmu prsnika) v prospech 3P lekarskej
starostlivosti a mozZno ich povazovat za principialny nastroj pre ich potencialne vyuzitie
aj pri inych multifaktoridlnych ochoreniach a genetickych predispoziciach. Napriek
tomu, Zze doteraz plne nechapeme presnu povahu mechanizmov, ktorymi
fytochemikalie vykazuju epigenetické pdsobenie, aplikacia rastlinnych prirodnych latok
predstavuje perspektivny klinicky pristup, napriklad pri zvySovani citlivosti na
Standardnu protinadorovu terapiu alebo aplikaciu v ramci chemoprevencie rakoviny.

Financna podpora: grant VEGA 1/0045/23.
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Abstract

Because of lack of effective therapy of lung silicosis, purpose of this pilot study was to
evaluate effects of early administration of dexamethasone on immunohistochemical
markers of lung fibrosis in a rat model of silicosis. The model of silicosis was induced
by a single oropharyngeal instillation of silica (50 mg/ml/animal), control animals
received sterile saline. The treatment with intraperitoneal (i.p.) dexamethasone
initiated a next day after silica instillation and was given 2-times a week at a dose of
1 mg/kg. Animals were euthanized 14 or 28 days after the treatment onset.
Immunohistochemical analysis was used for detection of smooth muscle actin and
vimentin in the walls of bronchioles and pulmonary vessels. Dexamethasone treatment
reduced a thickness of smooth muscle mass and decreased a count of vimentin-
positive cells in the bronchiolar and vascular walls, demonstrating a therapeutic
potential of early dexamethasone treatment in the lung silicosis.

Keywords: silicosis, inflammation, lung fibrosis, dexamethasone

Uvod

Inhalacia kremikovych Castic (siliky) spésobuje vznik chronického zapalu, oxidaéného
poSkodenia a fibrozy pluc, tzv. pfacnu silikézu [1]. Hoci pribadaju poznatky
o patogenetickych mechanizmoch silikdzy, zatial neexistuje dostatoCne efektivna
lieCba tohto ochorenia [2]. Vzhfadom na Siroké spektrum protizapalovych ucinkov
kortikosteroidov [3] sme predpokladali, Zze v€asné podanie dexametazénu by mohlo
pozitivne ovplyvnit’ fibrotické zmeny v plucach experimentalnych zvierat s modelom
silikézy. V prispevku prezentujeme vysledky analyzy hrubky steny bronchiolov
a pfucnych ciev na zaklade pritomnosti alfa-aktinu hladkej svaloviny (a-smooth muscle
actin, SMA) a poctu vimentin-pozitivnych buniek (fibroblasty, makrofagy) v tkanive
pluc avendoteli pfucnych ciev, ato u zvierat so silikbzou, ktoré boli lieCené
dexametazénom v porovnani s nelieCenymi zvieratami so silikbzou a so
zdravymi kontrolami po 14 resp. 28 dfioch od podania siliky (alebo fyziologického
roztoku u kontrol).

Material a metody
V experimentoch sme pouzili samce potkanov SPF kmena Wistar s hmotnostou 250-
400 g. Na vyvolanie modelu plucnej silikézy sme pouZili jednorazové orotrachealne
podanie siliky (50 mg/ml/zviera) v inhalanej anestéze (Sil, n=6). Kontrolnym zvieratam
sme podali zodpovedajuci objem sterilného fyziologického roztoku (Kontr, n=6). Cast
zvierat so silikozou sme lieCili dexametazéonom (2-krat tyzdenne, davka 1 mg/kg i.p.;
Sil+Dex, n=6). Po 14 resp. 28 dnoch od zaciatku podavania lieCby sme zvierata usmrtili
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letalnou davkou anestetik. Nasledne sme vybrali pluca 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 primarnej polyklonalnej protilatky proti SMA (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) poc¢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 hrubku tunica adventitia steny ciev mikroskopicky hodnotil skuseny histolog
pomocou softvéru Quick Photo Micro software (version 3.2, Olympus, Japonsko)
a udaje vyjadril v pm. Kvantitativnu analyzu pritomnosti vimentinu v pfdcnom
parenchyme a cievnhom 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 Statistického programu GraphPad Prism.
Udaje su uvedené ako priemer+SD. Hodnoty p<0,05 sme povazovali za $tatisticky
vyznamne (p<0,05).

Vysledky
Analyza pritomnosti spojivového tkaniva v stene bronchiolov a ciev na zaklade
farbenia pomocou protilatky proti a-SMA ukazala hrubSiu vrstvu spojiva v stene
bronchiolov a tiez v stene pfucnych ciev uz po 14 dnoch od instilacie siliky v porovnani
s kontrolami (obe p<0,05), pricom sa tieto zmeny eSte zvyraznili po 28 dnoch
pdsobenia siliky (bronchioly: p<0,01, cievy: p<0,001) (tab. 1, tab. 2).

Tabulka 1 Zmena hrubky steny bronchiolov a pfucnych ciev (v um) na zklade farbenia pomocou
protilatky proti a-SMA a pocet vimentin (VIM)-pozitivnych buniek (fibroblasty, makrofagy) v pfdcnom
tkanive a endoteli plucnych ciev — silikéza 14 dni

Kontr 14d Sil 14d Sil+Dex 14d
SMA-bronchioly 18,2+2,9 23,8%+4,9* 15,0+3,4**
SMA-cievy 17,3+4,5 26,7+7,5* 21,2+8,7
VIM-fibroblasty 74,3+29,8 156,4+18,1*** 121,7+40,4
VIM-makrofagy 20,3+7,9 46,7+15,8** 26,0+17,4*
VIM-plica spolu 94,5+32,1 203,1+£28,4*** 147,7+26,3**
VIM-endotel 7,615,9 23,749,3* 9,8+3,3*

Tabulka 2 Zmena hrubky steny bronchiolov a pfucnych ciev (v ym) na zaklade farbenia pomocou
protilatky proti a-SMA a pocet vimentin (VIM)-pozitivnych buniek (fibroblasty, makrofagy) v pfdcnom
tkanive a endoteli plucnych ciev — silikéza 28 dni

Kontr 28d Sil 28d Sil+Dex 28d
SMA-bronchioly 17,3+2,3 26,3+6,5** 13,3+1,2***
SMA-cievy 20,2+3,1 30,5+4,3*** 16,3+2,7***
VIM-fibroblasty 99,4+23,7 159,6+15,6*** 119,2+29,3**
VIM-makrofagy 23,3+11,8 61,1+18,7*** 41,7427 4
VIM-plica spolu 122,6+33,9 220,8+26,7*** 160,8+17,3***
VIM-endotel 9,9+6,1 27,0+£9,0*** 14,543,3***
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Podanie siliky zvySilo aj poc€ty vimentin-pozitivnych buniek v pfucach v porovnani
s kontrolami.  Signifikantné zvySenie poctu vimentin-pozitivnych fibroblastov
a makrofagov ako aj ich suctu a tiez zvySenie poctu vimentin-pozitivnych endotelovych
buniek sme zistili po 14 aj po 28 dfioch od podania siliky (vSetky p<0,01 alebo p<0,001)
(tab. 1, tab. 2).

LieCba dexametazénom znizZila hrubku hladkej svaloviny v stene bronchiolov
a pfucnych ciev, pricom tento rozdiel oproti nelieCenym zvieratam bol po 14 dnioch
signifikantny len v bronchoch (p<0,01) a po 28 drioch v bronchoch aj cievach
(bronchioly: p<0,001, cievy: p<0,001). Dexametazén znizZil aj pocty vimentin-
pozitivnych buniek v pfucach, priCom niektoré signifikantné rozdiely bolo mozné
pozorovat uz po 14 dfioch lieby (tab. 1, tab. 2).

14d 28d

x—-H20x

Obrazok 1 Dvoijité farbenie na a-SMA a vimentin - pldca zdravych potkanov (Kontr), nelie€enych zvierat
so silikdzou (Sil) a zvierat s modelom silikdzy, ktoré boli lie€ené dexametazénom (Sil+Dex) (ilustraény
obrazok)

Diskusia
Zapalové zmeny v pfucach, ktoré su spdésobené pritomnostou silikovych ¢astic [1 — 3],
vedu k zvySenej proliferacii myofibroblastov, zmnozeniu extracelularnej matrix,
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ukladaniu depozitov kolagénu a zhrubnutiu vrstvy hladkej svaloviny bronchiolov
a pfucnych ciev [4 — 6]. NaSe vysledky su plne v sulade s vysledkami vyS$Sie uvedenych
autorov. S progresiou ochorenia sa postupne zvySovala hrubka vrstvy hladkej
svaloviny v stene bronchiolov aciev, ako aj pocty vimentin-pozitivnych buniek
v plucach. V tejto Studii sme pouzili dvojité farbenie na identifikaciu pritomnosti a-SMA
avimentinu v pfacach (obr. 1). Pritomnost a-SMA, markera diferenciacie
myofibroblastov, sa zvySovala uz po 14 dnhoch od podania siliky a tieto zmeny sa eSte
zvyraznili po dalSich 14 dnoch experimentu. Podobne aj pritomnost vlaknitého
proteinu vimentinu, ktory sa nachadza v réznych bunkach vratane fibroblastov,
endotelovych buniek a imunitnych buniek a ktory zvySuje invazivitu fibroblastov,
stimuluje epitelovo-mezenchymovej premenu a tvorbu extracelularnej matrix, sa
po podani siliky vyznamne zvysila. Podanie dexametazonu zmiernilo narastanie masy
hladkej svaloviny v bronchioloch a pfucnych cievach a znizilo aj pocty vimentin-
pozitivnych buniek v porovnani s nelieCenymi zvieratami. Nase vysledky su v sulade
s inymi experimentalnymi pracami, kde podanie dexametazonu viedlo k zniZeniu inych
markerov fibrézy [7 — 10].

Zaver
NaSa pilotna Studia ukazala, ze vCasné podanie dexametazonu malo vyrazny
antifiboticky a antiremodelacny efekt v modeli plucnej silikdzy, €o naznaCuje mozné
perspektivy jeho pouZzitia v lieCbe v€asnej fibrozy u fudi vystavenych expozicii silike.

Préaca bola podporena projektom VEGA ¢. 1/0131/22 a APVV-15-0075.
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Vplyv Wi-Fi ziarenia na vyvoj zlaznatého zaludka kuracich embryi
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Abstract

The aim of this work was to study the effect of Wi-fi radiation at a frequency of 2.4 GHz
used in modern wireless technologies on the histological structure and some
morphometric parameters of the glandular stomach of chicken embryos on the 14th
day of incubation using light microscopy. Chicken embryos are an important
experimental animal model used in modern research for easy access, as well as easy
application of radiation at an early stage. Morphometrical differences between the
Wi-Fi and control groups were only negligible. In the statistical model, some of the
pairwise comparisons of Wi-Fi versus control group had P-values lower than 0.05.
Although the effect of Wi-Fi exposure was not that significant at light microscopy level,
it caused a significant increase in collagen production and congestion of blood vessels
in connective tissue of the glandular stomach wall, which may be associated with the
potential health risks.

Keywords: chicken embryo, Wi-Fi, stomach, collagen

Uvod

Kuracie embrya patria medzi experimentalne zvierata velmi casto pouzivané
v modernom vyskume pre ich lahku dostupnost, ako aj jednoduchu aplikaciu Ziarenia
v ranom $tadiu vyvinu. Existuju Studie, ktoré naznacuju prepojenie medzi vystavenim
neionizujicemu radiofrekvenénému  elektromagnetickému  Ziareniu (RF EMZ)
a abnormalitami v skorych stadiach vyvoja kuracich embryi [1]. Je zname, Ze tento typ
Ziarenia reaguje s biologickymi systémami nielen na termalnej urovni, ale vyvolava
zmeny aj na urovni netermalnej [2, 3]. Podobne ako u inych vtakov aj zaludok kurciat
sa sklada z dvoch Ccasti: Zlaznatého (proventrikulus) a svalnatého Zaludka.
Proventrikularne zfazy sa zacCinaju tvorit uz v pociato€nych vyvojovych Stadiach
prenikanim endodermy do vrstvy mezodermy. Zhruba na 6. den inkubacie sa objavuju
prekurzory tubularnych Zliaz. Priblizne na 9. embryonalny den (ED) su uz luminizované
a od 11.ED sa zacinaju rozvetvovat [4]. Aj ked Zaludok vtakov ma svoje Specifika,
zakladné vyvojove procesy sa principialne zhoduju s vyvojom Zaludka u cicavcov. Tato
Studia bola navrhnuta tak, aby bolo mozné zistit, ¢i Wi-Fi Ziarenie (2,45 GHz), dnes tak
Siroko pouzivané v modernych bezdrétovych zariadeniach, méze byt enviromentalnym
faktorom vyvolavajucim morfologické zmeny v stene Zaludka kuracieho embrya
exponovaného mikrovinnému ziareniu nepretrzite od 1. do 14. dia inkubacie.

Material a metody
V nasSom experimente boli pouzité oplodnené vajcia Kury domacej (Gallus gallus
domesticus) ziskané z certifikovaného chovu (Parovské Haje, Nitra). Vajcia boli
nahodne rozdelené do dvoch skupin - kontrolnej (KO, n = 6) - bez vystavenia
mikrovinnému EMZ a exponovanej (Wi-fi, n = 6) - vystavenej EMZ s frekvenciou 2,45
GHz nepretrzite po€as prvych 14 dni inkubacie. Inkubéacia vaji€ok oboch skupin sa
uskutoCnila paralelne v dvoch automatickych inkubatoroch (River system ET49
automatic) pri Standardnych podmienkach (teplota 37,5° C, vlhkost vzduchu 60 %).
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Embrya odobraté na 14. def inkubacie boli usmrtené cervikalnou dislokaciou
a fixované v mDF roztoku (modified Davidson’s fluid). Histologické preparaty embryi
boli zhotovené Standardnym postupom, zafarbené hematoxylin-eozinom (HE)
a pikrosiriusovou €ervenou (PR) na identifikaciu kolagénu a Studované svetelnym
mikroskopom. Nasledne bola vykonana histomorfometricka analyza jednotlivych
vrstiev steny Zaludka. Na fotodokumentaciu bol pouzity svetelny mikroskop Zeiss
Primostar s kamerou PromiCam PRO. Morfometrické udaje boli ziskané pomocou
programu Quick Photo Industrial 3.2. Pre kazdu premennu bolo vykonanych 10 merani
v najmenej 3 rezoch v kazdej vzorke embrya. Statistickli vyznamnost rozdielov medzi
kontrolnou a exponovanou skupinou sme analyzovali parovym t-testom GraphPad
Prism 3.0 (USA) s uvedenim priemeru a smerodajnej odchylky (Mean+SD). Hodnoty
sme povazovali za Statisticky vyznamné pri *p<0,05 a za Statisticky vysoko vyznamné
pri hodnote ***p<0,001.

Vysledky
Celkovy makroskopicky vzhlad embryi odobratych na 14.ED bol normalny, bez
evidentnych rozdielov medzi kontrolnou a exponovanou skupinou. Zlaznaty Zaludok
pozostaval z 3 vrstiev — sliznice, svalovej vrstvy a serdézy. V histologickych rezoch
Zaludka kuracich embryi exponovanych Wi-Fi Ziarenim sme pozorovali tendenciu
k znizovaniu vySky epitelu a svalovej vrstvy (tunica muscularis) a naopak zvySovanie
hrabky vazivovej vrstvy (propria submucosa) a serézy. Vysledky linearnych merani
jednotlivych vrstiev steny proventrikula su uvedené v tabufke 1.
Pri histologickom vySetreni HE rezov zaludka sme nezistili Ziadne vyznamné
trukturalne rozdiely indukované expoziciou RF EMZ. Sliznica Zlaznatého Zaludka
vytvarala riasy a bola pokryta vrstvou sekrétu bohatého na glykozaminoglykany.
V tomto vekovom S§tadiu epitel vystielajuci dutinu zfaznatého Zaludka a Zliaz bol uz
z vacsej Casti transformovany na jednovrstvovy kubicky az cylindricky epitel, aj ked
jeho bunkova morfoldgia nebola eSte uplne pravidelna. Svalova vrstva sliznice zaludka
nebola pritomna ani v kontrolnej, ani v exponovanej skupine. Vzhladom na jej
absenciu sa submukéza nedala odlisit od lamina propria mucosae. Vazivova vrstva
(propria submucosa) Zlaznatého Zaludka v oboch skupinach obsahovala bohato
rozvetvené Zzfazy tubularneho charakteru. V porovnani s kontrolnou skupinou
histochemické farbenie PR odhalilo v skupine zvierat vystavenych Wi-Fi zmnoZenie
kolagénovych vlakien vo vazive obklopujucom proventrikularne zlazy (obr.1) a vyrazné
rozSirenie ciev. Tunica muscularis obsahovala 3 vrstvy hladkej svaloviny s réznou
orientaciou. V exponovanej skupine svalova vrstva steny zaludka vykazovala tesnejSie
usporiadanie hladkosvalovych buniek.
Pri Statistickom hodnoteni hrubky jednotlivych vrstiev steny zaludka, niektoré
z parovych porovnani kontrola verzus expozicia mali P nizSie ako 0,05 (tab. 1).
Rozdiely nameranych hodnét boli vo vSeobecnosti nizSie ako 15%.

Tabulka 1 Vysledky merania vrstiev steny Zlaznatého Zaludka 14- diovych embryi

typ zaludka - zlaznaty KO Wifi

Priemer £ SD Priemer + SD
epitel 23,8+7,38 uym 18,23+£3,49 um
propria submucosa 404+18,64 um 431+16,4* ym
svalova vrstva 133,1£11,0 ym 99,8+10,4* um
seréza 46,4+10,8 um 56,1£11,0 ym

Statisticka vyznamnost rozdielov medzi kontrolnou (KO) a exponovanou skupinou (Wi-Fi): *p<0,05
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Obrazok 1 Zlazy zaludka kuracieho embrya na 14. defi inkubacie (PR); zvaé$enie 400 x. A: kontrolna
skupina; B: Wi-fi skupina; Ep — epitel zfazy; L — lumen Zlazy; Col — kolagén farbiaci sa na ¢erveno

Diskusia

Vyvoj organov je extrémne citlivy proces, ktory méze byt ovplyvneny mnohymi
exogénnymi faktormi. Jednym z nich je nepochybne RF EMR [5]. Prudko rastuce
vyuzivanie modernych bezdrétovych technoldgii ako su mobilné telefony, Wi-Fi routery
a dalSie, si vyZzaduje posudenie jeho moznych nepriaznivych ucinkov na organizmus.
Rézne Studie naznacuju, Ze okrem tepelného ucinku, ktory sa vyskytuje pri relativne
vysokych hodnotach SAR, existuje interakcia RF poli s biologickymi systémami
sprostredkovana netepelnym mechanizmom [6]. V nasej Studii sme inkubovali vajicka
v kontrolovanom prostredi pomocou experimentalnej expozicie Wi-Fi ziarenim
s frekvenciou 2,45 GHz oproti tienenej kontrole. Sledovali sme biologické parametre,
ktoré zahfiali morfologické abnormality embryi a nasledne histologicku Strukturu
Zlaznatého zaludka u 14 - dhovych kuracich embryi. Embrya v tomto $tadiu vyvoja
mali stenu proventrikula zlozenu z troch vrstiev: sliznice, svalovej vrstvy a serozy.
Zalidoéna sliznica obsahuje Zlazy a bunky vyluéujuce hlien, ktory vytvara ochrannu
bariéru proti mechanickému treniu a pdsobeniu traviacich kyselin [7]. Na 14.ED boli
Zlazy Zaludka v oboch skupinach bohato rozvetvené. Prehfadnym farbenim (HE) sme
medzi kontrolnou a exponovanou skupinou 14- dfiovych kuracich embryi nepozorovali
vyrazné Strukturalne rozdiely v stene Zaludka. AvSak s pouzitim histochemickej metody
PR sme identifikovali rozdiel v zastupeni kolagénu medzi oboma skupinami.
V kontrolnej skupine sme pozorovali relativne malé mnozZstvo kolagénu vo vazive
a svalovej vrstve, av8ak v skupine exponovanych embryi bolo mnoZstvo kolagénu
vyrazne zvySené. Mimoriadne intenzivne sa farbil najma v okoli Zliaz a krvnych ciev,
ktoré boli rozSirené pravdepodobne ako nasledok termalneho efektu RF EMR.

Podlfa Paula a kol. (1992) je od 6. do 8. dha vyvoja kuracieho embrya kolagén
lokalizovany intracelularne a od 9. dia sa kolagénové vlakna zacinaju objavovat
extracelularne v blizkosti predpokladanej lamina propria a vo vyvijajucich sa
tubularnych Zlazach [8]. Nami pozorovana zvySena produkcia kolagénu méze suvisiet
s hemodynamickymi zmenami spésobenymi pravdepodobne termalnou kongesciou
ciev vplyvom Wi-Fi Ziarenia [9].
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Zaver
Ciefom tejto Studie bolo preskumat mozné biologické ucinky radiofrekvenénych
elektromagnetickych poli dnes tak Siroko pouzivanych v modernych bezdrétovych
technolégiach v dobre kontrolovanom experimentalnom prostredi s pouzitim kuracieho
embrya ako zvieracieho modelu. Na zaklade naSich vysledkov ziskanych pozorovanim
Struktary zfaznatého Zaludka u kuracieho embrya mdzeme konStatovat, Zze Wi-Fi
Ziarenie ovplyvnilo jeho vyvoj aktivaciou produkcie kolagénu v jeho stene a vyraznou
kongesciou ciev vo vazive, o mdze byt spojené s potencialnymi zdravotnymi rizikami.

Praca bola podporena projektom VEGA ¢. 1/0036/22.
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Abstract

The liver is the most metabolically active organ of the developing individuals. Glycogen
represents the intracellular storage form of glucose, which provides energy for different
metabolic processes and undisturbed morphogenesis. The aim of our study was to
observe the effect of Wi-Fi radiation on the distribution of glycogen in hepatocytes in
chicken embryos at embryonic day 9. In the control group, glycogen was observed
throughout the liver. In hepatocytes, glycogen granules were located on the periphery
of cells (in the vascular or in the biliary poles). In the experimental group, there was
an increase in the staining intensity of glycogen. It was significant in the hepatocytes
located close to the large blood vessels. Unlike the control group, glycogen granules
were not stained in hepatocytes located at the periphery of the liver.

Keywords: liver, chicken embryo, glycogen, non-ionizing electromagnetic radiation

Uvod
Optimalny vyvoj kuracieho embrya zavisi od inkubacnych podmienok a od Zivin, ktoré
su pritomné v Zltku [4]. ATP, ktora sa uvoltiuje pri metabolizme tychto Zivin, slGzi ako
zdroj energie po¢as morfogenézy. Okrem toho Zitok musi zabezpedit dostatoéne velké
mnozstvo energie, ktoré sa vyuzije v Case liahnutia. Niekedy to mbéze predstavovat az
10% energie, ktora je potrebna na cely vyvoj jedinca [19]. Pre zrely, ako aj pre
vyvijajuci sa organizmus je glukéza najdélezitejSim zdrojom energie. Uskladruje sa
v hepatocytoch vo forme glykogénu [2]. Bolo zistené, Ze kur€ata maju vysoku hladinu
glukdzy v krvi, ktora je priblizne dvakrat vysSia ako hladina glukézy u zdravych l[udi
[12]. Tato hyperglykémia je charakteristicka pre vtaky, ale u inych druhov zvierat sa
nevyskytuje [18]. Mnohé Studie poukazali na fakt, ze hladina glukézy v krvi kuracich
embryi sa pocCas inkubacie postupne zvySuje [5, 11]. Roy a kol. [17] uvadzaju, Ze
hladina glukézy u kuracich embryi v prvej tretine inkubacnej doby bola 100 mg/dL a pri
vyliahnuti az 200 mg/dL. V zavislosti od mnozstva glukézy v krvi sa v pe€eni odburava
glykogén a poskytuje tak energiu pre rézne procesy [2, 4, 6]. Zaujimalo nas do akej
miery mdZe neionizujice elektromagnetické Ziarenie (NEMZ), ktorého zdrojom bolo
Wi-Fi, ovplyvnit jeho pritomnost v pe€eni kuracich embryi na 9. embryonalny der (ED).

Material a metody
V pokuse boli pouzité oplodnené kuracie vajcia z certifikovaného chovu Parovské Haje
(Nitra), ktoré boli nahodne rozdelené do dvoch skupin — kontrolnej (n=6)
a experimentalnej (n =6). Vajcia boli inkubované pri Standardnych inkubacnych
podmienkach pri teplote 37,5 °C a vlhkosti vzduchu 60 %. Experimentalna skupina
bola prostrednictvom antény Mikrotik Metal 52 ac 15s od 1. ED vystavena NEMZ
s frekvenciou 2,4 GHz s priemernou silovou hustotou 300 yW/m? 24 h denne, po dobu
9 dni. Na 9. ED boli vzorky pe¢ene odobrané a fixované v mDF (Modified Davidson’s
fluid) a zaliate do parafinu. Nasledne 5-10 um rezy boli ofarbené metédami
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hematoxylin-eozinom (HE), a na dékaz glykogénu bola pouzita PAS reakcia. Vzorky
pecCene boli nasledne fotodokumentované pomocou mikroskopu Olympus CX 43
(Olympus, Japonsko) a kamery Promicra (Ceska republika).

Vysledky

V kontrolnej skupine boli hepatocyty usporiadané do acinov a kratkych dvojradovych
tramcov. Bunky boli nizke, cylindrické alebo pyramidové s okruhlym, euchromatickym
jadrom a vyraznym jadierkom. V rastovych zénach (periféria peCene — ventralna ¢ast)
boli hepatocyty menSie, kubického tvaru so svetlou cytoplazmou. Medzi tramcami
a acinmi sa formovali pe€eriové sinusoidy, ktoré boli vystlané endotelovymi bunkami.
Sinusoidy na periférii peCene mali Siroky a nepravidelny lumen, zatial ¢o sinusoidy
v centralnej Casti organu mali uzSi lumen. Glykogén sa vyskytoval v celom
parenchyme pecCene. Granuly glykogénu boli pomerne velké a vyskytovali sa
na vaskularnom, ako aj na zl€ovom péle buniek. Centralna Cast hepatocytov bola
bez granul glykogénu (obr. 1A).

V experimentalnej skupine sme nepozorovali ziadne vyrazne morfologické zmeny
v Strukture peCene. AvSak na niektorych miestach doslo k dilatacii ZzICovych kapilar.
Distribucia glykogénu v pecCeni sa taktiez zmenila. Granuly glykogénu sme
nepozorovali v hepatocytoch na periférii organu (obr. 1B, C), zatial ¢o v blizkosti
velkych ciev bola cytoplazma hepatocytov vyrazne PAS pozitivha (obr. 1D). Granuly
glykogénu sa vyskytovali v celej cytoplazme buniek, ale boli menSie ako v kontrolnej
skupine.

Obrazok 1 Pecdefi kuracieho embrya na 9. ED. A: kontrolnd skupina. B: experimentédlna skupina.
C: experimentalna skupina - detail. D: experimentalna skupina - detail. d — ductus venosus,
s — sinusoidy. (PAS reakcia) Zvacsenie (A - 400 x; B - 40 x; C, D - 200 x)
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Diskusia

Vtadie embrya su podas celého svojho vyvoja vyzivované latkami zo Zitka, ktoré sluzia
na tvorbu zlu€enin s vysokou energetickou hodnotou, ako je glykogén [6, 7, 14].
Glykogén je hlavnou zasobnou formou glukdzy v tkanivach a organoch, priCom jeho
mnoZzstvo zavisi od doby inkubacie. Allen a kol. [1] sledovali obsah glykogénu v tele
vyvijajuceho sa kuracieho embrya. Autori pozorovali, Ze glykogén bol neustale
pritomny v Zitkovom vaku a to od najskorsich $tadii vyvoja (v $tadiu 6 somitov), az
po vyliahnutie kuréiat. U patnast a dvadsat'styri hodinovych embryi sa glykogén nasiel
v ektoderme v oblasti formujucej sa hlavy, a to ako vo vyvijajucom sa nervovom
systéme, tak aj v ektoderme pod zahybom hlavy. Len Co sa zacalo vyvijat srdce,
suCasne s tym sa v danej oblasti objavil glykogén. Neskér bol glykogén pozorovany
v endoderme vyvijajuceho sa Creva (hojnejSi v oblasti zadného Creva, ako v oblasti
predného Creva). Na 6. ED sa glykogén vyskytoval v svalovom tkanive okolo oci, kde
jeho mnozstvo postupne rastlo. Na 7. ED a 8. ED bol pozorovany v tkanive
pod jazykom, vo vyvijajucom sa chrupkovom modely lebkovej kosti a v svalovom
tkanive po stranach tela. Na 10. ED sa vyskytoval uz takmer v celom tele kuracieho
embrya [1]. Dalton a kol. [3] sledovali mnozZstvo glykogénu v kuracich embryach na 7.
ED. Pomocou farbenia Bestov karmin ho identifikovali v hepatocytoch. Toto zistenie
bolo nasledne potvrdené pozorovanim Lee [9], ktory zistil pritomnost glykogénu
v pecCeni kuracieho embrya, medzi 7. ED a 8. ED, eSte pred tvorbou inzulinu
v Langerhansovych ostrov€ekoch [15, 16]. Dayan a kol. [4] vo svojej Studii sledovali
vyskyt glykogénu v prsnom svale, v pedeni a v tkanive Zitkového vaku. Maximalne
hodnoty glykogénu v tychto organoch boli zistené na 17. ED az 19. ED, po ¢om
nasledoval jeho prudky pokles. Tato $tudia suasne poukazala na Ulohu Zitkového
vaku (nielen pecCene), ako dbélezZitého zdroja glykogénu pocCas vyvoja kuracieho
embrya.

Ciefom naSej prace bolo sledovat pritomnost’ glykogénu v pec€eni na 9. ED a jeho
pripadné zmeny v distribucii vplyvom NEMZ, ktorého zdrojom bolo WiFi. WiFi
predstavuje umelé, neionizujuce elektromagnetické Ziarenie. V sucCasnej dobe
s intenzivhym rozvojom bezdrotovych technoldgii, su Zivé organizmy neustale
vystavené jeho vplyvu. Uginok NEMZ bol sledovany na réznych tkanivach a organoch
u réznych zvieracich modeloch [8, 10]. Napriek tomu chybaju informacie o jeho vplyve
na metabolizmus sacharidov. Z nasich pozorovani vyplyva, Ze NEMZ spdsobilo zmeny
v intenzite farbenia a v distribucii glykogénu v pec€eni. Kym v kontrolnej skupine bol
glykogén pozorovany hlavne na periférii hepatocytov (na vaskularnom, alebo
na zl€ovom pole), v experimentalnej skupine boli granuly lokalizované v celej
cytoplazme bunky. NajintenzivnejSie sa glykogén farbil v okoli velkych ciev, kym
na periférii pe¢ene sme granuly glykogénu nepozorovali. Predpokladame, Zze nami
pozorované zmeny v mnozstve a distribucii glykogénu suvisia s adaptaciou buniek
na Zziarenie. Vychadzame z pozorovani inych autorov, ktori sledovali nadoroveé bunky
a ich rezistenciu voci Ziareniu. Matthews a kol. [13] pozorovali v nadorovych bunkach
pfuc a mlieCnej zfazy akumulaciu glykogénu, ¢o bolo su€asne spojené s zvySenou
odolnostou voc€i Ziareniu. Akonahle vplyvom lieCiv doSlo k zniZzeniu mnozstva
glykogénu v bunkach, zvySila sa aj ich citlivost na radiaciu. Z toho dévodu
predpokladame, Ze nami pozorované zvySenie intenzity farbenie hepatocytov
na glykogén moéze suvisiet s obrannymi mechanizmami, ktoré maju chranit
hepatocyty vo&i t&inku NEMZ.
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Zaver

NasSe pozorovania predstavuju prvotné informacie, ktoré poukazuju na zmeny
v distribucii glykogénu v peéeni u kuracich embryi vplyvom NEMZ ako je WiFi. Dané
Ziarenie s frekvenciou 2,4 GHz nesp6sobilo vyrazné morfologické zmeny v Strukture
peCene. AvSak pomocou PAS metddy sme identifikovali zmeny v intenzite farbenia
a v distribucii glykogénu v hepatocytoch. Nami pozorované zmeny neboli sice vyrazné,
ale upozoriuju na mozné riziko, ktoré je spojené s kazdodennym a neustalym
vystavenim organizmu vplyvu NEMZ.

Praca bola podporena projektom VEGA ¢. 1/0036/22.

Literatara

[1] Allen, Biological Bulletin. 1919, 36/1:63-70.

[2] Baygumendur and Ergln, Kocatepe Veterinary Journal. 2022, 15/1:15-28.
[3] Dalton, Anatomical Record. 1937, 68:393—-405.

[4] Dayan, Frontiers in Physiology. 2023, 14:1-10.

[5] Evans and Scholz, Journal of Nutrition. 1973, 103:242—-250.

[6] Christensen, Poultry Science. 1999, 78/6:890—898.

[7] Christensen, Poultry Science. 2001, 80/12:1729-1735.

[8] Kashani, Open Medicine. 2023, 18/1:1-24.

[9] Lee, Anatomical Record. 1951. 110:465—-74.

[10] Li,Scientific Reports. 2017, 7:1-8.

[11] Lu, Poultry Science. 2007, 86:673—683.

[12] Martinez and Gutiérrez-Guerrero, Journal of Molecular Evolution. 2020, 88:715-719.
[13] Matthews, PLoS One. 2015, 10/8:1-15.

[14] Moran, Poultry Science. 2007, 86/5:1043-1049.

[15] O'Connor, Nature. 1953, 172/4380:678-689.

[16] Potvin and Aron, C.R. Soc. Biol, Paris. 1927, 96:267-269.

[17] Roy, Journal of Poultry Science. 2013, 50:381-387.

[18] Shibata, Journal of Poultry Science. 2023, 60/2:1-14.

[19] Vleck and Bucher, Oxford University Press. New York, 1998, 89-116.

N T

N 79
Y PREDKLINICKE STUDIE



Quail chorioallantoic membrane as an in vivo model for biomaterial
testing

Tirpakova, 7.1, Dem¢isakova, Z.2, Petrovova, E.2, Luptakova, L.!

1University of Veterinary Medicine and Pharmacy in KoSice, Department of Biology and Physiology,
Kosice; 2University of Veterinary Medicine and Pharmacy in KoSice, Department of Morphology
Disciplines, KoSice
zuzana.tirpakova@student.uvlf.sk

Abstract

Chorioallantoic membrane (CAM) of chicken embryo is a highly vascularized extra-
embryonic structure. Due to Directive of European Union (2010/63/EU) limiting the use
of animals in research, CAM has been applied in biomaterial testing as a cost-effective,
easily accessible in vivo alternative model. Although CAM of chicken embryo is
primarily used in research, quail model offers advantages such as shorter generation
interval, shorter embryonic development, higher experimental turnover, and use of
quail specific endothelial marker. In the presented study, we tested angiogenic
potential of acellular polyhydroxybutyrate and chitosan (PHB/CHIT) based biomaterial
to evaluate the capacity of ex ovo quail CAM model. PHB/CHIT was used alone or
previously soaked in vascular endothelial growth factor (VEGF-A), saline solution
(PHY) or in endogenous angiogenesis inhibitor Angiostatin. Biomaterial was placed on
CAM on embryonic day (ED) 6. The samples were analyzed by RT-gPCR, targeting
pro-angiogenic factors VEGF-A, angiopoietin 2 (ANG2) and VE-Cadherin. The results
showed elevated gene expression of VEGF-A, ANG-2 and VE-Cadherin in dry
PHB/CHIT scaffold. We explored the possibilities and expanded the methodology for
biomaterial testing on quail CAM model in ex ovo conditions suggesting a comparable
potential to chicken CAM model.

Keywords: chorioallantoic membrane, quail embryo, alternative methods

Uvod

Chorioalantoicka membrana (CAM) vtacieho embrya je vysoko vaskularizovana extra-
embyonicka Struktura, ktora sluzi ako respirany a vyluCovaci organ pocas
embryonalneho vyvinu [1]. CAM zaroven predstavuje in vivo platformu na testovanie
biomatérialov, lie€iv, cytoxicity, angiogénneho potencialu; svoje vyuZitie nachadza aj
v rakovinovom vyskume [2]. Imunitny systém embrya sa vyvija az v neskorSich
Stadiach embryonalneho vyvinu, vdaka ¢omu na CAM mozZno aplikovat aj bunky
a tkaniva inych animalnych druhov [3] . Zaradenie CAM ako experimentalneho modelu
je zaroven v sulade s 3R principmi uréenymi legislativou Eurépskej unie (2010/63/EU)
o redukovani zvierat vyuzivanych vo vede [4, 5]. V su€asnosti sa na testovanie v ramci
CAM modelu vyuziva predovSetkym kuracie embryo [6]. Predstavovany vyskum sa
zameriava na vyuzitie CAM prepeli¢éieho embrya na testovanie biomaterialov ako
moznej alternativy ku kuraciemu embryu. Testovany biomaterial bol vyvinuty
kombinaciou polyhydroxybutyratu (PHB) a chitosanu (CHIT) za u€elom regeneracie
kosti a chrupky [7]. Aplikovacia PHB/CHIT na povrch CAM prebehla na 6. den
embryonalneho vyvinu (EDG6). Vzorky boli zozbieranych 5 dni po implantacii
biomaterialu. Hodnotenie zmien expresie génov spojenych s angiogenézou boli
pozorované prostrednictvom RT-qPCR.
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Material a metédy

Oplodnené vajicka prepelice japonskej (Coturnix coturnix japonica, n = 158)
z prepeliCej farmy (Mala Ida, KoSice, Slovensko) boli inkubované horizontalne pri 38,2
t+ 0,5°C a 58% relativnej vihkosti (RH) po dobu 56h. Nasledne boli olistené 70%
etanolom a vyklopenim presunuté do 6-jamkovej kultivacnej platnicky. Embrya boli
dalej kultivované v rovnakych podmienkach (38.2 £ 0.5°C, 60% RH). Biomaterial bol
na CAM implantovany na EDG6. Testovany biomaterial predstavoval vysokoporézny
kompozit polyhydroxybutyratu a chitosanu pripraveny vedeckou skupinou Medvecky
et al. [7]. Biomaterial bol aplikovany suchy alebo vopred nasiaknuty fyziologickym
roztokom (n = 40; PHB/CHIT+PHY; Sodium Chloride 0.9%) alebo roztokom VEGF-A
(n = 40; PHB/CHIT+VEGF-A; 25 ng/mL riedené v roztoku PBS; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Vzorky boli zozbierané na ED11 a to vystrihnutim
biomaterialu z CAM. Zo vzoriek bola nasledne extrahovana celkova RNA
prostrednictvom QlAshredder a Rneasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Cistota
RNA bola hodnotena prostrednictvom NanoDrop Lite Spectophotometer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). V procese sme aplikovali dvojkrokovy RT-gPCR
pristup, v prvom kroku prebehla syntéza komplementarnej DNA (cDNA) a to vyuZzitim
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor (Applied
Biosystems™ Waltham, MA, USA). Na pripravu 20uL cDNA bol pouzity 1 ug celkove;j
RNA. V druhom kroku prebehla kvantifikacia génov z cDNA za vyuzitia primerov pre
VE-Cadherin (CDH5), Angiopoietin 2 (ANGT2), vaskularny endotelovy rastovy faktor
A (VEGFA), a receptor 2 vaskularneho endotelového rastového faktorova (VEGFR?2).
V PCR zmesi bol vyuzity SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied Biosystems™,
Waltham, MA, USA) spolu so $pecifickymi primermi (300 nM) a vodou neobsahujucou
nukleazu. Priebeh PCR reakcie pozostaval z pociatoéného denaturuéného kroku (10
min; 95°C) a 40 cyklov denaturacného kroku (15 sekund; 95°C) spolu s anealingom (1
min; 60°C). Absencia neSpecifickych amplifikacii bola kontrolovana analyzou
disociaénej krivky. Udaje monitorujiice génovu expresiu boli ziskané metédou 2-AACT
a normalizované k endogénnej kontrole GAPDH. Uroveri expresie bola dalej vyjadrena
ako nasobok zmeny voci kontrole, t. j. Cistému biomaterialu.

Vysledky
PCR analyza preukazala signifikantné zniZzenie expresie VEGFA, VEGFR2 a CDH5
vo vzorkach PHB/CHIT+PHY (p < 0.001). Expresia ANGT2 bola
v porovnani s Cistym kontrolnym biomaterialom pomerne stabilna. Kombinacia
PHB/CHIT+VEGF-A preukazala signifikantnu up-regulaciu vsetkych sledovanych
génov (VEGFA, VEGFR2, ANGT2 a CDH5, p < 0.001).

Diskusia
Inovativnost' tejto Studie je zaloZena na rozSireni metdd analyzy angiogenného
potencialu a testovania biomateridlov na CAM modely prepeliCieho embrya. Prepelicie
embryo oproti kuraciemu embryu ponuka niekofko vyhod, ako je kratSi embryonalny
vyvoj (16 dni u prepeliCieho embrya; 21 dni u kuracieho embrya), kratsi generacny
interval, mensSiu velkost embrya, ktora v ex ovo podmienkach umoznuje kultivaciu v 6-
jamkovych kultivacnych platniach a teda, vy$Si experimentalny obrat [6]. Nasiaknutie
biomaterialu roztokom obsahujucim VEGF-A vyustilo do zvySenej expresie VEGF-A
a VEGFR-2, ktoré su spojené s podporou angiogénnych procesov [8]. Naopak,
pritomnost’ fyziologického roztoku signifikantne znizila expresiu VEGF-A a VEGFR-2.
Potencialnym vysvetlenim je mozné viazanie solnych i6nov s PHB/CHIT
biomaterialom a vznik hypotonického prostredia, ktory mdze ovplyvnit produkciu
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VEGF [9]. Zaroven bola vo vzorkach PHB/CHIT+PHY pozorovana signifikantna
upregulacia ANG-2, ¢o vSak zdévodriujeme premenlivou ulohou ANG-2, ktora reaguje
na kontext prebiehajucej angiogenézy [10].

Zaver
V naSej studii sme sa sustredili na implementaciu ex ovo prepeliCieho embrya ako
potencialneho in vivo modelu pre testovanie interakcii biomaterialu s pritomnou
vaskulaturou, biokompatibility a biomaterialov na ucely regeneracnej mediciny. RT-
gPCR analyzou zmien v expresii génov suvisiacich s angiogenézou sme sa
zameriavali na rozSirenie metodik vhodnych na identifikaciu angiogenného potencialu
biomaterialu.

Préaca bola podporena projektom APVV-20-0073, VEGA 1/0074/24 a KEGA 004UVLF-
4/2023.
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Abstract

The use of the chorioallantoic membrane (CAM) model has become an integral part of
the biocompatibility testing process in the development of innovative materials for
regenerative strategies and tissue engineering applications. In the present study, we
used the ex-ovo quail CAM model to evaluate the angiogenic potential of an acellular
material based on polyhydroxybutyrate and chitosan (PHB/CHIT) intended for clinical
use in the field of hard tissue defects regeneration, depending on the addition of
vascular endothelial growth factor (VEGF-A), physiological solution (PHY) and an
endogenous angiogenesis inhibitor (angiostatin). On the 6™ day of embryonic
development (ED), the tested PHB/CHIT was implanted on the CAM alone or with the
addition of VEGF-A, PHY and angiostatin. The presence of blood vessels in the pores
of the implant and in the surrounding CAM tissue was analysed 72 hours after
implantation of the material (ED9). Morphological analysis of in vivo angiogenic activity
of PHB/CHIT confirmed its angiogenic potential without the need to stimulate
angiogenesis by adding the pro-angiogenic factor VEGF-A. The lowest angiogenic
potential was observed in the material after the addition of angiostatin. We concluded
that PHB/CHIT has a strong endogenous angiogenic potential and could be
a promising material in the treatment of hard tissue defects.

Keywords: angiogenesis, biocompatibility, chorioallantoic membrane, quail embryo

Uvod

Chorioalantoicka membrana (CAM) je vysoko vaskularizovana extraembryonalna
membrana, ktora vznika fuziou mezodermalnych vrstiev chorionu a alantoisu na Stvrty
dent embryonalneho vyvinu vtadieho embrya (ED4) [1]. Predstavuje primarny
respiraCny a exkre¢ny organ vtacieho embrya, ktory v priebehu embryonalneho vyvinu
zabezpecuje viacero funkcii: podiela sa na transporte sodika a chloridu z alantoisu,
transportom vapnika z vaje€nej Skrupiny do embryonalnej vaskulatury ma podiel na
mineralizacii kosti, udrziava acidobazicku rovnovahu, formuje stenu alantoisového
vaku, apodiefa sa na spatnej reabsorpcii vody aiénov z alantoisu [2]. CAM
reprezentuje alternativny animalny modelovy systém, ktory predstavuje medzistupen
medzi jednoduchym in vitro modelom a komplexnym systémom in vivo, ktorého
pouzitie na experimentalne ucely je v sulade s principmi 3R [3]. Uplatnenie nachadza
najma v oblasti bioinzinierstva, v Studiu tkanivovych transplantatov, nadorovej bioldgii
a genomike. V poslednych rokoch sa studium CAM vtadieho embrya stalo popularnym
v ramci experimentalnych Studii v oblasti tkanivového inZinierstva, ktoré su orientované
najma na vyuzitie jej potencialu pre Studium biokompatibility materialov [4]. V ramci
Studie sme hodnotili angiogénnu odpoved CAM prepeli¢ieho embrya po implantovani
acelularneno materialu pripraveného na baze polyhydroxybutyratu a chitosanu,
vyvijaného a syntetizovaného za ucelom klinického pouZitie v oblasti regeneracie
tvrdych tkaniv, ako nevyhnutného predpokladu stanovenia biologickej kompatibility.
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Material a metoédy

Polyhydroxybutyrat-chitosanovy kompozit (PHB/CHIT) bol pripraveny podla metody
Medvecky a kol. [5]. Na posudenie biokompatibility a angiogénneho potencialu
testovaného materialu na CAM sme pouzili modifikovanu metédu podla Ribatti a kol.
[6]. Oplodnené vaijcia prepelice japonskej (Coturnix coturnix japonica, n = 158) boli
ziskané a transportované z farmy Mala Ida (KoSice, Slovensko). Za Standardnych
inkubacnych podmienok (38,2 £ 0,5 °C, 58 % relativna vlhkost) boli umiestnené do
liahne s nutenym obehom a konstantnou vlhkostou vzduchu. Po 56. hodinach od
zaciatku inkubacie boli vajcia z liahne vybrané, otvorené a embrya vyklopené do
sterilnych 6-jamkovych kultivaénych platni (TPP, Svajgiarsko) technikou. Vyklopené
prepeliCie embrya sme nasledne vratili spat do liahne, kde boli inkubované za
konstantnych inkubaénych podmienok (38,2 + 0,5 °C, 60 % relativna vihkost) az do
dnia implantacie materialu. Na EDG6 bol testovany material (PHB/CHIT, 2x2x1 mm)
implantovany na povrch CAM samostatne/alebo vopred oSetreny vo fyziologickom
roztoku (PHB/CHIT+PHY, Sodium Chloride 0,9 %), s pridavkom rastového faktora
VEGF-A (PHB/CHIT+VEGF-A, aplikacna davka 25 ng/mL PBS, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) a inhibitora angiogenézy (PHB/CHIT+ANGIOSTATIN, 47 pg/mL
PBS, Human Angiostatin, Prolytix, Burlington, VT, USA). Testovany material sme
hodnotili vo vztahu biokompatibility k okolitym cievam CAM na ED9, ato
prostrednictvom vaskularneho indexu, teda rozdielu medzi poctom krvnych ciev
pritomnych v okoli implantovaného PHB/CHIT v den implantacie a po¢tom krvnych
ciev vrastajucich do PHB/CHIT po 72. hodinach od implantacie. Fotodokumentacia
ciev chorioalantoickej membrany bola ziskana pouzitim stereomikroskopu Olympus
SZ61 (Tokio, Japonsko) a digitalnej kamery PROMICAM 3 (Praha, Ceska republika).
V Standardnych  histologickych rezoch ofarbenych metédou hematoxylin-
eozin/Alcianova modra sme morfometricky hodnotili pocet ciev CAM vrastajucich do
biomaterialu, resp. pritomnych v okoli implantovaného biomateridlu s pouZitim
svetelného mikroskopu Olympus CX43 (Tokio, Japonsko) s digitalnou kamerou
PROMICAM 3-5CP+ (Praha, Ceska republika). Ziskané Udaje sme Statisticky
analyzovali $tatistickym programom GraphPad Prism 10 (One-Way ANOVA, Sidakov
test). Vysledky su vyjadrené ako priemer + SD (Standardna odchylka) z troch
nezavislych experimentov. Hodnoty p < 0,0001 boli povazované za Statisticky
vyznamne.

Vysledky

Biologicku kompatibilitu testovaného acelularneho biomaterialu sme hodnotili na
zaklade jeho in vivo angiogénnej aktivity pouzitim CAM modelu prepeli€ieho embrya.
Makroskopickym hodnotenim angiogénnej odpovede a in vivo angiogénnej aktivity
testovaného PHB/CHIT sme preukazali vySSi angiogénny potencial v materiali
oSetrenom fyziologickym roztokom (PHB/CHIT+PHY, 79,42 + 7,69 %) v porovnani
s PHB/CHIT+VEGF-A (76,27 £ 7,68 %) a neoSetrenym PHB/CHIT (77,05 £ 8,20 %).
Signifikantne nizSie (p < 0,0001) hodnoty v priemernom prirastku novo formovanych
krvnych ciev sme pozorovali v materidli oSetrenom endogénnym inhibitorom
angiogenézy (PHB/CHIT+ANGIOSTATIN, 61,95 + 12,33 %) v porovnani
s neoSetrenym PHB/CHIT a PHB/CHIT oSetrenom s VEGF-A a PHY (tab. 1).

N T

N 84
Y PREDKLINICKE STUDIE



Tabulka 1 Vaskularny index vyjadreny ako rozdiel medzi po&tom krvnych ciev v okoli materialu v Case
aplikacie (ED6) a 72 hodin od implantacie PHB/CHIT (ED9). Vysledky su vyjadrené ako priemer £ SD
z troch nezavislych experimentov; biologické replikaty: PHB/CHIT: n = 40, PHB/CHIT+PHY: n = 40,
PHB/CHIT+VEGF-A: n = 40, PHB/CHIT+ANGIOSTATIN: n = 38, technické replikaty: 2 obrazky pre
kazdy biologicky replikat

Material Vaskularny index [%]
PHB/CHIT 77,05 £+ 8,20
PHB/CHIT+PHY 79,42 + 7,69
PHB/CHIT+VEGF-A 76,27 £ 7,68

PHB/CHIT+ANGIOSTATIN 61,95 + 12,33

Material bol pevne adherovany k povrchu CAM, ¢im sa zachovala pozicia implantatov
v mieste aplikacie v priebehu celého experimentu. V okoli implantatu sme sledovali
pritomnost’ krvnych ciev, ktoré radialne vrastali do materialu. Vrastanie krvnych ciev
do implantatu bolo znakom biologickej kompatibility materialu voci tkanivu okolitej CAM
(obr. 1).

PHBICHIT PHBICHIT+PHY PHBICHIT+VEGF-A PHBI/CHIT+ANGIOSTATIN

Oh

72h

Obrazok 1 Vrastanie krvnych ciev CAM smerom k implantatu v ¢ase implantacie (ED6, Oh; A-D)
a novovytvorené krvné cievy 72 hodin (ED9) po implantacii (E-H); mierka: 1 mm

Morfometrickd analyza poctu krvnych ciev detegovanych v okoli implantovaného
materialu, resp. priamo vrastajucich do materialu, nepreukazala signifikantne
vyznamné rozdiely v pocte krvnych ciev v neoSetrenom PHB/CHIT (43,06 + 5,96)
v porovnani s materialom, ktory bol oSetreny pridanim pro-angiogénneho faktora
VEGF-A (PHB/CHIT+VEGF-A, 43,83 = 6,12) a PHY (39,11 £ 2,08). Najnizsi
angiogénny potencial bol pozorovany v materiali po pridani endogénneho inhibitora
angiogenézy (PHB/CHIT+ANGIOSTATIN, 31,61 + 4,98). Histologickou analyzou
angiogénnej odpovede CAM na implantovany PHB/CHIT sme detegovali pritomnost
epitelovych buniek ektodermu CAM v blizkosti materidlu. Pozorovana bola
inkorporacia mikroklkov tkaniva CAM do materidlu, €o naznacCuje dobru
biokompatibilitu a bioaktivitu testovaného materidlu so Zivym tkanivom. Material
oSetreny pridanim endogénneho inhibitora angiogenézy vykazoval morfologické
odliSnosti okolitétho CAM tkaniva, prejavujucich sa predovSetkym v nizSom pocte
novovytvorenych krvnych ciev v okoli implantatu.
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Diskusia

Vtacia chorioalantoickd membrana predstavuje fahko dostupny a cenovo efektivny
alternativny modelovy systém, ktory je vdaka rozsiahlej vaskularizacii vhodné pouzit
ako experimentalny model na Studium angiogenézy, ako aj na predklinické testovanie
biokompatibility a funkénosti materialov [7, 8]. Umozhuje rychly dékaz prerastania
krvnych ciev do materialu pred jeho testovanim v podmienkach in vivo na zvieratach,
a hodnoti tak jeho regeneracnu schopnost' z hfadiska angiogenézy a biokompatibility
[9]. Biokompatibilitu testovaného acelularneho PHB/CHIT sme posudzovali na zaklade
hodnotenia in vivo angiogénnej aktivity PHB/CHIT pomocou CAM modelu prepelice
japonskej, v zavislosti od oSetrenia materialu fyziologickym roztokom, pridanim pro-
angiogénneho rastového faktora VEGF-A a endogénneho inhibitorom angiogenézy.
Angiogénna aktivita s vyuzitim konven¢ne pouzivaného kuraciecho CAM modelu bola
skumana ako odpoved na rézne biologické aj nebiologické materialy (napr. celuléza,
fibrin, kolagén a Zelatina) [10], rastové faktory (napr. VEGF-A, VEGF-C, FGF-2),
cytokiny, hormény, lieky, tkanivové extrakty [9] a polymérne nosiCe
(viskdzna a Zelatinova Spongia, agaréza a polyakrylamidovy gél) [11]. CAM model,
ako in ovo metéda na hodnotenie tkanivovej odpovede, bol pouZity pri testovani
biomaterialov na baze kolagénu, poly-2-hydroxyetylmetakrylatového polyméru,
polykaprolaktonu, matricovych hydrogélov a bioaktivneho skla [12]. Materialy sa liSia
schopnostou ovplyvnit angiogénnu odpoved CAM na zaklade rozlicnej povrchovej
aktivity, ako aj odliSnych fyzikalno-chemickych charakteristik. Homogénne materialy
pdsobia pro-angiogénne, a teda podporuju tvorbu novych krvnych ciev. Nehomogénne
materialy posobia antiangiogénne, €o sa prejavi inhibiciou vzniku a rastu krvnych ciev
[10]. Z chemickych charakteristik ovplyviujucich biokompatibilitu a angiogénny
potencial materialu, je rozhodujuca jeho porovitost. Velkost pdrov materialu
ovplyvnuje mobilitu a diferenciaciu buniek, ¢im priamo vplyva jeho vaskularizaciu.
Nizka pérovitost a maly priemer poérov (menej ako 26 um) pbsobia na bunkovu
penetraciu negativne, naopak vysoka porovitost materialu (96 %) a stredna velkost
porov (26-28 um) rast tkaniva a krvnych ciev podporuje [13] Testovany acelularny
PHB/CHIT sa vyznaCoval vysokou porovitostou, pricom 90 % vSetkych porov
dosahovalo priemer menej ako 100 um, a len 5 % pérov malo priemer vacsi ako 200
Mm [12].

Zaver

V ramci Studie sme overili vyuZitefnost modelu prepelicej CAM ako alternativy ku
konvenCne pouzivanému modelu kuracej CAM pre posudenie biokompatibility
acelularneho pérovitého PHB/CHIT kompozitu, uréeného pre klinické vyuZitie v oblasti
regeneracie tvrdych tkaniv. Pri posudzovani biokompatibility = sme
vychadzali z ukazovatela, ktorym bol angiogénny potencial testovaného materialu.
NajvysSi angiogénny potencial sme pozorovali v materiali, ktory bol oSetreny
fyziologickym roztokom, ¢im sa zmenou velkosti pérov vytvorili vhodné podmienky pre
vrastanie ciev. Sledovali sme reakciu tkaniva CAM v okoli implantovaného materialu,
ako aj pritomnost novovytvorenych krvnych ciev vo vnutri kompozitu, ako znaku
biokompatibility a bioaktivity materialu. Detekcia zmien v procese angiogenézy robi
ztohto modelu vhodny modelovy systém pre rychly skrining biokompatibility
materialov Specialne navrhnutych pre oblast tkanivového inZinierstva pred ich pouzitim
na vyssich stavovcoch ako experimentalnych zvieratach.

Publikécia vznikla za finanénej podpory projektov IGA UVLF 14/2023 ,Studium
angiogénnej odpovede ciev chorioalantoickej membrany vtacieho embrya vo vztahu
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k vybranym inovativnym biomaterialom uréenych pre regeneracnu medicinu®, APVV-
20-0073 a VEGA 1/0074/24.
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Abstract
Eggshells can be contaminated with many microorganisms, including bacterial
pathogens, and thus present a risk for the transmission of foodborne diseases to
consumers. Most egg processors use egg washing and disinfection systems to
decontaminate eggshell surfaces before packaging, but current disinfection
technologies used in the commercial industry may not entirely remove bacteria from
eggshell surfaces. Our work aimed to determine the effect of selected disinfectants
and methods used to disinfect eggshells (70% ethanol, betadine, UV-C, and hydrogen
peroxide) on the gene expression of genes encoding enzymes involved in the
detoxification process, such as CYP1AS5 and CYP3A37, in the collected tissues (brain,
heart, liver, and muscles). Our findings suggest differential regulatory effects of the
tested chemicals and UV exposure on CYP3A37 and CYP1A5 gene expression in
different tissues of developing chicken embryos.

Keywords: eggshell, disinfection, gene expression, stress factors

Introduction
In 2022, 87 million metric tons of eggs were produced worldwide [1]. With such an
enormous demand, it is principal to maintain a high level of food safety ensuring safe
consumption for humans. Although eggs are 90% sterile when exiting the hen, they
have the potential to be contaminated by disease transmitted by the hen, as well as by
contact with the ground and the surrounding environment after laying [2]. Washing is
a requirement for eggs for human consumption in many areas, including the US,
Australia, and Japan, but not in the EU and China. Immunization of hens is prioritized
over washing the eggs in the EU, and vaccines e.g. against E. coli, S. enteritidis, and
Brucella. In areas with low immunization regulation, it gives a high risk of contaminated
eggs making it to the market [3]. Several methods are used to reduce the risk of
pathogen contamination, but many chemicals have the risk of damaging the cuticle
around the shell; therefore, it is necessary to develop other decontamination methods

[4]

Materials and methods
Fertilized chicken eggs (Gallus gallus domesticus, n = 90) were purchased from the
Hatching Chicken Farm (Parovské Haje, Nitra, Slovakia). We divided them into five
groups based on the application of different disinfectants, namely, 70% ethanol
(EtOH), UV radiation, 1.5% hydrogen peroxide (H2032), betadine, and finally, distilled
water for the control group. We applied disinfectants using spray bottles and paper
towels, taking care to cover the entire surface of the egg. A group of eggs for UV
radiation disinfection was placed in a UV chamber for 15 minutes before incubation.
After disinfection, all groups of hatching eggs were incubated in ovo in an automatic
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incubator (COVINA ET 49, Italy) with constant humidity and temperature (60 %, 37.5
°C). Sampling took place on ED9. Selected organs (heart, liver, pectoral muscles,
brain) were dissected from the embryos and were weighed and placed in collection
tubes for RNA extraction. According to the protocol, we used the RNeasy Mini Kit
isolation kit (Qiagen, Germany) to extract total RNA from tissue. The quantification of
RNA was conducted wusing the NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA). We used High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA) for reverse transcription of RNA
into cDNA. For the evaluation of the gene expression of selected genes (CYP3A37
and CYP1A5), we analysed the data obtained using two-step RT qPCR approach.
SYBR Green (Power SYBR™ Green PCR Master Mix, Applied Biosystems, USA) was
used as a fluorescent dye; we included the melting analysis as the last step of real-
time PCR for each gene to distinguish specific and non-specific products. We used the
GAPDH gene as an endogenous control. The obtained data was analysed in the
GraphPad Prism program (version 9.3, USA) using two-way ANOVA with Dunnett’s
multiple comparisons test. The value of statistical significance was p < 0.001. Data
were evaluated as mean + SD.

Results
After analysis of CYP3A37 gene expression, we observed a significant up-regulation
of all used chemicals and UV-C in the liver. A significant up-regulation of the studied
gene was also observed in the brain after 70% EtOH. On the other hand, we observed
significant down-regulation in the muscle after disinfection with hydrogen peroxide and
in the brain after using betadine (p<0.001; Fig. 1).
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Figure 1 Gene expression of CYP3A37 in the different tissues

Analysis of CYP1A5 gene expression revealed the existence of a significant up-
regulation, which we observed in the liver after disinfection with 70% EtOH, betadine,
and hydrogen peroxide. There is also an upregulation in the muscle and in the brain
after betadine (p<0.001). We observed a statistically significant down-regulation in the
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heart after disinfection with 70% EtOH, in muscles after using 70% EtOH and UV-C,
and in the brain after using hydrogen peroxide (Fig. 2).
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Figure 2 Gene expression of CYP1AS in the different tissues

Discussion
Living organisms are exposed to several structurally different chemical substances in
their everyday environment. In addition to substances of natural origin, the body also
receives synthetic foreign substances (xenobiotics), which are potentially harmful, and
the body uses a wide range of chemical reactions to eliminate them [5]. It is common
practice for hatching eggs to be disinfected to kill microorganisms on the surface of the
eggshell to prevent contamination with multiple pathogenic bacterial species that can
cause poor hatchability and reduced chicken performance in broiler industrial
production [6]. Polar substances are easily excreted in the urine; in the case of less
polar substances in the body, metabolism takes place to reduce their lipophilicity.
Metabolism involves a large group of cytochromes P450 and is a complex process
consisting of two phases. The first phase includes functional reactions such as
oxidation, reduction, and hydrolysis, which increase the molecule polarity and allow
the second phase to proceed. Phase | enzymes include the superfamily of cytochrome
P450s (CYPs), alcohol dehydrogenases, esterases, and peroxidases [7]. Xenobiotic-
metabolizing capacity plays a significant role in determining sensitivity to foreign
chemical substances. It is well-known that CYPs that metabolize xenobiotics are
mostly expressed in the liver, and the mRNA expression levels of CYPs are positively
correlated with their enzymatic activity and protein levels, the strength of which,
however, depends on the isoform [8]. Approximately 10,000 avian species are
currently known and exposed to drugs, pesticides, and other environmental chemicals.
Therefore, their xenobiotic-metabolizing ability is the main field of research. Similarly
to mammals, chickens have two CYP1A genes (CYP3A37 and CYP1A5), which are
orthologous to mammalian CYP1Al and CYP1A2, respectively. The importance of
chicken CYP1As in the metabolism of endogenous compounds has been documented
in many previous studies [9]. Our study was focused on monitoring the effect of various
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chemical disinfectants on the gene expression of two genes from the P450 cytochrome
family. Statistically significant up-regulation of the expression of CYP3A37 in the liver
in our study was related to 70% EtOH, betadine, hydrogen peroxide, and UV-C. We
noticed up-regulation only in the case of 70% EtOH in the brain. We observed the
significant up-regulation of the CYP1AS5 in the liver after 70% EtOH, betadine, and
hydrogen peroxide. Various studies have focused on evaluating the gene expression
of some CYP genes, such as the study focused on the metabolism of T-2 toxin by
chicken cytochrome P450. This study reported that the toxin remarkably induced
CYP1A5 and CYP1A4 expression in the embryonal hepatic cells. There was an up-
regulation of the expression of CYP1A4 and CYP1A5 by 132-fold and 47-
fold, respectively, and CYP3A37 by 5.3-fold (Shang, Jiang, Deng 2013). Another study
studied the effect of tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) exposure to chicken
embryo’s liver cell cultures, and the results showed the up-regulation of CYP1A5
by 25-fold and CYP1A4 by 61-fold [10]. In the case of CYP3A37, Yuan et al. [11]
confirmed the key role of this enzyme in the metabolism of T-2 toxin. Jonsson et al.
(2016) focused on the effect of formylindole carbazole (FICZ) after its injection into
chicken embryos. The results showed the upregulation of CYP1A5 and CYP1A4, with
increased liver toxicity and embryonal mortality.

Conclusions
Our findings point to different regulatory effects of the tested chemicals and UV
exposure on CYP3A37 and CYP1A5 gene expression in various tissues. The use of
maternity disinfectants can have a physical effect on the embryos. Further investigation
of the mechanisms could provide valuable insights into the potential long-term
consequences of these disinfectants and UV-C on gene expression regulation and
physiological responses in liver, brain, muscle, and heart tissues.

This research was funded by VEGA 1/0373/24 and KEGA 004UVLF-4/2023.
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Abstract

This study examines the effect of chemical disinfectants on eggshell at the molecular
level. We found significant changes in the expression of HSP90 and HSP70 genes in
different tissues of chicken embryos after the use of disinfection chemicals. The use of
70% ethanol, betadine and UV-C caused up-regulation of the HSP90 gene in the liver
and muscle, but down-regulation in the heart. In the brain, down-regulation was caused
by only 70% ethanol and H202. The HSP70 gene was up-regulated in the heart after
the use of betadine, UV-C and H202, in the liver but only after the use of betadine,
and in the muscle after the use of betadine and H202. Down-regulation of the HSP70
gene was recorded in the brain after the use of all tested chemicals and UV-C. These
changes suggest that disinfectants can cause oxidative stress and affect gene
expression of stress factors. In order to fully assess their impact on egg development,
it is important to monitor other factors such as morphology, embryotoxicity and the
occurrence of malformations.

Keywords: gene expression, embryology, HSP70, HSP90

Uvod

V suCasnosti sa Coraz atraktivnejSim modelom v biomedicinskom vyskume stava
kuracie embryo a jeho chorioalantoickd membrana. Tento model ma mnoho vyhod
v porovnani s inymi klasickymi modelmi, pretoZze je nakladovo efektivny, ¢asovo
nenarocny a jednoduchsie sa pouZziva [2]. V tejto Studii sa stretavame s génmi HSP70
a HSP90, ktoré funguju ako molekularne chaperény v reakcii na rézne stresové
faktory, podporuju spravne skladanie proteinov a zabranuju agregacii denaturovaného
proteinu [1].

Material a metody

V nasej experimentalnej praci bolo pouzitych spolu 90 oplodnenych kuracich vajec
pochadzajucich z Liaharenského podniku Parovské Haje. Vajcia boli rozdelené do 5
Studijnych skupin t.j. po 18 kusov. Kazda skupina bola dezinfikovana pomocou iného
Cinidla alebo metédy (70 % etanol, betadine, UV a peroxid vodika). Vajcia boli
inkubované do 9. dha embryonalneho vyvinu a na 9. den sme uskutocnili odber
vzoriek. Pouzili sme Real-Time PCR (qPCR) a mastermix, ktory obsahoval SYBR
Green (cyaninové farbivo) na sledovanie zmien v génovej expresii pre nase ciefové
gény, ktorymi boli HSP70 a HSP90. Celkovy reakény objem pre gPCR bol 10 ul, pricom
na reakciu sa pouzil 1 ul templatu (cDNA). GAPDH nam sluzil ako vnutorna kontrola
(prevadzkovy gén) a kazda vzorka sa analyzovala ako triplikat, aby sa zabezpecila
spolahlivost vysledkov. qPCR sme vykonavali v pristroji LightCycler 480 od
spolognosti Roche. Udaje sme $tatistiky analyzovali pomocou softvéru GraphPad
Prism (verzia 9.3, USA) s pouzitim analyzy pomocou dvojcestnej ANOVA s testom
Dunnett’s multile comparisons test. Hodnota Statistickej vyznamnosti bola p<0,000.1.
Udaje boli vyhodnotené ako priemer + SD.
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Obrazok 1 Génova expresia génu HSP90 v jednotlivych vzorkach

Pocas analyzy génovej expresie génu HSP90 sme zaznamenali signifikantne zvySenu
expresiu v pec€eni pri pouziti 70 % etanolu, betadinu a UV-C, zatial ¢o v srdci bola
zistena signifikantna down-regulacia pri pouziti 70 % etanolu, UV-C a H202. Vo svale
bol pozorovany signifikantny narast iba pri pouziti betadinu. V mozgu bola
zaznamenana signifikantna down-regulacia pri 70 % etanole a H202 (obr. 1).

HSP70

2.5+ CTR

70% ETOH
Betadine
uv-Cc

H0,

negagn

Fold change mRNA

Obrazok 2 Génova expresia génu HSP70 v jednotlivych vzorkach

Pri analyze génovej expresie génu HSP70 sme zistili signifikantnu up-regulaciu
v pe€eni len pri betadine (podobne ako pri HSP90). V srdci sme tiez pozorovali
signifikantna up-regulaciu po pouZziti betadinu, UV-C a H202. Vo svale bol
zaznamenany narast génu pri betadine a H202. V mozgu sme zaznamenali iba
signifikantnu down-regulaciu pri vSetkych testovanych chemikaliach a UV-C (obr. 2).
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Diskusia

Vystavenie buniek roznym stresorom, ako je tepelny Sok, peroxid vodika, infekcia,
zapal alebo chemikalie, vedie k hromadeniu stresovych proteinov znamych ako
proteiny tepelného Soku (HSPs), ktoré funguju ako intracelularne chaperény
a poskytuju cytoprotekciu proti stresu. Ich indukcia je riadena faktormi tepelného Soku
(HSF) [3]. Stresové proteiny tepelného Soku zohravaju ulohu pri adaptacii na
environmentalny stres a chrania tkaniva pred Strukturalnym poskodenim pocas
nasledujucich expozicii [4]. KedZe dezinfekéné prostriedky mézu mat’ Skodlivy ucinok
na bunky, zameriavali sme sa na ich vplyv na génovu expresiu stresovych faktorov.
Sustredili sme sa na analyzu stresovych faktorov HSP90, HSP70 v mozgu, peceni,
svale a srdci. NasSe vysledky ukazali zvySenu génovu expresiu tychto faktorov
v réznych tkanivach po dezinfekcii, s vynimkou mozgu, kde sa po dezinfekcii
betadinom vyskytla najmenSia zmena. NavySe, alkohol ovplyviiuje aktivitu
transkripénych faktorov a génov HSP70 a HSP90, ktoré suvisia s ochranou bunky pred
stresom. Najmenej Casto bola up-regulacia génov vyvolana dezinfekciou 70 %
etanolom. Na druhej strane sme ale signifikantni down-regulaciu sledovanych génov
zaznamenali prave po dezinfekcii 70 % etanolom. Analyza odhalila, Ze alkohol
reguloval aktivitu naviazania HSF-1 a nie HSF-2. HSP70, cielovy gén indukovany
HSF-1, bol prechodne zvySeny alkoholom do 24 hodin, ale prediZzena expozicia
alkoholu znizila HSP70. Pri géne HSP90 sme zistili, Ze kratkodobé posobenie alkoholu
viedlo k znizeniu génovej expresie. Je v8ak ddlezité do dalSich analyz zahrnut aj iné
transkripéné faktory, ako je NF-kB, aby sme lepSie porozumeli mechanizmom ochrany
buniek pred oxidacnym stresom [3].

Zaver

V tomto vyskume sme sledovali vplyv réznych detergenénych cinidiel — destilovanej
vody, 70 % etanolu, betadinu, peroxidu vodika a ultrafialového Ziarenia na génovu
expresiu kuracich embryi. Zistili sme, Ze najvyraznejSia zmena v génovej expresii génu
HSP90 bola pozorovana v pecCeni po oSetreni betadinom, zatial ¢o down-regulaciu
sme zaznamenali v svaloch po expozicii etanolu a v srdci po pouziti peroxidu vodika.
Gén HSP70 bol signifikantne up-regulovany vo svaloch, srdci a peceni po pouZiti
betadinu, ako aj v srdci po expozicii UV-C a H202. Naopak, vyrazné znizenie
transkripcie génu sme pozorovali v mozgu po aplikacii vSetkych testovanych chemikalii
a UV-C. V zavere mdézeme konstatovat, ze pouzitie dezinfekénych prostriedkov na
Cistenie vajeCnej Skrupiny méze vyvolat oxidacny stres, ktory ovplyvhuje génovu
expresiu stresovych faktorov. Pre celkové posudenie ich vplyvu na vyvin vajec je
potrebné sledovat’ nielen ich vplyv na molekulovej urovni ale aj zmeny morfoldgie,
embryotoxicitu, vyskyt malformacii, popr. krvacanim na kuracom embryu.

Praca bola podporena projektom VEGA 1/0074/24 a KEGA 004UVLF-4/2023.

Literatara

[1] Ding, Front. Physiol. 2021, 12:753914.

[2] Garcia, Frontiers in Immunology, 2021, 12.

[3] Mandrekar, J. Leukoc. Biol., 2008, 28/5:1335-1345.

[4] Zabinsky, Seminars in Cell & Developmental Biology. 2019, 88:21-35.

N T

N 94
Y PREDKLINICKE STUDIE



T cell mediastinal lymphoma with leukemic phase in dog.
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Abstract

A four years old German shepherd dog with general discomfort was presented.
Clinical, biochemical, haematological, RTG and USG examinations were realized.
Complete blood cell count revealed, among other things leucocytosis and
lymphocytosis. The animal’'s health deteriorated rapidly, so the euthanasia was
proposed. Necropsy revealed splenomegaly, mild hepatomegaly, and the occurrence
of structureless mass of tissue in cranial mediastinum, as well. The histopathologic and
immunohistochemical (IHC) diagnosis was mediastinal intermediate - large T cell
lymphoma with diffuse architecture and with leukemic phase.

Keywords: dog, lymphoma, mediastinal form, leukemic phase

Introduction

Canine lymphomas collectively represent approximately 7-14% of all cancers
diagnosed in dogs and 83% of all canine hematopoietic malignancies. The extranodal
form of neoplasia include the mediastinal one. This form of disease is characterized by
enlargement of the cranial mediastinal lymph nodes, thymus or both. It is more
common in younger dogs [13]. Some patients with lymphoma can also have circulating
lymphoma cells (with or without bone marrow involvement), which has various terms,
including leukemic phase of lymphoma [7].

The present work describes clinical and pathological features of mediastinal lymphoma
with leukemic phase in dog.

Material and methods
A four years old German shepherd dog (27 kg) with general discomfort was presented.
According to the owner, weight loss (5 kg), decreased physical activity and
sluggishness were observed. Clinical, biochemical, haematological, RTG and USG
examinations were realized. The animal's health deteriorated rapidly, so the
euthanasia was proposed. The necropsy was proceeded and samples for cytology,
histopathology and IHC were taken.

Results
Clinical examination revealed cardiac arrhythmia and heavier hearing of hearth
rhythms from left side of the body. The examination of urine found the presence of Lc
(+++) and blood (+) in urine, biochemistry revealed azotemia with the following values:
creatinine 310 pymol/l (ref. 28 -159), urea 26, 2 mmol/l (ref 2.5 - 9.6), triglycerides 1.19
mmol/l (ref. 0 - 1.13) and hypercalcemia 4.03 mmol/l (ref. 1.98-3). Hematology showed
leucocytosis (67.09 x 10°/L, ref. 5.05-16.76 x 10°/L), lymphocytosis (57.27 x 10°/L,
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ref. 1.05 - 5.10 x 10°/L), monocytosis (2.92 x 10°/L, ref. 0.16 — 1.12 x 10°/L) and
thrombocytopenia (38 x 10°/L, ref. 148 — 484 x 10°/L).

RTG examination found the mass of tissue in cranial mediastinum with a slight dorsal
shift. USG proved the hyperechogenity of renal cortex and of the layer between the
cortex and medulla. Spleen was diffusely enlarged, liver was hyperechogenic with
highlighted interstitium.

During necropsy the splenomegaly, mild hepatomegaly, and the enlargement and
infiltration of cranial mediastinal field by structureless mass of tissue (Fig. 1) were
found, as well. Cytology and histopathology of this mass revealed the proliferation of
homogenous intermediate to large lymphoid cells. These cells were observed also in
the spleen, in liver (mainly in perivascular space) and in lesser extend in kidneys.

The diagnosis of intermediate - large cell mediastinal lymphoma with diffuse
architecture was accepted. To gain the information about the origin of neoplastic cells
the IHC was realized (Laboklin Ltd). 99% of cells were positive for CD3 (marker for T
lymphocytes) (Fig. 2), 1% of cells were positive for CD20 and CD79a (markers for B
lymphocytes). The immunohistochemical examination was consistent with a T cell
lymphoma.

Discussion
Canine lymphomas are a diverse group of cancers, and are among the most common
cancers diagnosed in dogs. Mediastinal form of disease occurs in approximately 5%
of cases [12].
Clinically, commonly dogs with mediastinal lymphoma are presented with respiratory
distress cause by space-occupying mas and pleural effusion. In our case decreased
physical activity and sluggishness, cardiac arrhythmia and heavier hearing of hearth
rhythms from left side of the body were detected.
The presentation of this neoplasia is complicated by some paraneoplastic processes
[5] that were found also in our case. Hypercalcemia, which is found in 10% to 40% of
dogs with lymphoma [13], is responsible for polydipsia/polyuria. It occurs secondary to
malignant cell and results from the production of PTH-related peptide (parathyroid
hormone [PTH]-rP) by CD4+ T-cell lymphoblasts. Hypercalcemia and monocytosis are
very often associated with poor prognosis of neoplasia [3, 7]. The latter one is caused
by increased of monocyte chemotactic protein, possible by secretion of granulocyte-
macrophage colony stimulation factor [4]. Thrombocytopenia was found to be the most
common abnormality on the complete blood count in retrospective study dealing with
mediastinal lymphoma in dogs [8].
Other haematological results revealed leucocytosis and lymphocytosis, which occurs
approximately in 20% of affected dogs and may be indicative of bone marrow
involvement and leukemia [11]. The blood involvement as seen in this work, may be
present also in advanced cases of lymphoma. The distinction between lymphoma with
leukemic phase and lymphoid leukaemia may be difficult [8]. Since some
characteristics of canine lymphoid leukaemia were not present in our case (anemia,
neutropenia, generalized lymphadenopathy) lymphoma with a leukemic phase was
considered most likely.
Biochemistry panel resulted to azotemia diagnosis which may be present because of
many factors, including dehydration, persistent hypercalcemia leading to calcification
of the renal cortex, or renal involvement of the lymphoma [6].
Canine lymphoma can be classify into subtypes using the Revised European American
Lymphoma/World Health Organization (REAL/WHOQO) system. This system comprises
anatomical, morphological and immunophenotypic criteria (B-cell and T cell
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immunophenotypes) [11]. Unfortunately, unlike in humans (non-Hodgkin lymphoma),
there are no veterinary prognostic scoring systems routinely used for canine lymphoma
[2].

It is important to determine the histological grade of lymphoma which could be, in the
case of dogs, as low or intermediate to high and the architecture as diffuse or follicular.
The most common form of canine mediastinal lymphoma are lymphoblastic and large
cell one [8]. In our case the intermediate - large cell type with diffuse architecture was
observed.

The prognosis of canine lymphoma depends on many factors, but the
immunophenotype is one of the most important [10]. T-cell lymphoma is generally
associated with a worse prognosis. Dogs with T-cell ymphoma treated with multiagent
chemotherapy have reported median survival times of < 8 months, whereas dogs with
B-cell ymphoma treated with the same protocol have median survival times exceeding
15 months [1, 10]. In people, mediastinal lymphoma can be either of T-cell or B-cell
phenotype respectively. In veterinary medicine are mediastinal mass associated with
T-cell phenotype, with a worse outcome as compared to B-cell lymphoma [9]. This
information is consistent with result of IHC which proved the T cell type of neoplasia.
The results of both histopathology and IHC were in the agreement with the rapid
unfavourable progress of the process.

Conclusion

A four years old German shepherd dog (27 kg) with general discomfort was presented.
Clinical, haematological, biochemical, RTG and USG examination were realized.
Complete blood cell count revealed, among other things leucocytosis and
lymphocytosis. The animal’'s health deteriorated rapidly, so the euthanasia was
proposed. Necropsy revealed splenomegaly, mild hepatomegaly, and the occurrence
of structureless mass of tissue in cranial mediastinum, as well. The histopathologic and
IHC diagnosis was mediastinal intermediate - large T cell lymphoma with diffuse
architecture and with leukemic phase.
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Figures

Figure 1 The enlargement and infiltration of cranial mediastinal field by structureless mass of tissue
were found (arrow) Source: Own picture

Figure 2 The result of IHC revealed that 99% of cells were positive for CD3 (marker for T lymphocytes)
Source: Laboklin Ltd.

N T 98
PH PREDKLINICKE STUDIE



Uéast hipokampu na patogenéze vybranych neurodegenerativnych
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Abstract

Neurodegenerative diseases, such as Alzheimer's disease, Parkinson's disease, and
multiple sclerosis (SM), are characterised by the progressive loss of neuron structure
or function, leading to their death. These diseases often significantly impact the
hippocampus, a critical brain region responsible for memory and learning. In
Alzheimer's disease, there is a marked reduction in hippocampal volume, which
correlates with cognitive decline. Pathological changes, such as the accumulation of
beta-amyloid and tau proteins, cause neuronal death and synaptic dysfunction in the
hippocampus. Similarly, in Parkinson's disease and SM, the hippocampus can be
secondarily affected, contributing to the non-motor symptoms of these diseases, such
as cognitive impairments and mood changes. Understanding the mechanisms leading
to neurodegeneration in the hippocampus is not just crucial but urgent for developing
effective therapeutic strategies to slow or halt the progression of these diseases. This
short review focuses on current knowledge regarding the role of the hippocampus in
neurodegenerative diseases, highlighting the molecular and cellular mechanisms
underlying these pathologies.

Keywords: hippocampus, neurodegeneration, Alzheimer's disease, Parkinson's
disease, multiple sclerosis

Uvod

Hipokampus (lat. hippocampus) je ddlezitou ¢astou mozgu Cloveka ako aj dalSich
stavovcov. Je sucastou limbického systému a zohrava vyznamnu ulohu pri
transformacii kratkodobej paméti na dihodobu a pri priestorovej orientécii. Clovek a iné
cicavce maju dva hipokampy, kazdy v jednej hemisfére. Hipokampus je uzko
prepojeny s mozgovou kérou a u cicavcov sa nhachadza v medialnom temporalnom
laloku (strednom spankovom laloku). Anatomicky ho delime na tri Casti: hlavu, telo
a chvost [1].

Hippocampus v SirSom zmysle pozostava z troch alokortikalnych Struktur: cornu
Ammonis, fascia dentata a subiculum. Okrem subikula, ktoré je prechodnou kdérou
medzi entorinalnou oblastou a cornu Ammonis, cela alokortikalna ¢ast hipokampu,
ktora sa povrchovo premieta do gyrus parahippocampalis, pozostava z dvoch
podlhovastych cylindrickych zavitov — tych, ktoré su na jednej strane otvorené — a to
cornu Ammonis a fascia dentata, pricom otvorena Cast fascia dentata smeruje
k dolnému oddielu cornu Ammonis. Na prie€nom reze maju oba utvary tvar pismena
C. Cornu Ammonis mozno rozdelit na niekolko vrstiev. NajvnutornejSiu vrstvu tvori
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alveus obsahujuci eferentné vliakna, po iom nasleduje stratum oriens s multipolarnymi
koSickovitymi bunkami. Tela pyramidovych buniek tvoria stratum pyramidale, za
ktorym hned nasleduje stratum radiatum. Vetvy dlhych apikalnych dendritov
pyramidovych buniek vytvaraju stratum lacunosum a na povrchu je stratum
moleculare. Na zaklade rozdielov v bunkovej skladbe sa cornu Ammonis od subikula
smerom k fascia dentata ¢leni na Styri polia: cornu Ammonis 1 —4 (CA1 — CA4; obr. 1).
Pri posudzovani jednotlivych vrstiev cornu Ammonis treba brat do uvahy, Zze
v dbsledku vyvojovych zmien su jeho hlboké vrstvy obratené ku dnu bo¢nej komory,
zatial ¢o povrchové vrstvy su pokryté kérovou platniCkou, ktoru tvori fascia dentata
[1-3].

Alveus
SO

Gyrus dentatus

Gyrus
parahippocampalis:

Entorindlny a
kortex

Obrazok 1 Hipokampus ajeho cytoarchitektonika (vytvorené pomocou BioRender©;
https://app.biorender.com/; dostupné 21.5. 2024;upravené podfa [1 — 3]). a. koronarny rez mozgom;
b. anatomické sudasti hipokampu; c. vrstvy cornu Ammonis od najvnutornejSie (alveus) az po
najpovrchovejsie vrstvu (stratmu lacunosum-moleculare)

Vysvetlivky: SO — stratum oriens; SP — stratum pyramidale; SR — stratum radiatum; SLM — stratum lacunosum-
moleculare

Hipokampus a neurodegenerativne ochorenia

Postupnym poskodenim urcitych oblasti mozgu, ktoré vedie k stratam funkcii
nervového systému (NS) a symptomom, ako je pokles kognitivnych schopnosti,
poruchy pohybu alebo zmeny v spravani, sa vyznacuje vacsina neurodegenerativnych
ochoreni (ND). KFu€ovu ulohu pri uchovavani deklarativnej pamati a priestorovo
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suvisiacej pamati hra hipokampus. Je chronicky zname a mnohé vyskumy potvrdzuju,
Ze zmeny v hipokampe su spojené s vyvojom urcitych ND [4].

Rozpoznanie a pochopenie ulohy, ktoru zohrava hipokampus vo vztahu
k neurodegeneracii, méze byt kfu€om k identifikacii novych terapii a stratégii lieCby pre
tieto smrtelné ochorenia. Nové poznatky dalSieho vyskum v tejto oblasti, by mohli viest
k lepSiemu porozumeniu a neskor aj k ucinnejsim lie€ebnym postupom [4 — 6].

Alzheimerova choroba (AD)

Ugast hipokampu na patogenéze AD bola preukazana v réznych klinickych [5, 7]
a predklinickych studiach [6, 8 — 10]. AD je charakterizovana postupnou stratou pamati
a kognitivnych schopnosti. Postihnutie hipokampu je jednym z hlavnych patologickych
znakov AD. Degeneraciu neuronov v hipokampe a inych kognitivnych oblastiach
spbésobuje nahromadenie beta-amyloidnych (BA) plakov a neurofibrilarnych spleti
v mozgu. Zmenseny objem a velkost hipokampu, ako aj degeneracia neurénov v tejto
oblasti, sa povazuje za kluCovy faktor pri vyvoji AD. Pri AD je prvou oblastou
patologickych zmien podoblast CA1, po ktorej nasleduje subiculum, CA2, CA3 a gyrus
dentatus [11]. Vo vacsine studii, ktoré sledovali pacientov s miernou az zavaznou
formou AD, bola pozorovana celkova strata neurénov najma v oblasti CA1 [12].
Zhorsena funkéna konektivita hipokampu s viacerymi inymi oblastami mozgu vedie
u AD-pacientov k suboru neuropsychologickych abnormalit [13].

V ranom $tadiu AD je kognitivha porucha vo velkej miere spdsobena synaptickou
dysfunkciou [14]. Priiny synaptickej dysfunkcie pri AD zahffiaju znizenie celkového
poctu buniek [15], synaptické poSkodenie v désledku pritomnosti rozpustného A [16],
poskodenia glie [17] a vyznamny pokles synaptickych vezikul [18]. Synaptické zlyhanie
v hipokampe bolo preukazané u pacientov s AD [14] aj u zvieracich modelov [19].
Hipokampalna synapticka dysfunkcia je v skuto¢nosti ranym patologickym znakom AD
a predstavuje zakladnu pri€inu zhorSenia pamati [5]. U pacientov s AD sa
hipokampalna synapticka dysfunkcia prejavuje ako znizeny pocet synaps [20],
a v experimentalnych modeloch ako zhorSena regeneracia/genéza synapsii [21], strata
synaptickych  proteinov  (t.j. synaptofyzin, synaptogyrin,  synaptotagmin
a syntaxin 1; [8, 9]) a naruSené synaptické signalizacné kaskady (t.j. mitogénom
aktivované proteinkinazy; [22, 23]). Pamatové poruchy zacinaju jemnymi zmenami
v synaptickej aktivite hipokampu a postupne prechadzaju do zavaznej straty neurénov
[24]. Je zaujimavé, ze synapticka dysfunkcia sa objavuje pred tvorbou BA plakov, ¢o
naznacuje, zZe tvori zaklad pociatocného vyvoja tohto ochorenia [25].

Parkinsonova choroba (PD)

Druhym najrozSirenejSim ND je celosvetovo PD [26]. Toto ochorenie vznika
dysfunkciou dopaminergnych (DA) neurénov v extrapyramidovom trakte stredného
mozgu spolu s akumulaciou a-synukleinovych proteinov (Lewyho teliesok) v nervovom
systéme. Poskodenie DA neurdnov je charakteristickym znakom PD, a preto sa velka
pozornost sustreduje na Strukturne, molekularne a funk&né zmeny v nigrostriatalnom
systéme. Nemotorické symptémy PD spojené s hipokampom vSak tiez vyznamne
ovplyvnuju kvalitu zivota pacientov [27]. Medzi tieto symptomy patri demencia
PD-typu, kognitivny deficit (pozornost, planovanie a rozhodovanie) a poruchy spanku,
ktoré su evidentné v ranej aj pokrocilej faze PD [28]. Iné nemotorické symptomy, ako
su hyposmia, nystagmus, zapcha, uzkost, depresia a apatia, sa mdzu objavit' esSte pred
zacCiatkom motorickych prejavov PD [29]. Niekolko prac naznacuje kfu€ovu interakciu
medzi DA a hipokampalnou neuroplasticitou pri nemotorickych symptémoch [4, 30,
31].
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Synaptické mechanizmy, ktoré su zakladom kognitivneho poskodenia pri PD, su
popisané v mnohych predklinickych Studiach [32, 33]. Predchadzajuce klinické analyzy
ukazali akumulaciu Lewyho teliesok v CA2 oblasti hipokampu, ¢o korelovalo so
zavaznostou kognitivnej poruchy u pacientov s PD [34, 35]. Niektoré starSie Studie
analyzujuce objemové zmeny a neuronové a gliové populacie v réznych
hipokampalnych oblastiach v rezoch farbenych pomocou Giemsa [36] a krezylovou
violetou [37] dospeli k zaveru, Ze medzi skupinami pacientov s PD a bez PD neexistuju
Ziadne rozdiely [36]. Proteomické analyzy ukazali, ako akumulacia a-synukleinu
ovplyvnuje homeostazu proteinov, ¢o vedie k bunkovej smrti DA neurdnov [38].

V nedavnej klinickej studii od Villar-Conde et al. [35] bola v CA2 oblasti hipokampu
detegovana a-synukleinopatia bez zmien objemu hipokampu, neurodegeneracie,
mikrogliézy alebo astrogliézy. Proteomickou analyzou autori identifikovali 83 proteinov,
pomocou ktorych mohli jasne definovat rozdiely medzi skupinami pacientov s PD
a pacientov bez PD. Niektoré proteiny (napr. 82-katenin a a1-syntrofin) boli nadmerne
regulované, zatial o iné (napr. transmembranovy protein 163 a caskin-1) mali zniZzenu
regulaciu. Uvedené proteiny su asociované so synaptickymi Strukturami v PD
hipokampe, €¢o naznacuje, Ze hipokampalne zmeny pri PD nastavaju na urovni
synapsii. Nedavne pokroky v studiach skumajucich geneticky zaklad génov pre rozvoj
PD odhalili gény (napr. pre auxilin, synaptojanin 1, endofilin A1 a parkin), ktoré mézu
suvisiet s naruSenim endocytdézy synaptickych vezikul a prispievaju k patogenéze
tohto ochorenia [39].

Roztrisena skleréza (SM)

SM je progresivne autoimunitné, neurozapalové a ND nervového systému, ktoré
vznika v dosledku autoimunitného “Utoku” na myelinizované axony. Tento autoimunitny
proces spdsobuje zapal veduci k poskodeniu oligodendrocytov a demyelinizacii v CNS
[40]. Patologickym znakom SM su perivaskularne zapalové lézie, ktoré vedu k tvorbe
demyelinizaénych plakov [41, 42]. VacSinu zapalového infiltratu tvoria T-lymfocyty
(dominuju CD8+ T-lymfocyty obmedzené na hlavny histokompatibilny komplex triedy
[) spolu s menSim poctom B-lymfocytov a plazmatickych buniek [43]. U mnohych
pacientov s SM je postihnutie hipokampu charakterizované demyelinizaciou,
poskodenim neurénov a synaptickymi abnormalitami.

Demyelinizacia hipokampu je u pacientov so SM bezna a rozsiahla [44]. Kognitivny
pokles je tiez typickym priznakom u pacientov so SM, a to aj v nepritomnosti
motorického poskodenia [45]. Pacienti so SM Casto trpia dlhodobymi poruchami
pamati [46], poruchami pozornosti a znizenou rychlostou spracovania informacii [47].
Medzi nemotorické aspekty SM patri depresia a psychoéza, ktoré su spojené
s dysfunkciou hipokampu a stratou konektivity s viacerymi mozgovymi oblastami [48].
Demyelinizované hipokampy u pacientov so SM vykazuju negativny vplyv na molekuly
zodpovedné za axonalny transport, synapticku integritu a plasticitu, homeostazu
glutamatu, a naruSaju procesy ucenia a pamati [44]. Tieto oblasti tiez vykazuju vyrazny
pokles v pocte synapsii [49]. V SM hipokampoch boli zaznamenané zmeny v N-metyl-
D-aspartatovych receptoroch so selektivnym zvySenim interleukinu-13 a aktivaciou
mikroglie [50]. Karavasilis et al. [51] identifikovali rané Struktarne zmeny v hipokampe
u pacientov s SM, aj ked eSte nemali neuropsychologicky potvrdeny pamatovy deficit.
Pacienti so SM mali znizenu funk&nu konektivitu hipokampu, znizenu hustotu Sede;
hmoty hipokampu a narusenu integritu perforacnej drahy. Podobné vysledky dosiahli
aj Gu et al. [47], ktori u pacientov s relaps-remitujucou SM zistili, ze funk&na konektivita
a Strukturne abnormality v hipokampe korelovali s uroviiou kognitivnych funkcii
a rozsahom ochorenia. V hlodav€éom modeli SM, Nooraei et al. [52] zistili, Ze uroven
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demyelinizacie korelovala s procesom priestorovéeho u€enia a pamati. Tito autori tiez
zaznamenali zvySenie skore neurologickej zavaznosti. Demyelinizacia zvySovala
expresiu kaspazy-3 a znizovala expresiu nestinu, ¢o priamo Kkorelovalo
s rozsahom poskodenia [52].

Zaver

Zda sa, ze fyziologicka uloha hipokampu pri rozvoji réznych ND je zasadna
a narusenie jeho synaptickej plasticity spusta kaskadu réznych reakcii veducich
k progresii ochorenia. Pokrok v porozumeni molekularnych a bunkovych
mechanizmov, ktoré vedu k neurodegeneracii v hipokampe, poskytuje nové moznosti
pre terapeutické intervencie. Cielom buduceho vyskumu by malo byt hladanie
spbsobov, ako zabranit alebo zvratit tieto patologické zmeny, pricom by sa mali
skumat' moznosti neuroprotekcie, zniZzenia neurozapalu a podpory regeneracie
neuronov. Vyvinutie ucinnych terapeutickych stratégii méze vyznamne zlepSit' kvalitu
Zivota pacientov postihnutych tymito ochoreniami a spomalit progresiu ochorenia.
Celkovo je jasné, Ze hlbSie porozumenie ulohe hipokampu v neurodegenerativnych
procesoch je nevyhnutné pre pokrok v lie€be tychto devastujucich choréb.

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

In women, many gynecologic malignancies can lead to death. The main reason of
cancer related death is primarily high heterogeneity of tumors that often cause
treatment failure. Despite many used conventional therapies (chemotherapy,
radiotherapy, immunotherapy), drug resistance often occurs, especially due to the
survival of resistant cancer stem cells. Therefore, it is still important to develop the
novel therapeutic drugs. Nanotechnology is a potential strategy to overcome multidrug
resistance and disease progression. Specifically designed nanoparticles can act as the
carriers for targeted drug delivery into tumor sites. Besides, plant-based food rich in
phytochemicals exerts many anticancer properties, including antioxidant, proapoptotic,
anti-inflammatory, anti-angiogenic and other health benefits. Thanks to their positive
properties, phytochemical-based nanodrugs can enhance therapeutic efficacy,
improve cellular uptake of these agents in tumor sites, decrease the multidrug
resistance, and mitigate the side effects of toxic therapies. Many preclinical studies
have described the anticancer effects of phytochemical-based nanodrugs in
gynecologic malignancies, what can lead to new potential way in cancer treatment.

Keywords: nanodrugs, nanoparticles, phytochemicals, gynecologic cancer

Uvod

Podla Statistickej analyzy rakoviny (GLOBOCAN 2020) sa v Zenskej populacii
umiestnila rakovina prsnika na prvom mieste z hfadiska incidencie ako aj mortality. Na
poprednych prieCkach zaujali miesto aj dalSie gynekologické malignity: rakovina krcka
maternice, ovarialny alebo endometrialny karcinom. Tieto nadorové ochorenia
spdsobuju kazdoro€ne mnohé umrtia, najma v désledku vysokej heterogenity nadorov,
ktora z dévodu liekovej rezistencie vedie k zlyhaniu konvencnych terapii, Co umozriuje
progresiu ochorenia [1]. Z tohto dévodu je velmi délezity neustaly vyvoj novych
protinadorovych lie€iv.

Nanotechnoldgie su Siroko vyuzivaneé v réznych oblastiach: v kozmetike, elektronike,
ale aj v diagnostickych a terapeutickych medicinskych aplikaciach. Prave za
poslednych niekolko desatroCi sa vyrazne rozSirila oblast nanomediciny [2].
Nanomedicina zahffia pouzitie réznych nanocastic (1-1000 nm), ktoré su
nadizajnované tak, aby sa cielene dodavali do miest nadorov, ale bez poskodenia
okolitych zdravych tkaniv [3].

Rastlinna strava bohata na fytochemikalie vykazuje mnohé protinadorové ucinky:
antioxidacné, proapoptotické, anti-inflamacné, anti-angiogénne, anti-metastatické
alebo anti-genotoxické. Napriek mnohym zdraviu prospeSnym ucinkom fytochemikalii
moZe byt terapeuticka ucinnost’ znizena, nakolko maju nizku biologicku dostupnost
a su tazsie rozpustné vo vode [4]. Prave enkapsulacia fytochemikalii do nanonosi¢ov
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by mohla zvysit ich Gginnost. Specificky nadizajnované nanonosiée by mohli
predstavovat’ potencialny systém dodavania lieciva, ¢im sa umozni jeho Specifické
uvolfhovanie az v cielovom mieste (v nadorovych bunkach) [5].

Nanocastice

Vyhodou nanocastic je ich maly rozmer (1-1000 nm), o im umozriuje prekonat rézne
biologické bariéry v tele (bunka, jadro) [6]. Skladaju sa z vnutorného a vonkajsieho
jadra. Vnutorné jadro pozostava z micel, magnetickych nanocastic, lipozémov,
uhlikovych nanorurok, kvantovych bodiek alebo dendrimérov. VonkajSie jadro tvori
ochranny obal pre lepSiu biologicku kompatibilitu a biologicku odburatelnost.
NajCastejSie pouzivanymi obalmi su polyméry PLGA (z angl. poly(lactic-co-glycolic
acid)) a PEG (z angl. polyethylene glycol) [2]. Na povrch nanocastic sa viazu ligandy
(lieCivo, miRNA, siRNA, ssDNA, protilatky, peptidy...), ktoré su nadizajnované tak, aby
boli schopné Specificky zacielit nadorové bunky, napr. prostrednictvom selektivnej
vazby na nadmerne exprimované receptory [7].

Nanocastice sa pripravuju dvoma spdsobmi: stratégiou zdola nahor (bottom-up) alebo
stratégiami zhora nadol (top-down). Stratégia zdola nahor je zaloZzena na spajani
atomov do nanocastic, napriklad ko-precipitaciou, sol-gélovou metdédou, chemickou
redukciou, hydrotermalnou metdédou, pyrolyzou, depoziciou alebo biologickou
metodou, tzv. zelenou syntézou. Stratégia zhora nadol predstavuje fyzicku degradaciu
materialu produkujucu menSie molekuly az vysledné nanocastice. NajCastejSie sa
vyuziva vysokoenergetické mechanické mletie, laserova ablacia, tepelné odparovanie
alebo metoda oblukového vyboja [8].

Protinadorova terapia nanoliec¢ivami

Americky Urad pre kontrolu potravin a lieiv (FDA, z angl. US Food and Drug
Administration) schvalil mnohé lieCiva na lieCbu niektorych typov nadorovych ochoreni.
FDA-schvalené nanolieCiva maju rézne Specifické zacielenie, napriklad na poSkodenie
DNA, imunostimulaciu, syntézu proteinov, inhibiciu horménov alebo mikrotubulov [9].
Okrem toho, akumulacia nanocastic v mieste nadoru tiez spbésobuje poskodenie
a dysfunkciu mitochondrii, zvySenu expresiu apoptotickych faktorov, oxidaciu
enzymov a proteinov, denaturaciu proteinov, rozklad ribozémov, generovanie
reaktivnych foriem kyslika (ROS), resp. prerusenie transportu elektronov [10]. V roku
1995 bol prvym FDA-schvalenym nanolieCivom Doxil®, PEG-lipozomalny doxorubicin,
na lieCbu metastatického karcindmu vajecnikov a Kaposiho sarkému [11]. Na lieCbu
rébznych druhov nadorovych ochoreni boli neskér FDA-schvalené aj metalické
nanocCastice (Aurimmune®, AuNPs®), polymérové konjugaty (Eligard®, SMANCS),
lipidové nanoformulacie (Marqibo®, Doxil®), rekombinantné virusy (Gendicine®)
alebo aj bylinné nanocastice (nanoformulovany kurkumin) [9].

Nanoc¢astice konjugované s fytochemikaliami v predklinickych studiach
gynekologickych nadorovych ochoreni

Fytochemikalie su biologicky aktivne latky, ktoré sa bezne vyskytuju v zelenine, ovoci,
obilninach alebo orechoch. Rozdelujeme ich do piatich zakladnych skupin: fenoly,
karotenoidy, alkaloidy, organosirne a dusikaté zlu¢eniny [12]. Vdaka ich zdraviu
prospesnym protinadorovym a antioxidaCnym ucinkom su vhodnymi kandidatmi na
lie€bu nadorovych ochoreni [10]. Tabulka 1 zahffa prehfad predklinickych studii
zameranych na nanocCastice konjugované s fytochemikaliami vin vitro ain vivo
modeloch gynekologickych nadorovych ochoreni a Obrazok 1 ilustruje mechanizmus
tychto protinadorovych ucinkov.
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Tabulka 1 Predklinické Studie protinadorovych u€inkov nano€astic konjugovanych s fytochemikaliami

Nanocastice
konjugované s
fytochemikaliami

Resveratrol-
nanocastice zlata

Kyselina listova-BSA-
difluérovany kukrumin

Kurkumin-PGS

Nanocastice zlata-
witanolid-A

Quercetin-chitosan-
oxid med'naty

Oxid zino¢naty-
quercetin

Selénové nanocastice-
Apigenin

Kyselina hyalurénova-
PLGA-paclitaxel-
kurkumin

Kurkumin-naringenin-
dextran-magnetické
nanocastice

Sulforafan-
mineralizovana
kyselina hyalurénova-
SS-tetradecyl

Quercetin-PLGA

Experimentalny dizajn

Ludské MDA-MB-231
nadorové bunky rakoviny
prsnika

Ludské SKOV-3 bunky
rakoviny vje€nikov a HeLa
bunky rakoviny kréka
maternice

Ludské HPV18+ a HelLa
bunky rakoviny kréka
maternice

Ludské SKBR-3 bunky
rakoviny prsnika

Ludské MCF-7 bunky
rakoviny prsnika; DMBA-
indukovana mamarna
karcinogenéza u samic
Sprague-Dawley
potkanov

Ludské PA-1 bunky
rakoviny vaje¢nikov

Ludské MCF-7 nadorové
bunky rakoviny prsnika

MCF-7 agregaty
epitelovych kmefovych
buniek prsnika a MCF-7
xenografty my3i Balb/c

Ludské MCF-7 nadorové
bunky rakoviny prsnika;
DMBA-indukovana
mamarna karcinogenéza
u potkanov
MDA-MB-231, Hs578t a
MCF7 bunky rakoviny
prsnika; MDA-MB-231
xenografty mysi Balb/C
HelLa bunky rakoviny
kréka maternice a MCF-7
nadorové bunky rakoviny
prsnika; DMBA-
indukovana mamarna
karcinogenéza u samic
Sprague-Dawley
potkanov

Protinadorovy uéinok

1 Biologicka dostupnost, |
Zivotaschopnost buniek, 1 bunkova
absorpcia

Zacielenie na folatovy receptor: 1
apoptéza, | Zivotaschopnost
buniek, synergizmus a zvySeny
ucinok kombinaénej terapie

1 Cytotoxicita, 1 apoptéza, 1 p53, 1
p21, 1 Bax, | HPV E6 onkogén, 1
kaspaza-3, 1 PARP, zastavenie
bunkového cyklu

1 Antiproliferativne G€inky, | rast
buniek, 1 bunkova absorpcia, |
zivotaschopnost buniek

In vitro: 1 cytotoxicky ucinok

In vivo: | hmotnost a objem nadoru
prsnika, | proliferacia, | PCNA gén,
1 apoptdza, 1 p53, 1 uvolfiovanie
cytochromu c, 1 kaspaza-3,
zastaveny bunkovy cyklus v G2/M
faze

1 Oxidacny stres, depolarizacia
mitochondrialnej membrany, 1
neskora apoptdza, aktivacia
vnutornej signalnej drahy apoptézy
| Proliferacia buniek, |
zivotaschopnost buniek, 1 oxidaény
stres, 1 reaktivne formy kyslika, 1
apoptoza, | Bcl-2, 1 Bax, 1
kaspaza-3, 1 uvolfiovanie
cytochrému c, 1 poSkodenie DNA
| Populacia nadorovych
kmeriovych buniek, | tvorba
agregatov epitelovych kmeriovych
buniek prsnika, | migracia, | rast,
zacielenie na CD44 a ALDH1

| Proliferacia, 1 apoptéza, 1
reaktivne formy kyslika, 1 P53, 1
P21, | TNFa, | objem nadoru,
zastavenie bunkového cyklu, |
CD44

| rast nadoru, | invazivnost, |
samoobnovenie nadorovych
kmenovych buniek, | CD44, |
CD133, | Bmi1

In vitro: | Zivotaschopnost ludskych
nadorovych linii, 1 apoptdza, |
PI3K/AKT, 1 FoxO1, 1 kaspaza-3, 1
kaspaza-7

In vivo: | priemerny po€et nadorov,
prediZenie obdobie latencie

Zdroj

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

Vysvetlivky: 1 zvySeny; | znizeny; BSA, bovine serum albumin; PGS, poly(glycerol sebacate); PLGA,
poly(lactic-co-glycolic acid); DMBA, 7,12-dimetylbenz[a]-antracén
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Enkapsulacia fytochemikalii do nanonosic¢ov

»

0,

o
Ligandy na povrchu nanocastic

rozpoznavajuce nadoroveé bunky LAY
0,

l OH

A
|4

N\ ds. .
a7

Cielena terapia gynekologickych

o
< r 7 r
nadorovych ochoreni

nadorova

= V/) nadorova  kmenova

bunka bunka

1 Cytotoxicita 1 Oxidacny stres

1 Apoptdza 1 Biologicka dostupnost’

| Proliferacia buniek 1 Bunkova absorpcia

| Angiogenéza 1 PoSkodenie DNA

| Invazivnost | Hmotnost' a objem nadoru

| Nadorové kmeriové bunky Zastavenie bunkového cyklu

Obrazok 1 Mechanizmus protinddorovych ucinkov nanogastic konjugovanych s fytochemikaliami
v gynekologickych nadorovych ochoreniach. Obrazok bol vytvoreny prostrednictvom BioRender
a CorelDRAW

Zaver

Nanocastice konjugované s fytochemikaliami predstavuju terapeuticky potencial pre
klinicku aplikaciu. Ich pouzitie méze zvysit efektivnost protinadorovych terapeutickych
stratégii, zmiernit ich vedfajSie toxické uc€inky alebo zlepSit bunkovu absorpciu
terapeutickych latok v mieste nadoru. Podla predklinickych studii mézu tiez Specificky
zacielit nadorové kmenové bunky, ¢&im by sa mohla znizZit' liekova rezistencia, riziko
relapsu nadoru a potencialneho metastatického Sirenia. Ich vyuzitelnost’ vSak zavisi
od réznych faktorov, ktoré je potrebné detailne preskumat. Takymito faktormi je
velkost a tvar nanocastic, povrchova funk&nost, fyzikalne a chemické vlastnosti,
rozpustnost, stabilita, vyluCovanie nanocastic z tela, ucinnost’ lie€iva, mozna toxicita
nanonosicov, resp. ich potencialna distribucia do ré6znych organov.
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Vyvoj pe€enovych sinusoid
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Abstract

The vascular system represents an important part of the developing liver. The first
hepatic vessels in the hepatic primordium are the hepatic sinusoids and portal veins,
while the central veins and portal arteries are formed later. The endothelium of blood
vessels is specific in different regions of the developing liver. It is probably related to
the hematopoietic function of this organ. In the early stages of development, the
hepatic sinusoids are lined by a continuous endothelium. But its structure subsequently
changes and becomes permeable to blood cells and regulatory molecules. The
subendothelial basement membrane disappears, the composition of the extracellular
matrix changes, and in the endothelial cells the fenestrations are formed. Towards the
end of prenatal ontogeny, the size of fenestrations in the endothelial cells gradually
decreases, and their structure and phenotype approach those of mature endothelial
cells.

Keywords: development, endothelial cells, liver sinusoids, fenestration

Uvod

Tvorba pec€enoveého pucika je sprevadzana formovanim jeho cievneho systému, ktory
sa vyvija kombinaciou procesov ako je vaskulogenéza a angiogenéza [8, 14, 17]. Len
¢o sa z entodermy predného Creva vyvine hepatalne divertikulum, obklopia ho
angioblasty alebo endotelové bunky a oddelia ho od mezenchymu septum
transversum [14, 21, 26]. Ako prvé cievy sa objavuju pecefiové sinusoidy, ktoré
pochadzaju z uz existujucich vitelinnych ciev [22], kym centralne vény a portalne
(inerlobularne) artérie sa vytvoria neskor [8]. Z literatury je zname, Ze cievny systém
zahffna heterogénny subor Specializovanych endotelovych buniek (EB) [7]. Tato
diverzita je spésobena jedineCnou schopnostou EB prispésobit sa mikroprostrediu
a plnit Specifické bunkové a metabolické procesy, ktoré su charakteristické pre kazdy
organ. Okrem interorganovej heterogenity maju EB aj pozoruhodnu vnutroorganovu
diverzitu, ktoru mozno pozorovat prave v pecCeni [7]. Predpoklada sa, Ze to suvisi
s hematopoetickou funkciou tohto organu pocas prenatalneho vyvoja jedinca [16].

Pecenové sinusoidy u dospelych jedincov patria medzi najviac diferencované cievy
[2]. Prebiehaju medzi tramcami hepatocytov z periférie pe€eriového lal6Cika smerom
k vena centralis. PeCefiové sinusoidy riadia obojsmernu vymenu latok medzi
hepatocytmi a krvou. Ich endotelova vystelka je tvorena fenestrovanymi endotelovymi
bunkami, ktoré su oddelené od susednych hepatocytov Disseho priestorom. V peceni
zdravych jedincov sa pod endotelom netvori Ziadna organizovana subendotelova
bazalna membrana. AvSak Disseho priestor obsahuje velké mnozstvo
extracelularneho matrixu (ECM), ktorého zloZenie je vysoko Specifické. Neobsahuje
klasické lamininy, ale je bohaty na kolagény (typu I, lll, IV, VI a XVIII), fibronektin,
tenascin a syndekany [2, 3, 4]. Endotel pecefiovych sinusoid sa vyznacuje aj velmi
Specifickym imunofenotypom, ktory ich odliSuje od ostatnych populacii endotelovych
buniek v tele jedinca [2, 12]. Chyba im niekofko typickych mikrovaskularnych
endotelovych markerov, ako je CD34, PECAM-1 alebo CD31. Ale na rozdiel od toho
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exprimuju ingé, pre pecefové sinusoidy charakteristické markery (CD4, ICAM-1 a iné)
[15].

Ako uz bolo spomenuté, poCas hepatogenézy sa ako prvé cievy objavuju prave
pecCenové sinusoidy. Vaskularizacia peCefiového primordia u mysi zaCina uz na 8,5 -
10 embryonalny den (ED), ked sa medzi mezenchymom septum transversum
a pecenovym divertikulom objavuju primitivne sinusoidné Struktury, vystlané EB [5,
19]. Ako vyplyva z literatury, pévod EB pecefiovych sinusoid nie je uplné jasny [2-
Collardeau-Frachon 2008]. Predpoklada sa, Ze pecenové sinusoidy pochadzaju z uz
existujucich kapilarnych ciev v septum transversum, ktoré je obklopené rychlo
rastucimi tramcami hepatocytov. Podla inej tedrie peCenové sinusoidy vznikaju z uz
existujucich ciev venae vitellinae, venae unbilicales et venae cardinales [19, 23]. Dalsie
Studie poukazali, ze Cast’ EB pecCefiovych sinusoid pochadza z hemangioblastov [10,
24, 27].

Diferenciacia pecCerfiovych sinusoid bola podrobne opisana pomocou rdéznych
morfologickych metdd, ako je elektronova mikroskopia a imunohistochémia. Ako uz
bolo spomenuté, vaskularizacia pecenového primordia za€ina u mysi uz na 8,5 ED,
kym u Cloveka priblizne na 4. gestaCny tyzden. Endotelova vystelka je spocCiatku
suvisla, bez fenestracii s bazalnou membranou [18]. Extracelularny matrix v Disseho
priestore obsahuje zloZky, ktoré su charakteristické pre subendotelovu bazalnu
membranu (vratane lamininov). Endotelové bunky obsahuju charakteristické markery
endotelovych buniek, ako su CD34 a CD31, ale chybaju im markery charakteristické
pre endotelové bunky pecenovych sinusoid [3]. Medzi 5. a 12. gestacnym tyzdnhom
nastavaju vyrazné zmeny v Strukture sinusoid. Medzi 8. a 10. gestaCnym tyZdnom
ECM v Disseho priestore uz neobsahuje niektoré zlozky, ako je napriklad laminin [2,
3]. V tom istom obdobi endotelova vystelka nadobuda cytoplazmatické fenestracie [5].
Na 12. gestacny tyzden su fenestracie prekryté diafragmou, ktora pocas dalSieho
vyvoja vymizne [5, 9].

U zvieracich modelov, bol vyvoj fenestracii v endotelovych bunkach pecenovych
sinusoid pozorovany na 17. ED u potkana a na 15. ED u mysSi [5]. U potkanov boli
fenestracie v endotelovych bunkach velké a dosahovali priemer viac ako 250 nm. Boli
ovela vacsie ako fenestracie pozorované v peceni dospelych jedincov [1]. Mnohi autori
pozorovali, ze v tomto procese ma délezitu ulohu rastovy faktor VEGF (vaskularny
endotelovy rastovy faktor), ktory je obzvlast délezity pri indukcii tvorby fenestracii [25],
ako aj pri ich udrziavani [2, 6]. DalSie $tudie poukazali na rozsiahle zmeny
v medzibunkovych kontaktoch, ¢o bolo sprevadzané vyraznymi zmenami aj v ECM,
ktory bol chudobny na laminin a bohaty na tenascin [3, 4]. Tieto zmeny boli pozorované
v Case, kedy v pecCeni zaCala prebiehat hematopoéza. V tomto Stadiu vyvoja mali
pecCenoveé sinusoidy podobnu Strukturu ako sinusoidy v kostnej dreni. Tato prva etapa
diferenciacie pecenovych sinusoid je nevyhnutnd na prispGsobenie sa ciev
hematopoetickej funkcii tohto organu [2]. V dalSej faze bunky ziskavaju Specifické
markery ako je CD4 (v 12. tyZdni gravidity u Cloveka) a CD14 (v 20. tyZdni gravidity
u Cloveka), ktoré su charakteristické pre bunky v postnatalnom obdobi [3]. Tretie
Stadium diferenciacie peceniovych sinusoid zahffia perinatalne obdobie. U potkanov
bolo zistené, ze definitivna Strukturalna diferenciacia pecenovych sinusoid
v perinatalnom obdobi je sprevadzana vymiznutim velkych fenestracii v EB [1].

Ako vyplyva z literatury, vaskularna zlozka pecenoveého primordia ma délezitu ulohu aj
pri samotnej diferenciacii peCene [13]. V experimentoch, kde boli pouzité transgénne
mySi s deficitom VEGFR2 (jeden z receptorov angiogénneho faktora VEGF), vyvoj
pecCene prebiehal az do vytvorenia viacvrstvového epitelu na ventralnej Casti predného
Creva. AvSak v nepritomnosti endotelovych buniek doslo k naruseniu migracie
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hepatocytov do septum transversum, ¢o nasledne viedlo k absencii plne vyvinutého
peCenového primordia [14]. Rovnaké vysledky boli pozorované aj v invitro
experimentoch, ked bola tvorba ciev v peCenovom puciku inhibovana, ¢o nasledne
spodsobilo narusenie rastu pecefiovych buniek [2, 14]. Tieto experimenty poukazuju
na ddlezitu signalnu ulohu EB v pociatocnych Stadiach hepatogenézy [2]. Délezitu
ulohu v tomto procese zohravaju aj extracelularne proteiny ako je BMP (kostny
morfogeneticky protein) [20], FGF (fibroblastovy rastovy faktor) [11] a TGFbeta
(transformuijuci rastovy faktor beta) [13].

Praca bola podporena projektom VEGA ¢. 1/0036/22.
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