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»,Najkrajsia vec, ktora mézeme zazit, je tajomstvo. Je zdrojom
vSetkého pravého umenia a celej vedy.“

Albert Einstein
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PREDHOVOR

Vazené kolegyne, vazeni kolegovia,

Einsteinove slova pripominaju, Ze prave zvedavost, tuzba objavovat a snaha
porozumiet doposial nepoznanému predstavuju hnaciu silu vedeckého pokroku.
Kazda nova otazka, experiment, klinické pozorovanie i pedagogicka inovacia su
suCastou neustaleho hfadania poznania, ktoré posiva medicinu aj medicinske
vzdelavanie vpred.

Predkladany zbornik je odrazom tejto neustélej snahy o poznanie. Spaja vysledky
zékladného, experimentalneho a klinického vyskumu s inovaciami vo vzdelavani,
pretoZze kvalitna medicina vznika tam, kde sa vedecké objavy prirodzene prepajaju.
S poteSenim s vami zdiefame tento recenzovany zbornik, ¢im sa vytvara priestor na
prezentaciu aktualnych poznatkov, vyskumnych vysledkov a inovativnych pristupov v
biomedicinskych vedach.

Tohtoro€né vydanie je vynimocné zaradenim novej didaktickej sekcie, ktora reflektuje
rastuci vyznam pedagogického vyskumu a inovacii vo vysokoskolskom medicinskom
vzdelavani. Rozvoj modernych technoldgii, digitalizacia vyucby, simulacné metddy Ci
nové pristupy k hodnoteniu Studentov sa stavaju neoddelitefnou sucastou pripravy
buducich zdravotnickych pracovnikov. Verime, Ze vytvorenim priestoru pre
publikovanie prac zameranych na medicinsku edukaciu podporime vymenu
skusenosti, Sirenie osvedCenych pedagogickych postupov a dalSi rozvoj kvality
vysokoskolského vzdelavania.

Dakujeme vSetkym autorom za ich prispevky, recenzentom za odborné posudenie
rukopisov a c¢lenom redakéného timu za ich Cas a usilie venované priprave tohto

v s

pedagogicky rozvoj a prispeju k prehlbovaniu spoluprace medzi pracoviskami.

Prajeme vam podnetné Citanie.

S Uctou,

zostavovatelia zbornika

Martin, Jun 2026



Extrauterinny lipoleiomydm vyrastajuci z parietalneho peritonea
prednej brusnej steny: kazuistika

Bartos, V.

Martinské bioptické centrum, s.r.o., Martin
vladim.bartos@gmail.com

Abstract

Lipoleiomyoma is a benign tumor consisting of smooth muscle and mature adipose
tissue. It is usually diagnosed in the uterus, only exceptionally in extrauterine sites,
mostly in the (retro)peritoneum of the abdominal and pelvic cavities. The article
describes a case of a 70-year-old woman who was diagnosed to have an intra-
abdominal tumor measuring 19x13x8 cm, found in the left mesohypogastrium. CT scan
showed a large, sharply demarcated solid tumor resistance arising from parietal
peritoneum of the anterior abdominal wall. Histologically, it consisted of proliferated
smooth muscle, which contained aggregates of mature adipose tissue as a minor
component. The smooth muscle was immunohistochemically positive for desmin,
smooth muscle actin, estrogen and progesterone receptors, but surprisingly, it was
negative for vimentin. The definitive diagnosis was a peritoneal lipoleiomyoma. The
article is interesting from clinical and pathological aspects. Extrauterine
(lipo)leiomyomas occur mainly in the abdominal and pelvic cavities of postmenopausal
women and are usually positive for estrogen and progesterone receptors, so their
etiology appears to be similar to that of uterine leiomyomas. Therefore, in older women,
they should be included in differential diagnosis of solid tumors arising from the
(retro)peritoneum. From a pathological point of view, the work points out that
leiomyoma can be negative for vimentin, that should be kept in mind at the biopsy
examination of small probatory samples.

Keywords: soft tisssue lipoleiomyoma, intraabdominal site, (retro)peritoneal location

Uvod

Lipoleiomyom je benigny nador pozostavajuci z diferencovanej hladkej svaloviny
a zrelého tukového tkaniva. V prevaznej vacSine pripadov sa diagnostikuje
v maternici, kde predstavuje zriedkavy histologicky variant leiomyému. Vynimoc¢ne sa
vyskytuje aj mimo maternice, najCastejSie v brusSnej alebo panvovej dutine ako
primarna peritonealna alebo retroperitonealna lézia [1-3]. Vzhladom na svoju Casto
atypicku lokalitu a vacsie rozmery méze klinicky spdsobovat diagnostické rozpaky.
V prezentovanom prispevku je opisany zriedkavy pripad lipoleiomyomu vacéSich
rozmerov vyrastajuci z peritonea brusnej steny.

Pripad z praxe
70 roCna Zena mala diagnostikovany intraabdominalny tumor lokalizovany v lavom
mezohypogastriu. CT vySetrenie zobrazilo velku ostro demarkovanu solidnu
tumoréznu expanziu vyrastajucu z parietalneho peritonea prednej brudnej steny.
Néador bol laparoskopicky chirurgicky exstirpovany in toto a po fixacii vo formaline
zaslany na pracovisko patoldgie. Makroskopicky iSlo o s€asti narezany tumordzny
Gtvar rozmerov 19 x 13 x 8 cm, na povrchu obaleny peritonealnou blanou (Obr. 1). Na
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reze bolo tkanivo vyrazne edematdzne presiaknuté, Sedohnedastej a slabo
nazelanavej farby, menej presiaknuté useky mali homogénnu tuhSiu konzistenciu (Obr.
2). V histologickom obraze dominovala proliferovand hladka svalovina, ktora ako
minoritnu zlozku obsahovala rézne velké agregaty zrelého tukového tkaniva (Obr. 3).
Bez bunkovych atypii, bez mitotickej aktivity, bez nekroz. Hladkosvalova zlozka bola
imunohistochemicky difuzne pozitivna na dezmin (Obr. 4), hladkosvalovy aktin,
estrogénové aj progesteronove receptory (Obr. 5), ale prekvapivo negativha na
vimentin (Obr. 6). Svalovina krvnych ciev aj zrelé tukové tkanivo boli reaktivne na
vimentin, ¢€o vyluCovalo chybu pri technickom spracovani vzorky. Ostatné
imunomarkery (S100, CD34, SOX10) boli v hladkosvalovej zloZke negativne.
Proliferatna aktivita nadoru bola minimalna (Ki-67 index < 5 %). Nador zodpovedal
benignemu lipoleiomydmu vyrastajuceho z peritonea. V nam dostupnej klinickej
dokumentacii pacientky nebola zmienka o hysterektémii resp. o predchadzajlicej
diagndze leiomyomu maternice.

Obréazok 1 Operacny resekat (po fixacii vo formaline)

Obrazok 2 Prierez nadorovym tkanivom (po fixacii vo formaline)
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Obréazok 3 Nador pozostavajlci z proliferovanej hladkej svaloviny obsahujicej primes zrelych
tukovych buniek (farbenie hematoxylinom a eozinom, zvaé$enie objektivu 20x)

Obrazok 4 Difuzna imunohistochemicka pozitivita hladkej svaloviny nadoru na dezmin (zvacSenie
objektivu 20x)
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Obréazok 5 Difuzna imunohistochemicka pozitivita hladkej svaloviny nadoru na progesterénové
receptory (zvacsenie objektivu 20x)

Obrazok 6 Imunohistochemicka pozitivita krvnych ciev a tukovych buniek na vimentin, zatial ¢o
dominujuca hladkosvalové zloZka je negativna (zvacSenie objektivu 20x)
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Diskusia

Lipoleiomyomy makkych tkaniv (sof tissue leiomyomas) su velmi zriedkavé a do roku
2017 bolo v literature publikovanych priblizne 50 pripadov [1]. Tento nador prvykrat
detailnejSie opisali Meis a Enzinger v roku 1991 [4], ktori analyzovali sériu 9 pacientov
(6 zien, 3 muzov) s lipoleiomydmami pochadzajucimi z makkych tkanivovych Struktur.
NajCastejSou lokalitou bola abdomino-pelvicka oblast. NajvacSiu subornu pracu v
tomto smere doteraz publikovali Fukushima et al. [3], na zaklade ktorej mozno urobit
relevantné zavery o tejto chorobnej jednotke. Hodnotili 34 konzultaénych pripadov od
34 pacientov s vyraznou predominanciou zZenského pohlavia (32 Zien, 2 muzi) s
priemernym vekom 55 rokov. VSetky nadory sa vyskytovali v ,deep-seated” lokalitach,
najCastejSie v retroperitoneu brusnej dutiny a panvy (47 %), dalej v panvovej dutine a
bliz8ie neSpecifikovej panvovej oblasti (15 %), brusnej stene (12 %) a vnutrobrudnej
lokalite (9 %). Najvacsi priemerny rozmer lézie bol 10,5 cm. V sledovanom ,follow-
up“ obdobi nemal Ziadny pacient po operacii lokalnu recidivu ani metastazy, o jasne
dokumentuje benigny pbvod I|ézie. Histopatologicka diagnostika ,soft-
tissue“ leiomyolipdmov vacsSinou nie je obtiazna. V mikroskopickom obraze
pozostavaju z dobre diferencovanej hladkej svaloviny a zrelého tukového tkaniva
v réznom pomere. Nadorové tkanivo nevykazuje bunkové atypie ani mitézy, moze
vSak obsahovat neSpecifické degenerativne zmeny podobné ako pri leiomydémoch
maternice. O potencialnej malignite treba uvazovat pri nasledovnych
histomorfologickych znakoch: hypercelularny fascikularny rastovy vzor vretenovitych
buniek, signifikantné jadrové atypie, loZiskova gulatobunkova (round cell) morfoldgia,
zvySena mitoticka aktivita a koagulaéné nekrozy [3]. V pripade diagnostickych
pochybnosti o0 histogenetickom pdvode I|ézie zohrava kfu€ovud ulohu
imunohistochemické vysSetrenie. Svalova zlozka nadoru je Standardne intenzivne
pozitivna na dezmin, hladkosvalovy aktin a h-caldesmon. Velmi zaujimavé je, ze
bezne vykazuje aj jadrovu pozitivitu na estrogénové a progesterénové receptory. Vo
vySSie zmieniovanej studii [3], v ktorej autori vySetrili aj 15 nadorov na estrogénové
receptory, az v 13 pripadov hladka svalovina a s€asti aj adipocyty vykazovali jadrovu
expresiu receptorov, pricom dvaja pacienti boli muzi.

Beric do uUvahy vyraznu predilekciu retroperitonealnej/intraabdominalnej lokality
lipoleiomyémov s vyraznou prevahou postihnutia zien a ich frekventovanu pozitivitu na
estrogénové a progesteronove receptory, vznika otazka o ich etioldgii. Pravdepodobne
ide o obdobu uterinnych leiomyémov, ktorych rast a progresia je dependentna na
hormonalnych stimuloch [1]. Problematiku intraabdominélnych/ retroperitonealnych
leiomyémov podrobne opisali americki patolégovia v dvoch pracach analyzujlcich
subor 56 a 23 pacientov [5,6]. V obidvoch Studiach sa tieto nadory vyskytovali
prevazne v strednom veku (priemerny vek 44 - 45 rokov) s vyraznou predominanciou
zenského pohlavia (89,5 - 95,6 % vSetkych pripadov). V jednej praci malo 41,2 %
postihnutych Zien diagnostikovany aj leiomyom maternice, €i uz subezne alebo v
minulosti [5]. Obidve Studie [5,6] poukazali, Ze intraabdominalne/retroperitonealne
leiomyomy histomorfologicky aj imunofenotypovo pripominaju ,klasické® leiomyémy
maternice. PGvod primarnych intraabdominalnych/ retroperitonealnych leiomyémov je
stéle diskutovanou témou. V literatlire sa rozobera najma tedria, ze mdze ist o tzv.
.parazitické“ leiomyomy [5]. Tie povodne predstavovali subserdézne leiomyomy
maternice, ktoré sa Casom odseparovali, ziskali vlastné krvné zasobenie a zacali rast
samostatne. Uvedena hypotéza je CiastoCne prijatelna, nakolko prevazna vacsina
intraabdominalnych/retroperitonealnych leiomyémov sa vyskytuje u zien, z ktorych
mnohé (> 40 %) maju, alebo mali diagnostikované aj leiomydémy maternice. Na druhej
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strane  ,paraziticky® pdévod nemozno akceptovat univerzalne. Niektoré
intraabdominalne/retroperitonealne leiomydmy su totiz od maternice prilis vzdialené
na to, aby z nej mohli pochadzat. PravdepodobnejSie teda je, Ze vznikaju z hormonalne
senzitivnych hladkosvalovych buniek (retro)peritonealnych tkanivovych Struktur,
napriklad krvnych ciev alebo embryonalnych zvySkov Miullerovych &i Wollfovych
vyvodov, a ze niektoré zeny mézu mat predispoziciu vzniku leiomyomov aj z tychto
buniek, nie len z buniek myometria [5].

Prezentovana praca opisuje starSiu pacientku s lipoleiomyomom vyrastajucim z
peritonea brusnej steny. Pri prehlade internetovanej literatury sme nasli 8 podobnych
kazuistik [1,2,7-12], opisujucich (retro)peritoneéalne lipoleiomyémy, ktoré su spolu s
nasim pripadom zhrnuté v Tabulke 1. VSetci pacienti boli Zeny, s vynimkou jednej v
postmenopauzalnom veku, u ktorych nadory dosahovali vac¢Sie rozmery (priemerna
najvacsia velkost 20 cm).

Zaujimavostou nasho pripadu je imunohistochemicka negativita vimentinu v
leiomydmovej zloZke nadoru. Vimentin je dOlezity cytoskeletarny Strukturalny protein
vyskytujluci sa najma v bunkach mezenchymového alebo stromalneho origa. V
patologickej praxi sluzi ako univerzalny diagnosticky marker buniek mezenchymového
pdvodu (spojivové tkanivo, chrupka, cievy, svalovina). V naSom pripade vzhfadom na
jednoznacénu intenzivnu pozitivitu na dezmin aj hladkosvalovy aktin nebolo mozné
pochybovat o jeho hladkosvalovom pévode, teda negativita na vimentin bola
prekvapujuca. Pri dokladnom prehfade internetovej literatury sme vSak nasli aj
zmienku o negativite leiomyomov na dezmin, ktoré sa vSak tykaju hornej Casti traviacej
trubice, najma pazZeraka. V starej studii z roku 1988 [13] zistili japonski patolégovia, Ze
z 15 hladkosvalovych nadorov pazeraka boli okrem jedného vSetky negativne na
vimentin a z 15 hladkosvalovych nadorov zaludka boli 2 negativne na vimentin.
Sarlomo-Rikala [14] zasa uvadzaju, ze z 28 leiomydmov pazeraka bolo 21 negativnych
na vimentin. Tato lokalita je pravdepodobne v tomto smere Specificka, pretoZze v ingj
lokalite sme sa s takymto fenoménom uz nestretli.

Tabulka 1: Prehlad publikovanych kazuistik opisujucich primarne (retro)peritoneédlne lipoleiomydmy
spolu s nadim pripadom [1,2,7-12].

Ref. Pohlavie | Vek Lokalita Velkost’

[1] Zena 45r. intraabdominalne 27 x20x 13 cm

2] Zena 60 r. retroperitoneélne 13,9x5,4x13,4cm

[7] zena 67r. preperitoneélne pred mo&ovym 18x13,5x2cm
mechirom

[8] zena 60r. preperitoneélne predna brusna 6 cm
stena v pooperacénej jazve

[9] zena 48 r. parietalne peritoneum 35x30x15cm
abdominopelvickej dutiny

[10] zena 56r. retroperitonealne 23x21x12cm

[11] zena 51r. parietalne peritoneum prednej 20x15x15cm
brusnej steny

[12] zena 51r. peritoneum prednej brusnej steny | 23 cm

nas pripad | zena 70r. parietalne peritoneum prednej 19x13x8cm
brusnej steny
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Zaver

Prezentovana praca je zaujimava z dvoch aspektov. Z klinického hladiska v tom, ze
extrauteriné (lipo)leiomydmy sa vyskytuju najma v brusnej a panvovej dutine u Zien v
postmenopauzalnom veku a su zvyCajne pozitivne na estrogénoveé a progesteronove
receptory, takze ich etioldgia sa zda byt podobna ako pri leiomyémoch maternice. U
starSich zien by mali byt zahrnuté v diferencialnej diagnostike solidnych nadorovych
utvarov vyrastajucich z (retro)peritonea. Z patologického hladiska poukazuje na to, Ze
leiomydm mozZe byt negativny na vimentin, na €o treba mysliet najma pri bioptickom

vySetreni malych probatornych vzoriek.
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Abstract

Bladder cancer is the 10" most frequently diagnosed malignancy worldwide. The main
risk factor is smoking. The primary treatment is transurethral resection of the bladder
tumor (TURB), often supplemented with intravesical chemotherapy using
Mitomycin/Epirubicin or BCG immunotherapy. The study was conducted at the
Department of Urology of the University Hospital in Martin. We analyzed a group of
patients (n=99) who underwent TURB in 2024 with a positive histological finding. The
patients were initially divided into two groups, with muscle-invasive (MIBC) and non-
muscle-invasive bladder cancer (NMIBC). MIBC (n=18) is = pT2 according to the TNM
classification. NMIBC (n=81) is pTa / pT1 according to the TNM classification and this
group was the focus of our study. Of the 81 patients, 23 were female and 58 were
male, with a mean age of 73 years. Histologically, pTa LG was confirmed 19 times, 7
patients were diagnosed with a tumor with a pTa HG result. Stage pT1 LG was present
in 11 patients, pT1 HG was present in the most, with a total of 31. One patient was
diagnosed with CIS, PUNLMP occurred only once and in two cases the sample with
HG cells could not be evaluated. The most severe histological finding was pT1 HG +
CIS in 9 patients. The patients were subsequently stratified into risk groups - 64
patients were classified as high-risk group, 9 patients to the intermediate and 8 patients
to the lowest risk group. All patients were treated with TURB, intravesical
immunotherapy with BCG vaccine was applied 24 times, intravesical chemotherapy
with Mitomycin was administered to 11 patients and intravesical chemotherapy with
Epirubicin was used in one case. Our study confirmed a high risk of recurrence, which
was observed in 40 patients (49.4%).

Keywords: Non-muscle invasive bladder cancer, recurrence-free survival, smoking,
Kaplan-Meier analysis

Uvod
Karcinom mocového mechura patri medzi najCastejSie malignity mocCového traktu a
predstavuje vyznamny zdravotnicky problém vzhfadom na svoju incidenciu, vysoku
mieru recidiv a potrebu dlhodobého dispenzarneho sledovania pacientov [1].
Celosvetovo ide o desiate najCastejSie diagnostikované zhubné ochorenie, pricom
vySSi vyskyt sa pozoruje najma u muzZov a vo vySSich vekovych skupinach.
NajvyznamnejSim rizikovym faktorom vzniku karcindbmu mocového mechuara je
fajCenie, ktoré sa podiela na vzniku ochorenia u vyznamného percenta pacientov.
Medzi dalSie rizikové faktory patria profesionalna expozicia aromatickym aminom,
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chronické mocové infekcie &i urolitiaza. Priblizne 70-75 % novodiagnostikovanych
nadorov mocového mechura predstavuje sval neinfiltrujuci karcinom mocového
mechura (NMIBC) [1]. Napriek relativne priaznivejSej progndéze v porovnani so sval
infiltrujucim karcindmom mocového mechura je NMIBC charakteristicky vysokou
tendenciou k recidivam a potencialom progresie ochorenia do invazivnej formy.
Recidiva ochorenia sa podfa literatury objavuje u 30-70 % pacientov pocas sledovania
[2]. Diagnostika NMIBC je zaloZena na cystoskopickom vysSetreni a histopatologickom
potvrdeni diagndzy po transuretralnej resekcii tumoru mocového mechura (TURB).
TURB predstavuje zakladny diagnosticky aj terapeuticky vykon pri NMIBC a umozriuje
urCenie histologického typu, gradingu a Stadia nadoru. Nasledny manazment
pacientov zavisi od rizika recidivy a progresie ochorenia. Na odhad prognézy a
stratifikaciu pacientov sa vyuzivaju odporucania Eurdpskej urologickej asociacie (EAU)
a prognostické modely, medzi ktoré patria hajma EORTC risk tables. Medzi hlavné
prognostické faktory patri histologicky grading, $tadium nadoru, multifokalita, velkost
tumoru a pritomnost' carcinoma in situ [3]. Na zaklade tychto parametrov su pacienti
rozdeleni do nizko-, stredne- a vysokorizikovych skupin, €o vyznamne ovplyvriuje dalsi
terapeuticky postup, intenzitu dispenzarnych kontrol a indikaciu intravezikalnej lieCby.
Vyznamnu ulohu v lie€Cbe NMIBC zohrava intravezikalna terapia. U pacientov so
strednym a vysokym rizikom recidivy alebo progresie sa vyuziva najma intravezikalna
imunoterapia Bacillus Calmette-Guérin (BCG), ktora znizuje riziko recidivy a progresie
ochorenia [4]. Alternativou alebo doplnkom lieCby je intravezikalna chemoterapia,
najCastejSie mitomycinom alebo epirubicinom. Napriek pokroku v lieCebnych
moznostiach vSak NMIBC zostava ochorenim s vysokou mierou recidiv, €o si vyZaduje
pravidelné a dlhodobé sledovanie pacientov. FajCenie predstavuje najvyznamnejsi
rizikovy faktor vzniku karcindmu mocového mechura [5]. FajCenie je asociované so
zvySenym rizikom recidivy a progresie sval neinfiltrujiceho karcindmu mocového
mechura [6]. V poslednych rokoch sa preto zvySuje vyznam hodnotenia fajCiarskej
anamnézy ako prognostického faktora u pacientov s NMIBC. Na hodnotenie
recurrence-free survival sa v klinickej praxi a vedeckych Studiach Standardne vyuziva
Kaplan-Meierova krivka, ktora umoznuje znazornenie pravdepodobnosti prezivania
bez recidivy v ¢ase. Tato metdda umoznuje porovnanie jednotlivych skupin pacientov
podla klinickych a patologickych charakteristik. Cielom tejto prace bolo analyzovat
vyskyt recidiv u pacientov so sval neinfiltrujucim karcindmom mocového mechura so
zameranim na recurrence-free survival a zhodnotit' vplyv rizikovych skupin, pohlavia a
faj€enia na priebeh ochorenia.

Material a metodika
Do retrospektivnej analyzy boli zaradeni pacienti so sval neinfiltrujicim karcindbmom
mocového mechura lie€eni na Urologickej klinike v Univerzitnej nemocnici v Martine,
ktori mali v roku 2024 pozitivny histologicky vysledok TURB. Diagn6za NMIBC bola
stanovena na zaklade histopatologického vysSetrenia. U vSetkych pacientov boli
analyzované zakladné demografické udaje vratane veku a pohlavia. Sucastou
hodnotenia bola aj fajciarska anamnéza. Dalej sa sledovala lokalizacia nadoru,
histopatologicky nalez, pritomnost recidivy a typ aplikovanej intravezikalnej lieCby.
Histopatologické vzorky boli klasifikované podla TNM klasifikacie a histologického
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gradingu nédoru. Na zéklade Kklinicko-patologickych charakteristik boli pacienti
rozdeleni do nizko-, stredne- a vysokorizikovej skupiny podla odporuc¢ani Eurépskej
urologickej asociacie (EAU). Do nizkorizikove] skupiny boli zaradeni pacienti s
primarnym solitarnym pTa low-grade tumorom mensim ako 3 cm bez pritomnosti
carcinoma in situ (CIS). Strednu rizikova skupinu tvorili pacienti s multifokalnym alebo
recidivujacim pTa low-grade tumorom, pripadne tumorom vacsSim ako 3 cm.
Vysokorizikovu skupinu predstavovali pacienti s high-grade nadorom, Stadiom pT1,
pritomnostou CIS alebo viacpoCetnymi recidivami. VSetci pacienti podstupili
chirurgicku lieCbu metédou TURB. Na zaklade individualneho rizika bola nasledne
indikovana adjuvantnd intravezikalna imunoterapia BCG vakcinou alebo intravezikalna
chemoterapia mitomycinom, respektive epirubicinom. Primarnym sledovanym
parametrom bol vyskyt recidivy ochorenia. Na analyzu recurrence-free survival bola
pouzita Kaplan-Meierova metdda.

Vysledky

Z 81 pacientov so sval neinfiltrujucim karcinomom mocového mechura bolo 23 Zien
(28 %) a 58 muzov (72 %) s priemernym vekom 73 rokov. Faj¢enie v anamnéze sa
zistilo u 22 pacientov (27 %). Zo vSetkych nadorov sa 26 (32 %) nachadzalo v trigonu,
18 (22 %) sa nachadzalo v bocnej stene, 18 (22 %) sa nachadzalo vo viacerych
oblastiach a 19 (23 %) na inych miestach. Stupen nadoru a Stadium T boli nasledovné:
Histologicky bolo potvrdené pTa LG 19 - krat (23 %), 7 pacientom (9 %) bol
diagnostikovany nador s pTa HG vysledkom. Stadium pT1 LG malo 11 pacientov (14
%), pT1 HG bol pritomny najviac, s celkovym poctom 31 (38 %). Jeden pacient (1 %)
mal diagnostikovany CIS, PUNLMP sa vyskytol iba raz (1 %) a dvakrat (3 %) sa
odobrata vzorka s HG bunkami nedala hodnotit. NajzavaznejSia histolégia bola pT1
HG + CIS u 9 pacientov (11 %) (Obr. 1).

38%

23%

14%
9% 11%

B o w [
- e e

pTalLG pTaHG pTxHG pTlLG pTlHG PUNLMP CIS pT1HG +
CIS

Obrézok 1 Stadia hodnotenych Iézii: LG = low grade; HG = high grade; PUNLMP = papilarny urotelialny
karcindm s nizkym malignym potencialom; CIS = carcinoma in situ; pTa = nador infiltroval sliznicu; pT1
= nador infiltroval sliznicu aj submukézu; pTx = odobrata vzorka sa nedala hodnotit’

Nasledne sme pacientov roztriedili do rizikovych skupin na nizku, strednu a vysoka.
Do vysokorizikovej skupiny patrilo 64 pacientov (79 %), do strednej 9 pacientov (11 %)
a v najmenej rizikovej skupine bolo 8 pacientov (10 %). V8etci pacienti (100 %) boli
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lieCeny metéodou TURB, intravezikalna imunoterapia BCG vakcinou bola aplikovana
24 - krat (30 %), intravezikalna chemoterapia Mitomycinom bola podana 11-tim
pacientom (14 %) a intravezikalna chemoterapia Epirubicinom bola pouzita raz (1 %)
(Obr. 2). Recidivy boli pritomné u 40-tich (49 %) pacientoch.

100%

50% 14%
0
0,
] —
TURB BCG Mitomycin Epirubicin

Obrazok 2 Terapeutické pristupy: TURB = transuretralna resekcia nadoru mo¢ového mechura; BCG =
Bacillus Calmette —Guérin, imunoterapia; Mitomycin = chemoterapeutikum; Epirubicin =
chemoterapeutikum

Diskusia
Sval neinfiltrujuci karcinom mocového mechura predstavuje heterogénnu skupinu
ochoreni charakteristickl vysokou mierou recidiv a rizikom progresie do sval
infiltrujuceho karcindmu. Napriek pokroku v diagnostike a intravezikalnej lieCbe
zostava NMIBC ochorenim vyzadujucim dlhodobé dispenzarne sledovanie. Vysledky
nasej prace potvrdili vysoky vyskyt recidiv u pacientov s NMIBC, priCom recidiva bola
zaznamenanda takmer u polovice sledovanych pacientov. V analyzovanom subore
dominovali pacienti vo vysokorizikovej skupine podla EAU klasifikacie. Tento fakt
pravdepodobne vyznamne ovplyvnil celkovu mieru recidiv v nasom subore. NajvysSie
riziko recidivy byva popisované prave u high-grade nadorov, $Stadia pT1 a pri
pritomnosti CIS, ktoré boli vo vyznamnej miere zastipené aj v naSom subore
pacientov. NajCastejSim histopatologickym nalezom v naSom subore bolo Stadium pT1
high-grade. Pacienti s high-grade nadormi a Stadiom pT1 maju vySSie riziko recidivy a
progresie ochorenia [7]. Vyzaduju preto intenzivnejSi dispenzarny program a CastejSie
vyuzitie adjuvantnej intravezikalnej lieCby. Délezitym aspektom naSej prace bolo
hodnotenie recurrence-free survival pomocou Kaplan-Meierovej analyzy. Recurrence-
free survival predstavuje vyznamny parameter pri hodnoteni dlhodobych vysledkov
lie€by pacientov s NMIBC [2]. Kaplan-Meierova krivka v naSom subore poukazala na
postupny pokles pravdepodobnosti prezivania bez recidivy pocCas sledovania.
Najvyraznejsi pokles recurrence-free survival bol pozorovany najma v skorSom obdobi
po primarnej lieCbe. Vzhfadom na vysoku mieru recidiv je u pacientov s NMIBC
nevyhnutné dlhodobé dispenzarne sledovanie [1]. V naSej praci bola analyzovana aj
fajCiarska anamnéza pacientov. FajCenie je povazované za najvyznamnejsi rizikovy
faktor vzniku karcindbmu moc¢ového mechura a podla viacerych autorov sa podiela aj
na vysSom riziku recidivy a progresie NMIBC. Tabakovy dym obsahuje mnozZstvo
karcinogénnych latok vyluCovanych mocom, ktoré dlhodobo pdsobia na urotel
mocoveého mechura. Viaceré prace potvrdili kratSi recurrence-free survival u aktivnych
fajCiarov v porovnani s nefajCiarmi. Hodnotenie fajCiarskej anamnézy preto méze mat
vyznam nielen pri prevencii, ale aj pri prognostickom hodnoteni pacientov s NMIBC.
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Vyznamnu ulohu v manazmente pacientov so strednym a vysokym rizikom recidivy
zohrava intravezikalna lieCba. V naSom subore bola cCast pacientov lieCena
intravezikalnou imunoterapiou BCG vakcinou a mensSia Cast intravezikalnou
chemoterapiou. BCG imunoterapia je podla odporu¢ani EAU Standardnou sucastou
lieCby vysokorizikového NMIBC, priCom jej cielom je redukcia rizika recidivy a
progresie ochorenia. Napriek aplikovanej adjuvantnej lieCbe vSak recidivy zostavaju
Castym problémom, €o potvrdzuju aj naSe vysledky. NaSa praca ma viacereé limitacie.
Ide o retrospektivnu analyzu pacientov z jedného pracoviska s relativne limitovanym
pod&tom pacientov. Dal§im limitujucim faktorom je heterogenita sledovaného suboru a
rozdiely v aplikovanej intravezikalnej lieCbe. Napriek tomu vSak vysledky nasSej prace
koreluju s publikovanymi udajmi a poukazuju na vyznam rizikovej stratifikacie, fajenia
a dlhodobého sledovania pacientov so sval neinfiltrujucim karcinbmom mocového
mechura. Na zaklade naSich vysledkov mozno konstatovat, ze NMIBC zostava
ochorenim s vysokou tendenciou k recidivam aj napriek dostupnym terapeutickym
moznostiam. Identifikacia rizikovych faktorov recidivy a spravna stratifikacia pacientov
maju zasadny vyznam pre optimalizaciu lie€by a dispenzarneho sledovania.

Zaver

Sval neinfiltrujuci karcindbm mocového mechura predstavuje ochorenie s vysokou
tendenciou k recidivam aj napriek dostupnym diagnostickym a terapeutickym
moznostiam. Vysledky nasej prace potvrdili vysoky vyskyt recidiv u pacientov s
NMIBC, pricom vyznamnu €ast suboru tvorili pacienti vo vysokorizikovej skupine podla
EAU Kklasifikacie. Kaplan-Meierova analyza recurrence-free survival poukazala na
postupny pokles pravdepodobnosti prezivania bez recidivy pocas sledovania, najma v
skorSsom obdobi po primarnej lieCbe. Nase vysledky zaroven potvrdzuju vyznam
rizikovej stratifikacie pacientov a potrebu pravidelného dlhodobého dispenzarneho
sledovania. FajCenie predstavuje vyznamny rizikovy faktor nielen pri vzniku karcinomu
mocového mechdura, ale pravdepodobne ovplyvriuje aj priebeh ochorenia a vyskyt
recidiv. Délezitu ulohu v manazmente pacientov zohrava adjuvantna intravezikalna
lie€ba, najma imunoterapia BCG vakcinou u pacientov so strednym a vysokym rizikom
recidivy alebo progresie. Spravna identifikacia rizikovych faktorov, adekvatna
stratifikacia pacientov a individualizovany terapeuticky pristup moézu prispiet k znizeniu
rizika recidivy a zlepSeniu dlhodobej prognézy pacientov so sval neinfiltrujicim
karcinomom mocového mechura.
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Abstract

Recombinant adeno-associated viruses (rAAVs) represent one of the leading platforms
for gene delivery in regenerative medicine and gene therapy. This study evaluated
vascular endothelial growth factor (VEGF) protein expression after rAAV-hVEGF
transduction in human umbilical vein endothelial cells (HUVECSs) and in the chicken
chorioallantoic membrane (CAM) model using immunocytochemical (ICC) and
immunohistochemical (IHC) methods. HUVEC cells were transduced with rAAV-
hVEGF vectors and analysed seven days later by ICC using anti-hVEGF antibodies
and DAB visualization. Positive cytoplasmic VEGF staining was detected in transduced
HUVEC cells, confirming successful rAAV-mediated VEGF transgene expression in
vitro. In contrast, no specific hVEGF immunopositivity was detected in CAM tissue
following IHC analysis. The absence of detectable signal in the CAM model may be
associated with limitations related to antibody specificity, cross-species reactivity, and
the limited availability of validated reagents for avian tissue models. These findings
demonstrate the suitability of ICC for VEGF detection in HUVEC cells while highlighting
methodological limitations associated with hVEGF detection in the CAM model.

Keywords: rAAV, HUVEC, CAM, VEGF

Introduction
The chorioallantoic membrane (CAM) is a highly vascularized avian extraembryonic
membrane that is used as an in vivo model in the study of angiogenesis in relation to
cells or tissues [1]. CAM serves as a respiratory and excretory organ, and although it
is very thin and its matrix is transparent, a very well-formed arteriovenous system is
easily accessible and visible [2]. Gene therapy is the treatment of a genetic disease by
introducing specific genetic materials in a patient to modify the cell functions using
gene delivery vehicles called vectors [3]. Gene transfer that involves the delivery of
foreign genetic material into target cells via nonviral or viral vectors aims at treating
specific disorders by altering gene expression, offering potential therapeutic solutions
for diseases with well-characterized genetic causes [4]. Viral vectors serve as delivery
systems of genetic information [5]. These are derived from pathogenic viruses from
which infectious genes are encoded, removed, and replaced with therapeutic genetic
sequences. Nowadays represent recombinant adeno-associated viruses (rAAV) the
leading platform for in vivo gene therapy [6]. Vascular endothelial growth factor (VEGF)
is an important proangiogenic factor that plays a key role in blood vessel formation,
tissue regeneration, and wound healing, making it a promising therapeutic target in
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regenerative medicine and gene therapy. This study focuses on the visualization of
VEGF protein expression after rAAV-VEGF transduction in HUVEC cells and CAM
tissue using immunocytochemical (ICC) and immunohistochemical (IHC) methods.

Material and methods

To test gene transfer using rAAV vectors under in vitro conditions, human umbilical
vein endothelial cells (HUVECS) were used. The cells were seeded at a density of 5 x
10° cells in T75 culture flasks containing 15 mL of complete endothelial cell growth
medium (ECG). They were cultured at 37 °C in a humidified atmosphere with 5 % CO,
and passaged once they reached 80% confluence. The culture medium was replaced
every two days. Experiments were performed using cells after 2—3 passages. Two days
before the experiment, the cells were seeded into a 24-well plate at a density of 20,000
cells per well. Complete ECG medium was used with control group (without rAAV
application) and ECG medium without VEGF for experimental group, which was
transduced with 40 pl of rAAV-hVEGF. ICC analysis was performed seven days after
transduction to detect VEGF protein expression in cultured HUVEC cells. A primary
antibody against VEGF (mouse monoclonal Anti-VEGFA antibody, dilution 1:50) and
a biotinylated goat anti-mouse IgG secondary antibody (dilution 1:200) were used.
Visualization was carried out using DAB and stained cells were photographed using
an Olympus CKX41 inverted light microscope with an Olympus DP22 digital camera at
10x magnification using Olympus cellSens Standard 1.18 software.

Fertilized chicken eggs (Gallus gallus domesticus; Lohmann brown breed) were
delivered from the hatching farm Parovské Haje in a temperature-controlled manner to
ensure egg viability and quality. The eggs were incubated horizontally in a forced-draft
constant-humidity incubator at 37.5 + 0.5 °C and 70 % relative humidity. At embryonic
day (ED) 3, the eggshell was disinfected with 40 % ethanol, each egg was cracked,
and the content with chicken embryo was carefully transferred into a plastic weighing
boat. The embryos were incubated until ED7. The application on the CAM was made
on ED7, where 40 ul of rAAV-hVEGF were applied within a silicone ring placed on a
suitable CAM zone between two large vessels. The vectors used in this study were
designed and constructed in collaboration with the Experimental Orthopaedic Centre,
Saarland University, Germany. The vectors were applied on CAM of 6 chick embryos
and 6 embryos served as physiological control. Samples were collected on ED14 - 7
days after the transduction. After fixation in Dent's solution, the samples were
dehydrated through an ethanol series and embedded in paraffin. The specimens were
serially sectioned into 4 ym slices using a rotary microtome. These sections were then
deparaffinized and hydrated with distilled water before immunohistochemical staining.
The primary antibody anti-VEGF-A (Rabbit Monoclonal Antibody, dilution 1:1000) was
applied overnight at + 4 °C. The next day, the samples were washed three times with
PBS and then incubated with a secondary antibody (Goat anti-Rabbit HRP, dilution
1:200) at room temperature for 60 minutes. After incubation, the samples were washed
again with PBS and stained with DAB chromogen for 5 minutes in the dark at room
temperature. They were then rinsed with distilled water, counterstained with Mayer’s
hemalum, and dehydrated using increasing concentrations of ethanol. Finally, the
samples were mounted and analysed under an Olympus CX43 light microscope with
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a digital camera at 20x magnification.

Results

Immunocytochemical staining using an anti-VEGF antibody and DAB visualization was
performed to detect the presence of VEGF protein in HUVEC cells on day 7 after
transduction with rAAV vectors. No specific brown staining was observed in the control
group (Fig. 1A). In contrast, HUVEC cells transduced with rAAV-VEGF (Fig. 1B)
showed distinct brown cytoplasmic staining, confirming the presence of VEGF protein.
The positive signal detected in the cytoplasm of multiple cells in the rAAV-VEGF-
transduced group confirmed successful translation of the VEGF transgene and
production of VEGF protein.

Figure 1 Immunocytochemical detection of VEGF protein in HUVEC cells on day 7 after rAAV-VEGF
transduction using an anti-hVEGF antibody and DAB visualization method. The positive signal was
evaluated qualitatively based on the presence and intensity of brown staining in the cells (indicated by
arrows). A — control, B — HUVECs transduced with rAAV-VEGF. Scale bars: 200 pm

Immunohistochemical staining using an anti-hVEGF antibody and DAB visualization
was performed to detect rAAV-mediated hVEGF protein expression in CAM tissue on
day 7 after treatment with rAAV-hVEGF. No specific positive brown staining was
observed in either the control (Fig. 2-C) or rAAV-hVEGF-treated group (Fig. 2-D).
Furthermore, no visible differences in staining intensity or distribution were detected
between the positive and negative control samples (Fig. 2-A, B) after staining. These
findings indicate that hVEGF protein expression could not be confirmed in CAM tissue
under the given experimental conditions.
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Figure 2 Immunohistochemical analysis of hVEGF expression in the CAM 7 days after topical
application (ED14) using an anti-hVEGF antibody and DAB visualization method. No specific hVEGF
immunopositivity was detected in the analysed CAM sections A, C — CAM; B, D — CAM with rAAV-
hVEGF. A and B are negative controls. ec — ectoderm, ed —endoderm, m — mesoderm, v — blood vessel.
Scale bars: 50 pym

Discussion
The absence of detectable positive signal in CAM tissue after rAAV-VEGF treatment
may be associated with several methodological and biological factors. Although the
anti-hVEGF antibody successfully detected VEGF protein in transduced HUVEC cells
under in vitro conditions, no specific staining was observed in CAM tissue. One
possible explanation may involve limitations associated with the use of human-specific
antibodies in avian tissue models, where differences in tissue composition, antigen
accessibility, and protein epitope structure may influence antibody binding and
detection efficiency. Similar methodological considerations were discussed by Nap et
al. (2004) [7], who used an anti-human VEGF antibody in the CAM model and
highlighted potential species-related limitations of VEGF-targeted approaches in
chicken tissue. In addition, Liang et al. (2006) [8] emphasized that VEGF-targeting
antibodies may exhibit species-dependent reactivity and therefore require validation
for cross-species applications. The CAM model itself is also associated with certain
experimental limitations, including the limited availability of validated species-specific
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reagents [9]. Another possible explanation may involve technical aspects of the
staining procedure, including fixation conditions, antigen accessibility, or insufficient
sensitivity of the DAB-based visualization method. Despite the negative IHC findings
in CAM tissue, the positive ICC staining observed in HUVEC cells confirmed successful
rAAV-mediated VEGF transgene expression under in vitro conditions.

Conclusion

This study demonstrated successful detection of hVEGF protein expression in rAAV-
hVEGF-transduced HUVEC cells using ICC analysis, confirming effective in vitro
transgene expression. In contrast, hVEGF protein expression could not be confirmed
in CAM tissue using IHC under the given experimental conditions. The negative
findings observed in the CAM model may be associated with methodological limitations
related to antibody specificity and the use of human-specific antibodies in avian tissue
models. These results highlight the importance of validating antibodies and
immunohistochemical protocols for cross-species applications and suggest that further
optimization of IHC detection methods may be required for reliable hVEGF protein
visualization in CAM tissue.

This research was funded by VEGA 1/0074/24 and VEGA 1/0373/24.
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Abstract

In the present study, we investigated the association between multiparametric
magnetic resonance imaging (mpMRI) findings of the prostate, classified according to
the PI-RADS version 2 system, and the presence of clinically significant prostate
cancer (csPCa) defined by histopathology. Patients from the Department of Urology,
University Hospital Martin and Jessenius Faculty of Medicine, Comenius University
(UNM & JLF UK) were retrospectively analyzed. A total of 106 patients who underwent
mpMRI followed by fusion prostate biopsy in 2025 were included in the study. Lesions
identified on mpMRI were categorized as PI-RADS 3, 4, or 5. Histopathological
evaluation of biopsy specimens was performed using Gleason scoring, and csPCa was
defined as Gleason score =7 (3+4). We analyzed the detection rates of csPCa across
PI-RADS categories and performed statistical evaluation using the chi-square test.

In our cohort, the overall detection rate of csPCa was 33.6 %. We found that 14.7 %
of PI-RADS 3 lesions, 41.18 % of PI-RADS 4 lesions, and 40.0 % of PI-RADS 5 lesions
were associated with csPCa. Statistical analysis demonstrated a significant
association between PI-RADS score and the presence of csPCa (p = 0.034). The study
showed that higher PI-RADS categories are associated with an increased probability
of clinically significant prostate cancer, confirming the diagnostic value of mpMRI in
patient stratification and biopsy decision-making.

Keywords: prostate cancer, PI-RADS, multiparametric MRI, Gleason score

Uvod
Karcindm prostaty patri medzi najCastejSie malignity muzskej populacie a predstavuje
vyznamny medicinsky aj spoloCensky problém [1]. V. mnohych krajinach je najCastejSie
diagnostikovanym nadorovym ochorenim muzov a zaroven patri medzi hlavné priciny
umrti na onkologické ochorenia [1]. Vzhladom na vysoku incidenciu ochorenia a
starnutie populacie narasta vyznam presnej a v€asnej diagnostiky, ktora umoznuje
identifikovat’ pacientov s klinicky vyznamnym ochorenim a zaroveri minimalizovat
nadmernt diagnostiku biologicky menej agresivnych nadorov [2]. Tradi¢ny
diagnosticky postup zaloZeny na stanoveni hladiny prostatického Specifického
antigénu (PSA), digitalnom rektalnom vySetreni a systematickej biopsii prostaty ma
svoje limitacie. Systematicka biopsia moze viest k poddiagnostikovaniu niektorych
klinicky signifikantnych nadorov, ale aj k zachytu klinicky nevyznamnych karcindmov,
ktoré nemusia vyZzadovat okamzitu lieCbu [2,5]. V poslednych rokoch preto dochadza
k vyraznému rozvoju zobrazovacich metod, priCom multiparametrickd magneticka
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rezonancia (mpMRI) sa stala vyznamnou sucastou diagnostického algoritmu
karcinomu prostaty [2,6]. Vyznam mpMRI spociva najma v moznosti identifikacie
klinicky signifikantného karcindmu prostaty (csPCa), ktory je definovany ako nador s
vySSim rizikom progresie, metastazovania a potreby aktivnej lieCby [3]. Viaceré Studie
preukazali, ze vyuzitie mpMRI pred biopsiou zvySuje detekciu klinicky signifikantnych
nadorov a sucCasne znizuje pocCet zbytoCnych biopsii [2,8]. Na Standardizaciu
hodnotenia mpMRI bol vytvoreny systém PI-RADS (Prostate Imaging Reporting and
Data System), ktory klasifikuje suspektné |ézie podla pravdepodobnosti pritomnosti
klinicky signifikantného karcindmu prostaty [4]. Vy3Sie PI-RADS skore je asociované s
vyS$Sim rizikom pritomnosti csPCa [5,8]. Histopatologicka agresivita nadoru sa hodnoti
pomocou Gleason skore, ktoré patri medzi najvyznamnejSie prognostické faktory
karcinomu prostaty [3]. Za klinicky signifikantny karcindom sa najCastejSie povazuje
nador s Gleason skore 27 (3+4), ktory je spojeny s vys$Sim rizikom progresie ochorenia
a vyzaduje aktivny terapeuticky pristup [3,6]. Cielom tejto prace bolo analyzovat
korelaciu medzi PI-RADS skore na mpMRI prostaty a histopatologickym vysledkom
biopsie prostaty so zameranim na vyskyt klinicky signifikantného karcinbmu prostaty.
Tento vztah méze prispiet k lepSiemu pochopeniu diagnostickej hodnoty mpMRI a
vyznamu systému PI-RADS pri rozhodovani o indikacii biopsie prostaty.

Materiél a metodika

Do retrospektivnej analyzy boli zaradeni pacienti z Urologickej Kliniky Univerzitnej
nemocnice Martin (UNM) a Jesseniovej lekarskej fakulty Univerzity Komenského v
Martine (JLF UK), u ktorych bolo v priebehu roka 2025 realizované multiparametrické
MRI prostaty (mpMRI) a nasledne fazna biopsia prostaty pre podozrenie na karcindbm
prostaty. Udaje boli ziskané z dostupnej zdravotnej dokumentacie a vysledkov
zobrazovacich a histopatologickych vySetreni. U vSetkych pacientov bolo pred
vykonanim biopsie realizované mpMRI prostaty. Na zaklade nalezu boli identifikované
suspektné lézie, ktoré boli klasifikované podla systému PI-RADS verzie 2. Do analyzy
boli zaradené Iézie kategdrie PI-RADS 3, PI-RADS 4 a PI-RADS 5. Hodnotenie mpMRI
bolo vykonané radiolégmi so skusenostami v oblasti diagnostiky ochoreni prostaty
podla Standardizovanych kritérii systému PI-RADS [4]. Po realizacii mpMRI bola u
pacientov vykonana fuzna biopsia prostaty zamerana na suspektné loziska. Ziskané
tkanivové vzorky boli spracované a histopatologicky vyhodnotené. Histopatologicka
agresivita nadoru bola hodnotena pomocou Gleasonovho skore. Za klinicky
signifikantny karcindm prostaty bol povazovany nalez s Gleason skore =7 (3+4) [3,6].
Sledovanymi premennymi boli PI-RADS skore, vysledok biopsie a pritomnost klinicky
signifikantného karcinomu prostaty. Nasledne bol analyzovany vztah medzi
jednotlivymi kategoriami PI-RADS a vyskytom Klinicky signifikantného karcinomu
prostaty. Statisticka analyza bola vykonana s cielom posudit asociaciu medzi PI-RADS
skore a vyskytom klinicky signifikantného karcinbmu prostaty. Na porovnanie
kategorizovanych premennych bol pouzity chi-kvadrat test (x? test). Statisticka
vyznamnost’ bola stanovena na hladine p < 0,05. Hodnota p nizSia ako 0,05 bola
interpretovana ako doOkaz Statisticky vyznamnej asociacie medzi hodnotenymi
premennymi [7].

KLINICKO-MORFOLOGICKE STUDIE
24



Vysledky

Celkova pozitivita biopsii vo vSetkych PI-RADS kategdriach dosahovala 43,32 %. Pri
PI-RADS 3 bol histopatologicky vysledok pozitivny v 22,08 % pripadov. Gleason skore
=7 bolo pritomné v 6,57 % analyzovanych vzoriek. Klinicky signifikantny karcinom
prostaty bol potvrdeny u 14,7 % pacientov. Pri PI-RADS 4 bola pozitivita biopsie
zaznamenana v 48,89 % pripadov. Gleason skore 27 bolo pritomné v 23,18 % vzoriek.
Klinicky signifikantny karcinom prostaty bol diagnostikovany u 41,18 % pacientov.
Najvy8Sia pozitivita biopsie bola zaznamenana pri PI-RADS 5, kde pozitivhy
histopatologicky nalez dosahoval 57,84 %. Gleason skore =7 bolo pritomné v 23,36 %
vzoriek a u 40 % pacientov bol potvrdeny klinicky signifikantny karcinbm prostaty.
Vysledky preukazali trend rastucej pozitivity biopsii so zvySujucim sa PI-RADS skore.
SucCasne bol pri vy8Sich PI-RADS kategoériach pozorovany vysSi vyskyt klinicky
signifikantného karcinbmu prostaty. Rastuca pozitivita biopsii so zvySujucim sa PI-
RADS skére je v sulade s publikovanymi datami [5]. VySSie PI-RADS katego6rie su
spojené s vySSou pravdepodobnostou klinicky signifikantného karcindmu prostaty
[5,8].
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Obrazok 1 Vysledky porovnania PI-RADS skére s vysledkom pozitivity histolégie fuznej biopsie prostaty

Diskusia
Multiparametrickd MRI prostaty predstavuje v su€asnosti vyznamnu zobrazovaciu
metddu pri diagnostike karcindmu prostaty. Jej hlavnym ciefom nie je detekcia
vSetkych karcindmov prostaty, ale predovSetkym identifikacia klinicky signifikantnych
nadorov, ktoré maju potencial progresie a vyzaduju aktivnu lie€bu [2]. Zavedenie
systému PI-RADS prinieslo Standardizovany sp6sob hodnotenia mpMRI nalezov a
umoznilo efektivnejSiu stratifikaciu pacientov podla rizika pritomnosti klinicky
signifikantného karcindbmu prostaty [4]. V naSom subore bola preukazana rastuca
pozitivita biopsii so stupajucim PI-RADS skére. Pri PI-RADS 3 bola pozitivita relativne
nizka, zatial ¢o pri PI-RADS 4 a PI-RADS 5 dosahovala vyrazne vysSie hodnoty. Tento
trend bol potvrdeny aj Statistickou analyzou, ktora preukazala signifikantni asociéciu
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medzi PI-RADS skore a vyskytom klinicky signifikantného karcinomu prostaty. Nase
vysledky su v sulade s publikovanymi Stadiami, ktoré uvadzaju vySSiu
pravdepodobnost detekcie klinicky signifikantného karcinému prostaty pri vyssich Pl-
RADS kategoériach [5,8]. Metaanalyza Schootsa et. al. potvrdila, Ze mpMRI vyznamne
zlepSuje detekciu klinicky signifikantnych nadorov v porovnani so samotnou
systematickou biopsiou [8]. Vyznamnym zistenim bol aj rastuci vyskyt Gleason skoére
=7 pri vy$Sich PI-RADS kategoriach. Pri PI-RADS 3 bol vyskyt klinicky signifikantného
karcinobmu relativne nizky, zatial ¢o pri PI-RADS 4 a PI-RADS 5 bol vyrazne vyssi.
Tento nalez podporuje predpoklad, Zze vysSie PI-RADS skore koreluje s vys$Sou
pravdepodobnostou biologicky agresivnejSieho nadoru [4,9]. Z klinického hfadiska je
tato skuto€nost mimoriadne délezita, pretoZze prave identifikacia nadorov s vy$Sim
Gleasonovym skore predstavuje hlavny prinos mpMRI v predbioptickom vySetreni
pacientov [2,3]. Napriek tomu nebola v naSom subore pri PI-RADS 5 zaznamenana
vyrazne vyS$Sia incidencia klinicky signifikantného karcinomu prostaty v porovnani s PlI-
RADS 4. Tento vysledok méze byt ovplyvneny limitovanym poctom pacientov v
jednotlivych skupinach, heterogenitou nadorovych Iézii alebo samotnymi limitaciami
bioptického odberu. Je zname, Ze histopatologicky vysledok biopsie nemusi vzdy plne
odrazat rozsah a biologicku agresivitu nadoru, pricom ku zmene Gleasonovho skore
moZe dojst az po vySetreni celej prostaty po radikalnej prostatektémii [3]. MozZno
uviest, Zze korelacia medzi PI-RADS skore a presnym Gleason gradingom nie je vzdy
jednoznacna ani linearna. Viaceri autori poukazuju na skutoCnost, Zze aj vysoko
suspektné lézie na mpMRI mdzu vykazovat' rozdielnu histopatologicku agresivitu a
naopak, niektoré klinicky signifikantné nadory nemusia dosahovat najvyssie PI-RADS
kategoérie [9]. Z tohto dévodu nemozno PI-RADS skoére povazovat za nahradu
histopatologického vySetrenia, ale skér za nastroj na odhad pravdepodobnosti
pritomnosti  klinicky vyznamného ochorenia [4]. Limitaciou nasej prace je
retrospektivny charakter analyzy a hodnotenie vysledkov na zéklade bioptickych
vzoriek, ktoré nemusia vzdy reprezentovat cely nadorovy proces. Dal$im limitujicim
faktorom méze byt velkost suboru, ktora mohla ovplyvnit’ vysledky v jednotlivych PI-
RADS kategériach. Napriek tymto obmedzeniam vSak ziskané vysledky koreSponduju
s publikovanymi tdajmi a podporuju klinicky vyznam mpMRI v diagnostike karcinomu
prostaty [5,8]. Vysledky tejto prace podporuju vyuzitie mpMRI prostaty pri selekcii
pacientov indikovanych k biopsii a pri identifikacii pacientov s vy$Sim rizikom klinicky
signifikantného karcindmu prostaty. Su€asne potvrdzuju vyznam systému PI-RADS
ako praktického néastroja na stratifikaciu rizika a optimalizaciu diagnostického postupu
u pacientov s podozrenim na karcinom prostaty [4,6].

Zaver
Multiparametrickd magnetickd rezonancia prostaty (mpMRI) a systéem PI-RADS
predstavuju vyznamné nastroje v diagnostike karcindbmu prostaty a zohravaju délezitu
ulohu pri identifikacii pacientov s vy$sim rizikom klinicky signifikantného ochorenia [6].
V nasom subore bola preukazana Statisticky vyznamna asociacia medzi PI-RADS
skore a vyskytom klinicky signifikantného karcinomu prostaty (p = 0,034). Tento
vysledok potvrdzuje, Ze pravdepodobnost pritomnosti klinicky signifikantného
karcinomu narasta so zvySujucim sa PI-RADS skore. NajvysSi vyskyt klinicky
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signifikantného karcinbmu prostaty bol zaznamenany v kategériach PI-RADS 4 a PI-
RADS 5, zatial ¢o pacienti s nalezom PI-RADS 3 vykazovali nizSiu incidenciu klinicky
vyznamného ochorenia. NaSe vysledky koreSponduju s publikovanymi udajmi, ktoré
poukazuju na vyznamnu schopnost mpMRI predikovat pritomnost klinicky
signifikantného karcindbmu prostaty a podporuju vyuzitie systému PI-RADS pri
stratifikacii rizika pacientov indikovanych na biopsiu prostaty [9]. PresnejSia
identifikacia rizikovych pacientov mézZe prispiet k efektivnejSiemu vyuzivaniu
bioptickych vySetreni a k zlepSeniu diagnostiky nadorov s potencialom klinickej
progresie [2,8]. Napriek priaznivym vysledkom je potrebné mat na pamati, ze mpMRI
nie je bez limitacii a jej diagnosticka presnost mdze byt ovplyvnena viacerymi faktormi
vratane kvality vySetrenia, interpretacie nalezov a histopatologickej korelacie [4].
Histopatologické vySetrenie preto nadalej zostava rozhodujucou metédou na
potvrdenie diagnozy a stanovenie biologickej agresivity nadoru [3]. Ziskané vysledky
podporuju vyznam mpMRI a systému PI-RADS ako dblezitej sucasti moderného
diagnostického algoritmu karcindmu prostaty [6].
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Abstract

Ossa suturarum (OS) are small irregularly shaped bones occurring within cranial
sutures and fontanelles, most frequently in the lambdoid suture. The aim of this study
was to morphologically document the occurrence of OS in an osteological collection
from the Department of Anatomy, Jessenius Faculty of Medicine, Comenius University,
and to summarize current knowledge on their incidence across different populations.
Ossa suturarum were identified in 11 out of 38 evaluated human skull specimens (28.9
%), with the most frequent occurrence being unilateral localization in the left or right
lambdoid suture region (7.9 % each), while bilateral occurrence in the lambdoid suture
was observed in 2.6 % of specimens and, in four cases (10.5 %), the ossa suturarum
were present in lambdoid suture in combination with other localizations or outside the
lambdoid suture region only. The literature review confirmed considerable
interpopulation variability in OS frequency. The clinical relevance of OS lies mainly in
the differential diagnosis of skull fractures in radiological imaging.

Keywords: ossa suturarum, ossa Wormiana, sutures, skull, morphology

Uvod

Ossa suturarum (OS), tiez zname ako intrasuturalne kosti, predstavuju nepravidelne
tvarované kostné atvary vyskytujuce sa v oblastiach fontanel a lebeCnych Svov
(suturae), najCastejSie sutura lambdoidea. V literatare s zname aj pod nazvom ossa
Wormiana, podfa danskeho anatdma a teoléga Ole Worma [1,2,3,4]. Frekvencia
vyskytu OS sa medzi populaciami méze lisit [1,5,6], pricom sa vSeobecne povazZuju za
relativne Casté anatomickeé varianty a ¢asto su nahodnym nalezom [5,6]. Cielom Studie
je zdokumentovat morfologické pozorovanie preparatov lebky s pritomnymi OS
nachéadzajlce sa v osteologickej zbierke Ustavu anatomie JLF UK, zhrnut aktudlne
poznatky o frekvencii ich vyskytu v ramci rdznych populacii a zdéraznit klinicky vyznam
pri radiologickej interpretacii lebky.

Material a metody

Morfologické pozorovanie bolo realizované s vyuZitim suchych preparatov ludskej
lebky, bez Gdajov o veku a pohlavi v rAmci osteologickej zbierky Ustavu anatémie
Jesseniovej lekarskej fakulty UK v Martine. Preparaty s pritomnymi OS boli fotograficky
zdokumentované.

Prehlad literatiry bol spracovany na zaklade c¢lankov, ktoré boli identifikované
prostrednictvom vyhlfadavania v databaze PubMed s pouzitim kfu€ovych slov ,ossa
suturarum® alebo ,intrasutural bones* alebo ,,0ssa wormiana“ alebo ,wormian bones".
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Vysledky
Morfologické pozorovanie
Z celkového poctu 38 hodnotenych osteologickych preparatov fudskej lebky bol
zaznamenany vyskyt OS v pripade 11 lebiek (28,9 %).

e Preparaty €. 1, 2, 3 a 4: OS v oblasti sutura lambdoidea v kombinacii s dalSimi
lokalizaciami (Preparat €. 1 - Obr. 1A, 1B, Preparat €. 2 - Obr. 2A), Preparat C.
4 - Obr. 3A, 3B) alebo vyluéne v inych oblastiach mimo sutura lambdoidea
(Preparat €. 3 - Obrazok 2B) (v Styroch preparatoch z 38; 10,5 %).

e Preparat €. 5, 6, 7: unilateralny vyskyt OS v oblasti sutura lambdoidea sinistra
(v troch preparéatoch z 38; 7,9 %).

e Preparat €. 8, 9, 10: unilateralny vyskyt OS v oblasti sutura lambdoidea dextra
(v troch preparatoch z 38; 7,9 %).

e Preparat ¢. 11: bilateralny vyskyt OS v oblasti sutura lambdoidea (v jednom
preparate z 38; 2,6 %).

Obréazok 1 Ossa suturarum identifikované v preparate 1; Obrazok 1A (Preparat ¢. 1, hemicranium
sinistrum, dorzolateralny pohlad): OS v oblasti sutura occipitomastoidea (zvyraznené fialovou farbou)
a sutura lambdoidea (zvyraznené Cervenou farbou). Obrazok 1B (Preparat €. 1, hemicranium dextrum,
dorzolateralny pohlad): OS v oblasti sutura parietomastoidea (zvyraznené zelenou farbou), sutura
occipitomastoidea (zvyraznené fialovou farbou), sutura squamosa (zvyraznené modrou farbou)
a sutura lambdoidea (zvyraznené ¢ervenou farbou)

A

Obrazok 2 Ossa suturarum identifikované v preparate 2 a Preparate 3; Obrazok 2A (Preparat €. 2,
hemicranium sinistrum, lateralny pohlad): OS v oblasti sutura lambdoidea (zvyraznené Cervenou
farbou), sutura parietomastoidea (zvyraznené zelenou farbou) a sutura sphenoparietalis (zvyraznené
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Ciernou farbou). Obrazok 2B (Preparat €. 3, hemicranium dextrum, dorzolateralny pohlad): OS v oblasti
sutura parietomastoidea (zvyraznené zelenou farbou)

A

Obrézok 3 Ossa suturarum identifikované v preparate 4; Obrazok 3A (Preparat ¢. 4, hemicranium
sinistrum, dorzolateralny pohlad): OS v oblasti sutura parietomastoidea (zvyraznené zelenou farbou)
a sutura lambdoidea (zvyraznené Cervenou farbou). Obrazok 3B (Preparat €. 4, hemicranium dextrum,
dorzolateralny pohlad): OS v oblasti sutura lambdoidea (zvyraznené €ervenou farbou)

Prehlad literatury
OS predstavuju kostné atvary nepravidelného tvaru a poctu, vyskytujuce sa v oblasti
lebe€nych Svov alebo fontanel [7]. V roku 2008, Barberini a kol. opisali pripad
SestdesiatSest roénej zeny ,kaukazského poévodu“ s os suturale, ktora Uplne vypifiala
priestor bregmatickej fontanely [8]. OS sa teda mdzu vyskytovat' v oblasti bregmy,
pterion, sutura sagittalis, sutura occipitomastoidea, sutura coronalis a iné [9].
NajcastejSie sa vSak OS nachadzaju v oblasti sutura lambdoidea [9]. Zaroven sa OS
mdzu nachadzat' v ramci jednej lebky viacpocetne, €i uz v rdmci jednej sutlry alebo vo
viacerych oblastiach zaroven [10]. Vznik OS sa najCastejSie popisuje ako ddsledok
nadpocetnych osifikacnych centier [3]. V oblasti squama ossis occipitalis méze
variabilna osifikacia viest k pritomnosti transverzalnych sutur priblizne na urovni linea
nuchalis superior. Kranialne od tejto transverzalnej sutury sa mozu v ramci suturalnych
spojeni alebo ich okolia vyskytovat drobné samostatné kostné elementy (OS) [9].
V suvislosti s OS sa popisuje pomerne 8$iroké rozpatie variability tvaru, poctu
a lokalizacie. OS sa mbézu vyskytovat izolovane alebo v skupinach a ich vyskyt moze
byt bilateralny alebo unilateralny [9]. Interpopulacné rozdiely vo frekvencii vyskytu a
anatomickej distriblcii OS naznacuju ucast genetickych determinantov a faktorov
prostredia na ich etiolégii [5,6]. Na zaklade dostupnej literatury a Studii realizovanych
prevazne na osteologickych preparatoch bola frekvencia vyskytu OS vo vzorkach
jednotlivych populacii nasledovné: Turecko 52,7 % [9] a zapadn& Anatdlia 59,3 % [11],
India 35,3 % [7], Afrika - Nigéria 45,5 % [12], Cina 63,9 % [13], pricom v kazdej
z uvedenych S§tudii sa OS najCastejSie vyskytovali v oblasti sutura lambdoidea
a niektoré studie poukazuju na vy$Si vyskyt u muzov [6,7,9,11-15]. Pomerne vysoka
frekvencia OS bola popisana aj vo vzorke populacie Grécka (74,7 %), taktiez
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najCastejSie v sutura lambdoidea, bez rozdielu v pohlavi a veku [14]. Percentuélne
nizsi vyskyt OS sa popisuje v Studiach uskuto€nenych na vzorke populacie Malajzie
(24 %) s majoritnym vyskytom v oblasti sutura lambdoidea [6] a Indonézie (15,9 %)
s vyskytom v sutura coronalis, sutura squamosa a sutura sagittalis [15]. Vyskyt OS v
nasom subore dosiahol 28,9 %, pricom tato hodnota sa pohybuje v ramci pomerne
Sirokého rozpatia uvadzaného v literature, kde su opisované tak nizSie, ako aj vysSie
frekvencie v rdznych populaciach. Obrazok 4 zobrazuje grafické porovnanie
percentualneho vyskytu OS v ramci populacii (vytvoreny na zaklade [6,7,9,11-15]).

m Slovensko

Grécko
m Cina

Turecko
m Nigéria
H India

Pévod sledovaného stboru

m Malajzia
H Indonézia

o
=
o

20 30 40 50 60 70 80
Percentudlny vyskyt ossa suturarum v sledovanom stibore

Obrézok 4 Porovnanie vyskytu ossa suturarum medzi populaciami

Interpopulacéna analyza poukazuje na vyraznu variabilitu vo frekvencii vyskytu OS
[6,7,9,11-15]. Na zaklade dostupnych udajov avSak nie je etiologia OS jednoznacne
objasnena. V literatlre sa opisuje geneticky vplyv a faktory prostredia [5,6], ale taktiez
boli opisané viaceré potencionalne asociacie medzi pritomnostou OS a réznymi
patologickymi stavmi. Niektoré prace naopak podobnu suvislost nepreukazali. Celkovo
su teda OS v literatdre vnimané ambivalentne, ako mozny variant normy alebo ako
sprievodny znak vyvinovych alebo systémovych porach, napr. v suvislosti s ich
zvySenym poctom [5,7,16-19]. Nedavne prace navySe naznacuju, Ze Cast nalezov
oznacovanych ako OS méze odrazat remodelacné zmeny v oblasti lebecnych Svov,
najmd sutura lambdoidea, ktor4 je mechanicky zatazovanou zoénou lebky [19].
Zaroven, Studia uskuto€nena na konskych lebkach preukazala suvislost OS s nizSou
tuhostou kosti, pricom doplnené pocitacové simulacie poukazuju na ich moznu ulohu
pri zvySenej poddajnosti kosti a potencionalne nizS§om riziku fraktuar lebky [20].

Zaver
V analyzovanom osteologickom subore bola zistena pritomnost OS v 28,9 %
preparatov lebky. Zistena frekvencia vyskytu OS sa pohybuje v rozmedzi hodn6t
uvadzanych v zahrani¢nych Studiach [6,7,9,11-15]. Rozdiely vo frekvencii vyskytu OS
medzi jednotlivymi Studiami mdzZu suvisiet s interpopulacnou variabilitou, ale aj s
metodickymi rozdielmi, ako su veflkost skumaného suboru, vekova a pohlavna
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distribdcia alebo kritéria identifikacie OS. V sulade s vacsinou publikovanych prac bola
aj v naSom subore najCastejSou lokalizaciou OS oblast sutura lambdoidea [6,7,9,11-
15]. V nasom subore sme pozorovali aj mnohopocetny vyskyt OS v sutura lambdoidea
a zaroven tri z naSich preparatov vykazovali vyskyt OS v ramci jednej lebky vo
viacerych oblastiach (sutdrach), ¢o koreSponduje s literarnymi udajmi opisujucimi
variabilitu ich poctu a distribucie [10]. Klinicky vyznam OS spociva predovSetkym v
interpretacii pri radiologickom vySetreni lebky, kedZze mézu byt zamiefnané za fraktury.
Z tohto dévodu je znalost OS délezita pre spravnu diagnostiku a klinicku prax [2,18,21].
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Abstract

In acute lung injury (ALI), conventional mechanical ventilation (CMV) remains a
therapeutic method of choice. As various ventilation devices can be used for this
purpose, aim of this study was to compare changes in the lungs of rabbits with ALI
induced by repetitive saline lavage that were ventilated with CMV by means of
ventilators SLE5000 or Aura V. Anesthesized and oxygen-ventilated New Zealand
rabbits were saline lung-lavaged until the respiratory insufficiency was reached.
Subsequently, the animals were ventilated with CMV settings using ventilators
SLE5000 (ALI+SLE, n=7) or Aura V (ALI+Aura, n=7) for additional 4 hours. Other
animals served as non-ventilated controls (Control, n=6). At the end of experiment, left
lung was saline-lavaged and total cell count, cell viability and protein content in the
bronchoalveolar lavage fluid (BALF) were determined by Bradford’s method. Right
lung was used for determination of wet/dry lung weight ratio and immunohistochemical
analyses of apoptosis of lung epithelial cells by TUNEL methods and detection of
caspase-3. Repetitive saline lung lavage caused significant increase in total cell count
in the BALF (p<0.01 for both ALI groups vs Control), and increased lung edema
formation as demonstrated by elevated protein concentration in the BALF (p<0.001 for
both ALI groups vs Control) and higher wet-dry lung ratio in both ALI groups compared
to healthy controls (ALI+SLE vs Control: p<0.01, ALI+Aura vs Control: p<0.05). In both
ALI groups, increased lung cell apoptosis was found compared to controls as indicated
by increased apoptotic index (ALI+SLE vs Control: p=0.06, ALI+Aura vs Control:
p<0.05), elevated number of caspase-3 immunoreactive cells (p<0.01 for both ALI
groups vs Control), and viability% (ALI+SLE vs Control: p=0.06, ALI+Aura vs Control:
p<0.01). However, no differences in the evaluated parameters were found between the
ALI groups (p>0.05). In conclusion, both ventilators using lung-protective CMV
ventilation settings exerted comparable impact on the lung, with no clear preference
for any of the ventilators in this model of ALI.

Keywords: saline lung lavage, rabbit model, conventional mechanical ventilation

Uvod
Akutne poskodenie pluc je zavaznym, Casto az zivot ohrozujucim stavom, ktory moze
vzniknut z priamych (pfucnych), ale aj nepriamych (mimoplucnych) pri€in. Zakladom
lieCby pacienta s respiratnym zlyhavanim je neinvazivna ventilacna podpora
a inhalacia vyssich koncentracii kyslika. V zavaznejSich pripadoch je nutné pristupit
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k intubacii a invazivnej ventilacii pacienta pomocou ventildtora [1]. Cielom umelej
pfucnej ventilacie je zabezpecit dostatocnu vymenu dychacich plynov v plucach, teda
primerand oxygenaciu a eliminaciu oxidu uhli¢itého. NajpouzivanejSim typom
konvencnej mechanickej ventilacie (CMV) je tzv. plfuca-Setriaca ventilacia (lung-
protective ventilation), ktora chrani pluca pred dalSim posSkodenim pouzitim nizkych
dychovych objemov (Vr, <6 ml/kg), kontrolovanych hodnét vrcholového inspiraéného
tlaku (PIP, <3 kPa) a primeranej hodnoty tlaku v dychacich cestach na konci vydychu
(PEEP, 0,4 - 0,7 kPa) [2]. Na ventilovanie pacienta podla vysSie uvedenych
odporucani je mozné pouzit viaceré pacientske ventilatory, ktoré su dostupné na
zdravotnickom trhu. Ciefom naSej Studie bolo porovnat ucinky dvoch rdéznych
ventilatorov na niektoré markery poskodenia pfuc (tvorbu pfucneho edému a apoptézu
epitelovych buniek), a to s pouzitim kralikov, u ktorych sme opakovanou lavazou pluc
fyziologickym roztokom vytvorili model respiraéného zlyhavania.

Materiéal a metodika

V experimentoch sme pouZili novozélandské biele kraliky s hmotnostou 2,5+0,3 kg
(dodavatel: Velaz, CR). Experimenty spifiali platné etické normy a ich protokol bol
odsthlaseny Etickou komisiou JLF UK a SVPS. Zvierata boli po¢as experimentu
v celkovej anestéze. Skupina zdravych neventilovanych zvierat (Kontrola) bola v tejto
faze experimentu usmrtend predavkovanim anestetika. Ostatné zvieratd sme
ventilovali konvencéne ventilatorom SLE5000 (SLE Limited, Velka Britania) alebo Aura
V (Chirana, Stara Tura) s nasledovnymi nastaveniami parametrov: frekvencia 40/min,
FiO2 100 %, Ti 50 %, PEEP 0,5 kPa, stredny tlak v dychacich cestach (MAP) 0,7 - 0,8
kPa a VT <6 ml/kg. Model ALI sme vytvorili opakovanym i.t. podavanim fyziologického
roztoku (0,9% NaCl, 37°C, objem 30 ml/kg), ktory sme nasledne odsali odsavackou.
Vytvorenie modelu ALI sme ur€ili na zaklade poklesu PaO:2 na hodnoty <26,7 kPa pri
FiO2 100% v dvoch po sebe nasledujucich meraniach 5 a 15 minut od ukon&enia lavazi
[3]. Zvieratd s modelom ALI boli nadalej ventilované pomocou ventilatora SLE5000
(ALI+SLE, n=7) alebo Aura V (ALI+Aura, n=7) poc¢as nasledujucich 4 hodin. Na konci
experimentu sme zvierata usmrtili predavkovanim anestetika. Vybrali sme pluca
a tracheu. Po podviazani pravého bronchu sme lavé pluca lavazovali fyziologickym
roztokom (3x10 mil/kg). V ziskanej bronchoalveolarnej lavaznej tekutine (BALF)
sme pomocou analyzatora Countess (Invitrogen) ofarbenim buniek trypanovou
modrou stanovili po€et buniek v BALF, ako aj ich viabilitu (%). Po centrifugacii sme v
BALF urgili aj obsah proteinov metédou podla Bradforda [4]. Cast tkaniva pravych pluc
sme odvazili, susili 24 h pri 60°C a stanovili pomer vihkej a suchej hmotnosti pluc (wet-
dry lung weight ratio). Apoptdézu plucnych epitelovych buniek sme ur€ili pomocou
TUNEL metddy a na zaklade detekcie kaspaza-3 imunoreaktivnych buniek [3]. Na
Statistické spracovanie vysledkov sme pouzili SYSTAT for Windows. Rozdiely medzi
skupinami sme analyzovali pomocou one-way ANOVA testu s post-hoc Fisher's LSD
testom. Hodnotu p<0,05 sme povazovali za Statisticky vyznamnu. Vysledky sme
vyjadrili ako aritmetické priemery+SEM.

Vysledky
Nasledkom lavazovania pfuc sa signifikantne zvysili celkové pocty buniek v BALF, a to
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porovnatelne v oboch ALI skupinidch v porovnani s Kontrolou (p<0,01 pre obe ALI
skupiny vs Kontrola). Po vytvoreni modelu ALl sa zvysSili aj hodnoty oboch markerov
tvorby plucneho edému: pomeru vihkej a suchej hmotnosti pfuc (ALI+SLE vs Kontrola:
p<0,01, ALI+Aura vs Kontrola: p<0,05) a celkovej koncentracie proteinov v BALF
(p<0,001 pre obe ALI skupiny vs Kontrola). V skupinach s ALI sme pozorovali aj
zvySenie markerov apoptdézy plucnych epitelovych buniek, ato zvySenie
apoptotického indexu v alveolach a bronchoch (ALI+SLE vs Kontrola: obe p=0,06,
ALI+Aura vs Kontrola: obe p<0,05) a zvySenie poctu kaspaza-3 imunoreaktivnych
buniek v alveolach a bronchoch (p<0,01 pre obe ALI skupiny vs Kontrola). Zvyraznenie
apoptozy pfucnych buniek pri ALl sa potvrdilo aj nalezom znizenej viability buniek
BALF (ALI+SLE vs Kontrola: p=0,06, ALI+Aura vs Kontrola: p<0,01). Ani v jednom
z hodnotenych parametrov sme nezaznamenali signifikantné rozdiely medzi ALI
skupinami (Tab. 1).

Tabulka 1: Markery poSkodenia pfuc a apopt6zy v kontrolnej skupine (Kontrola) a v skupindch s ALl
ventilaciou ventildtorom SLE5000 (ALI+SLE) a ventildtorom Aura V (ALI+Aura). Data su vyjadrené ako
priemery+SD. Statistické porovnanie: ALI skupiny vs Kontrola: *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001; medzi
ALI skupinami: p>0,05.

Kontrola ALI+SLE ALI+Aura
Pocet buniek v BALF 124+66 733£585** 891+771*
Viabilita buniek BALF (%) 64114 45124 38+£12**
Pomer vihkej a suchej hmotnosti pluc 4,9+0,6 6,1+0,6** 6,2+1,1*
Proteiny v BALF (mg/ml) 0,73+0,02 0,85+0,06 0,91+0,07
Apoptoticky index — alveoly 1,3t1,3 2,8+1,7 3,0+1,7*
Apoptoticky index — bronchy 0,2+0,4 8,6+12,0 8,9+12,3*
Kaspaza-3 pozitivne bunky — alveoly 16,7+£10,5 51,54£32,2%** 49,0421, 1%**
Kaspéza-3 pozitivne bunky — bronchy 10,0+2,3 21,4+16,3** 14,6+12,4**

Diskusia

Na hodnotenie ucinnosti pacientskych ventilatorov SLE5000 a AuraV sme pouzili
jeden zo vSeobecne akceptovanych modelov ALI, a to model vytvoreny opakovanym
lavazovanim pluc fyziologickym roztokom [5].Tato procedura spdsobuje depléciu
surfaktantu v alveolarnych priestoroch, ¢o nasledne vedie k poklesu poddajnosti pluc,
zhorSeniu vymeny dychacich plynov, predovSetkym k hypoxii, a respiraCnej acidoze.
Hoci je v porovnani s inymi, agresivnejSimi modelmi ALI, napr. modelom syndrému
aspiracie mekoénia [6,7], lavazovy model miernejSi, dochadza aj pri hiom k zvySeniu
permeability alveolo-kapilarnej membrany a prenikaniu polymorfonuklearov do
alveolarneho priestoru [5]. V naSej Studii sme v oboch skupinach zvierat s ALl
VvV porovnani so zdravymi kontrolami pozorovali signifikantné zvySenie celkového poctu
buniek v BALF, €o potvrdzuje vyznamnu infiltraciu poSkodenych pluc zapalovymi
bunkami, najma neutrofilmi. Okrem toho sme v oboch skupinach s ALI zaznamenali
signifikantné zvySenie tvorby pfucneho edému v porovnani so zdravymi kontrolami, ¢o
sa potvrdilo nalezom zvySeného pomeru vihkej a suchej hmotnosti pfuc (wet-dry ratio),
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ako aj nalezom zvySenej koncentracie proteinov v BALF. Priepustnost alveolo-
kapilarnej membrany a prenikanie tekutiny bohatej na bielkoviny z kapilar do
alveolarneho priestoru sa zvySuje aj v désledku zvySenej apoptdzy epitelovych buniek
alveol a bronchov [8]. K iniciacii apoptdézy dochadza dvomi alternativnymi cestami:
externou, ktoru spusta vazba ligandu smrti (napr. TNFa) na Specifické receptory na
povrchu bunky, alebo internou, ktora je aktivovana cytokinmi, hypoxiou alebo
oxidantami. Obe cesty konverguju a aktivuju kaspazy-3, -6 alebo -7, zodpovedné za
vykonanie bunkovej smrti [9]. Nase vysledky ukazali, Zze k vyznamnej aktivacii pro-
apoptotickych procesov v plucach kralikov dochadza uz v priebehu niekolkych hodin
od poskodenia pluc lavazami. Lavazovanie pfuc viedlo ku zvySeniu apoptotickeého
indexu v epiteli alveol aj bronchov, ako aj ku zvySeniu poctu kaspaza-3 pozitivnych
buniek v alveolach a bronchoch, ato bez signifikantnych rozdielov medzi ALI
skupinami. ZvySenie apoptozy buniek v pfucach pri ALI potvrdila aj dalSia orientacna
analyza viability buniek pomocou znacenia trypanovou modrou, ktora ukazala pokles
viability buniek po vytvoreni modelu ALI v porovnani s kontrolami.

Zaver
Opakovana lavaz pluc kralikov fyziologickym roztokom zvysSila po€et buniek v BALF,
tvorbu plucneho edému a apoptézu pfucnych epitelovych buniek. Tvorba edému
a apoptoza plucnych buniek boli v oboch ALI skupinach napriek rozdielnym typom
pouzitych ventilatorov velmi podobné. Tieto vysledky naznacuju, Ze v pripade, Ze na
ventilaciu poskodenych pfuc pouZijeme pluca-Setriacu CMV ventilaciu, vyber
konkrétneho ventilatora zavisi najma od dostupnosti pristrojov ha danom pracovisku.

Tato publikacia vznikla vdaka spolufinancovaniu Eurépskou Uniou v ramci Programu
Slovensko pre projekt s nazvom Inovativne postupy v liecbe respiracnych ochoreni,
kod ITMS21+: 401101C648, ako aj projektu APVV-15-0075.
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Abstract

The predominant endotype of asthma in the pediatric population is type 2 inflammation
(T2-high), characterized by eosinophilic infiltration of the airways. Both fractional
exhaled nitric oxide (FeNO) and eosinophil levels reflect type 2 inflammation, but their
formation and activation are regulated by different inflammatory cascades. FeNO
reflects the activation of the airway epithelium induced by the cytokines IL-4 and IL-13,
while IL-5 is crucial for the proliferation, maturation, and migration of eosinophils to the
site of inflammation. Therefore, FeNO and eosinophils should be considered
independent but complementary biomarkers that provide a more comprehensive view
of the disease's pathophysiology. The goal of this study was to analyze the relationship
between peripheral blood eosinophil counts and FeNO values in children with asthma
and to assess the impact of different anti-asthma treatment strategies on this
relationship. Our results support the conclusion that increased FeNO is associated with
hightened activity of eosinophilic inflammation in bronchial asthma, even during
ongoing anti-asthma treatment.

Keywords: pediatric asthma, type 2 inflammation, eosinophils, FeNO

Uvod

Bronchialna astma predstavuje heterogénne ochorenie charakterizované rozdielmi v
patofyziologickych mechanizmoch na bunkovej a molekularnej arovni, variabilitou
klinickej manifestacie, ako aj odliSnou odpovedou na lieCbu, ato aj v pripade
podobnosti klinickych prejavov. To zdbérazfiuje vyznam presnej endotypizacie astmy
z hladiska optimalizacie terapeutickych postupov a prognostického hodnotenia
ochorenia [1]. Su€asny vyskum sa zameriava na identifikaciu molekularnych drah
podielajucich sa na patogenéze astmy a na vyuZitie biomarkerov pri stratifikacii
pacientov do jednotlivych endotypov s ciefom prepojit molekularne mechanizmy s
klinickym fenotypom ochorenia. Na zaklade v sufasnosti dostupnych biomarkerov
mozno pacientov s astmou rozdelit do skupin s vysokou uroviiou zapalu 2. typu (T2-
high) a skupin s nizkou uroviou tohto zapalu (non-T2) [1]. Dominantnym endotypom
astmy v pediatrickej populécii je zapal typu 2 (T2-high), charakterizovany eozinofilnou
infiltraciou dychacich ciest (DC) [2,3].

V patogenéze T2-high endotypu astmy zohravaju klfu€¢ovu ulohu Th2 subpopulacie T-
lymfocytov, vrodené lymfoidné bunky typu 2 (ILC2), zvySené uvoliovanie interleukinov
(IL) IL-4, IL-5 a IL-13 a je charakterizovany zapalom s prevahou eozinofilov [2,4,5].
Eozinofily pedstavuju kfu€ovy typ buniek spojeny so zapalom typu 2. Vykazuju
pleiotropné ucCinky na rézne typy zapalovych buniek [5]. Pri hodnoteni eozinofilie sa
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vyuziva stanovenie ich poctu v periférnej krvi, vindukovanom spute a v tekutine
bronchoalveolarnej lavaze. V pediatrickej populacii vSak maju tieto metddy viaceré
obmedzenia [6]. VySetrenie indukovaného sputa je semi-invazivna metdda, vyzaduje
si aktivhu spolupracu pacienta, ktora je u malych deti problematickad. Spojena je
navyS$e s inhalaciou hypertonického roztoku s rizikom vyvolania bronchospazmu [7,8].
Bronchoalveolarna lavaz je invazivne vySetrenie vyzadujuce flexibilnu bronchoskopiu
v celkovej anestézii, preto je vyhradena najma pre zavazné a diagnosticky nejasné
pripady [9]. Stanovenie poctu eozinofilov v periférnej krvi predstavuje Siroko dostupnu
diagnosticki metodu v klinickej praxi, av8ak tieto hodnoty nemusia vzdy korelovat' s
eozinofilovym zapalom v bronchialnom tkanive, kedZe periférna eozinofilia méze byt
ovplyvnena dalSimi faktormi ako expozicia alergénom alebo parazitarne ochorenia
[10,11]. Meranie frakcie oxidu dusnatého vo vydychovanom vzduchu (FeNO) je
jednym z méla biomarkerov, ktoré boli implementované do rutinnej klinickej praxe,
predovSetkym vdaka svojej neinvazivnosti, jednoduchej realizacii a nakladovej
efektivnosti. ZvySené hodnoty FeNO sa povazuju za nepriamy marker zapalu DC typu
2. Napriek tomu sucasné vedecké dékazy u detskej populacie zatial nie su dostatocné
na to, aby sa odporuCilo jeho univerzalne vyuZitie v diagnostike a manazmente
vSetkych pacientov. Hoci FeNO aj eozinofily odrazaju zapal typu 2, ich tvorba
a aktivacia su regulované odliSnymi zapalovymi kaskadami [8]. FeNO odraza aktivaciu
epitelu DC indukovanu cytokinmi IL-4 a IL-13, zatial ¢o zasadnu ulohu v proliferacii,
dozrievani a migracii eozinofilov do miesta zapalu zohrava IL-5 [12-14]. Z uvedeného
doévodu je potrebné vnimat FeNO a eozinofily ako nezavislé, avsak vzajomne sa
dopinajuce biomarkery, ktoré poskytuji komplexnejsi pohlad na patofyzioldgiu
ochorenia. Ciefom tejto prace bolo analyzovat vztah medzi poctom eozinofilov
v periférnej krvi a hodnotami FeNO u deti s astmou a posudit vplyv roéznych
antiastmatickych terapeutickych stratégii na tento vztah.

Material a metédy

Do Studie bolo zaradenych 104 deti s astmou vo veku 9 az 15 rokov lie€enych
antagonistami leukotriénovych receptorov (LTRA) alebo inhalaénymi kortikosteroidmi
(IKS). Diagnéza astmy bola potvrdena Specialistami v klinickej imunologii, alergolégii
a detskej pneumoldgii. Pacienti boli pravidelne monitorovani v Specializovanych
ambulanciach s opakovanymi vySetreniami kaZzdych 3-6 mesiacov. Studia bola
vykonana v sulade s Helsinskou deklaraciou. Informovany suhlas bol ziskany
pisomnou formou od rodi¢ov alebo zakonnych zastupcov detskych pacientov. Studia
bola uskuto€nena so suhlasom Etickej komisie Narodného Ustav detskej tuberkul6zy
a respiracnych choréb v Dolnom Smokovci (ID 2021005). FeNO (ppb — parts per bilion)
bolo merané v sulade s odbornymi odporu€aniami American Thoracic Society a
European Respiratory Society pomocou chemiluminiscenéného analyzatora NIOX
VERO® (Circassia Limited co., UK) [ATS/ERS 2005]. Za klinicky signifikantnt hladinu
FeNO v pediatrickej populacii sme povazovali 225 ppb, ¢o zodpoveda strednej
hodnote tzv. ,Sedej zony“ (20-30 ppb), ktora predstavuje hranicu medzi validovanymi
pozitivnymi a negativnymi referenénymi hodnotami [15]. Eozinofily v periférnej krvi boli
vySetrené v absolutnych Cislach (po€et buniek/ul periférnej krvi) v ramci parametrov
krvného obrazu na populaénom hematologickom analyzatore (MINDRAY BC-5120-
Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics Co, China).

Data boli vyhodnotené Statistickym softvérom R Core Team: A language and
environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria (URL https://www.R-project.org/). Na Statisticki analyzu bol pouzity
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Wilcoxonov test (Wilcoxon rank-sum test) a chi-kvadrat test nezavislosti. Za Statisticky
vyznamnu bola povazovana hodnota p<0,05.

Vysledky
Zakladné demografické udaje a klinické charakteristiky detskych pacientov s astmou
su prezentované v tabulke 1. Do prvej skupiny bolo zaradenych 42 probandov
lie€enych LTRA. Druhu skupinu tvorilo 62 probandov lie€enych IKS. Na ucely dalSej
analyzy boli obidve skupiny rozdelené na podskupiny podfa hladiny FeNO, pri€om za
hrani¢nu hodnotu bolo stanovenych 25 ppb.

Tabulka 1: Demografické Udaje a klinické charakteristiky probandov.

Typ antiastmatickej LieCba LTRA Liecba IKS
liecby N=42 N=62
FeNO<25 ppb FeNO>25 ppb FeNO<25 ppb FeNO>25 ppb
pocet probandov 21 21 31 31
vek (roky) 13 (9, 15) 13 (9, 15) 11 (9,14) 13 (9,15)
pohlavie: chlapci 15 (71 %) 17 (81 %) 19 (61 %) 22 (71 %)
dievcata 6 (29 %) 4 (19 %) 12 (39 %) 9 (29 %)

eoz v krvi (pocet/pl) 263 (144, 380) | 499 (320, 598) | 242 (146, 375) | 689 (454, 988)

FeNO (ppb) 13 (8, 17) 56 (38, 64) 11 (8, 16) 45 (34, 68)

Poznamka: Hodnoty su uvadzané ako median a interkvartilové rozpatie.

U deti s astmou lie€enych LTRA (N=42) sme zistili signifikantne vysSie absolutne pocty
eozinofilov v periférnej krvi u pacientov s FeNO>25 ppb v porovnani s pacientmi s
FeNO<25 ppb, p<0,001 (Obr. 1A). U deti s astmou lieCenych IKS (N=62) sme zistili
signifikantne vyS$Sie absolutne podty eozinofilov v periférnej krvi u pacientov
s FeNO>25 ppb v porovnani s pacientmi s FeNO<25 ppb, p<0,0001 (Obr. 1B).
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Obrazok 1 Absolutne podéty eozinofilov v periférnej krvi u deti s astmou: (A) liecba LTRA — podskupina
s FeNO<25 ppb vs. podskupina FeNO>25 ppb, p<0,001; (B) lie€ba IKS — podskupina FeNO<25 ppb
vs. podskupina FeNO>25 ppb, p<0,0001
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Diskusia

V predloZenej studii sme u detskych pacientov lie€enych LTRA aj IKS zaznamenali
signifikantne vysSie absolutne pocty eozinofilov v periférnej krvi u pacientov s
FeNO>25 ppb v porovnani s pacientmi, u ktorych boli hodnoty FeNO<25 ppb. Tieto
vysledky podporuju predpoklad, Ze zvySené FeNO je spojené s vySSou aktivitou
eozinofilového zapalu pri bronchialnej astme, ¢o podporuje koncept, Zze FeNO ako
nepriamy biomarker eozinofilného zapalu DC koreluje so systémovou eozinofilovou
aktivaciou. KedZze podobny vztah bol pritomny v oboch lieCebnych skupinach,
vysledky naznacduju, Ze pozitivha asociacia medzi FeNO a eozinofilovym zapalom
pretrvava aj poCas prebiehajucej protizapalovej terapii. Tuto korelaciu je viak potrebné
posudzovat opatrne, pretoze periférna eozinofilia moéze byt ovplyvnena nielen
aktivitou zapalu typu 2, ale aj pritomnostou dalSich komorbidit a systémovych faktorov
[8,10,11]. Nase vysledky zarover podporuju hypotézu, Zze FeNO a periférna eozinofilia
reprezentuju komplementarne biomarkery eozinofilného zapalu pri bronchiélnej astme.
Kym FeNO primarne odraza lokalnu zapalovu aktivitu v bronchialnom epiteli, periférne
eozinofily poukazuju na systémovd aktivaciu imunitnej odpovede. Ich vzajomna
asociacia naznacuje biologicku prepojenost medzi systémovym a bronchialnym
komponentom eozinofilného z&palu. Limitaciou prace je charakter Studie, ktory
neumoznuje posudit kauzalne vztahy ani dynamiku zmien biomarkerov v Case.
Buduce longitudinalne Studie by mohli lepSie objasnit’ vztah medzi FeNO, systémovou
eozinofiliou a odpovedou na jednotlivé typy protizapalovej lieCby u detskej astmy.
Napriek tomu nase vysledky poukazuju na vyznam FeNO a periférnej eozinofilie ako
vzajomne prepojenych markerov eozinofilného zapalu pri bronchiélnej astme.

Zapal typu 2 predstavuje dominantny patofyziologicky mechanizmus u vyznamnej Casti
pacientov s astmou. Jeho iniciacia je podmienena aktivaciou bronchialneho epitelu,
ktory po poskodeni exogénnymi podnetmi, ako su alergény, virusové infekcie alebo
znecistujuce latky ovzdusia, produkuje skupinu cytokinov oznacovanych ako alarminy
[2,14], vratane tymického stromalneho lymfopoetinu (TSLP), interleukinu (IL)-25 a IL-
33 [8,16]. Alarminy nasledne aktivuju vrodené ILC2 a Th2 lymfocyty [4]. Zatial o IL-
25 a IL-33 aktivuju hlavne ILC2 bunky, TSLP podporuje polarizaciu naivnych T-
lymfocytov smerom k Th2 fenotypu, ktoré produkuja charakteristické cytokiny IL-4, IL-
5 alL-13. IL-4 predstavuje predominantny regulacny cytokin zapalu typu 2. Podporuje
diferenciaciu Th2 buniek, indukuje produkciu IL-5 a IL-13 a zaroven sprostredkuje
aktivaciu B-lymfocytov, ich diferenciaciu na plazmatické bunky a izotypovy preSmyk
smerom k produkcii IgE [1]. Po aktivacii eozinofilov dochadza k ich degranulacii a
uvolhovaniu zapalovych mediatorov vratane cytokinov, chemokinov, leukotriénov,
prostaglandinov a rastovych faktorov. Su€astou degranulacie je aj uvolnenie hlavnych
cytotoxickych proteinov [1,12]. Vysledkom dlhodobej aktivacie uvedenych zapalovych
mechanizmov su Strukturalne a funkéné zmeny DC, oznaCované ako remodelacia DC.
Medzi najvyznamnejSie patria hyperplazia poharikovitych buniek, hypertrofia hladkej
svaloviny, neovaskularizacia, subepitelialna fibroza a pretrvavajuca bronchialna
hyperreaktivita [8].

V suc€asnosti sa eozinofily nepovazuju vyluéne za efektorové bunky zapalu. Okrem
prozapalovych ucinkov sa podielaju aj na oprave a remodelacii tkaniv prostrednictvom
stimulacie fibroblastov, epitelovych buniek a buniek hladkej svaloviny. Novsie
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koncepcie preto rozliSuju tzv. homeostatické a zapalové eozinofily. Homeostatické
eozinofily sa nachadzaju v tkanivach za fyziologickych podmienok a prispievaju k
udrziavaniu tkanivovej integrity, zatial ¢o zapalové eozinofily sa aktivuju pocas
exacerbacii ochorenia a produkuju zvy§ené mnozstvo prozapalovych mediatorov [12].
Rozvoj transkriptomickych analytickych metdéd odhalil existenciu viacerych
subpopuléacii eozinofilov s odlisnymi funkénymi charakteristikami. Ukazuje sa, ze
fenotyp eozinofilov zavisi od zavaznosti ochorenia, anatomickej lokalizacie a lokalneho
cytokinového a chemokinového mikroprostredia. Rastuci poCet dékazov z humannych
Studii naznacuje znacnu heterogenitu eozinofilov pri astme, chronickej rinosinusitide
aj eozinofilnej ezofagitide [12,17-19]. Délezitym aspektom eozinofilného zapalu je ich
tkanivova distribucia. Lokalizacia eozinofilov méze mat rovnaky alebo dokonca vacsi
vyznam ako ich absolutny pocet. U Casti pacientov s astmou typu 2 sa eozinofily a Th2
bunky akumuluju prednostne v malych DC alebo alveolarnom parenchyme. V takychto
pripadoch méze byt ucinnost IKS nizsia v désledku nedostatocnej depozicie lieCiva v
periférnych oblastiach pluc [20]. Eozinofily su schopné migrovat aj do regionalnych
lymfatickych uzlin, kde mézu modulovat' ziskanu imunitnd odpoved' prostrednictvom
prezentacie antigénu, regulacie proliferacie T-lymfocytov a ovplyviiovania izotypoveho
preSmyku B-lymfocytov. Vyznam tychto rezidentnych populacii eozinofilov u Cloveka
v8ak zostava nedostatoCne objasneny a predstavuje vyznamnu vyskumnu vyzvu [12].
Eozinofily v periférnej krvi sa fenotypovo aj funkéne odliSuju od eozinofilov pritomnych
v DC, pricom vztah medzi periférnou eozinofiliou a aktivitou zapalu v DC zostava
predmetom diskusie. Viaceré Studie poukazali na to, Ze poCet eozinofilov v periférnej
krvi nemusi vzdy spolahlivo odrazat mieru lokalneho eozinofilného zapalu v DC [1,21].
Z tohto dévodu je délezity vyvoj neinvazivnych biomarkerov umoznujucich hodnotenie
lokalneho zapalu v tkanivach najma v pediatrickej populacii. V poslednych rokoch
viaceri autori v tejto suvislosti poukazuju na potencialny vyznam nosovej cytologie ako
nepriameho ukazovatela tkanivovej eozinofilie [22-25]. V klinickej praxi sa vyuzivaju
ako doplnkové biomarkery najma pocet eozinofilov v periférnej krvia FeNO, €o potvrdili
aj vysledky Studie ORACLE2 [26].

Zaver

Sucasné poznatky poukazuju na to, ze eozinofily predstavuju vysoko heterogénnu
populaciu imunitnych buniek, ktorej funkéné vlastnosti su determinované lokalnym
tkanivovym mikroprostredim, charakterom ochorenia a interakciami s dalSimi zlozkami
imunitného systému. FeNO aj eozinofily odrazaju zapal typu 2, ale ich tvorba
a aktivacia su regulované réznymi zapalovymi kaskadami, preto by sa mali povazovat
za nezavislé, ale komplementarne biomarkery, ktoré poskytuju komplexnejsi pohfad
na patofyzioldgiu ochorenia. Nase vysledky podporuju zaver, ze zvySené FeNO je
spojené so zvySenou aktivitou eozinofilného zapalu pri bronchialnej astme, a to aj
poCas prebiehajucej lieCby astmy. Prispbsobenie terapeutickych stratégii Specifickym
fenotypom eozinofilov predstavuje perspektivny smer vyskumu.

Praca bola podporena projektom VEGA €. 1/0024/23.
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Abstract

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) increases the risk of colorectal cancer (CRC) through
insulin resistance and chronic hyperglycemia. Antidiabetic drugs, including metformin,
GLP-1 receptor agonists, and SGLT2 inhibitors, may reduce the risk of CRC
development and progression. In this study, we investigated the effect of SGLT2
inhibitors, empagliflozin and dapagliflozin, on the clonogenic potential of a cell line
derived from a colorectal cancer liver metastasis. Cells were treated with two drug
concentrations, with the lower dose (1 uM) approximating clinically relevant plasma
levels. SGLT2 inhibitors did not significantly affect colony formation, which may be due
to low cell-line sensitivity, lack of SGLT2 expression, or the dominance of GLUT1
transporters. Despite these negative results, the study of SGLT2 inhibitors as
modulators of tumor progression represents an innovative area of medical biology.

Keywords: empagliflozin, dapagliflozin, colorectal cancer, metabolism

Uvod
Rakovina hrubého &reva a konecnika (kolorektalny karcindm, KRK) je zhubné
ochorenie postihujuce posledné dve Casti hrubého €reva. Celosvetovo predstavuje
druhu naj€astejSiu priinu umrti suvisiacich s rakovinou a zaroven tretiu najCastejSie
diagnostikovant malignitu [1]. V poslednych rokoch boli zaznamenané vyznamné
zmeny vo vekovom rozloZzeni KRK, pri€om narasta jeho vyskyt u mladSich vekovych
skupin, najma v rozvinutych krajinach. Tento trend pravdepodobne odraza rozdielnu
mieru expozicie rizikovym faktorom, vratane faktorov Zivotného Stylu a
environmentalnych vplyvov. Identifikacia a eliminacia modifikovatefnych rizikovych
faktorov, ako su konzumacia alkoholu, fajéenie, obezita a nezdravé stravovacie
navyky, spolu s posiliovanim ochrannych faktorov, medzi ktoré patri pravidelna
fyzicka aktivita, uzivanie niektorych liekov (napr. aspirinu) a zdrava strava, zohravaju
kfu€ovu ulohu v primarnej prevencii KRK [2]. Na molekularnej arovni vznika rakovina
hrubého C¢reva a koneCnika KRK v désledku postupnej akumulacie ziskanych
genetickych a epigenetickych zmien, ktoré vedu k transforméacii normalnych
glandularnych epitelovych buniek na invazivne adenokarcinémy [3]. Tieto zmeny vSak
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neprebiehaju jednotne vo vSetkych nadorovych bunkach, ¢o vytvara znacnu variabilitu
medzi jednotlivymi nadorovymi populaciami. Tato biologicka heterogenita sa nasledne
odraza v znacnej molekularnej komplexnosti KRK, ktora je charakterizovana tromi
hlavnymi drahami karcinogenézy: chromozomalnou nestabilitou (CIN), mikrosatelithou
nestabilitou (MSI) a metylacnym fenotypom CpG ostrov€ekov [4]. Tieto drahy su uzko
spojené s klu€ovymi vlastnostami nadorovych buniek, ako su klonogenicita, invazivita
a migracia, ktoré zohravaju rozhodujucu ulohu v nadorovej transformacii, progresii
ochorenia a tvorbe metastaz. Takéto vlastnosti umoznuju rakovinovym bunkam
prezivat, Sirit sa a invadovat okolité tkaniva [5]. Tieto fenotypy su Uzko spéaté s
metabolickym preprogramovanim, ktoré umoznuje nadorovym bunkam prispdsobit
svoj energeticky metabolizmus a biosyntetické drahy tak, aby podporili rychly rast,
prezitie v stresovych podmienkach a zvy$enu pohyblivost [6].

Inhibitory sodikovo-glukézového kotransportéra 2 (SGLT2), medzi ktoré patria
kanagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin a ertuglifiozin, vyznamne zmenili lieCbu
diabetu mellitus 2. typu (T2DM) tym, Ze kombinuju u€inné zniZzovanie hladiny glukozy
s kardiovaskularnou a renélnou ochranou. Pévodne boli SGLT2 inhibitory schvélené
ako doplnok diéty a fyzickej aktivity na zlepSenie glykemickej kontroly pri T2DM.
Nasledne viaceré klinické Studie preukazali ich priaznivé kardiovaskularne a renalne
ucinky vratane znizenia rizika hospitalizacie pre srdcové zlyhanie a spomalenia
progresie chronického ochorenia obliCiek, ¢o viedlo k rozSireniu ich terapeutickych
indik&cii aj u niektorych pacientov bez diabetu [7]. Okrem toho bola u réznych typov
rakoviny potvrdend protirakovinova aktivita inhibitorov SGLT2, vratane rakoviny
pecCene, prostaty, obliiek, Criev, pfuc, prsnika, pankreasu a mo¢ového mechura, hoci
presny mechanizmus ich u€inku zostava nejasny [8]. V ramci naSej prace sme
analyzovali u€inok dvoch lie€iv zo skupiny gliflozinov, konkrétne empagliflozinu a
dapagliflozinu, so zameranim na ich potencialny modulaény uc¢inok suvisiaci s
regulaciou klonogenicity v modeli metastatického ochorenia odvodeného z KRK.

Material a metédy

Bunkova linia

Bunkova linia kolorektalneho karcinébmu Coala, izolovana z pec€enovej metastazy, bola
kultivovana v médiu Dulbecco’s Modified Eagle Medium GlutaMAX Supplement (kat.
¢. 10566016) doplnenom o 10 % fetalneho bovinného séra (FBS; kat. €. F2442), 1 %
roztoku neesencialnych aminokyselin (NEAA; kat. ¢. 11140050) a 1 % roztoku
Antibiotic—Antimycotic (Anti-Anti; kat. €. A5955). Bunky boli inkubované pri 37 °C v
atmosfére obsahujucej 5 % CO,.

Klonogénna analyza

Suspenzia buniek Coala bola naockovana do Sestjamkovych platni v koncentracii 1 x
10° buniek na jamku a bunky boli ponechané cez noc na adherovanie. Po ich
adherencii bolo kultivaéné médium vymenené (1 ml/jamka) za médium s obsahom 1
UM a 10 uM empagliflozinu, resp. 1 uM a 10 uM dapagliflozinu. Nasledne boli bunky
inkubované v atmosfére s 5 % CO, pri 37 °C po dobu 14 dni, pri€om rast vo vSetkych
Sestjamkovych platniach danej bunkovej linie bol ukonCeny sucasne. Fixacia sa
uskutoc€nila pomocou 70 % etanolu a farbenie prostrednictvom 0,5 % krystalovej violeti
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(Sigma Aldrich, Taufkirchen, Nemecko). Kolonie s poctom = 50 buniek boli
analyzované pomocou softvéru ImageJ.

Statisticka analyza

Porovnania medzi jednotlivymi skupinami boli vykonané pomocou analyzy rozptylu
(ANOVA), po ktorej nasledovalo viachasobné porovnanie s vyuzitim Dunnettovho
testu. Vyhodnocovali sa tri subory udajov, pricom ako kontrola sluzili bunky oSetrené
DMSO. Udaje st prezentované ako priemer + Standardna odchylka (SD) a hodnota P
< 0,05 bola povazovana za S$tatisticky vyznamnu. Grafy a Statistické analyzy boli
spracované pomocou softvéru GraphPad Prism, verzia 5.0 (San Diego, CA, USA).

Vysledky

V experimentalnej Casti sme hodnotili schopnost nadorovych buniek vytvarat’ kolonie,
teda subory buniek pochadzajucich z jednej pévodnej bunky. Na kvantifikaciu tohto
javu sme pouzili klonogénnu esej, ktora umoznuje vizualizaciu a nasledné spocitanie
jednotlivych kolonii. V naSsom experimente sme sledovali regulacny ucinok
empagliflozinu a dapagliflozinu v koncentraciach 1 uM a 10 uM na schopnost buniek
Coala vytvarat' koldnie s velkostou = 50 buniek. V skupine lieCenej nizSou davkou
empagliflozinu bol pocet koloénii (priemer 126 + 18,33) priblizne rovnaky ako v
kontrolnej skupine, ktora bola kultivovana bez pritomnosti inhibitora SGLT2 (priemer
127 £ 10,58; p = 0,939). Pri vySSej davke empagliflozinu sme zaznamenali niZSi pocCet
kolonii (priemer 115 + 23,39) v porovnani s kontrolnou skupinou, avsak rozdiel nebol
Statisticky vyznamny (p = 0,46). V skupine lie€enej nizSou davkou dapagliflozinu bol
pocet koldnii mierne niz8i (priemer 134 + 20,95) v porovnani s kontrolnou skupinou
bez pridania inhibitora SGLT2 (priemer 143 + 7,64; p = 0,509). Pri vy$Sej davke
dapagliflozinu sme tiez zaznamenali nizSi pocet kolonii (priemer 132 + 27,47), avSak
rozdiel nebol Statisticky vyznamny (p = 0,52) (Obr. 1).
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Obrézok 1 Klonogénny test znazorfiujuci dlhodoby ucinok (10 dni) empagliflozinu a dapagliflozinu v
koncentraciach 1 yM a 10 uM v porovnani s nelie€enou kontrolnou skupinou
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Diskusia a zaver

T2DM predstavuje vyznamny rizikovy faktor vzniku KRK. Inzulinova rezistencia a
chronicka hyperglykémia mdzu podporovat proliferaciu nadorovych buniek a progresiu
ochorenia. Antidiabetika, ako metformin, agonisty receptora GLP-1 (napr. tirzepatid)
alebo lieky zo skupiny gliflozinov, preto vykazuju potencial znizovat' riziko vzniku aj
progresie KRK [9].

Dapagliflozin (Farxiga) a empagliflozin (Jardiance) patria medzi vysoko ucinné
inhibitory SGLT2. PouZzivaju sa najma pri lieCbe T2DM, srdcového zlyhania a
chronického ochorenia obli€iek [10]. Okrem svojich metabolickych ucinkov vykazuiju
dapagliflozin aj empagliflozin sfubné protinadorové vlastnosti, najma pri nadoroch
peCene, prsnika, pluc a prostaty. Predpoklada sa, Ze tieto ucinky su sprostredkované
inhibiciou proliferacie nadorovych buniek, indukciou apoptézy a znizenim
vychytavania gluk6zy nddorovym tkanivom [11].

V ramci naSej Studie sme analyzovali ucinok empagliflozinu a dapagliflozinu na
schopnost nadorovych buniek vytvarat klony, teda na ich klonogénny potencial. V
experimente sme pouZili bunkovu liniu odvodenu z metastazy kolorektalneho
karcinomu v pec€eni [12]. Na kvantifikaciu poc¢tu klonov sme vyuZili farbenie krystalovou
violetou, pricom sme hodnotili kolénie pozostavajuce z viac ako 50 buniek. Testované
bunky boli vystavené dvom koncentraciam empagliflozinu, resp. dapagliflozinu. NiZSia
davka (1 uM) sa priblizuje klinicky relevantnej koncentracii lie€iv, ktora v plazme
dosahuje priblizne 0,6 pM [13]. NasSe vysledky nepreukazali signifikantny vplyv
gliflozinov na zniZenie klonogénneho potencialu nadorovych buniek. Ziskané data su
preto v nesulade s niektorymi publikovanymi Studiami, v ktorych bol preukazany
protinadorovy potencial empagliflozinu a dapagliflozinu [14,15]. Tento nesulad méze
byt spésobeny nizSou senzitivitou nami testovanej nadorovej linie na aplikované
lieCiva, kedZe ide o novo charakterizovanu bunkovu liniu, pri ktorej zatial nie su
dostupné informacie o expresii SGLT2 receptora na povrchu buniek. Zaroven je
potrebné zdéraznit, ze SGLT2 vo vacsine nadorovych buniek nepredstavuje hlavny
transportny systém pre prijem glukdézy; dominantni Ulohu spravidla zohravaju
facilitativne transportéry rodiny GLUT, najmd GLUT1 [16]. Inhibicia SGLT2 preto
pravdepodobne nemala zasadny vplyv na gluk6zovy metabolizmus testovanych
buniek. Okrem toho moéze byt samotny modulaény ucinok gliflozinov CiastoCne
nezavisly od regulacie metabolizmu glukdzy. Niektoré studie poukazuju na alternativne
mechanizmy, prostrednictvom ktorych mézu glifloziny ovplyviiovat bunkové funkcie.
Medzi potencialne zapojené drahy patri napriklad inhibicia NHE1/NCX systému,
aktivacia signalizaCnej drahy AMPK alebo interakcie s génom PIK3CA [17-20]. Okrem
toho mnohé Studie vyuzivali vy$Sie koncentracie empagliflozinu a dapagliflozinu, ako
boli pouzité v nasom experimente. V in vitro Studiach sa empagliflozin a dapagliflozin
zvyc€ajne testuju v mikromolarnych koncentraciach, naj¢astejSie v rozsahu priblizne 10-
600 pM. Antiproliferativne uc€inky boli v réznych nadorovych bunkovych linidch
pozorované najma pri koncentraciach nad 50 pM, priCom IC50 hodnoty sa Casto
pohybuju medzi 50 a 300 uM. Tieto koncentracie vSak vyrazne presahuju terapeutické
plazmatické hladiny dosahované u pacientov, ktoré su priblizne v nizkom
mikromolarnom az submikromolarnom rozmedzi [15, 21-23]. Z uvedenych dévodov je
pravdepodobné, ze protinadorovy efekt gliflozinov pozorovany v niektorych in vitro
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Studiach méze byt désledkom off-target u€inkov lieiva, pricom jeho klinicka translacia
zostava otazna. V nasej praci sme pouzili optimalne, resp. suboptimalne koncentracie
lieCiv, ktoré priblizne zodpovedaju terapeutickym hladinam dosahovanym v klinickej
praxi.

Napriek absencii signifikantnych vysledkov v naSej Studii vSak lieCba T2DM a
kardiovaskularnych ochoreni liekmi zo skupiny gliflozinov predstavuje vyznamnu a
dynamicky sa rozvijajucu oblast modernej mediciny. Pacienti s tymito ochoreniami
Casto trpia viacerymi komorbiditami, medzi ktoré patria aj nadorové ochorenia, pre
ktoré s charakteristické vyrazné zmeny v metabolizme a utilizacii glukézy. Studium
lieCiv ovplyviaujucich metabolizmus glukézy preto predstavuje doélezitu oblast
klinického vyskumu, kedze ich ucinok na primarne ochorenie méze priamo alebo
nepriamo ovplyvnovat aj priebeh pridruzenych nadorovych ochoreni.

Financované EU NextGenerationEU prostrednictvom Planu obnovy a odolnosti SR v
ramci projektu ¢. 09103-03-V03-00217.
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Abstract

A 1.5-year-old cat was confirmed to be infected with feline leukemia virus (FeLV). Due
to the deterioration of the general health condition and the currently non-existent
curative therapy against retroviral infection [1], the owner decided to euthanize the cat.
No significant pathological changes were observed during the necropsy.
Histopathological examination revealed numerous mononuclear infiltrates of various
sizes in the liver, spleen and bone marrow. Immunohistochemistry did not confirm the
T lymphocyte origin of the detected infiltrates. This case thus demonstrates an order
of magnitude less frequently occurring B cell neoplasia in cats infected with feline
leukemia virus.

Keywords: cat, FelLV, virus induced neoplasia

Uvod

Virusova leukémia macdiek (FeLV) je choroba vyvolanad virusom zo skupiny
retrovirusov a spdsobuje u maciek poruchu obranyschopnosti a nadorové bujnenie.
Napriek celosvetovému pouzivaniu vakcin ostava toto ochorenie jednou z
najvyznamnejSich morbidit a mortalit maciek. Nakaza sa prenasa vertikalne aj
horizontalne (mliekom, uhryznutim, poskriabanim, mo&om, priamym kontaktom). Po
oronazalnej expozicii sa virus replikuje v lymfatickom tkanive dutiny Ustnej a krku a
potom cirkuluje v monocytoch a Ilymfocytoch periférnej krvi. Pri  znizenej
obranyschopnosti dochadza k virémii. [1]. V praci prezentujeme pripad 1,5 ro¢nej
macky s diagnostikovanym virusom felinnej leukémie, ktory sa okrem
charakteristickych Kklinickych a hematologickych priznakov (apatia, nechutenstvo,
anémia a lymfocyt6za), manifestoval aj vyraznou proliferdciou mononuklearnych
buniek v niektorych parenchymat6znych organoch. Vysledok imunohistochemického
vySetrenia z parenchymu pecene nepotvrdil T lymfocytarny charakter tohto procesu.

Material a metédy

Na veterinarnu ambulanciu bola prijata 1,5 r. macka, ktora bola apatickd, trpela
nechutenstvom a mala zvySenu telesnu teplotu 39,8°C. Bol realizovany Rapid test
FIV/IFeLV (Bionote, a.s. Korejska republika), ako aj odbery na hematologické a
biochemické vySetrenia.

Rapid test FIV/FeLV potvrdil pozitivny vysledok pre FeLV. Nakolko aktualne nie je
znama kurativna lieCba proti retrovirusovej infekcii [1] maijitel sa rozhodol pre
eutanaziu. Nasledne bola realizovana pitva a odber vzoriek na histopatologické
vySetrenie; tieto boli spracované metddou zaliatia do parafinu. V ramci
imunohistochemického vySetrenia bola na rezy z parenchymu pecene aplikovana
protilatka proti CD3 T lymfocytom (Laboklin s.r.o0. Bratislava, SR).
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Vysledky
Hematologickymi a biochemickymi vySetreniami (Unilabs Slovensko s.r.0.) bolo
zistené nasledovné (Tab. 1):

Tabulka 1: Vysledky hematologickych a biochemickych vy$etreni (Unilabs Slovensko s.r.o0.).

Parameter Vysledok Referenéné hodnoty Jednotky
Hematolégia

Leukocyty 8,61 6,00-11,00 10"/
RBC 2,13 6,00-10,00 10"12/I
HGB 33,00 95,00 -150,00 g/l
HCT 0,14 0,25-0,45 pomer
MCV 64,10 40,00-65 fl
MCHC 241,0 310-350 g/l

Ne 40,00 60-75 %

Ly 60,00 12,00-40,00 %
Metabolity

Moc&ovina 22,55 5,00-11,00 mmol/|
Bilirubin celkovy 5,34 0,00-3,40 pumol/I
Enzymy

AST 0,80 0,00 — 0,56 pkat/l
Laktatdehydrogenéza 6,52 0,00 -1,68 pkat/|
Mineraly a stopové prvky

Vapnik 2,22 2,30-3,00 mmol/l
Fosfor 2,37 0,80 — 2,08 mmol/l

PocCas pitevného vySetrenia neboli pozorované vyrazné patologické zmeny. Pri
vonkajSej obhliadke boli detegované: kachexia, anémia na sliznici dutiny Ustnej a
ikterus na sklére. Pri vnatornej obhliadke boli zistené generalizovana anémia, ikterické
zafarbenie visceralneho abdominalneho tuku, hepato a splenomegéalia, hyperémia
pankreasu a dilatacia pravej srdcovej komory.

Histopatologickym vySetrenim boli zistené pocCetné, rézne velké mononuklearne
infiltraty v pec€eni (Obr. 1), v slezine (Obr. 2) a v kostnej dreni, kde bola pozorovana aj
metaplazia drene na tukoveé tkanivo. Z hladiska bunkovej morfoldgie boli pozorované
pomerne velké bunky okruhleho az mierne vretenovitého tvaru s periférne ulozenym
jadrom. Pocetné boli aj mitdézy. V peceni, boli bunky pozorované v cievach, v Disseho
priestoroch ako aj infiltrativne az invazivne prestupujiuce do parenchymu. V slezine
boli okrem infiltratov pozorované nekrdzy a fenomén infiltracie trabekularneho aparatu.
Taktiez bol pozorovany zvysSeny vyskyt megakaryocytov. V ramci IHC vySetrenia nebol
potvrdeny T lymfocytarny povod bunkovych infiltratov.

Diskusia

FeLV je obaleny RNA virus, ktory patri do rodu Gammaretrovirus a Celade
Retroviridae. Stale predstavuje znacné riziko pre domace aj divo zijuce macky,
v dosledku jeho schopnosti spdsobit imunosupresiu, poSkodenie kostnej drene
a iniciovat hematopoetické neoplazie [2].

Po oronazéalnej inokulacii a primarnej replikacii sa virus pomocou krvnych
mononuklearov dostava do sleziny, lymfatickych uzlin, epitelovych buniek Creva
a moCového mechura, slinnych Zliaz a do kostnej drene. Virus sa taktieZ nachadza
v sekrétoch a exkrétoch tychto organov, ako aj v leukocytoch a krvnych dosti¢kach

KLINICKO-MORFOLOGICKE STUDIE
49



periférnej krve. Virémia vznikd 2-4 tyZzdne po infekcii. Akutne Stadiu infekcie (2-6
tyzdiiov po infikovani) je obyCajne pozorovatelné miernym zvySenim teploty,
lymfadenopatiou a krvnou cytopéniou a ikterom. Tieto zmeny boli detegované aj
v nasom pripade, kedy vysledky hematologického vySetrenia poukazali na
anémiu, zniZzené percentualne zastupenie neutrofiinych granulocytov a zvySenie
hladiny bilirubinu. Anémia je v pripade infekcie FeLV typicky non-regenerativna. Jej
priCinou je supresia kostnej drene v dosledku virusovej infekcie hemopoetickych
kmenovych buniek a podpornych stromalnych buniek [1]. Macky sa stavaju perzistente
viremické, Casto nie su schopné adekvatnej imunologickej odpovede a vznikaju
sekundarne progresivne infekcie, ktoré koncia Casto fatalne. Oportunistické infekcie
zahfhaju bakterialne infekcie mocového aparatu, hemoplazmézy (felinne
mykoplazmozy), infekcie horného dychacieho aparatu, felinnu infekénu peritonitidu,
chronickd stomatitidu, toxoplazmoézu, dermatofytézu a krytokokdzu [2]. Tieto infekcie
v naSom pripade pozorované neboli.

Laktatdehydrogenaza je enzym energetického metabolizmu, ktory sa podiela na
reverzibilnej premene laktatu na pyruvat. Je pritomny prakticky vo vSetkych tkanivach
tela, takze zvySené hladiny v krvi nie su Specifické pre Ziadny organ. Ked su bunky
poskodené, alebo podliehaju intenzivnej obnove, laktatdegrogenaza, ktort obsahujq,
sa uvolnuje do krvi. Vysoka hladina, ktora bola pozorovana aj v nasom pripade, preto
neodraza konkrétne ochorenie. Medzi procesy, ktoré su zodpovedné za zvySenie
koncentracie LDH v krvi patria aj tie, ktoré su charakteristické pre infekciu FeLV. Su to
hemopoetickd neoplazia, anémia roznej etiolégie a virusové infekcie lymfatického
tkaniva [3].

Pri infekcii FeLV virusom sa vyvija onkogenéza, ked sa virus dostane do ,blizkosti*
genodmu hostitelskej bunky s naslednou aktivaciou onkogénov alebo priamo prenika
do onkogénov. To vedie k formovaniu rekombinantného podtypu virusu zndmeho ako
FeLV-B, ktory indukuje neoplasticki aktivitu buniek [1]. V naSej praci sme
hematologickym vySetrenim pozorovali vyraznu lymfocytézu a su€asne histopatolégia
potvrdila pritomnost pocCetnych a rozsiahlych monuklearnych infiltratov v parenchyme
pecCene, sleziny a kostnej drene. Prezentacia tychto infiltratov z hladiska bunkovej
morfolégie, ako aj forma ich pritomnosti v organoch (infiltrativny az invazivny rasta
infiltracia trabekularneho aparatu sleziny) potencuje tedriu nadorovej proliferacie.
FeLV indukované neoplazie su vo vacSine pripadov T bunkové lymfémy a leukémie
[2]. Cielom IHC vySetrenia bolo potvrdit presny pévod nami pozorovanej bunkovej
populacie. Skuto€nost, Ze vysledok pouzitia CD3 protilatky proti T lymfocytom bol
negativny, poukazuje na pritomnost radovo menej ¢asto sa vyskytujucej B formy FelLV
indukovaného nadoru. Dalej je potrebné uviest, Ze nakolko sme pri pitve nepozorovali
Ziadne solidne (lymfémom zodpovedajuce) nadorové loziska, ide v naSom pripade o
leukemicku formu ochorenia.
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Obréazok 1 Vyskyt mononuklearnej bunkovej infiltracie v cievach a infiltrativne az invazivne sa
prezentujlcej v parenchyme pec€ene. Zdroj: vlastny obrazok, HE 20x
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Obréazok 2 Infiltracia trabekularneho aparatu sleziny mononuklearnymi bunkami. Zdroj: vlastny obrazok,
HE 40x.
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Zaver

Tato praca popisuje pripad 1,5 r. macky, u ktorej bol Rapid testom FIV/FeLV zisteny
pozitivny vysledok na FelLV. Nakolko aktualne nie je znama kurativna liecba proti
retrovirusovej infekcii [1] majitel sa rozhodol pre eutanaziu. Pocas pitevného
vySetrenia neboli pozorované vyrazné patologické zmeny. Histopatologickym
vySetrenim boli zistené pocetné, rézne velké mononuklearne infiltraty v pe€eni, slezine
a v kostnej dreni. Prezentacia tychto infiltratov z hladiska bunkovej morfoldgie, ako aj
forma ich pritomnosti v organoch (infiltrativny az invazivny rast a infiltracia
trabekularneho aparatu sleziny) potencuje tedriu nadorovej proliferacie. FelLV
indukované neoplazie su vo vacsine pripadov T bunkové lymfémy a leukémie [2].
Ciefom IHC vySetrenia bolo potvrdit presny pdvod nami pozorovanej bunkovej
populacie. Skuto¢nost, Ze vysledok pouzitia CD3 protilatky proti T lymfocytom bol
negativny, poukazuje, na pritomnost radovo menej Casto sa vyskytujucej B formy
FeLV indukovaného nadoru. Dalej je potrebné uviest, Ze nakolko sme pri pitve
nepozorovali Ziadne solidne (lymfémom zodpovedajuce) nadorové lozZiska, ide
v nasom pripade o leukemicku formu ochorenia.
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Abstract

Many environmental factors influence the development of organs in utero. This study
examined the effect of microwave radiation (MR) on the intrauterine development of
the rat testicles. Pregnant albino rats were exposed to whole-body MR for 2 hours per
day throughout the pregnancy. Male offspring (n=12, age 35 days) were not further
exposed to MR after birth. The study found that MR applied in utero induced apparent
germ cell degeneration in experimental animals compared to the control group
detected using the Fluoro Jade C method. Our results showed that prenatal MR
exposure adversely affected testicular development and the spermatogenic cycle in
the postnatal period of life.

Keywords: microwave radiation, rat testes, cell death, in utero

Uvod

Radiofrekvenéné polia (100 kHz - 300 GHz) ako sucast ,neionizujuceho”
elektromagnetického spektra predstavuju potencialne environmentalne riziko pre
l[udské zdravie [1]. Existuje velky pocet Studii, ktoré poukazuju na skutoCnost, ze
vystavenie radiofrekvenénému elektromagnetickému Ziareniu (RF-EMR) moze
ovplyvnit bunkovd homeostazu, endokrinné, hemato-imunologické, reprodukéné a iné
funkcie a rovnako méze vplyvat na vyvoj plodu [2].

V kontexte rastuceho poctu pripadov CiastoCnej alebo uplnej neplodnosti u muzov v
reprodukénom veku sa Coraz vacsia pozornost venuje reprodukénému zdraviu [3].
Vysoka proliferaCna aktivita robi testikularne tkanivo zna¢ne nachylnym na rézne
faktory prostredia. Dnes uz takmer neobmedzené pouzivanie bezdrétovej technoldgie
pracujucej na frekvencii 2,45 GHz, mo6ze spustit morfologické a funkéné zmeny v
reprodukénom systéme a narusit samciu zarodocnu liniu [4]. Obzvlast prenatalny Zivot
je kritickym obdobim z hfadiska vplyvu réznych Skodlivych faktorov prostredia.
Akykolvek zasah v tomto ranom Stadiu Zivota mbze nepriaznivo ovplyvnit vyvoj
semennikov a nasledne buducu schopnost’ produkcie Zivotaschopnych spermii [5].
Apoptdza (regulovana smrt) buniek je normalnou sucastou vyvoja ako v prenatalnom,
tak aj v postnatalnom obdobi vyvoja jedinca. Za fyziologickych podmienok je udrzanie
uspesnej spermatogenézy znacCne zavislé od kontrolnych mechanizmov, ktoré
zabezpecuju rovnovahu medzi proliferaciou a apoptézou zarodo&nych buniek [6]. Hoci
farbiaca metéda Fluoro-Jade C (FJ-C) bola primarne vyvinuta na detekciu
degenerujucich neurénov v centralnom nervovom systéme, v histologickom vyskume
sa s nou mézeme stretnut’ pri identifikacii odumierajucich buniek aj v inych organoch.
Hlavnym cielom tejto Studie bolo preskumat’ potencialny vplyv pulzného mikrovinného
Ziarenia s frekvenciou 2,45 GHz na semenniky peripubertalnych potkanov. Za pomoci
vysoko citlivej fluorescencnej metody FJ-C sme sa zamerali na odhalenie
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degenerativnych zmien v semenotvornom epiteli ato prave v obdobi, ktoré je
charakteristické dozrievanim a nadobudanim funk&nosti gamét.

Material a metodika
Do Studie boli zaradené gravidné trojmesacné, klinicky zdravé dospelé samice
potkanov kmena Wistar albino (n=6) s priemernou telesnou hmotnostou 28010 g
(Velaz, s.r.o., Praha, Ceska republika). Nasledne boli ndhodne rozdelené do kontrolne;
a experimentalnej skupiny (3 potkany na skupinu) a chované v Standardnych
laboratornych podmienkach.
Experimentalna skupina gravidnych potkanov (n=3) bola pocas celého obdobia
gravidity vystavena 2 hodiny denne pulznému mikrovinnému Ziareniu s frekvenciou
2,45 GHz. Pouzila sa expozicia so vzdialenostou zvierat 70 cm od zdroja Ziarenia.
Kontrolnd skupina zvierat bola chovana v rovnakych podmienkach, avSak bez
vystavenia ziareniu. Po pbérode boli mladata (2 samce na matku) z experimentalnej aj
kontrolnej skupiny chované v Standardnych podmienkach bez vystavenia ziareniu. Vo
veku 35 dni boli zvierata v hibokej anestézii usmrtené transkardialnou perfaziou 4 %
paraformaldehydom v 0,1 M fosfatovom pufri. Nasledne bol odobraty biologicky
material.
Vzorky testikularneho tkaniva (0,5 cm?) z favostrannych semennikov kazdého samca
potkana sa fixovali cez noc v 4 % paraformaldehyde. Vzorky sa potom preniesli do
kryoprotektivneho roztoku obsahujuceho 30 % sacharédzy v 0,1 M fosfatovom pufri. Po
24 hodinach sa tkanivo zmrazilo a narezalo na rezy s hrubkou 30 uym. Rezy sa
umiestnili na podlozné skli¢ka potiahnuté 2 % Zelatinou. Po vysusSeni (50 °C pocas 30
minut) sa sklicka najprv ponorili na 3 minuty do absolutneho alkoholu, potom na 2
minaty do 70 % alkoholu. Po oplachnuti destilovanou vodou sa rezy inkubovali v 0,06
% roztoku manganistanu draselného poc€as 15 minut. Po oplachnuti vodou boli skli¢ka
prenesené do farbiaceho roztoku FJ-C (1 pg/ml) rozpusteného v 0,1 % kyseline
octovej. Po 30 minatach farbenia boli sklicka oplachnuté destilovanou vodou a susené
cez noc. Po vycisteni v xyléne boli sklicka prikryté montdznym médiom DPX
(FlukaChemie AG, Svaijgiarsko). Tkanivo bolo vyhodnotené pomocou fluorescenéného
mikroskopu (Olympus BX51). FJ-C pozitivne bunky boli spocitané manualne na
zaklade sily fluorescenéného signalu pomocou podporného softvéru Image Tool
(softvér Image J1, USA) a to v 20 nahodne vybranych zornych poliach na 1 vzorku
(zviera). Hodnoty boli vyjadrené ako priemerny pocet FJ-C pozitivnych buniek na zorné
pole.

Vysledky

FJ-C pozitivne bunky prejavujice sa vyraznou zelenou fluorescenciou pri excitacii
modrym svetlom boli pozorované v semenotvornych kanalikoch ako kontrolnej tak aj
experimentalnej skupiny potkanov. Zatial ¢o sa v semenotvornych kandlikoch
kontrolnych potkanov vyskytovali FJ-C pozitivhe zarodo¢né bunky iba sporadicky (Obr.
1A), v skupine prenatédlne MR exponovanych zvierat (Obr. 1B) poCet odumierajdcich
FJ-C pozitivnych buniek vyznamne vzrastol (**p<0,01)(Obr. 1C). Odumierajuce bunky,
najma spermatogonie a spermatocyty, boli v semenotvornom epiteli rozlozené
heterogénne. Odumieranie spermatid bolo menej Casté. Intersticialne vazivo
nepreukazalo Ziadnu FJ-C pozitivitu.
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Obrazok 1 Mikrofotografie FJ-C pozitivhych buniek v semenniku 35- driového potkana (200x). (A) FJ-
C pozitivne bunky v semennikoch kontrolnych potkanov;(B) FJ-C pozitivne bunky v semennikoch
exponovanych potkanov;(C)Kvantitativna analyza poc¢tu FJ-C pozitivnych buniek v semennikoch
potkanov;CG — kontrolna skupina, MRG — skupina prenatalne vystavena MR Ziareniu (**p < 0,01)

Diskusia

Mnohé faktory prostredia vratane RF-EMR moézu nepriaznivo ovplyvnit rézne
vyvijajuce sa tkaniva a organy, ktoré su obzvlast' citlivé a zranitelné v dosledku ich
intenzivnych proliferacnych a diferenciacnych aktivit [7].

Semennik je komplexny organ s viacerymi typmi buniek, z ktorych vSetky su
koordinované tak, aby produkovali Zivotaschopné spermie. Mnoho Studii naznacuje
moznu suvislost medzi rozSirenym pouzivanim bezdrotovych zariadeni a poruchami
muzskej plodnosti [3]. V naSom experimente sme sa zamerali na extrémne citlivé
prenatalne obdobie a celotelovo vystavili gravidné samice potkanov mikrovinnému
Ziareniu 2 hodiny denne, kontinualne pocas celej gravidity. Zvolena frekvencia 2,45
GHz zodpovedala dlhodobej expozicii nizkym davkam RF-EMR bezne vyZarovanym
konven¢énymi Wi-Fi zariadeniami. 35 dni po poérode sme u samcich potomkov,
prenatalne vystavenych RF-EMR, kvantitativne hodnotili poCet odumierajucich buniek
v epiteli semenotvornych kanalikov.

Rozsiahla strata zarodoénych buniek pofas skorého vyvoja semennikov je Casto
pozorovany fyziologicky jav. AZ 75 % vyvijajucich sa spermatogénnych elementov
podlieha apoptdze u ré6znych druhov cicavcov vratane potkanov [8]. ZvySena apoptdza
poCas prvej viny spermatogenézy hra dolezitu regulaénu ulohu pri nastoleni
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spermatogenézy v zrelych semennikoch [9]. Apoptéza prebieha pocas
spermatogenézy aj v zrelych semennikoch a je nevyhnutna pre eliminaciu prebytku
zarodocnych buniek. ZvySenie degenerativnych procesov v testikularnom tkanive je
Casto spojené s naslednou nekrotizaciou vyvijajucich sa zarodo¢nych buniek. Prave
takuto odchylku sme zaznamenali v skupine potkanov prenatélne exponovanych
mikrovinnym ziarenim (2,45 GHz). V porovnani s kontrolnou skupinou zvierat sme
pomocou fluorescenénej metdédy FJ-C v skupine MR exponovanych zvierat zistili
vyznamny (**p<0,01) narast FJ-C pozitivity zarodo&nych buniek, ktoré prechadzali
apoptozou a nekrézou. Tieto zistenia su v Uzkom sulade s nasou predchadzajucou
Studiou vykonanou na dospelych potkanoch, ktoré boli prenatalne vystavené RF-EMR
[10], ako aj s vysledkami autorov, ktori hodnotili RF-EMR a jeho vplyv na apoptézu
testikularnych zarodocnych buniek u prenatalne exponovanych juvenilnych potkanov
[5], in utero exponovanych dospelych potkanov [11], alebo dospelych potkanov
exponovanych postnatalne [4].

Zaver

Elektromagnetické znecistenie je jednym z potencialnych faktorov, ktoré mozu
prispievat k zvySeniu muzskej neplodnosti. Presné bunkové drahy sprostredkujace
nepriaznivy ucinok RF-EMR na vyvoj semennikov a buduicu spermatogenézu su stéle
nejednoznacné a su predmetom skimania.

NaSe zistenia potvrdzuju nepriaznivy u¢inok mikrovinného Ziarenia s frekvenciou 2,45
GHz na vyvoj semennikov po€as prenatalneho obdobia, ¢o nasledne ohrozuje
spermatogénny cyklus a reprodukénu funkciu v postnatalnom obdobi Zivota. Pre
zachovanie stabilného reproduk&ného zdravia ludi a zvierat je potrebné minimalizovat
vystavenie RF-MR najma v najzranitelnejSom obdobi akym je vnutromaternicovy vyvoj
jedinca.
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Abstract

HSP70 is a significant marker of cellular stress in various animal species. The direct
relationship between increased HSP70 expression and flaxseed feeding in fattening
pigs has not yet been studied. In our study, we found a significant difference in HSP70
expression in the group of animals that received flaxseed mixed in the feed for 6 weeks
compared to the control, while 3 weeks of supplementation had no significant effect on
this protein. The obtained results need to be supplemented with further analyses, such
as gene expression, and the number of animals studied needs to be increased.

Keywords: fattening pigs, flaxseed, immunohistochemistry, HSP70

Uvod

HSP70 (Heat Shock Protein 70, protein teplotného Soku s molekulovou hmotnostou
70 kDa) je skupina vysoko konzervovanych proteinov, ktoré funguju ako molekularne
chaperdény. Ich hlavnou ulohou je chranit bunky pred stresom, napomahat’ spravnemu
skladaniu (tzv. ,foldingu“) novych proteinov a opravovat alebo odstranovat poskodené
proteiny. Expresia HSP70 sa vyznamne zvySuje pri bunkovom strese, vysokej teplote,
oxidaCnom strese, infekciach alebo zapale [1]. Tento protein pomaha udrziavat
homeostazu a zlepSuje adaptaciu na horuce prostredie tym, Ze chrani bunky pred
denaturaciou proteinov. VyS$Sia hladina HSP70 koreluje s lepSou reprodukciou a
vySSou produkciou mlieka/masa u tepelne stresovanych zvierat [2]. U brojlerov HSP70
znizuje poSkodenie Crevnej sliznice pri tepelnom strese a znizuje oxidacny stres [3].
V Studii na vykrmovych oSipanych [4], autori zistili ze HSP 70 negativne vplyva na
hrabku chrbtovej slaniny a hmotnost jatoéného tela. Crevny endotel predstavuje
vysoko citlivé miesto, ktorého zdravie je potrebné podporovat pridavanim zdraviu
prospesnych nutraceutik ako je napriklad lfan. Lanové semienka su bohaté na
rozpustnu aj nerozpustnu vliakninu, n-3 polynenasytené mastné kyseliny, lignany a iné.
V §tadiach na animalnych modeloch lan preukazal protizapalové, protinddorové a
dalSie benefi¢né ucinky [5,6] medzi ktoré patri aj ovplyvnenie kvality brav€ového masa
[7] ako vystupnej suroviny pre vyzivu ludi. V nasej Studii sme pozorovali expresiu HSP
70 v Creve vykrmovych oSipanych, ktorym bol podavany lan namieSany v krmive
(davka 10%) po dobu 3 a 6 tyzdriov.

Material a metédy
V experimente bolo pouZzitych 18 vykrmovych oSipanych plemena Landras, ktoré boli
zaradené do pokusu 3 a 6 tyzdnov pred porazkou na bitunku (Stanici vykrmnosti a
jato¢nej hodnoty oSipanych, s.r.o., Spisské Vlachy, SR). Pocfas experimentu bol
pokusnym oSipanym primieSavany do krmiva lan (odrody Libra; obsah kyseliny alfa-
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linolénovej = 57%) po dobu 3 (skupina T3; n=6) alebo 6 tyZdnov (skupina T6; n=6)
pred porazkou. Kontrolna skupina (K; n=6) bola kfimena vylu¢ne Standardnym krmivom
pre vykrmové oSipané 0S-06 (Dom krmiv, Spi§ské Vlachy, SR) v davke 3kg/kus/den.
Lanové semeno bolo Srotované a podavané v 10% koncentracii kontinualne
namieSané v krmive. Po dosiahnuti jatocnej hmotnosti (120 kg) boli zvierata
odporazené na bitinku a boli im odobraté vzorky duodena a jejuna na
imunohistochemicku analyzu HSP70. Vzorky boli fixované v 4% paraformaldehyde,
dehydratované a zaliate do parafinu. Rezy s hrdbkou 5 pum boli deparafinizovaneé,
rehydratované, nasledovalo odkrytie vazobnych miest, blokovanie aktivity endogénnej
peroxidazy a neSpecifického viazania, aplikacia primarnych protilatok anti-HSP70
(Santa Cruz Biotechnology, USA) s riedenim 1:200 a inkubovali cez noc pri 4°C. Dalej
aplikacia znaCenych sekundarnych protilatok (Dako, Denmark). Farebna reakcia bola
navodena diaminobenzidinom, rezy boli kontrastne podfarbené hematoxylinom a
zaliate do DPX. Po odfotografovani kamerou s mikroskopom sme intenzitu reakcia
kvantitativne zhodnotili v programe ImageJ software. Intenzita reakcie bola vyjadrena
indexom ROD (relative optical density) diaminobenzidinovej (hnedej) reakcie a bola
prepocitand pomocou vzorca [8]. Vysledky boli Statisticky spracované v programe
Graph Pad Prism 5.0 for Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA).
Na zistenie rozdielov medzi skupinami sme pouzili Unpaired T-test. Sledované
diferencie (Mean = SEM) boli povazované za Statisticky vyznamné pri p < 0,05 a
oznacené indexom *,** kde *=p < 0,05; ** = p < 0,01.

Vysledky
Imunohistochemicka analyza HSP70 poukazala na vyznamné zvySenie jeho expresie
v skupine T6 oproti kontrole (** = p < 0,01), ale aj oproti skupine T3 (* = p < 0,05), ¢o
je zobrazené na Grafe 1.

HSP70

** K:* T3 ** KA

ROD

DUODENUM JEJUNUM

K mT3 mT6

Graf 1 Intenzita imunohistochemickej reakcie HSP70 v duodene a jejune vykrmovych oSipanych po
aplikacii lanu. (ROD - relative optical density; * = p < 0,05; ** = p < 0,01)

Vybrané fotografie rezov su zobrazené na Obrazku 1. Hneda alebo bronzova reakcia
je znakom pozitivity farbenia. Reakcia bola sustredena v zfazovych bunkach epitelu
sliznice Creva.
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Obrézok 1 Vybrané fotografie imunohistochemického farbenia HSP70 v duodene a jejune vykrmovych
oSipanych. (zvacsenie 400x)

Diskusia

Lanové semeno ma blahodarné ucinky na zdravie zvierat a ludi, ¢o bolo dokazané v
mnohych Studiach [5,6]. Jeho biologické ucinky a mechanizmus akym p&sobi na ¢revo
zvierat je stéle aktualnou otadzkou, ktord sme sa pokusali zodpovedat alebo doplinit’ aj
v nasej Studii. Pozorovali sme marker bunkového/oxidacného stresu HSP70 buniek
duodena a jejuna oSipanych, ktorym bol podavany lan v 10% koncentrécii po dobu 3
a 6 tyzdnov. Z nameranych vysledkov vyplyva, Ze aplikacia fanu po dobu 6 tyzdrov
mala vyraznejSi vplyv na zvySenie expresie HSP70 oproti 3-tyzdhovej skupine
oSipanych (Graf 1). ZvySenie expresie HSP70 sa v8eobecne povazuje za pozitivny
vplyv, pretoze tento protein pdsobi protektivne na bunkovi membranu, ¢o bolo
dokadzané v mnohych Studiach na farmovych zvieratach [1,9] alebo mySiach [10].
V niektorych studiach [11] nadmernéa expresia Hsp70 Specialne v malignych nadoroch,
ako je melaném a leukémia, €asto zohrava ulohu podporujucu prezitie a pésobiacu
proti apopt6éze. Pri skimani suvislosti vyskytu PSS méasa a génov podporujicich
stresové reakcie u oSipanych, vedci zistili ze genotyp HSP70 suvisiaci so stresom ma
potencialnu suvislost s hrubkou chrbtovej slaniny a hmotnostou jatoCného tela
vykrmovych oSipanych [4].

Zaver
HSP70 je vyznamny marker bunkového stresu u rdznych druhov zvierat. Priama
suvislost medzi zvySenou expresiou HSP70 a skrmovanim [anu u vykrmovych
oSipanych zatial nebola Studovana. V nasej studii sme zistili vyrazny rozdiel v expresii
HSP70 v skupine zvierat, ktora dostavala lan namieSany v krmive po dobu 6 tyZdriov
oproti kontrole, kym 3-tyzdfiova suplementacia nemala vyznamny vplyv na tento
protein. Ziskané vysledky je potrebné doplnit dal§imi analyzami, napriklad génovou
expresiou, a zvysit poCet skumanych zvierat.

Praca bola podporena projektom VEGA €. 1/0414/23.

PREDKLINICKE STUDIE
59



Literatara

[1] AL-Jebory, Reviews in Agricultural Science. 2023, 11:234-242.
[2] Gupta, Int J Livest Res. 2013, 3(2):27-38.

[3] Shehata, Animals. 2020, 10(12):2407.

[4] Jin, J Anim Sci. 2005, 19(2):280-285.

[5] Babu, Molecules. 2025, 30(13):2738.

[6] Andrej¢akova, SIBS. 2021, 28(7):3789-3798.

[7] Bartkovsky, Animals. 2022, 12:1087.

[8] Smolen, Methods in Neurosciences, 1990, 229 s. ISBN 10:0121852571
[9] Kong, Microorganisms. 2025, 13:1755.

[10] Adachi, J Neurosci. 2003, 23(6):2203-2211.

[11] Linder, Cancers (Basel). 2021, 13(18):4721.

PREDKLINICKE STUDIE

60



Vplyv suplementacie n-3 PNMK (DHA, EPA) a enterolaktonu na
expresiu oxytocinovych receptorov v maternici mysi

Babjakova, D.%, Seféikova, Z.2, Babelova, J.2, Andrejéakova, Z.1, Sopkova, D.1,
Fabian, D.2, VIékova, R.1

L Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmacie v KoSiciach, Katedra bioldgie
a fyziologie, Kosice; 2 Ustav fyzioldgie hospodarskych zvierat SAV, Centrum Biovied
SAV, v.v.i., KoSice
dianastefancova@gmail.com

Abstract

Omega-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAS), particularly docosahexaenoic acid
(DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA), are widely recognised for their health-
promoting properties, primarily due to their anti-inflammatory effects. Additionally,
enterolactone (EL) has been shown to offer protective benefits against specific types
of cancer, particularly hormone-sensitive cancers such as breast, endometrial, and
prostate cancer. This study aimed to determine the potential protective effects of DHA,
EPA, and EL on the uterus. Twenty-four uterine horns, obtained from 12 female mice,
were used in this study. The collected tissues were transported and subsequently
cultured. Following an initial 24-hour incubation at 37°C, the medium was replaced with
fresh medium supplemented with the tested compounds: DHA (10 mg/ml), EPA (10
mg/ml) or EL (1 1U/ml). Cultivation with no additive served as the control. After 24
hours, the uterine horns were removed and prepared for immunohistochemistry (IHC).
The expression of oxytocin receptors (OTR) was analysed, and the relative optical
density (ROD) was calculated. The expression of OTR in the surface epithelium and
stroma of the uterus after DHA, EPA, or EL supplementation was non-significant
compared to the control group. However, the ROD of OTR in the endometrial glands
was lower for DHA (P<0.01) and EPA (P<0.05), whereas higher for EL (P<0.001)
compared to the control. In the myometrial region, immunoreactivity was lower in the
DHA group (P<0.05), stronger in the EL group (P<0.01), and non-significant in the EPA
group compared to the control mice. The practical significance of these findings lies in
the potential to target and manage uterine oxytocin sensitivity through dietary
adjustments and supplementation in pregnant women. While DHA supplementation
represents a promising strategy for preventing preterm labour due to its inhibitory effect
on the myometrium, enterolactone conversely increases tissue sensitivity and induces
its readiness for labour contractions.

Keywords: immunohistochemistry, flaxseed metabolites, oxytocin receptor, uterus

Uvod
Kyselina a-linolénova je primarnym zastupcom n-3 polynenasytenych mastnych
kyselin (PNMK), z ktorej su endogénne syntetizované jej derivaty, a to kyselina
dokozahexaénovéa (DHA) a kyselina eikozapentaénova (EPA) [1]. Suplementacia DHA
a EPA zohrava déleZzitu ulohu v prenatalnom vyvine plodu. Vdaka ich protizapalovému
ucinku prispievaju k redukcii vyskytu gestacnych komplikacii, akymi su preeklampsia
Ci pred€asny pérod [2]. Podporuju taktiez hormonalnu regulaciu a vytvaraju optimalne
podmienky pre dozrievanie vajiCok a nasledné uhniezdenie embrya v maternici [3].
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Zapalovy proces predstavuje kluCovy faktor pri vzniku endometrialneho karcinomu.
Omega-3 PNMK disponuju schopnostou potlacat zapalovu reakciu, ¢im potencialne
znizuju onkologické riziko [4]. Enterolakton (EL) zaradujeme medzi enterolignany,
ktoré vznikaju bakterialnym spracovanim rastlinnych lignanov v ¢reve. R6zne Studie
naznacuju, Zze EL moéze znizovat riziko rakoviny prsnika Ci prostaty, a to vdaka
mechanizmu ucinku, ktory spocCiva v modulacii estrogénovych receptorov [5].
Enterolakton ma zaroven aj antioxida¢ny ucinok a brani poskodeniu DNA a peroxidacii
lipidov pri rakovine [6]. Hormon oxytocin je zapojeny do mnohych fyziologickych
procesov, pricom hlavnu ulohu zohrava pri poérode a laktacii. Jeho u€inok v myometriu
je sprostredkovany vazbou na oxytocinové receptory (OTR), €o vyvola zvySenie
hladiny intracelularneho vapnika Ca?* a stimulaciu syntézy prostaglandinov nasledne
vyustujucej do svalovej kontrakcie [7]. Ciefom tejto Studie je stanovenie u€inku DHA,
EPA a EL na oxytocinové receptory v maternici mysi.

Material a metody

Do $tudie bolo zaradenych 12 samic mysi (BALB/c, Velaz s.r.o0., CR, 6 — 8 tyzdfiov),
od ktorych bolo ziskanych 24 maternicovych rohov (1- cm kusky). Odobraté tkaniva
boli do 30 minut transportované vo fosfatovom pufrovanom roztoku (PBS; 4°C) a
nasledne kultivované v 24-jamkovych platnickach (1 roh na jamku) s kultivanym
médiom (DMEM/F12 1:1, Sigma-Aldrich; 1 ml). Pouzité médium bolo doplnené o 10 %
fetdlneho bovinného séra (FBS; Sigma) a 1 % antibioticko-antimykotického roztoku
(ATB-ATM; Sigma). Po uvodnej 24-hodinovej inkubacii pri 37 °C bolo médium
vymenené za Cerstvé (DMEM + 10 % FBS + 1 % ATB-ATM) s pridavkom testovanych
latok: DHA (10 mg/ml), EPA (10 mg/ml) alebo EL (1 1U/ml). Kultivacia bez akéhokolvek
aditiva sluzila ako kontrola. Po dalSich 24 hodinach kultivacie nasledovala fixacia v 4
% paraformaldehyde a zalievanie do paraplastu. Z tkaniv boli sAnkovym mikrotbmom
(Reichert, Rakusko) pripravené polotenké rezy (3 — 5 um). Imunohistochemicka
analyza zahffiala deparafinizaciu, rehydrataciu s naslednym odkrytim vézbovych
miest, blokovanim aktivity endogénnej peroxidazy a neSpecifického viazania a
inkubaciu s primarnou protilatkou anti-OTR (1:100; Santa Cruz Biotechnology Inc.,
USA) pocas noci pri 4 °C. Po uplynuti inkubacie boli maternicové rohy premyté s
naslednou aplikaciou sekundarnych protilatok (goat anti-mouse secondary antibodies;
Dako REAL™ EnVision™/HRP, Rabbit/Mouse (ENV), ready-to-use, Dansko).
Farebna reakcia bola navodena diaminobenzidinom (Dako REAL™ DAB+
Chromogen, Dako). Rezy boli kontrastne podfarbené hematoxylinom, dehydratované
radou alkoholov a xylénov, nasledne zaliate do Pertexu (Histolab Products AB,
Svédsko). Po d6ékladnom vysu$eni preparatov sme pristipili k zhotoveniu
mikrofotografii prostrednictvom zobrazovacej techniky (NIS Elements Br k mikroskopu
Nikon Eclipse E200 s digitalnou kamerou ProgResCapture Pro 2.7.7) a intenzitu
imunoreakcie sme nasledne kvantifikovali v softvéri ImageJ (National Institutes of
Health, USA). Pozitivna reakcia, prejavujuca sa hnedym sfarbenim chromogénu
DAB+, bola analyzovana prostrednictvom sivej Skaly (grey level, GL) a vyjadrena
indexom relativnej optickej denzity (ROD) podla Smolena [8]. Statistické spracovanie
ziskanych dat prebehlo v programe GraphPad Prism 3 (USA), pricom vysledné
hodnoty su prezentované ako priemer so Standardnou chybou (Mean + SEM). Na
posudenie Statistickej vyznamnosti rozdielov medzi jednotlivymi experimentalnymi
skupinami bol aplikovany Tukeyho post hoc test. Vysledky su interpretované na
hladinach vyznamnosti P<0,05, P<0,01, P<0,001.
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Vysledky

Vplyv aditiv DHA, EPA a EL na pritomnost OTR v bunkach maternic mysi bol
kvantitativne vyjadreny prostrednictvom relativnej optickej denzity (ROD) a je
znazorneny na Obrazku 1. Pozitivna imunohistochemicka (IHC) reakcia sa prejavila
tmavohnedym sfarbenim v cytoplazme. Intenzita reakcie OTR medzi kontrolou
a skupinami DHA, EPA a EL v jednotlivych oblastiach maternice je zobrazena na
Obrazku 2. Pritomnost OTR v oblasti povrchového epitelu maternice mysi po pridani
aditiv DHA, EPA a EL bola nesignifikantna v porovnani s kontrolnou skupinou. Zaroven
neboli zaznamenané Ziadne vyrazné zmeny medzi skupinami. V oblasti stréomy
maternice vo vSetkych skupinach (DHA, EPA, EL) neboli zaznamenané signifikantné
zmeny expresie OTR v porovnani s kontrolnymi mySami. EL v porovnani s DHA
(P<0,001) a EPA (P<0,01) zvySil ROD OTR. Naopak, expresia OTR v oblasti
endometrialnych Zliaz bola nizSia pre DHA (P<0,01) aj EPA (P<0,05), ale zaroven
vySSia pre EL (P<0,001) v porovnani s kontrolou. Efekt EL bol zvySeny v porovnani s
DHA aj EPA (obidva P<0,001). Rozdiel medzi DHA a EPA nebol Statisticky vyznamny.
V oblasti myometria samic myS$i bola IHC reakcia niZz8ia v DHA skupine (P<0,05),
silnejSia v EL skupine (P<0,01) a nesignifikantna v EPA skupine oproti kontrole.
Vzajomny efekt PNMK (DHA vs. EPA) nebol Statisticky vyznamny. Rozdiel medzi
skupinami (DHA, EPA) a EL bol na drovni (P<0,001).

Povrchovy epitel Stréma

1,1
1,05

0,95

0,9

0,85

K DHA EPA EL

K DHA EPA EL

Endometridlne Zl'azy Myometrium

K DHA EPA EL K DHA EPA EL

Obrazok 1 Vplyv DHA, EPA a EL na expresiu OTR (vyjadrené v ROD) v bunkach maternice; xyz —
porovnanie s kontrolou, abc — porovnanie medzi experimentalnymi skupinami, kde x,a - P<0,05; y,b -
P<0,01; z,c - P<0,001
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Kontrola DHA EPA EL

Povrchovy epitel

Stroma+ zlazy

Myometrium

Obrézok 2 Porovnanie intenzity reakcie OTR medzi kontrolou a skupinami DHA, EPA a EL v oblasti
povrchového epitelu, strémy, endometridlnych Zliaz a myometria. Hnedé sfarbenie predstavuje
pozitivnu reakciu na pritomnost OTR

Diskusia

Oxytocin je klu€ovy reprodukény hormon, ktory sa podiefa na procese pérodu. Jeho
vazba na Specifické oxytocinové receptory v myometriu spusta kontraktilnu €innost
maternice. Citlivost tychto receptorov je pred pdérodom umocnena vysokou
koncentraciou cirkulujucich estrogénov. Okrem toho oxytocin stimuluje syntézu a
uvolhovanie prostaglandinov v decidue a chorioamniotickych membranach, a to
aktivaciou Specifického typu oxytocinového receptora. Prostaglandiny prispievaju k
dozrievaniu krcka maternice a kontraktilite maternice pri pérode [9]. Okrem klucovej
tlohy oxytocinu pri pérode (kontrakcie maternice) a laktacii stimuluje dozrievanie
vajicok vo folikuloch, ich transport do vaji¢kovodu, oplodnenie, implantaciu zarodku a
stimulaciu rastu plodu [10]. V reakcii na vysoké hladiny estrogénov sa pocet
oxytocinovych receptorov v myometriu po€as gravidity postupne zvysuje. Na jej konci
ich koncentracia stupne az 100-nasobne, Co jasne svedCi o tom, Zze dochadza k
masivnemu zvysSeniu ich celkovej syntézy [11].

Zaujimavym zistenim je, ze v oblasti povrchového epitelu a stromy maternice neboli v
nasej Studii zaznamenané Ziadne signifikantné zmeny v expresii OTR medzi
testovanymi skupinami a kontrolou. To naznacuje, ze vplyv n-3 PNMK a EL je
lokalizovany primarne v endometrialnych Zlazach a v myometriu. Prave v tychto
Castiach maternice dochadza k sekrécii latok a k kontrakciam myometria vyvolanym
oxytocinom. EL dramaticky zvySil ROD OTR v oblasti endometrialnych Zliaz, ako aj v
myometriu v porovnani s kontrolnou skupinou. EL je latka s pro-estrogénnou aktivitou
a stimuluje syntézu OTR v maternici. V ostrom kontraste voci potenciujucemu ucinku
EL su ucinky n-3 PNMK. Expresia OTR bola potla¢ana v endometrialnych Zlazach po
suplementacii DHA aj EPA, pricom v oblasti myometria bol tento efekt vyznamny iba
po pridavku DHA. Tento nalez naznacuje, Ze hoci obe n-3 PNMK vykazuja timivy
ucinok v zfazovom tkanive, DHA mé&zZe disponovat vy$3ou selektivitou alebo efektivitou
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vo svalovej vrstve maternice. Tieto zavery su v sulade so Studiou Kim et al., ktori
preukazali, Ze suplementacia DHA vyznamne inhibovala mobilizaciu Ca?* stimulovan
oxytocinom a signifikantne zniZila koncentraciu OTR na bunkovej membrane v
myometriu bez zmeny ich vazbovej afinity [12]. Vzajomné porovnanie priameho efektu
(DHA, EPA vs. EL) na myometrium jasne demonstruje protichodny charakter ucinku
tychto latok. Zatial ¢o EL indukuje receptorovu expresiu a pripravuje tkanivo na
oxytocinovu stimuldciu, DHA tento proces efektivne blokuje a znizuje pocet
receptorov.

Zaver

Vysledky nasej Studie preukazali protichodny u€inok n-3 PNMK (DHA, EPA) a EL na
expresiu OTR v maternici. Zatial o v povrchovom epiteli a strome maternice sa vplyv
tychto latok neprejavil, nasa praca potvrdila vysoko lokalizovany uc€inok v dvoch
oblastiach maternice: v endometrialnych zfazach a v myometriu. EL vzhladom na svoju
pro-estrogénnu aktivitu vyrazne zvySuje expresiu OTR v Zfazach aj v myometriu. Na
druhej strane posobenie DHA a EPA vykazuje inhibi¢ny efekt. V Zlazovom tkanive
znizuju expresiu OTR obe kyseliny, avSak v samotnej svalovej vrstve maternice
preukazala vyznamny timiaci u¢inok vyhradne DHA. To naznacuje jej vysSiu efektivitu
a selektivitu v myometriu. Prakticky vyznam tychto zisteni spoCiva v moznosti cielene
manazovat citlivost maternice na oxytocin prostrednictvom Upravy stravy a
suplementacie u gravidnych Zzien. Zatial ¢o suplementacia DHA predstavuje vdaka
svojmu inhibiénému uc€inku na myometrium sfubnu stratégiu v prevencii pred€asného
porodu, enterolaktdon naopak zvySuje senzitivitu tkaniva a indukuje jeho pripravenost
na porodné kontrakcie.

Tato praca vznikla za podpory projektov APVV-22-0071 a VEGA 1/0414/23.
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Abstract

In our study, we investigated how fractionated whole-brain irradiation (fWBI) and
subsequent survival six months after exposure affected visceral organs, such as the
liver. Adult male Wistar rats, four months old, received fWBI with a total dose of 32 Gy
administered in 4 fractions (8 Gy dose per fraction) once a week on the same day for
four consecutive weeks. Based on immunofluorescence staining and image analysis
of liver slides, we found an increase in Kupffer cells in the irradiated group. When
evaluating the results, we also took into account the role of older age at the end of the
experiment, which may modify the radiation response in the rat liver.

Keywords: rat liver, Kupffer cell, fractionated irradiation, aging

Uvod

V klinickej radioterapii sa u pacientov s metastazujucimi nadormi mozgu a nadormi
hlavy a krku najviac pouziva kranialne frakcionované oziarenie. VedlajSie ucinky
Ziarenia su zmiernené alebo eliminované technikou tvarovania ozarovacieho pola
pomocou tieniacich blokov okolo zdravych tkaniv a organov. V experimentalnych
Studiach na animalnych modeloch sa uvedena technika Casto nepouZziva, preto su
zdravé organy nechranené a exponované voci ziareniu. Hoci absorbovana davka
Ziarenia je niZSia, vyvolava Siroké spektrum odpovedi aj vo vzdialenejSich organoch,
napr. vpecCeni [1,2]. Po oziareni dochadza v peCeni Kk rychlejSiemu starnutiu
a apoptdze alebo nekréze hepatocytov, Kupferovych a Itoovych buniek, zmenam
endotelovych buniek (napr. edém, zuzenie lUumenu, kongescia a hemoragia
sinusoidalnych kapilar) a ukladanim kolagénu v Disseho priestore vedlce k zvySenej
fibrotizacii a nasledne cirh6ze pecene [1,2,3]. V klinickych a predklinickych Studiach
bola po expozicii terapeutickymi davkami ionizujuceho Ziarenia popisana zvySena
regeneratna schopnost veduca ku kompenzaénej hypertrofii  pecenového
parenchymu [4,5]. Jednym z faktorov, ktory ovplyvriuje odpoved organizmu je aj vySsi
vek v Case oziarenia [6]. Ciefom naSej Studie bolo vysetrit ako dlhodobejSie prezivanie
potkanov po kranidlnom frakcionovanom oziareni ovplyvni peéenovy parenchym,
najma z hfadiska prejavov zapalu.

Material a metédy
V experimente sme pouZili starSie dospelé, biele samce potkanov, kmen Wistar
(n=20), ktoré mali na zaciatku experimentu vek Styri mesiace (Obr. 1). Potkany sme
rozdelili na kontrolnd skupinu (n=10) adruhu skupinu (n=10) sme ozarovali
frakcionovanou davkou (cD=32 Gy, rozdelenou na 4 frakcie, 1 frakcia=8 Gy), 1-krat za
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tyzden. Na ozZarovanie sme pouZili linearny urychlova¢ Clinac iX (Varian Medical
Systems, Inc., Palo Alto, CA, USA) s energiou 6 MeV. Po Siestich mesiacoch sme
u oboch skupin vykonali celotelovu transkardialnu perflziu pomocou fyziologického
roztoku a nasledne 4 % paraformaldehydu. Po dekapitacii a vybrati peeni sme
narezali sériové, sagitalne kryorezy, ktoré sme farbili imunofluorescencne.
V preparatoch sme identifikovali marker Kupferovych buniek-ionized calcium-binding
adaptor molecule (Ibal) a fotili na fluorescenénom konfokalnom mikroskope Olympus
Fluoview FV10i (Olympus, Japonsko). Pomocou obrazovej analyzy (program Image J;
Bethesda, MD, USA) sme hodnotili po€et Iba1-imunoreaktivnych (Ibal-IR) (celkovy
pocet Ibal-IR-buniek/cm?). KedZe analyza preparatov eSte nie je ukoncéena, vo
vysledkovej Casti uvadzame len orientacné nalezy.

kﬂﬂlmlﬂﬂ'_ﬁ‘ﬁmﬂlﬂﬂm_> perfizia odobratie
orginoy
Oziarenie g &
o oZiarena (n=10] > # L '
Fil l|
vek: 4 mes. '!'f\]f%
h—

vek: 10 mes.

Obrazok 1 Schéma experimentalneho dizajnu

Vysledky a diskusia

Kupferove bunky su velmi citlivé na oziarenie a po expozicii dochadza k ich aktivacii,
ktora vedie k uvolneniu mediatorov zapalu, napr. interleukinu-6 (IL-6) a tumor necrosis
factor-alpha (TNF-a). Produkuju aj growth factor-beta 1 (TGF-B1) aktivujuci ltoove
bunky, ktoré zacnu nadmerne tvorit’ zlozky extracelularnej matrix, resp. dochadza ku
zvysenej fibrotizacii veducej napr. k radiacne indukovanému ochoreniu pecene [7].
Vplyvom oziarenia Kupferove bunky taktiez pozitivne reguluju proapoptotické gény,
ako napr. Bax a tym zvySuju apoptézu. V naSom experimente sme predbezne zistili
narast Kupferovych buniek po oZiareni, ktory mbéZzeme interpretovat ako zvySenu
zapalova odpoved [8,9]. (Obr. 2). Vysledky vySetrenia krvnej plazmy ukazali, ze po
oziareni doSlo kzmenam parametrov oxidaéného stresu, napr. poskodeniu
mitochondrii, zvySenej potrebe energie a poklesom proteosyntézy. Podobne aj
vysledky in vivo vySetrenia peeni magnetickou rezonanénou spektroskopiou ukazali
u oziarenej skupiny pokles celkového objemu a zvySené ukladanie lipidov v
hepatocytoch. KedZe potkany mali v ¢ase ukonCenia experimentu desat mesiacov,
mozno predpokladat, Ze zmeny v peCefiovom parenchyme boli ovplyvnené starnutim
aj vplyvom Ziarenia. Predpokladame, Ze po oziareni do$lo k poklesu proliferaéne;j
a nasledne regeneracnej schopnosti peCefiového parenchymu. Na konkrétnejSie
zavery je potrebné vykonat detailnejSiu morfometricki analyzu preparatov, napr.
hodnotit proliferatny a/alebo apoptoticky index v pe€efiovom parenchyme.
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Obréazok 2 Mikrofotogafie kryorezov z peceni kontrolnych (K; a) a oziarenych (Oz; b) potkanov
vySetrovanych Sest mesiacov po frakcionovanom oziareni celkovou davkou cD=32 Gy. Pecene boli
farbené imunofluorescenéne na identifikovanie markera Kupferovych buniek - ionized calcium-binding
adaptor molecule (Iba1). Po oziareni doslo k zvyseniu poctu Iba1-IR Kupferovych buniek

Zaver

Porovnanim vysledkov nasich Studii sme dospeli k zaveru, Zze odliSné zmeny mozu byt
spbsobené nielen ciefovou ozarovanou oblastou, velkostou frakcie, celkovej davky a
dobou prezivania po ziareni. Svoju ulohu zohral aj vy8Si vek potkanov v Case
ozarovania. Histopatologické zmeny v oziarenych organoch su zvy€ajne uzko spojené
s funk&nymi zmenami, ktoré su z klinického hfadiska velmi zavazné. Prave funkcné
zmeny u pacientov po radioterapii primarnych a metastazujucich naddorov mozgu su
prognosticky nepriaznivé a zhorSuju kvalitu ich Zivota.
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Abstract

The evaluation of cell proliferation is a key parameter in the investigation of biomaterial
biocompatibility and tissue regeneration processes. Phosphorylated histone H3
(PHH3) is a highly specific marker of mitotic activity, enabling a more precise
identification of proliferating cells than commonly used proliferation markers. The
chorioallantoic membrane (CAM) of the avian embryo represents a suitable in vivo
model for the preclinical evaluation of the biological response of tissues to implanted
materials. The aim of this study was to analyse cellular proliferation using
immunohistochemical detection of PHH3 in a quail embryo CAM model following the
implantation of a polyhydroxybutyrate/chitosan-based (PHB/CHIT) biomaterial. The
PHB/CHIT composite was implanted onto the CAM of quail embryos using the ex ovo
method across four experimental groups: untreated PHB/CHIT, PHB/CHIT treated with
saline solution, PHB/CHIT supplemented with VEGF-A, and PHB/CHIT with
angiostatin.  On embryonic day 9, paraffin sections were prepared,
immunofluorescently stained with an anti-PHH3 antibody, and analysed via
fluorescence microscopy. PHH3-positive cells were detected in all experimental
groups, both on the surface and within the pores of the implanted biomaterial. The
highest proliferative activity was observed in the untreated PHB/CHIT group, whereas
the lowest was recorded in the saline-treated group. No areas of complete absence of
proliferation or signs of extensive tissue destruction were observed in the samples.
Immunohistochemical detection of PHH3 confirmed the preservation of mitotic cell
activity at the site of biomaterial implantation, indicating favorable biocompatibility in
the quail embryo CAM model. These results suggest that PHH3 is a suitable and highly
specific marker for assessing mitotic activity and may complement the
immunohistochemical evaluation of biomaterial biocompatibility and tissue integration
in the CAM model.

Keywords: biocompatibility, cell proliferation, chorioallantoic membrane, phospho-
histone H3

Uvod
Proliferatna aktivita buniek predstavuje klu€¢ovy parameter pri hodnoteni biologického
spravania tkaniv a je délezitym ukazovatelom v S$tadiach biokompatibility
biomaterialov. Jej sledovanie umoznuje odliSit fyziologicki regeneraciu od
patologickej odpovede, akou je cytotoxicita alebo nadmerna tkanivova reakcia. Presna
detekcia mitoticky aktivnych buniek je preto zasadna najma v modelovych systémoch,
ktoré simuluju podmienky in vivo, akym je napriklad chorioalantoicka membrana
(CAM) vtacieho embrya [1-2]. Jednym z najSpecifickejSich markerov mitotickej aktivity
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je fosforylovany histéon H3 (PHHS3), ktory vznika fosforylaciou histonu H3 pocas
neskorej G2 fazy a mitdézy. Na rozdiel od bezne pouzivanych markerov proliferacie,
ako je Ki67, PHH3 selektivhe oznacCuje bunky v aktivnej mitéze, ¢im zvySuje presnost
hodnotenia bunkového delenia. Vdaka tejto vlastnosti sa PHH3 uplatiuje ako
spolahlivy nastroj pri hodnoteni mitotickej aktivity a biologickej odpovede tkaniv na
rézne stimuly vratane biomaterialov [3]. CAM vtadieho embrya predstavuje
medzistupen medzi jednoduchymi in vitro a komplexnymi in vivo modelovymi
systémami [4]. Uplatnenie nachadza najmd v oblasti bioinZinierstva, vyskumu
tkanivovych transplantatov, nadorovej bioldgie a genomiky [5]. CAM model je vhodny
na hodnotenie angiogénneho potencialu a biokompatibility materialov, priCom
kfu€ovym aspektom hodnotenia je identifikacia bunkovych procesov prebiehajucich na
rozhrani materialu a hostitelského tkaniva [6]. Imunohistochemicka analyza pomocou
Specifickych markerov umoznuje detailne sledovat procesy bunkovej proliferacie,
migracie a tkanivovej remodelacie, ¢im poskytuje komplexny pohfad na biologicku
odpoved hostitelského tkaniva na implantovany material [6-7]. Ciefom Studie bolo
pomocou imunohistochemickej detekcie PHH3 analyzovat proliferaénu aktivitu buniek
v CAM modeli prepelicieho embrya po implantacii biomateridlu na baze
polyhydroxybutyratu a chitosanu (PHB/CHIT).

Material a metodika
Polyhydroxybutyrat-chitosanovy kompozit (PHB/CHIT) bol pripraveny podla metédy
Medveckého a kol. [8]. Oplodnené vajcia prepelice japonskej (Coturnix coturnix
japonica, n = 158) boli ziskané z farmy Mala lda (KoSice, Slovensko). Nasledne boli
inkubované za Standardnych podmienok (38,2 £ 0,5 °C, 58 % relativna vihkost) v liahni
s nutenym obehom vzduchu. Po 56 hodinach inkubacie boli embrya pomocou techniky
ex ovo prenesené do sterilnych 6-jamkovych kultivaénych platni (TPP, Svajéiarsko)
a dalej inkubované pri teplote 38,2 + 0,5 °C a 60 % relativnej vlhkosti az do
implantacie. Na embryonalny deri 6 (ED6) bol testovany material implantovany na
povrch CAM v nasledujucich experimentalnych skupinach: (i) bez upravy (PHB/CHIT),
(ii) oSetreny fyziologickym roztokom (PHB/CHIT+PHY; 0,9 % NaCl), (iii) s pridavkom
rastového faktora VEGF-A (PHB/CHIT+VEGF-A; 25 ng/mL PBS; Sigma-Aldrich, USA)
a (iv) s inhibitorom angiogenézy angiostatinom (PHB/CHIT+ANGIOSTATIN; 47 pg/mL
PBS; Human Angiostatin, Prolytix, USA). Testované materialy boli analyzované s
cielom zhodnotit ich biokompatibilitu a proliferacnu aktivitu buniek v mieste implantacie
na ED9. Na detekciu proliferujicich buniek boli zhotovené parafinové rezy podrobené
demaskovaniu antigénov v citratovom pufri (pH 6,0) a nasledne inkubované cez noc
pri 4 °C s primarnou protilatkou proti PHH3 (1:100, Millipore, USA). Na fluorescenénu
detekciu bola pouzitda sekundarna protilatka Goat anti-Rabbit 1gG konjugovana s
TRITC (1:200, JIRL, West Grove, PA, USA). Jadra buniek boli kontrastne dofarbené
farbivom HOECHST (1:100 000; Sigma-Aldrich, USA) po€as 10 minut. Po naslednom
premyvani v PBS boli rezy dehydrované v alkoholovom rade a uzavreté do meédia
Vectashield (Vector Laboratories Inc., USA). Fluorescentne znalené rezy boli
analyzované a dokumentované pomocou fluorescenéného mikroskopu Olympus BX53
(Olympus, Tokio, Japonsko) a digitalnej kamery Olympus DP74 (softvér cellSense).
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Vysledky
Makroskopické pozorovanie CAM na ED9 poukazalo na dobra integraciu
implantovaného biomaterialu bez znamok rozsiahlej tkanivove] alteracie.
Imunofluorescenéna analyza s pouzitim protilatky proti fosforylovanému histonu H3
(PHH3) potvrdila pritomnost’ mitoticky aktivnych buniek vo v8etkych experimentalnych
skupinach (Obr. 1). PHH3-pozitivne bunky boli pritomné na povrchu aj vo vnatri porov
vSetkych vzoriek. Na zdaklade kvalitativneho hodnotenia imunofluorescenénych
preparatov sa najvyssia intenzita PHH3-pozitivity pozorovala v skupine s neoSetrenym
vSetkych sledovanych skupinach (PHB/CHIT, PHB/CHIT+PHY, PHB/CHIT+VEGF-A a
PHB/CHIT+ANGIOSTATIN) bola v mieste implantacie zachovana proliferacna aktivita
buniek, priCom neboli pozorované oblasti uplnej absencie PHH3-pozitivity ani znamky
rozsiahlej tkanivovej destrukcie. Distribucia proliferujucich buniek v okoli implantatu
poukazuje na prebiehajlice procesy tkanivovej remodelacie a regeneracie. Kvalitativne
hodnotenie imunofluorescencného farbenia naznacuje, Ze implantacia PHB/CHIT
biomaterialu ani jeho modifikacia jednotlivymi experimentalnymi podmienkami neviedli
k potlaCeniu bunkovej proliferacie v CAM modeli, ¢o podporuje predpoklad dobrej
biologickej znasanlivosti testovaného materialu.

Obréazok 1 Imunofluorescen¢na detekcia proliferujicich buniek v CAM modeli prepeli¢Gieho embrya po
implantacii PHB/CHIT. Reprezentativne mikroskopické snimky zobrazuju expresiu PHH3 ako markera
mitoticky aktivnych buniek. (A) PHB/CHIT, (B) PHB/CHIT+PHY, (C) PHB/CHIT+VEGF-A a (D)
PHB/CHIT+ANGIOSTATIN; mierka: 1 mm
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Diskusia

CAM vyvijajuceho sa vtaCieho embrya predstavuje v sucasnosti lahko dostupny
a ekonomicky efektivny modelovy systém, ktory je vdaka svojej rozsiahlej
vaskularizacii vhodny na Studium angiogenézy a predklinické testovanie
biokompatibility a funkénosti biomaterialov [9-10]. Umoznuje rychlu verifikaciu
prerastania krvnych ciev do implantovaného materialu eSte pred jeho testovanim
v podmienkach in vivo, ¢im poskytuje délezité informacie o jeho regeneracnom
potenciali z hfadiska angiogenézy a biokompatibility [6]. V Studii sme biokompatibilitu
acelularneho kompozitu PHB/CHIT hodnotili prostrednictvom analyzy proliferacnej
aktivity buniek v CAM modeli prepeli¢ieho embrya, priCom sme sledovali vplyv réznych
Uprav materialu (fyziologicky roztok, VEGF-A a angiostatin). Vysledky naznacili dobru
integraciu implantovaného biomateridlu do tkaniva CAM bez znadmok inhibicie
bunkovej proliferacie. Zachovana mitoticka aktivita buniek v okoli implantatu poukazuje
na prebiehajuce procesy tkanivovej remodelacie a regeneracie. ProliferaCna aktivita
buniek, hodnotend pomocou markera PHH3, bola vyrazna vo vSetkych
experimentalnych skupinach, priCom najvysSia bola pozorovana pri neoSetrenom
PHB/CHIT. Pritomnost PHH3-pozitivnych buniek na povrchu aj vo vnuatri pérov
biomateridlu poukazuje na aktivnu bunkovu proliferaciu sprevadzajlicu proces
integracie materialu. Uloha PHH3 ako spolahlivého markera mitotickej aktivity bola
potvrdena viacerymi Studiami, ktoré su v sulade s nasimi zisteniami [11].

Zaver
Imunohistochemicka detekcia fosforylovaného histénu H3 potvrdila pritomnost
mitoticky aktivnych buniek v mieste implantacie PHB/CHIT biomaterialu vo vSetkych
experimentalnych skupinach CAM modelu prepeliCieho embrya. Zachovana
proliferatna aktivita na rozhrani materialu a hostitelského tkaniva naznacuje, Ze
skumany kompozit nevykazuje inhibicny ucinok na bunkové delenie a vykazuje
priaznivu biologicku znaSanlivost. Ziskané vysledky zaroven potvrdzuju, Zze PHH3
predstavuje vhodny a vysoko Specificky marker mitotickej aktivity, ktory méze sluzit
ako doplnok Standardnych imunohistochemickych metdd pri predklinickom hodnoteni
biokompatibility biomaterialov v CAM modeli.

Praca bola podporena projektom VEGA 1/0074/24 a APVV-23-0372.
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Abstract

The current study evaluates the potential of the freshwater shrimp Neocaridina davidi
as a model organism in scientific research, focusing on its use in aquatic toxicity
bioassays. The experimental section involved a 5-day test conducted according to EPA
guidelines, examining the effects of the neonicotinoid acetamiprid at concentrations of
0.2 mg/L and 0.5 mg/L. The histological structure of the hepatopancreas and gut was
monitored in both control and exposed shrimps. Histological analysis revealed
concentration-dependent damage to the main digestive organs, such as the
hepatopancreas and gut. This study confirms that Neocaridina davidi is a suitable
model organism for detecting the sublethal and lethal effects of pesticides. It fully
complies with the 3Rs principles and provides relevant data for environmental risk
assessment in aquatic environments.

Keywords: Neocaridina davidi, acetamiprid, histological evaluation, digestive organs

Uvod

Znecistenie vodného prostredia chemickymi polutantmi ako suU pesticidy,
farmaceutické rezidua, tazké kovy, mikroplasty a dalSie latky predstavuje jeden z
najzavaznejSich environmentalnych problémov suc¢asnosti [1]. Spominané substancie
negativne ovplyviuju fyzioldgiu, reprodukciu a prezitie vodnych organizmov a
prostrednictvom potravinového retazca nepriamo ohrozuju aj ludské zdravie [1,2].
Hodnotenie environmentalnych rizik a toxickych ucinkov réznych kontaminantov na
organizmus vyzaduje spolahlivé, citlivé a eticky akceptovatefné modelové systémy,
ktoré umoznuju detekciu nielen letalnych ale aj subletalnych efektov tychto
intoxikantov [2,3].

V sucasnosti je vo vyskume vysoko akceptovany koncept 3R principov: Replacement
— nahradenie zvierat alternativnymi metddami, Reduction — znizenie poctu zvierat,
Refinement — zlepSenie postupov na minimalizaciu utrpenia [3,4]. Prostrednictvom
Smernice Eurépskeho parlamentu a Rady 2010/63/EU o ochrane zvierat pouzivanych
na vedecké ucely je sustavne vytvarany vyrazny tlak na minimalizaciu pouzivania
stavovcov vo vyskume [5]. Z etického hladiska su teda alternativne modelové
organizmy menej problematické, nakolko verejna aj legislativna citlivost vodéi ich
vyuZzivaniu je podstatne nizSia ako v pripade stavovcov [2,6].

Ako mimoriadne perspektivny alternativny modelovy organizmus sa javi aj
sladkovodna krevetka Neocaridina davidi. Tento drobny kérovec z Ceflade Atyidae
vynikd nenaro¢nym chovom v laboratornych podmienkach, vysokou odolnostou,
priamym vyvinom bez planktonickych larvalnych Stadii a relativne kratkym Zivotnym
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cyklom (1,5 — 2 roky). Tieto vlastnosti spolu s komplexnym spravanim ju predur€uju na
akutne, chronické aj multigeneracné toxikologické studie [7].

Material a metodika

V experimente boli pouzité dospelé jedince sladkovodnej krevetky Neocaridina davidi,
ktoré boli v sulade so smernicou EPA vystavené dvom réznym koncentraciam
pripravku Mospilan® 20 SP, a to v priebehu 5 dni. Prva skupina krevetiek (n = 20) bola
exponovana koncentracii 0,2 mg/l acetamipridu (12 mg pripravku Mospilan® 20 SP),
druhé skupina krevetiek (n = 20) bola exponovana koncentracii 0,5 mg/l acetamipridu
(30 mg pripravku Mospilan® 20 SP). Tretia skupina bez vystavenia pesticidu sluzila
ako negativna kontrola (n = 20). Na piaty den boli v8etky jedince usmrtené ponorenim
do 10% fixatného roztoku formalinu a nasledne spracované rutinnym spoésobom pre
ucely svetelnej mikroskopie. Preparaty ofarbené hematoxylin-eozinom boli
vyhodnocované a fotodokumentované svetelnym mikroskopom Zeiss Axio Lab Al s
kamerou Axio Cam ERc 5.

Vysledky a diskusia

V kontrolnej skupine vykazovali vnatorné organy Neocaridina davidi intaktna
histologicku Strukturu bez pritomnosti akychkolvek Strukturalnych zmien. Traviaca rura
pozostavala z troch charakteristickych Usekov — predného, stredného a zadného
Creva. V oblasti cephalothoraxu bol zretelne viditelny aj hepatopankreas tvoreny
pocCetnymi, slepo zakonCenymi tubulmi, ktoré sa otvarali do lumeénu stredného Creva.
Stena traviacej rdry pozostavala z epitelovej vystelky — jednovrstvového cylindrického
epitelu nasadajuceho na tenkd bazalnu membranu. Pod bazalnou membranou bola
len tenka vrstvitka vaziva. Dalej nasledovali dve podvrstvy visceralnej svaloviny
avazivo s mezotelovou pokryvkou. V epiteli boli pritomné D-bunky s pocetnymi
mikroklkmi (resorpéné) a ojedinele aj regeneracné E-bunky. Hepatopankreas
pozostaval zo systému slepo zakoncCenych tubulov vystlanych jednovrstvovym
cylindrickym epitelom diferencovanym na tri hlavné typy bunky: regenera¢né E-bunky
(v distalnej Casti tubulov), fibrilarne F-bunky (syntéza a sekrécia traviacich enzymov) v
medialnej Casti tubulov a zasobné B-bunky (akumulacia lipidov a polysacharidov) v
proximalnej ¢asti tubulov. Pod epitelovou vystelkou bola nenapadna vrstvicka vaziva
a visceralnej svaloviny. Tubuly boli obklopené volnym priestorom s tekutinou —
hemocel (Obr. 1).

V stene traviacej rary jedincov exponovanych 0,2 mg/l acetamipridu sme pozorovali
vyrazné Strukturalne odliSnosti oproti kontrolnej skupine. V8etky useky Creva ako aj
proximalne uUseky tubulov hepatopankreasu mali vyrazne zredukovanu stenu
a kompletne dezintegrovanu epitelovu vystelku (Obr. 2).

Pri expozicii acetamipridu s koncentraciou 0,5 mg/l bola mortalita exponovanych
kreviet vysoka a prezivSie jedince mali omnoho vyraznejSie poskodenu Strukturu
v8etkych usekov Creva a hepatopankreasu oproti skupine exopnovanej koncentracii
0,2 mg/l acetamipridu. Okrem Uplnej dezintegracie epitelovej vystelky a narusenej
Struktury ostatnych vrstiev steny Creva sme pozorovali aj vyraznu dilataciu lumenu
v8etkych usekov Creva. Tubuly hepatopankreasu boli vo vSetkych troch Castiach —
proximalnej, medialnej aj distalnej tvarovo deformované a ich epitelova vystelka bola
nesuvisla (Obr. 3).

Velmi podobné Strukturalne zmeny na Creve, hepatopankrease ako aj dalSich
organoch Neocaridina davidi boli pozorované aj pri podavani niklu, bisfenolu
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a rozlicnych pesticidov. V ramci tychto Studii bol odhaleny ako hlavny mechanimus
poskodenia tkaniv oxidacny stres [8,9].

Zaver

NasSe pozorovania jednoznaCne potvrdzuju potencial Neocaridina davidi ako
perspektivneho modelového organizmu pre hodnotenie environmentalnych rizik
neonikotinoidov. Tento druh sladkovodnej krevetky umozriuje detekciu nielen
letalnych, ale aj subletalnych efektov na Strukturalnej urovni, €o je kfu€ové pre skoru
identifikaciu kontaminacie vodného prostredia. Zaroven otvara cestu k dalSim Studiam
— chronickym expoziciam, multigeneraCnym testom alebo hodnoteniu rehabilitacnej
kapacity po odstraneni toxinu. V kontexte narastajuceho pouzivania acetamipridu v
polnohospodarstve a rizika pdsobenia na necielové organizmy ma tato praca aj
prakticky prinos pre ochranu akvatickych ekosystémov a udrzatelnu akvakulturu.
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Obrézok 1 Normélna histologicka Struktura vnutornych organov Neocaridina davidi kontrolnej skupiny;
p¢ — predné Crevo, s¢ — stredné Crevo, z¢ — zadné Crevo, hp — hepatopankreas, go — gonada,
sv — kostrova svalovina (orig. zv. 200x, HE)
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Obrazok 2 Zmenena histologicka Struktdra vnutornych organov Neocaridina davidi skupiny
exponovanej 0,2 mg/l acetamipridu; p¢” — predné ¢revo s poSkodenou stenou, s¢” — stredné Crevo
s poSkodenou stenou, z&" — zadné Crevo s poskodenou stenou, hp” — hepatopankreas s poskodenymi
proximalnymi Usekmi tubulov, sv — kostrova svalovina (orig. zv. 200x, HE)
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Obrazok 3 Vyrazne zmenena histologicka Struktdra vnutornych organov Neocaridina davidi skupiny
exponovanej 0,5 mg/l acetamipridu; p&” — predné &revo s posSkodenou stenou, s¢” — stredné Crevo
s poSkodenou stenou, z&" — zadné C&revo s poskodenou stenou, hp” — hepatopankreas s vyrazne
poskodenymi tubulmi, sv — kostrova svalovina (orig. zv. 200x, HE)
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Struktiara pridavnych lalokov v lumbosakralnej oblasti u kuracieho
embrya na 14. embryonalny den
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Abstract

The aim of the study was to observe the structure of the accessory lobes in the
lumbosacral region of the chick embryo on embryonic day 14. Using various staining
methods, we identified different structures in this region. At this stage of development,
the spinal cord had clearly defined white and grey matter. The meninges covered its
surface. On the dorsal side, a well-developed glycogen body was observed. Laterally,
accessory lobes were formed, consisting of intensely staining neurons and neuroglial
cells. Glycogen has not yet been observed in neuroglial cells.

Keywords: chick embryo, structure, accessory lobes

Uvod

Vtaky vykonavaju dva takmer nezavislé druhy pohybu, a to je lietanie a chédzu po
zemi. Predpoklada sa, ze v ich koordinacii zohravaju délezitu ulohu dva rbézne
zmyslové organy. Ide o vestibularny systém, ktory je su€astou vnutorného ucha a
ovplyvriuje let, kym lumbosakralny systém sa podiela na riadeni ch6dze [1]. Miecha u
vtakov prebieha v celom stavcovom kanali. Je v nej lokalizovanych viac koordinacnych
a reflexnych funkcii nez u cicavcov. M6Zeme v nej pozorovat zhrubnutie v dvoch
oblastiach. Jedno sa nachadza v oblasti krku a u lietavych vtakov je vyrazné, druhé v
bedrovokrizovej - lumbosakralnej oblasti [2]. V tejto oblasti sa vyskytuje aj glykogénové
teliesko (corpus gelatinosum). V tejto Casti je stavcovy kanal znacne rozSireny [1].
Dorzalne od ligamentum denticulatum sa po stranach miechy vyskytuje 7-10 Gtvarov
oznacenych ako pridavné laloky (lobi acessorii). Ide o nahromadenu bielu hmotu, v
ktorej centre sa vyskytuje sivd hmota (nuc. marginales) [2].

Aj ked Struktura lumbosakralnej oblasti bola sledovana u mnohych druhov domacich a
volne Zijucich vtakov [3-7], o jej ontogenetickom vyvoji je stale len malo udajov. Ciefom
nasej prace bolo sledovat Strukturu pridavnych lalokov, ktoré su sucastou
lumbosakralnej oblasti u kuracieho embrya na 14. embryonalny dern.

Material a metédy
V pokuse boli pouzité oplodnené kuracie vajcia z certifikovaného chovu Parovské Haje
(Nitra). Vajcia boli inkubované v inkubatore (ET 49 automatic, River Systems,
Campodarsego, Italy) pri Standardnych inkubacnych podmienkach (37,5 °C a vlhkosti
vzduchu 60 %) po dobu 14. dni. Na 14. embryonalny den boli vzorky odobrané a
fixované v mDF (Modified Davidson’s fluid) a zaliate do parafinu. Nasledne 5-10 ym
rezy boli ofarbené metodami hematoxylin-eozinom (HE), Massonov trichrom (MT),
pikrosiriusovou Cervenou (PR) na detekciu kolagénu a na dbékaz glykogénu bola
pouzitd histochemicka metdéda PAS. Vzorky boli nasledne fotodokumentované
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pomocou mikroskopu Olympus CX 43 (Olympus, Japonsko) a kamery Promicra
(Ceska republika).

Vysledky
Na 14. ED sme v lumbosakralnej oblasti kuracieho embrya pozorovali dobre vyvinuty
chrupkovy model stavcov. Chondrocyty mali ovalny tvar a ich cytoplazma bola bohata
na glykogén (Obr. 1C). V tele vyvijajucich sa stavcov bola zachovana notochorda. V
tejto Casti chrbtice sme nepozorovali Ziadne znamky osifikacie (Obr. 1,2). Osifikacia
bola zaznamenana na stavcoch vyskytujucich sa kranialne, kde primarne osifikacné
centra boli pozorované v blizkosti notochordy — budice hrudné stavce (Obr. 1A).
Stavcovy kanal v lumbosakralnej oblasti bol vyrazne rozSireny (Obr. 1B). Vyvijajuca
sa miecha mala dobre definovanu bielu a sivi hmotu. Siva hmota bola organizovana
do dorzalnych a ventralnych rohov. V centralnej Casti miechy bol jasne definovany
centralny kanal - canalis centralis (Obr. 2A). Na dorzalnej Casti miechy sme pozorovali
dobre vyvinuté glykogénové teliesko (corpus gelatinosum). Teliesko pozostavalo z
velkych, intenzivne sa farbiacich PAS-pozitivnych buniek (Obr. 1C). Povrch miechy
bol pokryty vazivovou vrstvou pia mater. Dura mater spolu s arachnoideou, oddelovali
epidurédlny priestor od subarachnoidalneho priestoru (Obr. 2).
V tomto Stadiu vyvoja sme v mieche pozorovali pridavné laloky - lobi accessorii. Tie sa
nachadzali lateralne, na urovni vybezkov ligamentum denticulatum, odkial vyCnievali
do velkého subarachnoidalneho priestoru. Laloky obsahovali intenzivne sa farbiace
neurdny a neurogliové bunky (Obr. 2). Cytoplazma gliovych buniek v tomto Stadiu este
neobsahovala glykogén (Obr. 2C).

gt

A - B = C =
Obrazok 1 Mikrofotografie miechy kuracieho embrya na 14. embryonalny def. A: Priecny rez hrudnymi
stavcami, s primarnym osifikatnym centrom (PR). B: PozdlZzny rez synsakralnou oblastou s vyrazne
rozSirenym stavcovym kanalom (HE). C: Glykogénové teliesko (PAS). gt - glykogénové teliesko, n -
notochorda, s - stavec, p - pluca. Mierky A, B, C — 200 um

{ /Jridavny lalok ;

A s B oo = o C 74

] ~E > —_ —_

Obrazok 2 Mikrofotografie miechy kuracieho embrya na 14. ED. A: Prieény rez chrbticou v
lumbosakralnej oblasti, stavce si bez zndmok osifikacie (MT). B: Detail miechy v mieste vyskytu
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pridavného laloka. C: Detail pridavného laloka. gt - glykogénové teliesko, ¢ - centralny kanal, s - stavec,
Id - ligamentum denticulatum, v - ventralny priestor, * - subarachnoidalny priestor. Mierky A - 200 um, B
- 100, C - 20 pm

Diskusia

Vtaky vykonavaju dva roézne druhy pohybu, chédzu a let. Vzhlfadom na takmer
horizontalnu orientaciu tela a umiestnenie zadnych koncatin kaudalne k tazisku tela si
ich chédza vyzaduje Specialnu kontrolu rovnovahy. Predpoklada sa, ze Specializacia v
lumbosakralnej oblasti funguje ako zmyslovy organ rovnovahy, ktory sa podiefa na
riadeni chédze [1]. V strede tejto oblasti sa v dorzalnej €asti miechy vyskytuje velké
glykogénove teliesko [1,4,5] a ventrolaterdlne, segmentalne vybezky tzv. pridavné
laloky [8-10]. U holubov bolo pozorovanych 10 parov pridavnych lalokov, ktoré sa
nachadzali v blizkosti nervovych povrazcov. Laloky pozostavali z mnozstva stredne
velkych multipolarnych neurénov, myelinizovanych a nemyelinizovanych axoénov,
neurogliovych buniek a buniek obsahujucich glykogén (glykogénové bunky). Vacsinu
buniek v laloku tvorili prave vy$Sie spomenuté bunky [9]. Transmisna elektrénova
mikroskopia lalokov odhalila pritomnost multipolarnych neurénov, ktoré mali
charakteristické kratke vybezky, riasinky. Kazdy neurdn obsahoval niekofko dendritov
s pomerne Sirokym priemerom. Axony boli pokryté myelinom a prechadzali ventralnymi
rohmi ako hrubé myelinizované vlakna. Suc€astou lalokov boli aj dva typy neurogliovych
buniek, oligodendrocyty a astrocyty. Astrocyty mali mnozstvo vybezkov, av8ak v
pridavnych lalokoch nevytvarali membrana limitans gliae superficialis, ktora je
charakteristicka pre CNS [9].

Bunky obsahujuce glykogén boli u dospelych jedincov pozorované nielen v pridavnych
lalokoch, ale aj v prechodnej z6ne medzi lalokmi a miechou. Bunky boli r6znej velkosti,
mali okruhly az polygonalny tvar s jadrom na periférii. Vytvarali charakteristické
cytoplazmatické vybezky, ktorych cytoplazma neobsahovala organely [9]. Bolo
zistené, Ze tieto bunky maju dva typy vybeZkov, ktoré sa od seba liSia Strukturalne aj
funkcne. Elektron-denzné vybezky sa nachadzali na okraiji lalokov v blizkosti pia mater,
kym elektron-lucidné vybezky obklopovali susedné glykogén obsahujuce bunky v tvare
zavitu [9,11,12]. Podobné bunky boli u vtakov pozorované aj v inych Castiach miechy,
a to vo ventrdlnych okrajoch miechy v lumbosakralnej oblasti [11,13], v blizkosti
centralneho kanala v krénej, hrudnej a kostrCovej oblasti miechy [11], ako aj v
glykogénovom teliesku. VSetky tieto bunky sa povazuju za Specializované astrocyty
[9,11,13], €o bolo potvrdené aj imunohistochemicky [14].

Lumbosakralna oblast’ je pomerne dobre preStudovana u dospelych jedincov. Je viak
len malo udajov o jej ontogenetickom vyvoj. Embryonalny vyvoj v tejto oblasti boli
Studovany u holubov (10. ED, 12. ED, 14. ED, 15. ED, 16. ED, 17. ED a 18. ED, 1-
tyzdniového a 3-tyzdriového holuba) a u kurciat (15. ED, 18. ED a 1. diovych kurciat)
[8]. Autori uvadzaju, Ze pridavné laloky sa objavili v skorych Stadiach vyvoja, kym
glykogénove teliesko o nieCo neskér, no obidva utvary boli v ase vyliahnutia uz dobre
vyvinuté [8]. U embryi holubov sa laloky objavili uz na 10. embryonalny deri (ED). Na
12. ED boli vyrazne oddelené od miechy a od 18. ED sa ich vzhlad uz vyrazne nemenil.
V tomto obdobi boli v lalokoch dobre viditelné glykogénové bunky, ktoré sa postupne
zvacsovali. Ich rast pokracoval do 3. tyzdna po vyliahnuti. V tomto obdobi mali utvary
v lumbosakralnej oblasti Strukturu porovnatefnu so Strukturou u dospelych jedincov. U
kuracich embryi bol vyvoj lumbosakralnej oblasti podobny, prebiehal vSak rychlejSie
[8]. V naSom pokuse sme sa zamerali na 14. ED. V tomto $tadiu vyvoja sme v danej
oblasti pozorovali dobre sa vyvijajucu miechu s vyraznym glykogénovym telieskom. To
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sa nachadzalo na dorzalnej Casti miechy. Na lateralnej strane miechy boli dobre
viditef/né pomerne malé pridavné laloky. Laloky vycCnievali do velkého
subarachnoidalneho priestoru. Boli tvorené vyrazne sa farbiacimi neuronmi a
neurogliovymi bunkami. Bunky obsahujuce glykogén sme na 14. ED eSte
nepozorovali.

Zaver
Aj ked Struktura lumbosakralnej oblasti bola sledovana u mnohych druhov vtakov, o jej
ontogenetickom vyvoiji je stale méalo udajov. Cielom nasej prace bolo priblizit' Struktaru
pridavnych lalokov, ktoré su sucastou miechy v lumbosakralnej oblasti. Zamerali sme
sa na 14. ED, kedy uz boli laloky u kuracieho embrya vyvinuté, avSak bunky
obsahujuce glykogén este nebolo mozné identifikovat.

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

Histopathological changes of the pars oesophagea in pigs involve progressive lesion
development from parakeratosis to deep ulcerations extending into the submucosa
and muscular layer of the stomach. The aim of this study was the macroscopic and
histopathological evaluation of advanced pars oesophagea ulcerations (score 3) in
finishing pigs obtained at slaughter. A total of 86 stomachs were examined.
Parakeratosis (score 1) was the predominant lesion (52.3%), followed by erosions
(score 2; 22.1%) and deep ulcerations (score 3; 7.0%). Histologically, advanced
ulcerations were characterized by extensive loss of the stratified squamous epithelium,
erosions progressing to deep ulcerative defects, and multifocal necrosis. The ulcerated
areas showed diffuse inflammatory infiltration composed predominantly of neutrophils,
lymphocytes, and macrophages. Granulation tissue with marked neovascularization
was frequently observed within the ulcer bed, indicating ongoing tissue repair, while
fibrin thrombi were present in some blood vessels. Ulcerative lesions extended through
the full thickness of the mucosa and submucosa, reaching the tunica muscularis.
These findings demonstrate that advanced pars oesophagea ulcerations represent
chronic progressive lesions characterized by concurrent inflammatory and reparative
processes.

Keywords: pigs, pars oesophagea, histopathology, gastric ulcer

Uvod
Ulceracie pars oesophagea predstavuju najzavaznejSie Stadium zaludocnych lézii
oSipanych a su spojené s vyznamnymi zdravotnymi a produkénymi stratami v
intenzivnych chovoch [1,2]. Lézie vznikaju progresiou od parakeratézy a erozii
krycieho epitelu az po hlboké ulcerativne defekty prenikajuce cez submukézu az
do vlastnej svalovej vrstvy Zaludka [3].
Pars oesophagea je bezzlazova oblast Zaludka pokryta viacvrstvovym dlazdicovym
epitelom bez ochrannej mucindznej vrstvy. Vzhfadom k tomu je obzvlast nachylna na
vznik zaludo€nych vredov pésobenim kyseliny chlorovodikovej a pepsinogénu, ktoré
su produkované parietalnymi a hlavnymi bunkami zaludkovych Zliaz [4,5].
Patogenéza ulceracii je multifaktorialna a zahffia interakciu nutriCnych,
environmentalnych a manazmentovych faktorov [6,7]. Medzi najvyznamnejSie
predispozi¢né faktory patri jemne mleté alebo granulované krmivo, ktoré meni
fyzikalne vlastnosti zalido€ného obsahu a podporuje kontakt kyslého obsahu so
sliznicou pars oesophagea [8,9]. K rozvoju lézii mbézu prispievat aj stres, vysoka
koncentracia zvierat a nepravidelny prijem krmiva [7].
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Ulceracie klasifikované ako skére 3 su charakterizované destrukciou siahajucou
hiboko do steny Zzaludka, Casto az do podsliznicného vaziva alebo svaloviny.
Histopatologické hodnotenie pokrocCilych ulceracii poskytuje délezité informacie o
rozsahu poskodenia tkaniva, o zapalovej odpovedi a o reparaénych procesoch [3].
Ciefom prace bolo makroskopicky a mikroskopicky charakterizovat ulceracie pars
oesophagea skore 3 u vykrmovych oSipanych.

Material a metodika

Do Studie bolo zaradenych 86 zaludkov vykrmovych oSipanych ziskanych pri porazke
pocas zimy 2025 a jari 2026.

Po otvoreni Zaludkov pozdiZ velkého zakrivenia bolo vykonané makroskopické
hodnotenie pars oesophagea. Lézie boli hodnotené podla skoérovacieho systému
Robertsona [10], pricom skére O predstavoval fyziologicky nalez bez zmien sliznice,
skore 1 parakeratozu, skore 2 er6ziu a skore 3 zaludocny vred.

Z oblasti ulceracii (skére 3) boli odobraté vzorky tkaniva fixované v 10 % neutralnom
formaline a nasledne spracované Standardnou histologickou technikou pre ucely
svetelnej mikroskopie. Tkanivové rezy hrubé 5 um boli farbené hematoxylinom a
eozinom (H&E). Histologické hodnotenie vzoriek bolo realizované pri zvacSeniach
x100 a x400 pomocou svetelného mikroskopu PrimoStar (Zeiss).

Vysledky
Z 86 vySetrenych zaludkov bola fyziologicka sliznica pars oesophagea (skére 0)
pritomna u 16 oSipanych (18,6 %), parakeratéza (skore 1) u 45 zvierat (52,3 %), erozie
(skore 2) u 19 zvierat (22,1 %). Zaludo¢né ulceracie (skore 3) boli zistené u 6
oSipanych (7,0 %).
Makroskopicky sa ulceracie prejavovali ako hiboké kraterovité defekty ovalneho tvaru
s nepravidelnymi vyvySenymi okrajmi. V okrajovych oblastiach niektorych ulceracii boli
na sliznici viditelné erézie predstavujuce prechod medzi intaktnou sliznicou a hibokym
ulcerativnym defektom.
Mikroskopickym pozorovanim histologickych vzoriek z postihnutych oblasti pars
oesophagea bola v tesnej blizkosti vredu ¢asto pritomna parakerat6za prechadzajlca
na hranici vredu do eroézii, typickych Ciasto¢nou az uplnou stratou skvamdzneho
epitelu. Erdzie Casto zasahujuce az k lamina propria mucosae, boli charkteristické
pritomnostou zhlukov exfoliovanych epitelidlnych buniek a vyraznou zapalovou
infiltraciou vo vazive sliznice. Na erdzie navazujuce hlboké ulceracie ¢asto prenikali
celou hrubkou sliznice a podslizniéného vaziva az k tunica muscularis. Povrch ulceracii
bol vyplneny nekrotickym detritom tvorenym zvySkami odumretych buniek, fibrinom
a zapalovymi bunkami. Pod zénou homogénneho odumretého tkaniva sme nachadzali
novovytvorené granulacné tkanivo s vyraznou neovaskularizaciou a zmieSanou
zapalovou infiltraciou tvorenou prevazne lymfocytmi, makrofagmi, plazmatickymi
bunkami a ojedinele neutrofilngymi granulocytmi. Spodina defektu bola tvorena
vazivom. V niektorych cievach boli pritomné fibrinové tromby poukazujiuce na
vaskularne poskodenie a lokalnu ischémiu tkaniva (Obr. 1,2).
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100 pm

Obréazok 1 Mikrofotografia Zalidoéného vredu — pars oesophagea (H&E; x100); Strata krycieho epitelu,
uplna strata typickej Struktury tkaniva a difizna zapalova infiltracia. Vred prenika celou hribkou sliznice
a submukoézy az k tunica muscularis. Granulacné tkanivo na baze defektu s dilatovanymi krvnymi
cievami a zapalovymi bunkami
NS . « e YRR

Obréazok 2 Dno hlbokého Zaludo&ného vredu — pars oesophagea (H&E, 400x); Uplna strata epitelu
a typickej tkanivovej architektury s pritomnostou bunkového detritu, zapalového infiltratu a fibrinoidne;j
nekrézy. V spodine defektu je pritomné granulacné tkanivo s novovzniknutymi krvnymi cievami
a zapalovymi bunkami

Diskusia
Zistené vysledky potvrdzuju, Ze ulceracie pars oesophagea skére 3 predstavuju
pokroCilé chronické lézie sprevadzané rozsiahlym poskodenim tkaniva a vyraznou
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zapalovou odpovedou, €o je v sulade s predchadzajucimi Studiami [3,11].
Makroskopicky obraz hlbokych kraterovitych defektov koreloval s histologickym
nalezom uplnej straty viacvrstvového dlazdicového epitelu, desStrukcie typickej
Struktury tkaniva s penetraciou lézii do hlbSich vrstiev zZaludoCnej steny. Podobné
morfologické zmeny opisuje aj Embaye et al. [3], ktori zaznamenali vyrazné
poSkodenie epitelu a hlboké ulcerativne zmeny pri lézidch pars oesophagea.
Krepelkova et al. [12] uvadzaju, ze progresia lézii od parakeratozy cez erdzie az po
hiboké ulceracie je sprevadzana postupnou stratou integrity sliznice a naruSenim
hibSich vrstiev steny Zaludka. Nahly prechod normalnej sliznice do hlbokého vredu bez
zhrubnutia ciev a zjazvenia a vyrazna neutrofilna infiltracia poukazuju na prebiehajuci
akuatny proces. Pritomnost granulacného tkaniva, neovaskularizacie, makrofagov,
lymfocytov a plazmatickych buniek sved€i o chronickom charaktere lézii
a prebiehajucich reparacnych procesoch. Pritomnost granulacného tkaniva v spodine
ulceracii dokumentuje aktivhu snahu organizmu o reparaciu poSkodenych tkaniv.
Casta kombinacia akutnych a chronickych zapalovych zmien naznaduje kontinualnu
progresiu ulceracii od povrchovych erézii az po hlboké ulcerativne defekty, ako uvadza
aj Embaye et al. [3]. Pritomnost fibrinovych trombov v niektorych cievach poukazuje
na vaskularne poskodenie a lokalne poruchy perfuzie, ktoré modzu prispievat k
progresii ulceracii a obmedzovat regeneraciu tkaniva. Podobné vaskularne zmeny a
reparacné procesy sprevadzajuce chronické ZaludoCné lézie boli opisané aj v
predchadzajucich Studiach a su povazované za vyznamné faktory ovplyvhujuce
hojenie tkaniva [3,13].

V analyzovanom subore boli najCastejSie zastupené mierne lézie skore 1, zatial ¢o
hiboké ulceracie skore 3 boli zaznamenané len u malého poctu zvierat. Tento nalez
koreSponduje s literarnymi udajmi, podla ktorych su pokrocilé ulceracie menej Casté,
avSak predstavuju najzavaznejSie stadium ochorenia s vyznamnymi désledkami na
zdravotny stav a produkéné ukazovatele zvierat [1,7].

Napriek multifaktorialnej etiolégii ulceracii pars oesophagea zostava nevhodna
fyzikalna forma krmiva jednym z najvyznamnejSich predispozi¢nych faktorov. Jemne
mleté a granulované krmiva podporuju zvySenu tekutost ZaludoCného obsahu a
ulahCuju kontakt kyslého obsahu so sliznicou pars oesophagea, ¢€im vytvaraju
podmienky pre vznik a progresiu zaludoCnych lézii [8,9].

Zaver

V predloZenej praci boli makroskopicky a histopatologicky opisané ulceracie pars
oesophagea skére 3 u vykrmovych oSipanych. Tieto lézie predstavovali hlboké
destruktivne defekty prenikajuce cez celu hrubku sliznice a submukdézy az k tunica
muscularis. Histologicky boli charakterizované stratou viacvrstvového dlazdicového
epitelu, vyraznou zapalovou infiltraciou na okraji defektu, fibrinoidnou nekrozou
a tvorbou granulaéného tkaniva s neovaskularizaciou.

Zistené nalezy potvrdzuju, Ze ulceracie pars oesophagea (skore 3) predstavuju
pokroCilé chronické l|ézie, sprevadzané sucCasne prebiehajucimi zapalovymi a
reparanymi procesmi. Histopatologické vySetrenie predstavuje vyznamnu
diagnosticku metddu na hodnotenie rozsahu poskodenia tkaniva a Stadia progresie
Zaludo¢€nych lézii u oSipanych. Vysledky zaroven poukazuju na vyznam preventivnych
opatreni zameranych na eliminéciu rizikovych faktorov, predovsetkym optimalizaciu
vyZzivy a manazmentu kfmenia v intenzivnych chovoch.
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Praca bola podporena projektom VEGA 1/0040/24: Vyskum prevalencie,etiologickych
a predispozi¢nych faktorov Zaludo¢nych Iézii u oSipanych.
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Abstract

The study investigates the impact of different ethanol concentrations (5%, 10%, 15%,
20%) on the liver parenchyma of chicken embryos following 24- and 48-hour exposure.
The chicken embryo model was utilised to observe the prenatal consequences of toxic
substances. The PAS reaction method was utilised to conduct a histological evaluation
of alterations in glycogen reserves. The results demonstrated that decreased
concentrations of ethanol (5% and 10%) resulted in elevated glycogen accumulation,
particularly in perivascular regions. Conversely, higher concentrations (15% and 20%)
resulted in a decline in its reserves, indicating metabolic stress and disruption of
anabolic processes in the developing liver. The findings suggest that ethanol exerts a
significant impact on the energy metabolism of embryos, and how much it affects them
depends on the dosage and how long they're exposed to it.

Keywords: avian embryo, ethanol, glycogen, liver

Uvod
Etanol je suCastou kazdodennej konzumacie mnohych kultur uz po starocia, no jeho
nadmerna konzumacia vedie k vaznym zdravotnym problémom, najma k poskodeniu
peCene. Kedze sa neda vylucit, musi sa metabolizovat, a to predovSetkym v peceni
[1]. ZvySeny pomer NADH/NAD™* pri metabolizme etanolu inhibuje glukoneogenézu
presunom pyruvatu a oxalacetatu na tvorbu laktatu a malatu, co méze viest k
hypoglykémii nalacno a ovplyvnit zasoby glykogénu v peeniovom parenchyme [2].
Glykogén je zasobnéa forma glukdzy ukladand najma v peceni a svaloch, ktora sluzi
ako zdroj energie pre organizmus. V hepatocytoch zohrava vyznamnu dlohu pri
udrziavani glukozovej homeostazy v tom, Ze pri zvySenej hladine glukézy podporuje
jej premenu na glykogén a pri poklese hladiny glukézy umozriuje jej uvolfiovanie do
krvného obehu [3]. Prenatalna expozicia etanolu méze nepriaznivo ovplyvnit vyvin
pecene plodu a metabolické funkcie naruSenim metabolizmu glykogénu, oxidacnym
stresom a zmenami aktivity enzymov. U potkanov bol chronicky prijem etanolu po¢as
gravidity spojeny s hypoglykémiou, spomalenim rastu plodu a vyraznym zniZzenim
zasob glykogénu v peceni, spolu so znizenou aktivitou enzymov doélezitych pre
metabolizmus glykogénu [4]. Histopatologické zmeny zodpovedajuce alkoholickému
ochoreniu pecene boli pozorované aj u deti s fetdlnym alkoholovym syndrémom.
Analyza biopsie peCene u 17-mesacného dietata odhalila parenchymovu steatozu,
portalnu a perisinusoidalnu fibrézu, priCom ultrastrukturalne vysSetrenie preukazalo
pritomnost kolagénovych vlakien, myofibroblastov a zmien v perisinusoidalnych
priestoroch [5]. Cieflom prace bolo sledovat’ vplyv r6znych koncentracii etanolu po 24-
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a 48-hodinovej expozicii na pe€en kuracich embryi, priom model kuracieho embrya
predstavuje vyznamny experimentalny model vo vyskume embryonalneho vyvinu a
prenatalneho p6sobenia toxickych latok.

Material a metody

V experimentalnej praci bolo pouzitych 144 kuracich vajec, ktoré boli inkubované za
Standardnych podmienok pri teplote 37,5 °C £ 0,5 °C a 60 % relativnej vihkosti v
automatickej liahni (COVINA ET 49, Taliansko). Vajcia boli oznacené, ocCislované a
rozdelené podla koncentracie aplikovaného etanolu (5 %, 10 %, 15 % a 20 %). Na 8.
embryonalny den (24H skupiny) a 7. embryonalny den (48H skupiny) bola aplikovana
davka 100 yL etanolu na podSkrupinovu membranu (membrana papyracea). Odber
vzoriek bol vykonany na 9. embryonalny den. Odobraté vzorky pecene boli prenesené
do mikroskimavky s fixatnym roztokom (Dent’s).

Vzorky embryonalnej pecene boli spracované Standardnym postupom pre pripravu
histologickych preparatov farbenych hematoxilin-eozinom o hrubke rezov 7 um. Na
hodnotenie Struktury pecefiového parenchymu u kontrolnych a experimentalnych
skupin bola pouzita PAS reakcia (Periodic Acid—Schiff; Bio-Optika, Milano, Taliansko),
urena na detekciu glykogénu. Rezy sme najskér hydratovali v destilovanej vode,
nasledne sme aplikovali reagent A na 10 minuat, oplachli destilovanou vodou (30 s),
potom sme naniesli reagent B na 20 minGt a opat oplachli vodou (30 s). Dalej
nasledovala aplikacia reagentu C na 2 minuty s kvapkanim 15 s, reagentu D na 2
minuty a oplach destilovanou vodou (30 s). Nakoniec sme pouZili reagent E na 3
minuty a rezy oplachli pod te€ucou vodou po€as 5 minat. Farbenie glykogénu bolo
vykonané podla protokolu vyrobcu s pouzitim kyseliny jodi€nej a Schiffovho Cinidla.
Mikroskopické vyhodnotenie bolo vykonané pomocou svetelného mikroskopu
Olympus CX43 s integrovanou digitdlnou kamerou PROMICAM 3-3CP (softvér
QuickPHOTO MICRO 3.2, Praha, Ceska republika).

Vysledky

Glukéza predstavuje najddlezitejSi zdroj energie pre procesy prebiehajuce vo
vyvijajacom sa organizme. Uklada sa v hepatocytoch vo forme glykogénu, ktory je
mozné vizualizovat pomocou PAS (Periodic-Acid-Schiff) reakcie [6]. V PAS-
pozitivnych bunkach sa glykogén farbi do purpurova.

V kontrolnej skupine boli vSetky hepatocyty mierne PAS-pozitivne. IntenzivnejSie sa
farbili bunky v okoli v. centralis. V experimentalnej skupine 5 % 24H doslo k vyraznému
zvySeniu mnozstva glykogénu, ¢o sa prejavilo intenzivnym zafarbenim celého
parenchymu pecene. NajintenzivnejSie sa farbili hepatocyty v okoli centralnych zil. V
experimentalnej skupine 10 % 24H bola intenzita zafarbenia glykogénu podobna ako
v predchadzajucej skupine. K vyraznému poklesu intenzity farbenia glykogénu doslo v
experimentalnej skupine 15 % 24H. V experimentalnej skupine 20 % 24H sa glykogén
opat’ mierne zvysil, pricom jeho distribucia v pe€efiovom parenchyme bola rovnaka
ako v predchéadzajucich skupinach.
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Obréazok 1 Experimentalne 24h skupiny; Na obrazku je zobrazené PAS farbenie 24H skupin a Sipkou
je oznacené miesto s najvyraznejSim zafarbenim v oblasti okolo krvnych ciev. Mierka 100 yum

Obrazok 2 Experimentalne 48h skupiny; Na obrazku je zobrazené PAS farbenie 48H skupin a Sipkou
je oznacené miesto s najvyraznejSim zafarbenim v oblasti okolo krvnych ciev. Mierka 100 um

V experimentalnej skupine 5 % 48H bola intenzita farbenia glykogénu mierne zvySena
v porovnani s kontrolnou skupinou. K dalS§iemu miernemu zvySeniu glykogénu doslo
aj v experimentalnej skupine 10 % 48H. Nasledne mnozZstvo glykogénu kleslo v
experimentalnych skupinach 15 % 48H a 20 % 48H.
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Diskusia

Vzhladom na zdravotné rizika spojené s konzumaciou etanolu sme sa zamerali na
skumanie jeho histologickych u€inkov na pecen kuracich embryi. U vtakov sa glykogén
uklada hlavne v peceni, v pripade potreby sa rozklada na glukézu a uvolhuje sa do
krvného obehu, aby poskytol telu energiu [7]. Histologické Studie ukazuju, ze
akumulacia glykogénu v peceni sa vyrazne liSi v zavislosti od vyvinového Stadia a
zivoCiSneho druhu. V prenatalnom obdobi bolo pozorované vysSie mnozstvo
glykogénu v hepatocytoch kuracich embryi v porovnani s inymi modelmi (napr.
potkanov), ¢o poukazuje na vyznamné rozdiely v metabolizme sacharidov pocas
vyvinu pecene [8]. Histologické hodnotenie glykogénu v peceni, ktoré sme vizualizovali
pomocou PAS reakcie, ukazalo v 24H skupinach (5 % 24H a 10 % 24H) zvySenie
glykogénu, najma v okoli centralnych vén, zatial ¢o vySSie koncentracie (15 % 24H a
20 % 24H) spbsobili jeho pokles alebo len mierny narast oproti kontrolnym skupinam.
Po 48H expozicii sme zaznamenali podobny trend, mierne zvySenie glykogénu pri
nizsich koncentraciach (10 % 48H) a pokles pri vysSich (15 % 48H a 20 % 48H). Tieto
vysledky naznacuju, ze kratkodoba expozicia nizkym davkam etanolu méze stimulovat
zasoby glykogénu, zatial ¢o vySSie davky viedli k ich redukcii, o mbze odrazat
metabolicky stres pecCene. Literatura uvadza, Ze fetalna pecen cicavcov vykazuje
Specificky metabolicky profil, kde je glukoneogenéza potlacena a pecen sa sustredi
primarne na akumulaciu glykogénu a lipidov ako energetickych rezerv pre postnatélne
obdobie [9]. Hoci je metabolizmus vtacieho embrya v mnohom Specificky (napriklad
vysokou zavislostou od Zitkovych lipidov; [10] dynamika zmien v zasobnom glykogéne,
ktoru sme pozorovali, naznaCuje, Ze etanol mdze zasahovat do tychto zakladnych
anabolickych procesov spolo¢nych pre vyvijajuce sa embrya stavovcov. Podobné
experimentalne Studie sa zameriavaju aj na ucinky réznych xenobiotik a toxickych
latok na metabolizmus glykogénu v peceni, pricom preukazuju, Zze hepatotoxické
faktory mézu vyznamne ovplyvnit jeho syntézu, akumulaciu aj mobilizaciu, ¢im
dochadza k naruSeniu energetickej homeostazy hepatocytov [11].

Zaver

Nasa praca potvrdila, Ze expozicia réznym koncentraciam etanolu vyznamne
ovplyviiuje metabolizmus glykogénu v peceni kuracich embryi, ¢o sa prejavilo
zmenami v intenzite PAS reakcie. Zatial o nizSie koncentracie etanolu (5 % a 10 %)
viedli k poc€iato¢nej akumulacii glykogénu najma v okoli centralnych vén, vysSie davky
(15 % a 20 %) sposobili jeho nasledny pokles. Pozorované zmeny naznacuju, Ze etanol
zasahuje do anabolickych procesov a energetickej homeostazy vyvijajucich sa
hepatocytov v zavislosti od davky a €asu pdsobenia. Vysledky u kuracich embryi
koreluji s poznatkami o prenatalnej toxicite alkoholu, ktora u stavovcov vedie k
naruseniu metabolickych funkcii a zasobovania energiou. Model kuracieho embrya sa
tak opat ukazal ako efektivny nastroj na sledovanie hepatotoxickych ucinkov
xenobiotik pocas kritickych faz embryonalneho vyvinu.

Praca bola podporena projektom VEGA 1/0373/24.
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Abstract

The present study provides the first detailed histological analysis of vascular and tissue
alterations induced by the venom of the African ,spitting cobra®“ Naja nigricincta woodi
in the chicken chorioallantoic membrane (CAM) model. Venoms of ,spitting cobras”
are capable of causing severe local tissue damage and ocular injury following contact
with the ocular surface. The aim of this pilot study was to investigate and characterize
the vasoactive and haemotoxic effects of native N. nigricincta woodi venom, and to
further clarify the mechanism underlying venom-induced vascular injury. Application of
5 pl native venom onto CAM vasculature induced rapid hyperaemia and vasodilatation,
followed by a progressive loss of erythrocytes from the vascular lumen, ultimately
resulting in translucent “ghost vessels.” Diffuse haemorrhagic changes and
haemocoagulation were also observed. Histological examination confirmed endothelial
damage, increased vascular permeability, tissue degeneration, and erythrocyte
extravasation. The calculated cumulative score (14.75) indicates a strong irritant
potential according to the Luepke grading system. These findings demonstrate the
presence of venom components affecting vascular integrity and haemostasis. Photos
obtained during the HET-CAM test document a unique mechanism of vascular injury
characteristic for ,spitting cobra“ venoms. As native venom was used, the observed
effects likely reflect pathophysiological processes occurring during envenomation and
may contribute to the development of snake venom ophthalmia in the affected eye.

Keywords: Naja, African ,spitting cobras®, vasoactivity, haemotoxicity, chorioallantoic
membrane

Uvod
.Pfuvajuce kobry“ rodu Naja, predstavuju jedineCnu skupinu jedovatych hadov
s charakteristickou schopnostou aktivne vypudzovat jed z jedovych zubov, smerujac
na oblast tvare a oci potencialneho predatora. Po kontakte s povrchom oka spésobuje
jed tychto hadov vyrazné lokalne poskodenie sprevadzané bolestou, zapalovou
reakciou a narusenim integrity rohovky, priCom v zavaznych pripadoch méze dojst’ az
k trvalému poskodeniu zraku [1].
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NaSa experimentalna Studia nadvazuje na predosly vyskum zamerany na sledovanie
vazoaktivnych a hemotoxickych uc€inkov jedov africkych a azijskych druhov
»pluvajucich kobier“. Po aplikacii na cievy chorioalantoickej membrany vykazovali tieto
jedy velmi Specificky ucinok, charakterizovany prvotnou vyraznou hyperémiou ciev, po
ktorej nasledne dochadzalo k ich postupnému odkrveniu a vybieleniu [1]. Rozhodli sme
sa preto preskumat ucinky jedu dalSej ,pfuvajucej kobry“ druhu Naja nigricincta woodi
a doplnit experiment o podrobnejSiu histologicku analyzu, ktora by umoznila
detailnejSie zhodnotenie pozorovanych zmien. Hadie jedy predstavuju vyznamny zdroj
biologicky aktivnych molekdl s potencialnym farmakologickym a terapeutickym
vyuzitim, preto je detailna analyza ich uc¢inkov a mechanizmov pésobenia nevyhnutna
pre dalSi biomedicinsky vyskum.

Materiéal a metodika

Pre potreby experimentalneho vyskumu bol pouZzity model kuracej chorioalantoicke;j
membrany (CAM) (Gallus gallus domesticus, Lohmann Brown). Oplodnené vajcia z
certifikovaného chovu (Parovské Haje, Nitra, Slovensko) boli 240 hodin inkubované
(ET 49, ART 549) za Standardnych podmienok (37,5 °C, relativna vihkost 60 %;
automatické otacanie), pricom der zaciatku inkubécie je oznaeny ako 0. embryonalny
den (0. ED). Na 3. ED boli z kazdého vajca asepticky odobraté 2 ml bielka a inkubé&cia
dalej pokraCovala pri nezmenenych podmienkach. Zmrazeny nativny jed pripraveny
zmieSanim vzoriek od viacerych jedincov druhu Naja nigricincta woodi pochadzal
z chovného zariadenia spoloénosti VIPERAFARM (zmluva o spolupraci C.
241/2017/UVLF). Samotné testovanie prebiehalo na 9. ED, kedy bolo na odhalené
cievy Styroch samostatnych CAM aplikovanych 5 pl rozmrazeného nativneho jedu.
V kontrolnej skupine bolo namiesto jedu aplikovanych 5 ul aqua pro injectione.
V okamihu aplikacie zacCina plynut patminuatovy hodnotiaci interval, poCas ktorého
prebieha kontinualne sledovanie a fotograficka dokumentacia (Olympus SZ61; Quick
Photo Micro) vaskularnych reakcii (hyperémia, hemoragia, hemokoagulacia) na CAM.
Pozorované ucinky boli nasledne vyhodnotené pomocou bodovacieho systému podla
Luepkeho, na zaklade ¢oho bolo vypocitané kumulativne skére a stanoveny iritaCny
potencial testovaného jedu [2].

Vzorky CAM s najvyraznejSimi vaskularnymi zmenami, ako aj vzorky z kontrolnej
skupiny, boli dalej spracované na histologicki analyzu za ucelom detailného
posudenia jedom indukovanych patologickych zmien. Tkaniva boli fixované v
Dentsovom roztoku, zaliate do parafinu a krajané na 7 pm rezy pomocou mikrotomu.
Preparaty boli farbené hematoxylinom a eozinom (H&E), montované do trvalého
meédia a analyzované svetelnym mikroskopom Olympus CX43 vybavenym digitalnou
kamerou PROMICAM 3-5CP+ [3].

Vysledky
Po aplikacii sa jed postupne Siril po CAM a v okoli miesta dopadu kvapky jedu vznikala
zretefna kruhovita zéna odliSného sfarbenia, priCom na rozhrani medzi jedom
zasiahnutou a jedom nezasiahnutou ¢astou membrany bolo mozné pozorovat jemnu
hemoragicku liniu a miestami drobné krvné zrazeniny.
V prvych 30 sekundach po aplikacii sme v mieste kontaktu CAM s jedom pozorovali

PREDKLINICKE STUDIE
93



vznik vyraznej hyperémie, najmad mensich ciev. V tesnom okoli koncového vetvenia
drobnych kapilar a mensich ciev vznikali Cerveno sfarbené oblasti s difuznym
charakterom, pravdepodobne v désledku zacinajuceho krvacania. Tento obraz
naznaduje narudenie integrity cievnej steny s naslednym unikom erytrocytov. Cervené
sfarbenie v bezprostrednej blizkosti cievy pdsobi ako fokalna oblast hemoragickej
infiltracie asociovanej s lokalnym vaskularnym poskodenim.

V druhej minate po aplikacii pretrvava hyperémia a vazodilatacia jedom zasiahnutych
ciev, avSak v niektorych usekoch tychto ciev nastala viditelna vazokonstrikcia. Kapilary
a menSie cievy, okolo ktorych boli predtym pozorované difuzne Cerveno sfarbené
oblasti su uz bezfarebné az biele, pravdepodobne v désledku absencie erytrocytov
v danych cCastiach ciev. Na zaklade vizualneho hodnotenia predpokladame, Zze
k tomuto javu dochadza pravdepodobne kvéli rupture ciev alebo zvySenej permeabilite
cievnych stien. Tento jav prvotného difizneho sfarbenia okolia ciev a naslednej upinej
straty sfarbenia a vybielenia tychto ciev postupuje od najdrobnejSich kapilarnych
zakonceni, cez menSie bo¢né vetvenia az smerom k vacsim cievam, ¢o mozno
v niektorych éastiach pozorovat ako farebny gradient pozdiz cievy, od najsvetlejSich
vybielenych koncovych €asti az po hyperemické prekrvenie najvacsich ciev (Obr. 1).
Na 2 zo 4 CAM bol pozorovany vznik krvnych zrazenin uz poc€as prvych dvoch minut
od aplikacie jedu.

pred aplikaciou 0.5 min 2 min 5 min

.

Obrézok 1 Detailny zaber cievy, na ktorej pozorujeme postupné vymiznutie erytrocytov z limenu v
priebehu 5 minatového hodnotiaceho intervalu, po aplikacii 5 pl jedu hada druhu Naja nigricincta woodi

Po 5 minatach od aplikacie bolo mozné pozorovat vyrazné vymiznutie ciev v oblasti
aplikacie jedu. Cievy, v okoli ktorych bolo predtym pozorované difuzne &ervené
sfarbenie boli ,vyprazdnené“ a priesvitné, zatial ¢o difuzne Cervené sfarbenie dalej
postupovalo a objavilo sa v okoli najva¢Sich a najhrubSich ciev, na ktorych bola
v predoslych minutach pozorovana iba hyperémia a vazodilatacia.

Na vSetkych Styroch testovanych CAM bol teda pozorovany ten isty fenomén —
v mieste aplikacie jedu vznikla okamzita hyperemicka reakcia jedom zasiahnutych ciev
a v okoli tychto hyperemickych ciev sa postupne objavovalo difazne ¢ervené sfarbenie
nasledované vymiznutim krvi z cievneho Iumenu, priCom tieto cievy nadobudli
priesvitny vzhlad. ,Vybielenie“ ciev malo postupny, plynuly a progresivny charakter z
¢oho predpokladame, Ze ak by test prebiehal dlhdie nez 5 minut, oblast’ poSkodenia
by sa dalej rozSirila a postupne by sa odkrvili a vymizli aj dalSie cievy.
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Podla Luepkeho hodnotiaceho systému bolo pozorovanym reakciam priradené
bodové hodnotenie a z neho vypocitané kumulativne skore 14.75. Tato hodnota spada
do rozsahu pre silny iritaény potencial (9.0 - 21.0) t. j. vysledny iritany potencial pre
davku jedu hada druhu N. nigricincta woodi 5 pl bol vyhodnoteny ako silny.

pred aplikaciou 0.5 min 2 min 5 min

Kontrola

Obréazok 2 Mikroskopické zmeny na CAM pozorované po aplikacii 5 pl nativneho jedu hada druhu Naja
nigricincta woodi (1.-4.) v porovnani s kontrolou; mierka: 1 mm

V porovnani s kontrolnou skupinou (Obr. 3A), v ktorej bola zachovana fyziologicka
architektura CAM bez degenerativnych alebo hemoragickych zmien, experimentélne
vzorky exponované hadiemu jedu (Obr. 3B-D) vykazovali vyrazné Strukturalne
alteracie postihujuce vsetky vrstvy CAM. Ektodermalna vrstva bola miestami vyrazne
poSkodena az fokalne absentovala, priom v zachovanych oblastiach bola pritomna
vyrazna hemoragia. Subektodermalne kapilary vykazovali degenerativne zmeny
endotelu, poruSenie integrity cievnej steny a zvySenu vaskularnu permeabilitu s
vyraznou extravazaciou erytrocytov. Mezoderm bol charakterizovany stromalnou
rarefakciou, stratou vlaknitych komponentov a pritomnostou pocetnych dutin,
reflektujucich destrukciu mezenchymalneho stromatu. Endodermalna vrstva bola
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diskontinualna a fokalne separovana od mezodermu. Su€asne bola pritomna difuzna
hemoragia a lokalna infiltracia zapalovymi bunkami. Morfologické zmeny koreluju s
vyraznym cytotoxickym uc€inkom hadieho jedu, manifestovanym vaskularnym
poskodenim, hemoragiou a destrukciou architektury CAM.

3

50 pm 50 pm

Obrazok 3 Histologicka analyza chorioalantoickej membrany po expozicii jedu hada druhu Naja
nigricincta woodi: kontrolna vzorka (A) a experimentalne vzorky (B—-D). Farbenie hematoxylin-eozin
(H&E), mierka 50 pm; Ec — ektoderm; M — mezoderm; En — endoderm; * — krvné cievy; | — deStrukcia
ektodermu; | — hemoragické zmeny s extravazaciou erytrocytov a poSkodenim cievnej steny; | —
poSkodenie a separacia endodermu; A — redukcia mezenchymalneho spojivového tkaniva

Diskusia

Historicky boli vSetky africké ,pluvajuce kobry“ povazované za jeden druh Naja
nigricollis. Druh Naja nigricincta woodi bol dlho pokladany za poddruh Naja nigricollis
a az neskorSie analyzy viedli k postupnému vycCleneniu viacerych samostatnych
taxonov, vratane Naja nigricincta woodi a Naja ashei. Fylogenetické Studie zaroven
poukazali na to, Ze pbévodne SirSie chapany druh N. nigricollis predstavoval
polyfyleticku skupinu a druh N. nigricincta woodi vykazuje blizSiu evoluénu pribuznost
k druhom N. ashei a N. mossambica nez k druhu N. nigricollis [4].

NaSa predchadzajuca Studia bola zamerana na sledovanie embryotoxickych,
vazotoxickych a hemotoxickych ucinkov jedov africkych druhov ,pluvajucich kobier” N.
nigricollis a N. ashei. Testy s vyuZitim modelu kuracieho embrya a kuracej CAM
poukazali na vysoku embryonalnu mortalitu po aplikacii jedu hadov druhu N. nigricollis
a vyrazny iritaény efekt na cievach CAM po aplikacii oboch jedov N. nigricollis a N.
ashei [1].

Vzhfadom na naSe predchadzajuce skusenosti a skutoCnost, Ze pbévodny druh
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N. nigricollis preSiel v priebehu rokov viacerymi taxonomickymi zmenami, sme sa
rozhodli pokraCovat' s testovanim dalSich jedov tejto skupiny africkych ,pluvajucich
kobier. V nadvéaznosti na predchadzajucu pracu sme nas vyskum rozsirili o dalsi
pribuzny taxén N. nigricincta woodi, prifom sme nasu mikroskopicku analyzu doplnili
histologickym hodnotenim jedom poskodeného tkaniva. Uginok jedov ,pluvajucich
kobier” sa v naSich pozorovaniach ukazal ako komplexny a v kontexte hadich jedov do
urCitej miery unikatny vzhladom na charakter sledovanych vaskularnych zmien.
Opakovane sme zdokumentovali fenomén postupného ,vyprazdriovania“ ciev,
sprevadzany ich vyblednutim a stratou viditelnej perfuzie. Tento jav sme zatial
nezaznamenali pri zZiadnej inej skupine hadich jedov. Histologicky sme pozorovali
splostenie a stentenie CAM sprevadzané degenerativnymi zmenami endotelu a
znamkami zvySenej vaskularnej permeability. Tieto alteracie v mikrocirkulacii su
pravdepodobne spojené s poruchou perfazie a kolapsom ciev. Mozno tak
predpokladat, Zze prave v dosledku tychto zmien dochadza k vzniku odkrvenych tzv.
.ghost vessels®, ktoré predstavuju cievy so zachovanou S$trukturou, avSak bez
pritomnosti erytrocytov v limene.

Limitaciou Luepkeho metodiky je, ze tento bodovaci systém hodnoti pritomnost
hyperémie, hemoragii a hemokoagulacie v zavislosti od ¢asu ich nastupu po aplikécii
jedu. NaSe vysledky naznacuju, ze tieto prejavy mézu byt dynamickeé a reverzibilné,
pricom po pociato€nej hyperémii ciev mdze nasledne dojst k jej Ustupu a prechodu do
stavu znizenej krvnej perfluzie ciev (,ghost vessels®). Sufasne sa pozorované
hemoragie javia prevazne ako mierne a difuzne, o vSak neumoznuje ich jednoznaénu
bodovu odlisitelnost v ramci Luepkeho hodnotenia od vyraznejSich krvacavych
prejavov pozorovanych pri inych typoch hadich jedov. Vzhladom na tieto zistenia sme
sa rozhodli rozSirit metodicky pristup aj o histologicku analyzu jedom poskodenych
CAM, z ktorych boli odobrané vzorky tkaniva na zaver 5 mintitového hodnotiaceho
intervalu po aplikacii jedu. Cielom bolo detailnejSie charakterizovat a ozrejmit
patologické zmeny na cievach vyvolané pésobenim jedu hadov druhu N. nigricincta
woodi. Predpokladame, Ze pozorované ucinky su sucastou komplexného pésobenia
hadieho jedu, ktoré je vysledkom interakcie viacerych molekulovych komponentov s
réznymi ciefovymi Strukturami cievnej steny a okolitych tkaniv. Histologicka analyza
potvrdila posSkodenie cievnych Struktur sprevadzané hemoragiou, €o potvrdzuje
spravnost nasho hodnotenia a stanoveného kumulativheho skére, kedZe krvacavée
prejavy neboli po¢as samotného testu dostatoCne opticky vyrazné na jednoznacné
posudenie rozsahu vaskularneho poskodenia.

Pre potreby vyskumu bol pouzity nativny jed, ktory presiel iba procesom zmrazenia a
nasledného rozmrazenia, preto predpokladame, Ze ucinky pozorované na cievach
CAM spolahlivo reflektuju biologicku aktivitu jedu v envenomovanom organizme.
Vzhlfadom na Specificki schopnost ,pluvajucich kobier® cielene vypudzovat jed
smerom na oci predatora, ziskané vysledky prispievaju k detailnejSiemu pochopeniu
mechanizmu uc€inku jedu v zasiahnutom oku. Kuracia CAM predstavuje jedinu
organotypicku kultivaénu metddu, ktora priamo modeluje konjunktivalne ucinky a ide
tak o jedineCny systém napodobnujuci spojivku oka, ktory poskytuje informécie
o prebiehajucich vaskularnych dejoch [5]. Takyto pristup prinasa eticky prijatefnu
alternativu k tradiénému Draizeho ofnému testu na kralikoch a umoziiuje detailné
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hodnotenie okulotoxického ucinku hadich jedov. Z hladiska medicinskej praxe by bolo
vhodné otestovat aj biologicku aktivitu jedu po neutralizacii Specifickym protijedom, s
cielom overit ucinnost jeho inhibicie.

Zaver

Testovany jed hadov druhu Naja nigricincta woodi vyvolal patologické zmeny ciev
podobného charakteru ako jedy ostatnych africkych ,pluvajucich kobier® v nasich
predchadzajucich experimentoch. Histologicka analyza potvrdila poSkodenie cievnych
Struktar sprevadzané hemoragiou, ¢o potvrdzuje spravnost nasho hodnotenia a
stanoveného kumulativneho skére. Ziskané vysledky dokazuju, Ze v testovanom jede
su pritomné zlozky s u¢inkom na cievy a hemostazu. V dalSej faze vyskumu bude tato
pilotna Studia doplnena testom embryotoxicity, ktory umozni sledovat vplyv jedu hadov
druhu N. nigricincta woodi na embryonalnu mortalitu a vybrané organové sustavy.
SucCasne je potrebné vykonat komplexnu proteomickd analyzu jedu, izolaciu
jednotlivych frakcii a nasledne testovat ich samostatné aj kombinované ucinky s
cielom identifikovat zlozky zodpovedné za pozorované vaskularne zmeny.
Identifikacia bioaktivnych latok s ucinkom na cievny systém modze v buducnosti
predstavovat vyznamny zaklad pre vyvoj novych terapeutickych pristupov a
farmakologicky vyuZzitelnych molekul.

Vyskum bol realizovany ako suc€ast grantovych uloh APVV-22- 0101, VEGA 1/0074/24
a VEGA 1/0373/24 rieSenych na Univerzite veterinarskeho lekarstva
a farmacie v KoSiciach.
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Abstract

The aim of our work was to evaluate the genotoxic and cytotoxic effect of combined
exposure to miconazole-nitrate and acetamiprid for 48 h in bovine lymphocytes in vitro.
Neonicotinoid insecticide acetamiprid is often used against sucking-type insecticide on
fruit and vegetables. Its mode of action is inhibition acetylcholinesterase causing
overexcitation in the nervous system and death. Miconazole nitrate in common azole
antifungal drug used in veterinary medicine. It acts as an inhibitor of ergosterol
synthesis and reactive oxygen species inductor. To assess this effects, micronucleus
(MN) test, cytokinesis-block proliferation index (CBPI) and TUNEL assay were done
on cells exposed at concentrations ranging from 0,625 to 25 pg. mL™* on two patients.
The results showed a dose-dependent increase in formation of micronucleus and
subsequently DNA fragmentation visible by TUNEL assay, linked with a decrease in
CBPI meaning decrease cell proliferation and increase cytotoxic effect. These results
suggest that the mixture induce dose-dependent genotoxic and cytotoxic effect on
bovine lymphocytes and encourages continued efforts on toxicological experiments in
the future.

Keywords: acetamiprid, apoptosis, genotoxicity, miconazole-nitrate

Introduction

The use of pesticides has risen sharply over recent decades. There are widely used in
agriculture to protect crops from a variety of pests, including insects, fungi, and other
harmful organisms, while also contributing to increased agricultural productivity [1]. In
addition to their agricultural applications, certain pesticides are also used in veterinary
and human medicine for the prevention or treatment of specific diseases.

The intensive use of pesticides in recent years has prompted scientists to study the
effects these various compounds may have on the environment, non-target species
and, consequently, biodiversity, as well as on human and animal health [2]. Animals
and humans are chronically exposed to pesticide residues, particularly through food
consumption, contaminated water or environmental conditions [3].

Neonicotinoids is one of the most use class of insecticides worldwide due to their high
efficacy and systemic mode of action [4]. They have an agonist effect on insect nicotinic
acetyl-choline receptors (nAChRs) and act likes acetylcholine on the synapse without
the degradation by anticholinesterase inducing an overexcitability of the central
nervous system of the insect and leading to death [5]. Acetamiprid is the latest
neonicotinoids authorized in European market. Another commonly used compound is
the fungicide of azole family such as miconazole nitrate mainly used in agricultural but
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also in human and veterinary medicine. They exert their primary activity through
inhibition of the fungal cytochrome P450-dependent enzyme lanosterol 14a-
demethylase (CYP51), a key enzyme in the ergosterol biosynthetic pathway [6].

Their effects alone are documented but not studied as a combination as it is possible
to find in the environment due to their bioaccumulation. The aim of this study is to
evaluate the potential cytotoxic and genotoxic effect of a mixture of miconazole-nitrate
and acetamiprid on bovine peripheral lymphocytes in in vitro conditions after prolonged
exposure using the detection of micronuclei, apoptotic changes and cell proliferation
changes.

Material and methods

Peripheral bloods from two healthy calves (patients) were collected and lymphocytes
were extracted, cultured and exposed during 48h with different concentrations of the
mixture of Mospilan® 20SP and miconazole nitrate (0.625; 1.25; 2.5; 5; 12.5; and 25
ug. mLt) and a control condition with DMSO [7]. The genotoxicity effect was studied
with a cytokinesis-block micronucleus (CBMN) test assessed to determine the number
of micronuclei in binucleated cells, sign of chromosomal damage [8]. The cytotoxicity
effect is also studied with the same experiment by using the cytokinesis-block
proliferation index (CBPI) determining the cell proliferation following the different
mixture concentrations. DNA fragmentation was assessed using the TUNEL assay,
which detects DNA strand breaks associated with programmed cell death [7].
Statistical analysis was performed to determine the significance of observed
differences between control and treated groups. The results present as follow: * = p <
0.05; * =p <0.01; ** =p < 0.001.

Results
Micronuclei induction in bovine lymphocytes after prolonged (48 h) exposure is shown

in Figure 1.

Concentration in pg.mL?

Binucleated cells with micronuclei

Figure 1 Micronuclei induction after acetamiprid and miconazole-nitrate exposure for 48 h
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In patient 1, we observed statistically significant increase in MN induction at
concentrations of 2.5 - 12.5 ug. mL* (p < 0.05). At the highest tested concentration,
we also observed an increase in MN induction without significance probably due to
higher cytotoxic effect tested chemicals. In patient 2, we found out statistically
significant increase in micronuclei production for the concentration 1.25 pg. mL™* (p <
0.01) to 25 pug. mL* (p < 0.05) (Fig. 1).

For CBPI analysis, we observed statistically significant dose-dependent decrease of
CBPI value in all the concentrations tested from the lowest concentration; for patient 1
(p < 0.05) and for patient 2 (p < 0.01) (Fig. 2).
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Figure 2 Changes in CBPI index after induction after acetamiprid and miconazole-nitrate exposure for
48 h

In patient 1, we observed a statistically increase of TUNEL positive cells at 5 pug. mL?
(p <0.05), 12,5 pug. mL? (p < 0.01) and at the highest concentration 25 pg. mL™* (p <
0.001). At lower concentrations (0,625 pug. mL* to 2,5 pug. mL™1), the increase of positive
cells was observed, but without statistical significance. For the patient 2, we saw also
a statistically increase of positive cells between 2,5 ug. mL? (p < 0.01) to 25 pg. mL?
(p < 0.001). Same than the first patient, at lower concentrations 0,625 and 1,25 ug.
mL-1, the increase is present but with no statistical significance (Fig. 3).
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Figure 3 Detection of apoptotic-like changes (DNA fragmentation) after acetamiprid and miconazole-
nitrate exposure for 48h

Discussion

The present study demonstrates that the combination of miconazole and acetamiprid
induces significant genotoxic and cytotoxic effects in bovine lymphocytes. Our results
for the CBMN assay show a dose-dependent genotoxic effect of this mixture by an
increase in visible chromosomal damage for both patients. However, the CPBI shown
also a dose-dependent cytotoxic effect for both patients. Additionally, the elevated level
of DNA fragmentation observed in the TUNEL assay suggests activation of apoptosis
as a response to DNA damage. These findings are consistent with previous studies
reporting genotoxic effects of neonicotinoids [9,10], and azole compounds individually
[7]. However, the present results highlight the potential for enhanced toxicity when
these compounds are combined. The importance of the combined action of chemical
substances is also indicated by experimental studies, which demonstrated higher
genotoxicity and cytotoxicity of pesticide mixtures compared to individual substances,
which suggests a possible synergistic effect [11]. This study supports the need for
further research on mixture toxicity and its implications for animal and human health.

Conclusion

Through a series of experiments, including the MN test, the proliferation index CBPI,
and the TUNEL assay, our results clearly demonstrated a dose-dependent genotoxic
and cytotoxic effect induced by this mixture at concentrations ranging from 2.5 pg. mL"
1to 25 pg. mL?t on bovine lymphocytes in vitro. These complementary assays
demonstrate that the tested mixture induces chromosomal damage and impairs cell
proliferation, likely through mechanisms involving apoptosis and/or oxidative stress in
lymphocytes. Finally, this work highlights the need to further investigate the toxicity of
pesticide mixtures commonly used in agriculture or medicine and is particularly
important given that real life exposure often involves complex mixtures rather than
single compounds.

The work was supported by the project VEGA no. 1/0240/25.
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Abstract

The ventriculus of the honey bee (Apis mellifera) represents the main site of digestion
and absorption of nutrients, while the integrity of its epithelium is essential for the
proper function of the digestive tract. The aim of the work was to evaluate
morphological and degenerative changes in the ventriculus epithelium in healthy and
pathologically altered honey bee individuals. Histological sections were examined by
light microscopy after staining with hematoxylin-eosin. In healthy individuals, the
normal architecture of the columnar epithelium was preserved with a compact
arrangement of cells and an intact apical surface. Pathologically altered samples
showed epithelial disorganisation, vacuolization of the cytoplasm, cell degeneration
and disruption of the continuity of the epithelial layer. In some areas, intracellular
accumulation of microsporidial stages and desquamation of cells into the lumen were
observed. The results point to the importance of the integrity of the ventricular
epithelium for maintaining the physiological function of the digestive tract and confirm
that degenerative changes in the epithelium can significantly affect the metabolic state
of the bee.

Keywords: Apis mellifera, ventriculus, histology, degeneration, Nosema spp.

Uvod

V&ela medonosna (Apis mellifera) patri medzi vyznamné modelové organizmy
vyuzivané pri Studiu ochoreni traviaceho traktu. Infekcia mikrosporidiami rodu Nosema
spp. spbsobuje vyrazné morfologické a funkéné zmeny Creva, predovSetkym v oblasti
stredného Creva (ventrikulus). Histologické pozorovania poukazuju najma na
intracelularnu proliferaciu parazita v epitelovych bunkéch, sprevadzanu degeneraciou
buniek a narudenim Struktury epitelovej vrstvy [1,2].

Ventrikulus vCely medonosnej je histologicky tvoreny tromi zakladnymi vrstvami:
svalovou vrstvou, sliznicou a peritrofickou membranou [3]. VonkajSiu ¢ast tvoria vrstvy
prieéne pruhovaného svalstva usporiadané v pozdiznom, Sikmom a prstencovom
smere. Sliznica pozostava z jednoduchého kubického az cylindrického epitelu, v
ktorom sa nachadzaju sekre¢né, regeneracné, poharikovité a neuroendokrinné bunky
[4]. Regeneracné bunky su ulozené bazalne a predstavuju populaciu kmefiovych
buniek zabezpec&ujucich obnovu epitelu. Peritrofickh membrana, tvorena chitinom a
proteinmi, vytvara ochrannu bariéru okolo traveného obsahu C&reva. Pri infekcii
mikrosporidiami rodu Nosema spp. dochadza k vyraznym degenerativnym zmenam
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epitelu ventrikula. Infikované bunky su zvacsené v désledku intracelularneho edému a
akumulacie pocetnych spér [3]. Postupna degeneracia a nepravidelna deskvamacia
sekrecnych buniek spdsobuju narusenie kontinuity ¢revnej steny. V bunkach sa mézu
objavovat aj znamky nekrozy, napriklad hyperchromatické alebo pyknotické jadra.
Znizena sekrecna aktivita vedie k redukcii alebo strate peritrofickej membrany, ¢o
negativne ovplyviiuje travenie a absorpciu zivin [3,5]. V dbésledku tychto zmien
dochadza k oslabeniu metabolizmu a energetickému deficitu vCely. Histologické
vySetrenie umoznuje detailné hodnotenie architektury epitelu, lokalizacie
degenerativnych zmien a rozsahu poSkodenia tkaniva. V porovnani s rutinnymi
diagnostickymi metédami poskytuje presnejSie informacie o morfologickom stave
ventrikula a jeho funkCnej integrite. Cielom prace bolo porovnat morfologiu
ventrikularneho epitelu zdravych a patologicky zmenenych jedincov v€ely medonosnej
a charakterizovat' hlavné degenerativnhe zmeny pozorované v epiteli stredného Creva.

Materiél a metodika
Odber materialu
Vzorky pozostavali z dospelych robotnic véely medonosnej (Apis mellifera), ktoré boli
rozdelené do kontrolnej skupiny (zdravé jedince) a experimentalnej skupiny (uhynuté
jedince s potvrdenou infekciou Nosema spp.). U vSetkych jedincov bol nasledne
preparovany traviaci trakt so zameranim na stredné Crevo (ventrikulus) (Obr. 1).

A B C D

Obrézok 1 Zadna Cast traviaceho traktu a bodacieho Ustrojenstva vCely medonosnej; Legenda: A =
bodacie ustrojenstvo; B = konec¢nik; C = tenké &revo; a D = strednda €ast Creva (ventrikulus)

Histologické spracovanie

Vzorky odobratych tkaniv urené pre mikroskopické hodnotenie boli fixované v
Dentsovom fixachom médiu (roztok metanolu a dimetylsulfoxidu v pomere 4:1; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) miniméalne 24 hodin po odbere. Nasledne boli vzorky
dehydratované v etanolovej rade, prejasnené a zaliate do parafinu. Pomocou
rotatného mikrotdmu (Leica RM2244, Leica Microsystems) boli pripravené sériové
rezy s hrubkou 7 pum, ktoré boli farbené rutinnou histologickou metdédou hematoxylin-
eozin (H&E). V pripade Obrazku 3 a Obrazku 4 bol pred farbenim hematoxylinom
pouzity roztok Alcianovej modrej — Alcian blue (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Jadr& buniek boli dofarbené Mayerovym hematoxylinom (Millipore Sigma, St. Louis,
MO, USA) a cytoplazma 1 % eozinom (Eosin G o Y, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Takto spracované histologické rezy boli nasledne montované do
permanentného média (Entellan, Millipore Sigma, St. Louis, MO, USA) za ucelom
vytvorenia trvalych preparatov. VSetky zafarbené preparaty boli hodnotené pomocou
svetelného mikroskopu Olympus CX43 (Olympus, Tokio, Japonsko) s integrovanou
digitdlnou kamerou PROMICAM 3-5CP+ (Promicra, Praha, Ceska republika).
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Vysledky

Morfologia zdravého ventrikula

Histologické rezy zdravého ventrikula vykazovali zachovanu architekturu Crevnej steny
s pravidelne usporiadanym epitelom bez znamok degenerativnych zmien. Bunky
epitelu mali homogénnu cytoplazmu a zachovanu integritu apikalneho povrchu.
Peritroficka membrana tvorila suvislu vrstvu oddefujucu epitel od lumenu Creva s
traviacim obsahom. V okoli ventrikula boli pritomné aj Malpighiho kanaliky bez
patologickych zmien. Pri réznych zvacSeniach bola zachovana fyziologicka
organizacia jednotlivych Struktur bez pritomnosti spér alebo deskvamacie buniek (Obr.
2).

Obrézok 2 Histologicky obraz ventrikula zdravej v€ely; Legenda: E — bunky svalovej vrstvy, PM —
peritrofickd membrana a MT — Malpighiho kandlik, * — [imen s trdviacim obsahom

Degenerativne zmeny epitelu

V histologickych rezoch infikovanych jedincov boli pozorované vyrazné degenerativne
zmeny epitelu ventrikula. Epitelové bunky vykazovali hypertrofiu, vakuolizaciu
cytoplazmy a naruSenie pravidelnej architektury epitelovej vrstvy. V cytoplazme
enterocytov sa nachadzali poCetné intracelularne vyvojové Stadia a spory Nosema
spp., pricom v niektorych bunkach dochadzalo k posunu alebo pyknoze jadier. V
pokrocilejSich Usekoch bola pozorovana dezorganizacia epitelu sprevadzana
naruSenim kontinuity apikalneho povrchu a deskvamaciou degenerovanych buniek do
[umenu Creva. Volné spéry, bunkovy detritus a degenerovany material pritomny v
lumene poukazovali na aktivne uvolfiovanie parazita z poSkodenych enterocytov.
Crevna stena pdsobila nepravidelne a celkova integrita tkaniva bola vyrazne narusena
v porovnani so zdravymi jedincami. Pri vy8Sich zvaéseniach boli zretelné detailné
morfologické zmeny enterocytov, strata organizacie epitelu a progresivna degeneracia
ventrikularnej sliznice, zodpovedajuca typickému histopatologickému obrazu
nozematozy popisovanému v literatare (Obr. 3,4).
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Obréazok 3 Celkova dezorganizacia epitelu ventrikula pri nizSom zvacSeni (objektiv 10x); Legenda: E —
epitel, L — limen, MT — Malpighiov kanalik

Obrézok 4 Detail degenerovanych buniek s intracelularnym obsahom zodpovedajicim vyvojovym
Stadiam Nosema spp. (objektiv 40x); Legenda: hruba Sipka — absencia peritrofickej membrany, tenk&
dlha Sipka — hyperchromne a pyknotické jadra epitelovych buniek a zvaéSeny objem epitelovych buniek
sliznice so svetlou granulovanou cytoplazmou, hviezdicka — epitelové bunky so svetlou cytoplazmou
obsahujlcou spéry Nosema spp

Diskusia
Vysledky prace poukazuju na vyrazné histopatologické rozdiely medzi zdravymi a
infikovanymi v&elami, najma v oblasti epitelu ventrikula. Pozorovana intracelularna
akumulacia spor, dezorganizacia epitelu a vakuolizacia buniek potvrdzuju, ze
ventrikulus predstavuje hlavné ciefové tkanivo infekcie Nosema spp.
Ziskané nalezy su v sulade s predchadzajucimi Studiami, ktoré opisuju vyrazny
tropizmus Nosema spp. pre epitel stredného Creva [2,5]. Podobné prace uvadzaju
zvacsenie infikovanych buniek, posun jadier a progresivnu degeneraciu epitelu
spojenu s intracelularnym mnozenim spor [5,6].
Degenerativne zmeny pozorované v tejto praci pravdepodobne vyznamne ovplyvriuju
traviacu a absorpcnu funkciu ventrikula. PoSkodenie epitelu a narusenie peritrofickej
membrany znizuju absorpciu zivin a vedu k energetickému stresu infikovanych
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jedincov [5,6]. Tieto zmeny mdzu nasledne prispievat k oslabeniu vCiel a destabilizacii
vCelstva.

Pritomnost pocCetnych spér v lumene potvrdzuje aktivhe uvolffovanie parazita z
infikovanych buniek a podporuje vyznam ventrikula ako hlavného miesta replikacie
Nosema spp. Histologické vySetrenie preto predstavuje cennu diagnosticku metédu,
ktora umoznuje hodnotenie lokalizacie infekcie aj rozsahu poskodenia tkaniva.

Aj ked mohli byt niektoré zmeny ovplyvnené postmortalnou degradaciou tkaniva,
charakter a lokalizacia |ézii zodpovedaju typickému obrazu nozematozy
popisovanému v odbornej literature.

Zaver

Histologické vySetrenie preukazalo vyrazné rozdiely medzi zdravym a patologicky
zmenenym epitelom ventrikula u Apis mellifera. Patologické vzorky vykazovali
dezorganizaciu epitelu, vakuolizaciu buniek, degenerativne zmeny jadier a narusenie
integrity Crevnej steny.

Pozorované zmeny poukazuju na vyznam zachovania Struktury ventrikularneho epitelu
pre spravnu funkciu traviaceho traktu a potvrdzuju, Ze infekcia Nosema spp. vedie k
degenerativnym procesom, ktoré mézu vyznamne ovplyvnit fyziologicky stav vcely.

Publikacia vznikla za finanénej podpory projektov APVV-21-0185; GP MSVVaS SR
VEGA 1/0161/23; VEGA 1/0074/24. Financované EU NextGenerationEU
prostrednictvom Planu obnovy a odolnosti SR v ramci projektu 09103-03-V05-00017.
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Abstract

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) severely impairs bone metabolism, induces osteocyte
apoptosis, and disrupts skeletal homeostasis. This study investigated the effects of
fresh and dried sea buckthorn (HR, Hippophae rhamnoides L.) fruit administration on
glycemia and histomorphometric parameters of osteocytes in Zucker diabetic fatty
(ZDF) rats. Untreated ZDF rats showed severe hyperglycemia accompanied by
impaired osteocyte function in both cortical and trabecular bone compartments.
Administration of fresh SB fruit significantly lowered blood glucose levels, increased
osteocyte proportion in both cortical and trabecular bone tissues, and reduced
proportion of empty lacunae in cortical bone. In contrast, application of dried HR fruit
had a weaker effect, reducing hyperglycemia and improving osteocyte proportion only
in trabecular bone. These results point to the fact that technological processing may
cause partial degradation of thermolabile antioxidants in HR. Consequently, preserving
the natural profile of HR is crucial for maximizing its hypoglycemic and osteoprotective
bioactivity.

Keywords: Osteocytes, Type 2 diabetes mellitus, Sea buckthorn, Bone
histomorphometry.

Uvod
Skeletalnu homeostazu koordinuje funkéné syncytium osteocytov, ktoré tvoria viac ako
90 % kostnych buniek. Ich vyvoj, osteocytogenéza, je prisne programovany a
prepojeny s mechanizmami autofagie [1]. Osteocyty sU integrované v
lakunokanalikularnom systéme (LCS), kde ich vybeZzky tvoria komplexnu 3D siet' [2].
Medzibunkovu komunikaciu a transport zivin zabezpecuju spojenia z konexinu 43
(Cx43) [3]. Funkéna zrelost buniek je zaviSena sekréciou sklerostinu a receptora
aktivatora nuklearneho faktora kB ligand (RANKL), ktorymi osteocyty reguluju aktivitu
osteoblastov a osteoklastov [4]. Dominantnou Ulohou osteocytov je
mechanotransdukcia. Fyzické zatazenie aktivuje signalizaciu Wnt/B-katenin a znizuje
hladinu sklerostinu, ¢im stimuluje tvorbu kosti. Naopak, odfahCenie vedie k strate
kostnej hmoty [4,5]. Okrem lokalneho pdsobenia plnia osteocyty aj endokrinnt funkciu
produkciou fibroblastového rastového faktora 23 (FGF23), ¢im prepajaju fyzioldgiu
skeletu s metabolizmom fosfatov a patologiou diabetes mellitus 2. typu (T2DM) [3,5].
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Pri T2DM chronicka hyperglykémia a akumulacia produktov pokrocilej glykacie (AGES)
kriticky znizuju mechanicku odolnost kosti [6,7]. Hyperglykémia spésobuje deformaciu
osteocytov a prostrednictvom signalnych drah p38 a ERK redukuje expresiu Cx43, ¢im
siet’ straca citlivost na zataz [8]. AGEs navySe indukuju apoptézu osteocytov, €o je
asociované s vyskytom prazdnych lakan. Tento stav zvySuje produkciu sklerostinu a
pomer RANKL/OPG, &o vyUstuje do neZiaducej resorpcie kosti [9]. Cerstvé plody
rakytnika reSetliakového (HR, Hippophae rhamnoides L.) st bohaté na flavonoidy a
vitaminy (C a E), pricom efektivne neutralizuji ROS [10]. Lyofilizacia plodov navySe
zachovava vysSiu koncentraciu stabilnych polyfenolov, ktoré v porovnani so susenim
teplom poskytuju stabilnejSiu ochranu kostnému tkanivu [11]. Cielom naSej prace bolo
sledovat’ ucinok Cerstvych a susenych plodov rakytnika reSetliakového na hustotu
osteocytov a lakun u ZDF potkanov, ktoré predstavuju vhodny animalny model T2DM.

Material a metédy

Samce ZDF potkanov (obézne diabetické fa/fa) boli chované na SPU v Nitre za
Standardnych podmienok (12:12 h cyklus svetlo/tma, teplota 22 + 2 °C) s ad libitum
pristupom k vode a krmivu. Na konci 3. mesiaca boli zvieratd nahodne rozdelené do
Styroch skupin po Sest jedincov: nediabetické kontrolné jedince (skupina N), nelieCené
diabetické ZDF potkany (skupina D), ZDF potkany lieené Cerstvymi plodmi HR v
davke 500 mg/kg/den (skupina CR) a ZDF potkany lieCené susenymi plodmi HR v
davke 500 mg/kg/den (skupina SR). Plody HR sa podavali 14 tyzdnov intragastrickou
sondou. Davky a chemicky profil plodov vychadzali z predchadzajucich studii [12].
Vyskum schvalila etick4 komisia NPPC a Statna veterinarna a potravinova sprava SR
(€. 2674-3/2021-220). Na konci experimentu boli zvierata humanne usmrtené. Hladiny
glukdzy v krvi boli stanovené pomocou Glucose Colorimetric Assay Kit (#E-BC-K234-
S; Elabscience, USA). Odobrané femury boli fixované v 4% pufrovanom formaldehyde,
odvapnované 25 dni v Decalcifier | (Leica Biosystems, Nussloch, Nemecko), premyté
vodou (24 h) a re-fixované (24 h). Nasledne boli odobraté prie€ne 5 mm fragmenty z
diafyzy a sagitalne 1 mm rezy z distalnej epifyzy. Vzorky boli dehydratované, zaliate
do parafinu (HistoCore Arcadia, Leica Biosystems) a rezané mikrotdbmom (Microm HM-
430, ThermoFisher Scientific) na 6 pm. Deparafinizované rezy kompaktnej a
Spongiéznej kosti boli farbené Massonovym trichromom. Merali sme hustotu
osteocytov, hustotu prazdnych lakan a celkovld hustotu lakin v kompaktnom
a $pongidznom kostnom tkanive. Statistickl analyzu sme realizovali pomocou softvéru
IBM SPSS Statistics 26.0. Data (priemer + SD) sa vyhodnotili pomocou jednofaktorovej
ANOVA s post hoc testami (Tukey alebo Games-Howell) na zaklade overenia
normality (Shapiro-Wilk) a homogenity variancie (Levene). Signifikancia bola
stanovena na p < 0,05.

Vysledky
plodmi HR glykémiu signifikantne znizila oproti skupine D (p < 0,05), pricom Cerstvé
plody HR boli u€innejSie ako susené plody HR (p < 0,05). Potkany zo skupiny N mali
signifikantne vyS$Sie hodnoty hustoty osteocytov v kompaktnom aj Spongiéznom
kostnom tkanive v porovnani s D skupinou (p < 0,05). Na druhej strane hustota
prazdnych lakan bola signifikantne vySsia pri D skupine v porovnani s N skupinou (p <
0,05). Pozitivny efekt aplikacie Cerstvych plodov HR sme zaznamenali v kompaktnom
aj Spongidéznom kostnom tkanive, priCom hustota osteocytov bola vysSia v skupine CR
v porovnani s D skupinou (p < 0,05). Zarovenn sme v skupine CR identifikovali
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signifikantne nizSiu hustotu prazdnych lakun v kompaktnom kostnom tkanive ako
v skupine D (p < 0,05). Aplikacia susenych plodov HR mala menej pozitivny efekt na
kostné tkanivo. Zaznamenali sme len signifikantne vys$Siu hustotu osteocytov v
Spongidéznom kostnom tkanive v skupine SR v porovnani so skupinou D (p < 0,05).
Celkovd hustota lakin nevykazovala signifikantné zmeny v kompaktnom ani
Spongioznom kostnom tkanive po aplikacii Cerstvych aj susenych plodov HR. Uvedené
vysledky su demons$trované na reprezentativnych mikrofotografiach kompaktného
a Spongiézneho kostného tkaniva (Obr. 1, 2), ako aj v Tabulke 1.

- » N . r

Obrézok 1 Reprezentativne mikrofotografie kompaktného kostného tkaniva vSetkych experimentalnych
skupin (A - skupina N, B - skupina D, C - skupina CR, D - skupina SR). Osteocyty v lakinach - Zlta
Sipka, prazdne lakuny - zelena Sipka. Mierka predstavuje 100 um.

v

T - - r’r-/‘ :
Obrézok 2 Reprezentativne mikrofotografie Spongiézneho kostného tkaniva vSetkych experimentalnych

skupin (A - skupina N, B - skupina D, C - skupina CR, D - skupina SR). Osteocyty v lakunach - Zlta
Sipka, prazdne lakuny - zelena Sipka. Mierka predstavuje 100 um

Tabulka 1: Hladina glukézy a histomorfometrické parametre lakunarneho systému kompaktného
a 8pongiézneho kostného tkaniva ZDF potkanov.

. . . . SR
Merané parametre N skupina D skupina  CR skupina skupina p <0,05
D>N

Glukoza 4,9+ 16,4+ 7,9+ 11,2+ D>CR

(mmol/L) 0,2 1,9 0,9 1,2 D> SR
CR <SR

Kompaktné kostné tkanivo

Hustota osteocytov 659,7+ 276,7+ 413,2+ 668,1+ N>D

(N/mm?plochy kosti) 183,1 81,7 236,0 141,3 CR>D

Hustota prazdnych lakan 350,8+ 700,0+ 508,3+ 277,8+ D>N

(N/mm?plochy kosti) 55,5 158,9 214,8 79,0 D>CR

Celkovéa hustota lakin 1010,6+ 976,7+ 921,565+ 945,8+ )

(N/mm?2plochy kosti) 152,2 127,9 314,9 182,6

Spongiézne kostné tkanivo

Hustota osteocytov 3231+ 1793+ 4263+ 439,8+ CNR>>DD

(N/mm?plochy kosti) 43,5 72,2 89,4 114,9 SR>D

Hustota prazdnych lakin 47,6+ 125,8+ 101,2+ 82,6+ D>N

(N/mm?plochy kosti) 22,5 49,9 31,7 14,6

Celkovéa hustota lakin 370,7+ 355,1+ 460,8+ 4557+

(N/mm?plochy kosti) 32,9 99,3 88,2 91,0 )
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Diskusia

Vyznamnym faktorom prispievajucim k poskodeniu kostného tkaniva u ZDF potkanov
zo skupiny D bola vyrazna hyperglykémia. Vysoka koncentracia glukézy v organizme
stimuluje nadmernd produkciu reaktivnych foriem kyslika (ROS) v mitochondriach a
vedie k tvorbe AGEs [6,7]. Tieto produkty nasledne modifikuju kolagénovld matrix a
vazbou na receptor RAGE na povrchu osteocytov spustaju intracelularnu kaskadu,
veducu k ich apoptoze [9]. Tento proces priamo koreSponduje so zvysenou hustotou
prazdnych lakin v skupine D v porovnani s ostatnymi skupinami. V doésledku
oxidacného stresu je inhibovana expresia konexinu 43 (Cx43), ¢o vedie k zlyhaniu
medzibunkovej komunikéacie [8]. Aplikacia plodov HR viedla k signifikantnému zniZeniu
hladiny glukézy, priCom v skupine CR boli hodnoty glykémie eSte niZSie ako v skupine
SR. Tento hypoglykemicky efekt HR potvrdzuju aj predchadzajuce Studie na réznych
diabetickych modeloch, ktoré ho pripisuju obnove inzulinovej senzitivity [13]. Zaroven
sme zistili, Ze chronicka hyperglykémia u ZDF potkanov zo skupiny D viedla okrem
zvysenej apoptozy osteocytov (narast prazdnych lakun) aj k signifikantnej redukcii ich
hustoty, ¢o potvrdzuje negativny vplyv T2DM na stabilitu kostného syncytia [14].
Suplementacia plodmi HR tento stav Ciasto€ne zmiernila, priCom priaznivejsi ucinok
sme zaznamenali pri aplikacii Cerstvych plodov HR. VysSia ucinnost Cerstvych plodov
HR pri znizovani hyperglykémie aj pri obnove funkcie osteocytov méze byt asociovana
so synergickym pdsobenim bioaktivnych flavonoidov (najma izorhamnetin, kvercetin,
kaempferol) a vitaminov (predovsetkym C a E), ktoré sa nachadzaju v HR [15,10].
Izorhamnetin, dominantny flavonoid v HR, inhibuje osteoklastogenézu indukovanu
RANKL prostrednictvom modulacie signalizatnych drah MAPK a NF-kB/PI3K-AKT,
¢im znizuje fosforylaciu kfu€ovych proteinov, napr. p38 a p65 [16]. Podobne aj
kvercetin pbsobi pleiotropne na kostny metabolizmus. Podporuje osteogenézu a
antioxidacnu ochranu prostrednictvom regulacie drah Wnt/B-katenin a Nrf2 a su¢asne
inhibuje apoptdézu osteoblastov a oxidaény stres vyvolany hyperglykémiou [17].
Kaempferol obsiahnuty v plodoch HR dalej dopifia tento ochranny G&inok reguléciou
signalizacie cez drahu mTOR, ¢im podporuje kostnu homeostazu [18]. Vyznamnym
zistenim naSej prace je rozdielna uc€innost’ Cerstvych a susenych plodov HR, najma
v pripade kompaktného kostného tkaniva. Skupina lie¢ena &erstvymi plodmi HR
vykazovala vyraznejSi protektivny uc€inok na skelet, ¢o mbze suvisiet s vysSim
obsahom termolabilnych antioxidantov (predovsetkym vitaminu C) v plodoch. Vitamin
C je nevyhnutnym kofaktorom syntézy kolagénu a podporuje diferenciaciu
osteoblastov zvySenim expresie génov Runx2 a BMP-2. Zaroven inhibuje
osteoklastogenézu prostrednictvom aktivacie signalizacnej drahy Wnt/3-katenin/ATF4
[19]. Absencia ucinnosti suSenych plodov HR na hustotu osteocytov a prazdnych lakan
v kompaktnom kostnom tkanive mdze suvisiet so stratou casti termolabilnych
bioaktivnych latok po€as procesu suSenia horucim vzduchom, ¢o sa mohlo prejavit
redukciou biologickej aktivity tychto plodov [11].

Zaver
Suplementacia plodmi HR pozitivnhe ovplyvnila stabilitu kostného syncytia, a to
zvySenim hustoty osteocytov v Spongidoznom kostnom tkanive. Zaznamenali sme
rozdielnu u€innost’ jednotlivych foriem HR, priCom &erstvé plody HR, na rozdiel od
susenych plodov HR, mali benefi¢ny efekt aj na hustotu osteocytov a prazdnych lakun
v kompaktnom kostnom tkanive. Tato skutocnost’ mbze suvisiet' s parcialnou stratou
termolabilnych antioxidantov poc¢as technologického spracovania plodov, c¢o

PREDKLINICKE STUDIE
112



zdoraznuje vyznam zachovania ich fytochemického profilu pre dosiahnutie maximalnej

bioaktivity.

Praca bola podporena projektmi VEGA ¢&. 1/0328/24 a KEGA 027UKF-4/2026.
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Abstract

Storage of hatching eggs prior to incubation represents a common practice in poultry
production; however, prolonged storage negatively affects embryonic development
and hatchability. The present study aimed to evaluate the effects of egg storage
duration and preincubation on embryonic development and adiponectin expression in
the breast muscle of chicken embryos. A total of 60 fertilized eggs (Gallus gallus
domesticus) were divided according to storage duration (0, 3, 9, and 14 days) and
further subdivided into groups with preincubation (P1) and without preincubation (BPI).
Eggs were stored at 16 °C, while Pl groups were exposed to 30 £ 0.5 °C for 12 h prior
to incubation. All eggs were subsequently incubated until embryonic day 9 (ED9).
Histological examination revealed preserved muscle tissue architecture in all
experimental groups without apparent morphological abnormalities. Preincubation
significantly affected embryonic growth, as embryos from Pl groups exhibited higher
body weight compared to BPI groups. Immunohistochemical analysis confirmed
adiponectin immunoreactivity in all examined samples, predominantly localized in
muscle fibers and surrounding connective tissue. Quantitative evaluation
demonstrated significant differences in adiponectin expression among experimental
groups (p < 0.05). The highest immunoreactivity was observed in the PI group after 3
days of storage, whereas prolonged storage (9 and 14 days) resulted in a gradual
decrease of adiponectin expression in both Pl and BPI groups. The lowest adiponectin
expression was detected after 14 days of storage. These findings suggest that
prolonged egg storage influences adiponectin expression during embryonic
myogenesis, while preincubation may partially alleviate the adverse effects associated
with extended storage. Adiponectin appears to be involved in metabolic regulation
during early embryonic development and may represent a sensitive marker of storage-
induced metabolic alterations in poultry embryos.

Keywords: adiponectin, embryo, muscle, preincubation

Uvod
Skladovanie nasadovych vajec pred inkubaciou predstavuje beznu sucast produkcie
brojlerovych kurciat [1]. Ak doba skladovania nepresiahne priblizne 7 dni, spravidla
nedochadza k vyraznému ovplyvneniu liahnivosti. Predizené skladovanie vsak
negativne ovplyviiuje embryonalny vyvin, ¢o sa prejavuje zvySenou embryonalnou
mortalitou, ¢astejSim vyskytom vyvinovych abnormalit, oneskorenym liahnutim, niZzSou
liahnivostou a zhorSenou kvalitou jednodnovych kurciat [1,7,9]. Predpoklada sa, Ze
tieto negativne ucinky suvisia so zmenami morfologického §&tadia embrya a
biochemickymi procesmi prebiehajucimi vo vajci pocCas skladovania [1,9]. Jednou z

PREDKLINICKE STUDIE
114



moznosti eliminacie negativnych doésledkov dlhodobého skladovania vajec je
preinkubacia, teda kratkodobé zvySenie teploty vajec pred samotnou inkubaciou.
Tento postup podporuje synchroniziciu embryonélneho vyvinu a napomaha embryam
lepSie sa adaptovat’ na naslednu inkubacénu teplotu, ¢im mdze prispiet k zlepseniu
liahnivosti a kvality vyliahnutych kurciat [8]. Adiponektin (ADPN) patri medzi adipokiny,
biologicky aktivne molekuly, produkované predovsetkym adipocytmi a uvolfiované do
krvného obehu. Tukové tkanivo pritom neplni iba funkciu zasobéarne lipidov, ale
predstavuje aj vyznamné endokrinné tkanivo podielajuce sa na regulacii
metabolickych procesov a adipogenézy [6]. U hydiny sa adiponektin vyskytuje
prevazne vo forme multimérov s vysokou molekulovou hmotnostou, ¢o predstavuje
vyznamny rozdiel v porovnani s cicavcami [3]. Okrem regulacie energetického
metabolizmu sa predpoklada aj jeho Uloha vo vyvine svalového tkaniva a
embryonéalnom raste [6].Tato $tudia je zamerand na hodnotenie vplyvu dizky
skladovania vajec a preinkubacie na vyvin embryi a expresiu adiponektinu v prsnom
svale kuracich embryi. Ziskané vysledky moézu prispiet k lepSiemu pochopeniu
metabolickych a vyvinovych procesov poCas embryogenézy hydiny, ako aj k
optimalizacii podmienok skladovania a inkubacie nasadovych vajec.

Material a metody

Oplodnené slepacie vajcia (Gallus gallus domesticus; n=60) pochadzali z
certifikovaného liaharenského zariadenia (EN ISO 22000; Liaharensky podnik Nitra,
a.s., Parovské Haje, Slovensko). Vajcia boli rozdelené do Styroch experimentalnych
skupin podla dizky skladovania pred inkubaciou (0, 3, 9 a 14 dni), a nasledne na
podskupiny s preinkubaciou a bez preinkubacie. Vajcia boli poCas skladovania
uchovavané pri teplote 16 °C. V Pl skupinach boli vajcia pred zaciatkom inkubacie
vystavené teplote 30 + 0,5 °C pri relativnej vlhkosti 60 % poc€as 12 hodin. Nasledne
boli vSetky vajcia inkubované pri 37,5 £ 0,5 °C do 9. dfia embryonalneho vyvinu (ED9)
pricom kontrolna skupina nebola skladovana. Na ED9 boli embrya odobraté a
hodnotila sa embryonalna mortalita a morfologické abnormality. Po dekapitécii bol
prsny sval z kazdej vzorky fixovany v Dentsovom roztoku, spracovany Standardnou
histologickou technikou, zaliaty do parafinu a narezany na 4 um rezy. Preparaty boli
farbené hematoxylinom-eozinom a analyzované svetelnou mikroskopu pri zvac¢seni
20x a 40x. Imunohistochemicka detekcia adiponektinu bola vykonana po antigénovom
demaskovani a blokovani endogénnej peroxidazy. Rezy boli nasledne inkubované s
primarnou protilatkou proti adiponektinu (1:100) a sekundarnou protilatkou (1:200).
Vizualizacia imunoreaktivity bola uskutoénena pomocou ABC/DAB systému.
Negativna kontrola bola pripravena vynechanim primarnej protilatky. Intenzita
imunoreaktivity bola kvantifikovand v programe ImageJ ako priemerna hodnota z
piatich mikroskopickych snimok po odpogitani pozadia. Statisticka analyza bola
vykonané v programe GraphPad Prism pomocou analyzy (ANOVA) so Sidakovym a
Tukeyho testom, priCom za Statisticky vyznamné boli povaZzované hodnoty p < 0,05.

Vysledky
Histologicky rozbor svalového tkaniva pri réznych dizkach skladovania (0, 3, 9 a 14
dni) preukazal zachovanu normalnu Strukturu tkaniva vo v8etkych experimentalnych
skupinach (Pl aj BPI). Neboli pozorované Ziadne zjavné morfologické abnormality ani
Strukturalne zmeny suvisiace s dizkou skladovania. Preinkubéacia mala signifikantny
vplyv na rast embryi, priCom jedince zo vSetkych PI skupin vykazovali vysSiu telesnu
hmotnost v porovnani so skupinami BPI. Dve vajcia boli mftve a 8 bolo neoplodnenych.
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Imunohistochemicka analyza potvrdila pritomnost adiponektinovej imunoreaktivity
v prsnom svalovom tkanive vo vSetkych sledovanych vzorkach (Obr. 1). Adiponektin
bol detegovany v skupinach Pl aj BPI poCas celého experimentu, ¢o poukazuje na jeho
konzistentnu expresiu poCas embryonalneho vyvinu. Lokalizacia imunoreaktivity bola
pozorovana najma v svalovych vlaknach a v okolitej spojivovej zlozke tkaniva.
Kvantitativna analyza intenzity farbenia preukazala Statisticky vyznamné rozdiely
medzi experimentalnymi skupinami (p < 0,05). V skupine s Pl bola zaznamenana
vyrazne zvy$ena expresia adiponektinu po 3 drfioch skladovania v porovnani so
skupinou BPIl. Nasledne doSlo k poklesu intenzity expresie po 9 a 14 dnoch
skladovania, pricom hodnoty zostali mierne vysSie v skupinach s Pl v porovnani s BPI.
V skupinidch BPI bola expresia adiponektinu po€as skladovania nizSia a relativne

v v

hodnoty imunoreaktivity boli pozorované po 14 drioch skladovania v oboch
experimentalnych skupinach. Celkovo vysledky naznacuju, Ze adiponektin je pritomny
v prsnom svalovom tkanive poc¢as celého embryonalneho vyvinu, pri€om jeho expresia
je vyrazne ovplyvnena dizkou skladovania (Obr. 2).

Obréazok 1 Imunohistochemické porovnanie expresie adiponektinu u pozitivnej a negativnej vzorky
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Obrazok 2 Vplyv dizky skladovania vajec a preinkubacie na imunoreaktivitu adiponektinu v prsnom
svale kuracich embryi
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Diskusia

PrediZzené skladovanie nasadovych vajec je spojené so zhorSenim kvality vajec,
znizenou liahnivostou a negativhym ovplyvnenim embryonalneho vyvinu. V nasej
studii preinkubacia CiastoCne zmiernila nepriaznivé ucinky dlhodobého skladovania, ¢o
sa prejavilo vySSou telesnou hmotnostou embryi a stabilnejSim vyvinom tkaniv v
skupinach Pl v porovnani s BPI. Kratkodobé skladovanie mdéze mat na embryo
priaznivy ucinok, pravdepodobne v dbésledku postupnej optimalizacie podmienok pre
embryogenézu, zatial o predizené skladovanie vedie k metabolickému Gtimu,
spomaleniu rastu a aktivacii stresovych mechanizmov [1,2]. Preinkubacia mdze
podporovat’ obnovenie metabolickej aktivity a synchronizaciu embryonalneho vyvinu
po obdobi skladovania [5,10]. NaSe vysledky zaroveni potvrdili pritomnost
adiponektinu v prsnom svale pocCas celého embryonalneho vyvinu, priCom jeho
expresia bola ovplyvnena dizkou skladovania vajec aj preinkubaciou. Najvyssia
imunoreaktivita bola zaznamenana v skupine Pl po 3 drioch skladovania, zatial ¢o po
9 a 14 dnoch doSlo k jej postupnému poklesu. Tento trend koreSponduje s vySSou
telesnou hmotnostou embryi v skupinach Pl a naznaCuje, Ze adiponektin mdze byt
zapojeny do regulacie metabolickych procesov poc¢as skorého embryonalneho vyvinu.
Adiponektin je vyznamnym regulatorom metabolizmu glukézy a lipidov, priCom
zvysSena expresia v skupine Pl po 3 drioch skladovania méze predstavovat adaptacnu
odpoved embrya na zvySené energetické poziadavky poc€as skorého vyvinu. Pokles
expresie adiponektinu pri dlh§om skladovani mdZze suvisiet so zniZzenou metabolickou
aktivitou embrya a naruSenim energetickej homeostazy [6]. Gan et al. (2015)
preukazali, ze adiponektin reguluje mitochondrialnu biogenézu a inhibuje akumulaciu
lipidov v adipocytoch kurdiat, ¢im sa podiela na udrziavani energetickej rovnovahy [4].
Nase vysledky preto naznacuju, Ze adiponektin mdze predstavovat citlivy marker
metabolickych zmien po¢as embryonalneho vyvinu a jeho expresia je modulovana
podmienkami skladovania vajec a preinkubaciou.

Zaver

Skladovanie nasadovych vajec vyznamne ovplyviiuje embryonalny vyvin, liahnivost
a kvalitu vyliahnutych kurgiat. PrediZené skladovanie zniZuje Zivotaschopnost embryi
a zvySuje ich mortalitu, ¢o vedie k naruSeniu fyziologickych procesov pocas
inkubacie. Tieto zmeny mdzu negativne ovplyvnit aj postnatalny rast jedincov
prostrednictvom alteracie metabolickych a bunkovych mechanizmov poc€as vyvinu
tkaniv vratane svalového aparatu. Optimalizacia podmienok skladovania je preto
kfuCova pre zabezpeclenie spravneho embryonalneho vyvinu a vysokej liahnivosti.
Dalsi vyskum moze prispiet k detailnejiemu objasneniu mechanizmov
ovplyviujucich embryonalny vyvin a svalovu diferenciaciu u hydiny, ako aj k
optimalizacii technologickych postupov v liaharenskej praxi.

Praca bola podporena projektom VEGA €. 1/0373/24.
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Abstract

Malignant brain tumors, particularly glioblastomas, exhibit extensive metabolic
reprogramming to support proliferation, survival, and adaptation to a dynamic
microenvironment. Biotin-dependent carboxylases — including pyruvate carboxylase
(PC), propionyl-CoA carboxylase (PCC), 3-methylcrotonyl-CoA carboxylase (MCC),
and acetyl-CoA carboxylases 1 and 2 (ACC1/ACC2) — contribute to this landscape by
catalyzing ATP-dependent bicarbonate fixation reactions. These enzymes connect
carbohydrate metabolism, amino acid catabolism, tricarboxylic acid (TCA) cycle
replenishment, and lipid biosynthesis. This review integrates findings on PC and MCC
from studies by our group with a broader conceptual framework that includes PCC and
ACC1/ACC2. PC provides canonical anaplerosis from pyruvate to oxaloacetate. PCC
links valine and isoleucine catabolism to succinyl-CoA formation, representing a
mechanistically distinct anaplerotic route. MCC enables the irreversible, purely
ketogenic catabolism of leucine, contributing acetyl-CoA and acetoacetate but no net
anaplerosis. ACC1 and ACC2 determine the metabolic fate of acetyl-CoA, committing
carbon to malonyl-CoA-dependent de novo lipogenesis or regulating fatty acid
oxidation. An integrated model of branched-chain amino acid (BCAA) catabolism is
presented, distinguishing the metabolic fates of leucine, valine, and isoleucine. Key
evidence gaps are identified, emphasizing the need for quantitative isotope-resolved
flux analyses in patient-derived models. While these carboxylases represent candidate
metabolic vulnerabilities, their therapeutic exploitation requires further validation.

Keywords: biotin-dependent carboxylases, brain tumor metabolism, anaplerosis,
BCAA catabolism, lipogenesis

Introduction
Malignant brain tumors, particularly glioblastomas, exhibit extensive metabolic
reprogramming to support proliferation, survival, and adaptation to a dynamic
microenvironment. Although the shift toward aerobic glycolysis is well characterized,
mitochondrial metabolism remains essential for tumor growth, biosynthesis, and stress
adaptation. Brain tumor cells do not rely solely on glucose-derived carbon but can
integrate multiple nutrient sources — including pyruvate, glutamine, fatty acids, and
amino acids — into mitochondrial metabolism [1].
Biotin-dependent carboxylases (Fig. 1) contribute to this metabolic landscape by
catalyzing ATP-dependent bicarbonate fixation reactions [2]. In mammalian cells, the
principal biotin-dependent carboxylases include pyruvate carboxylase (PC), propionyl-
CoA carboxylase (PCC), 3-methylcrotonyl-CoA carboxylase (MCC), and acetyl-CoA
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carboxylases 1 and 2 (ACC1/ACC2; Fig. 1). A series of studies at our department has
systematically examined the expression and potential metabolic roles of PC and MCC
in human neural cells and brain tumors [3-7]. A broader interpretation, however,
requires integration of additional carboxylases — especially PCC and ACC1/ACC2 —
because branched-chain amino acid (BCAA) catabolism can generate both acetyl-CoA
and succinyl-CoA, while acetyl-CoA carboxylation controls the entry of carbon into lipid
biosynthesis [8-10].

Biotin-dependent carboxylases in brain tumor metabolism: anaplerosis, BCAA catabolism and lipogenesis

A. Metabolic positioning of biotin-dependent carboxylases B. Two distinct anaplerotic routes into the TCA cycle
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Figure 1 Biotin-dependent carboxylases as metabolic nodes linking anaplerosis, branched-chain amino
acid (BCAA) catabolism and lipogenesis in brain tumor cells; (A) Schematic overview of the metabolic
positioning of pyruvate carboxylase (PC), propionyl-CoA carboxylase (PCC), 3-methylcrotonyl-CoA
carboxylase (MCC) and acetyl-CoA carboxylases (ACC1/ACC2). These enzymes connect pyruvate
utilization, BCAA degradation, TCA-cycle replenishment and de novo fatty acid synthesis; (B) Distinct
anaplerotic entry points into the TCA cycle. PC replenishes oxaloacetate from pyruvate, whereas PCC
generates succinyl-CoA from propionyl-CoA derived from valine and isoleucine catabolism; (C)
Metabolic fate of BCAA-derived carbon. Leucine contributes exclusively to ketogenic metabolism, valine
serves as an anaplerotic precursor of succinyl-CoA, and isoleucine provides both ketogenic and
anaplerotic carbon sources; (D) Acetyl-CoA patrtitioning through ACC1/ACC2 and proposed metabolic
vulnerabilities associated with PC-dependent anaplerosis, PCC-dependent succinyl-CoA production,
MCC-mediated leucine catabolism and ACC-dependent lipogenesis

Conceptual distinction between PC, MCC, PCC, and ACC

PC, MCC, PCC, and ACC support tumor-cell metabolism through different
mechanisms and should not be functionally conflated (Fig. 1). PC directly replenishes
oxaloacetate from pyruvate and therefore represents a canonical anaplerotic enzyme
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[2,3]. PCC also supports anaplerosis, but through a mechanistically distinct route: it
converts propionyl-CoA to methylmalonyl-CoA, which is subsequently converted to
succinyl-CoA. This pathway is especially relevant to the catabolism of valine,
isoleucine, and odd-chain fatty acids [9,10]. MCC, by contrast, does not mediate net
anaplerosis. It catalyzes a biotin-dependent reaction within the irreversible part of the
leucine catabolic pathway, which is purely ketogenic [6,7]. ACC1 and ACC2 also do
not mediate anaplerosis. Instead, they catalyze the carboxylation of acetyl-CoA to
malonyl-CoA, determining whether acetyl-CoA-derived carbon is committed to lipid
biosynthesis or whether oxidative metabolism is favored [2,11].

Pyruvate carboxylase: canonical anaplerosis from pyruvate to oxaloacetate

PC expression was demonstrated in cultured oligodendroglial, microglial, and
ependymal cells, suggesting a broader glial role in metabolic homeostasis [3]. In the
neoplastic context, PC expression was subsequently detected in cultured human
astrocytoma, glioblastoma, and neuroblastoma-derived neural tumor cell models [4].
Pharmacological inhibition of PC compromised the viability of astrocytoma cells, and
partial rescue by citrate, 2-oxoglutarate, and malate supported the functional relevance
of TCA-cycle replenishment in this setting. PC was also shown to be presentin cultured
human astrocytes and to contribute to their survival [5]. Immunohistochemical analyses
revealed PC expression across the examined tumor types, including glioblastomas,
astrocytomas, oligodendrogliomas, and meningiomas [6].

3-Methylcrotonyl-CoA carboxylase: leucine catabolism and ketogenic carbon
flow

The expression of functional MCC has been demonstrated in human brain tumors and
cultured neural cancer cells, which actively catabolize leucine and incorporate leucine-
derived carbon into TCA-cycle-related metabolites [7]. A subsequent study mapped
MCC expression in both astrocytes and neurons of the human brain and examined the
metabolic fate of leucine under hyperglycemic conditions using isotopologue tracing
[8]. The results showed that hyperglycemic conditions intensified the irreversible
catabolic flux of leucine in cultured human astrocytes, indicating that MCC-linked
leucine metabolism is responsive to the prevailing nutrient environment.

Propionyl-CoA carboxylase: valine/isoleucine catabolism and succinyl-CoA
anaplerosis

PCC links propionyl-CoA-generating substrates to the TCA cycle at the level of
succinyl-CoA. This pathway is particularly important for the catabolism of valine and
isoleucine [9,10]. In cancer biology, propionate metabolism and succinyl-CoA
availability are increasingly recognized as functionally important. Dysregulation of
propionate metabolism has been associated with aggressive phenotypes in breast and
lung cancer cells [13]. In prostate cancer models, valine degradation has been linked
to anaplerotic refueling of the mitochondrial succinate pool [14]. In brain tumors, PCC
has been less directly characterized than PC or MCC, representing an underexplored
mitochondrial carboxylase.

Acetyl-CoA carboxylases: acetyl-CoA partitioning, lipogenesis, and fatty acid
oxidation

In human glioblastoma cells, inhibition of ACC1/2 reduced de novo lipogenesis and
suppressed proliferation [11]. In hepatocellular carcinoma models, inhibition of ACC
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by phosphorylation or by the liver-directed ACC inhibitor ND-654 suppressed de novo
lipogenesis and tumor development [12], which provides clues about the significant
role of ACCs isoforms for cancer cells.

Discussion
The integrated model places PC and PCC as true anaplerotic carboxylases, MCC as
a leucine-linked ketogenic carboxylase, and ACC1/2 as acetyl-CoA-partitioning
carboxylases. Together, these enzymes define how tumor cells distribute carbon
between TCA-cycle maintenance, respiration, acetyl-CoA production, succinyl-CoA
formation, and lipid biosynthesis.
BCAA catabolism begins with the reversible transamination of leucine, isoleucine, and
valine by Dbranched-chain aminotransferases (BCAT1/2). Downstream of
BCAT/BCKDH, mitochondrial carboxylases help define the metabolic fate of BCAA-
derived carbon: leucine is converted via MCC to acetyl-CoA and acetoacetate; valine
is converted via PCC to succinyl-CoA,; isoleucine catabolism generates both acetyl-
CoA and propionyl-CoA (and thus succinyl-CoA). Glucose-derived pyruvate can be
carboxylated by PC to oxaloacetate, and ACC1 converts cytosolic acetyl-CoA to
malonyl-CoA for fatty acid synthesis [2, 8-11].
Despite increasing evidence, several key questions remain unresolved. Expression
data should be complemented by quantitative isotope-resolved flux analyses in patient-
derived glioblastoma cells, glioma stem-like cells, and organoid models under
physiologically relevant nutrient conditions, including hypoxia and nutrient limitation.
Tumor selectivity must be carefully evaluated, as PC, MCC, and PCC have important
roles in non-malignant metabolism [3,5,8]. Finally, BCAA-specific tracing experiments
using [*3C]-leucine, [*3C]-valine, and [*3C]-isoleucine should be prioritized to define the
specific metabolic fates of these amino acids in brain tumors.

Conclusion

Biotin-dependent carboxylases form an interconnected metabolic network that links
pyruvate metabolism, BCAA catabolism, TCA-cycle maintenance, and lipid
biosynthesis in tumor cells. PC connects glucose-derived pyruvate to oxaloacetate
replenishment. MCC links leucine catabolism to acetyl-CoA and acetoacetate. PCC
provides a distinct anaplerotic route, converting propionyl-CoA (from valine and
isoleucine) to succinyl-CoA. ACC1 and ACC2 determine whether acetyl-CoA is
committed to malonyl-CoA-dependent lipid synthesis. In brain tumors, this network
may be particularly important because of the heterogeneous tumor microenvironment.
These enzymes could currently be regarded as putative candidate for therapeutic
vulnerabilities. Their potential exploitation will require direct flux measurements,
genetic validation, patient-derived tumor models, in vivo studies, and careful
assessment of toxicity in normal neural cells.

This work was supported by the Scientific Grant Agency VEGA No. 1/0146/25 and by
Comenius University through the Internal Grant Scheme (Grant No. UK/1142/2026).
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Abstract

IgA nephropathy (IgAN) is the most common primary glomerulonephritis worldwide. It
is characterized by a highly variable clinical course, ranging from stable kidney function
to progressive chronic kidney disease (CKD). Renal biopsy and histological evaluation
remain essential for the diagnosis and prognosis of IgAN, but histological markers
alone are often insufficient to reliably predict disease progression. Because of these
limitations, attention has recently shifted toward molecular biomarkers that may better
reflect ongoing disease activity. Among the promising biomarkers currently under
investigation are galactose-deficient IgA1 (Gd-IgAl) and specific microRNAs
(miRNAS), which are involved in multiple pathways of IJAN pathogenesis. This review
focuses on how the combination of histological findings, and the above-mentioned
biomarkers could improve risk stratification and support more individualized
management of patients with IgAN.

Keywords: IgA nephropathy, galactose-deficient IgA1, miRNA, biomarker

Introduction

IgA nephropathy (IgAN), the most common form of primary glomerulonephritis
worldwide, is characterized by the deposition of IgA-containing immune complexes in
the glomeruli, leading to progressive renal injury [1]. Despite extensive research, the
clinical course of IgAN remains highly variable. Some patients maintain stable renal
function for many years, whereas others gradually progress to chronic kidney disease
(CKD) and ultimately to end-stage kidney disease (ESKD) [2,3]. This heterogeneity
makes early risk stratification and prediction of disease progression particularly
challenging in routine clinical practice [4-6].

Renal biopsy remains the gold standard for the diagnosis of IgAN. Histological
evaluation, including the Oxford Classification (MEST-C score), helps estimate
prognosis and guide treatment decisions [6,7]. However, histological findings alone do
not always accurately predict disease progression because biopsy interpretation may
be subjective, may not fully capture the heterogenity and overall extent of kidney injury,
and is prone to interobserver variability. Consequently, patients with similar biopsy
results may experience markedly different clinical outcomes. In addition, renal biopsy
is invasive and unsuitable for repeated long-term monitoring [8,9].

Therefore, increasing attention has been focused on other reliable biomarkers,
including non-invasive liquid biopsy approaches, that may improve prognostic
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assessment and better reflect ongoing pathogenic processes [10,11]. One of the most
promising candidates is the nephritogenic autoantigen galactose-deficient IgAl1 (Gd-
IgAl), which plays a central role in the pathogenesis of IgJAN and has been associated
with disease severity and clinical progression [12]. Moreover, in recent years,
microRNAs (miRNAs) have emerged as additional potential biomarkers because of
their regulatory roles in inflammation, fibrosis, and immune responses. Their stability
in biological samples and potential association with histological changes make them
attractive tools for non-invasive monitoring [13,14]. The combination of traditional
histological assessment with novel non-invasive molecular biomarkers may improve
the accuracy of disease progression assessment and help improve individualized
management of patients with IgAN [15,16].

Pathogenesis and molecular mechanisms of IgA nephropathy

IgAN is driven by a multistep immunopathogenic process. The first step involves
overproduction of Gd-lgA1 by mucosal B cells, particularly in the respiratory and
gastrointestinal tract. The abnormal glycosylation of IgA1l triggers the formation of IgG
and IgA autoantibodies directed against Gd-lgAl, leading to the development of
circulating immune complexes. These complexes are insufficiently cleared from the
circulation and subsequently deposit within the glomerular mesangium, where they
activate mesangial cells, stimulate proliferation, and induce the release of pro-
inflammatory cytokines such as IL-6, TNF-a, and TGF-B. The resulting inflammatory
response promotes glomerular injury, progressive renal fibrosis, and ultimately
deterioration of renal function [17-19].

Histological evaluation of IgA nephropathy

Renal biopsy typically shows mesangial IgA-dominant or co-dominant immune
complex deposits with associated histopathological changes, including mesangial
proliferation and variable degrees of glomerular and tubulointerstitial injury [6].
Histopathological severity is routinely assessed using the Oxford Classification (MEST-
C score), a validated scoring system that evaluates mesangial hypercellularity (M),
endocapillary hypercellularity (E), segmental sclerosis (S), tubular atrophy/interstitial
fibrosis (T), and crescents (C). Individual MEST-C lesions have been associated with
renal outcomes and may provide additional prognostic information when interpreted
alongside clinical parameters [6,7].

Gd-IgA1 and microRNAs as molecular biomarkers of disease activity and
progression

Gd-IgAl is considered a key pathogenic biomarker in IgAN. Several studies have
shown that elevated serum levels of Gd-IgA1l correlate with increased disease activity,
higher proteinuria, faster decline in eGFR (estimated glomerular filtration rate), and
increased risk of progression to CKD and ESKD [20-23]. Histologically, higher Gd-IgA1
concentrations are linked to mesangial proliferation and immune complex deposition
within glomeruli [24]. In addition to its pathogenic role, circulating Gd-IgAl1 has been
investigated as a potential non-invasive diagnostic biomarker that may help distinguish
patients with IgAN from healthy individuals as well as from patients with other kidney
diseases [12,25]. Recent systematic reviews and meta-analyses also support the
prognostic value of Gd-IgAl in predicting IgAN progression [12,15,25].

MiRNAs are small non-coding RNAs that regulate gene expression at the post-
transcriptional level and play an important role in immune responses. Owing to their
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stability in biological fluids and involvement in key pathogenic processes, miRNAs are
increasingly being investigated as potential biomarkers for the early diagnosis and
prognosis of IgAN, as well as possible targets for novel therapeutic approaches [26].
Altered expression profiles of specific circulating and urinary miRNAs, including miR-
148b, miR-21, miR-29¢, miR-155, miR-146a, miR-192, miR-200 family members, and
let-7b, have been associated with aberrant IgA1 glycosylation, mesangial proliferation,
renal fibrosis, inflammatory signaling, proteinuria, and progressive renal dysfunction in
IgAN [26-35]. In a study by Wu et al., plasma miRNAs including miR-148a-3p, miR-
150-5p, miR-20a-5p, and miR-425-3p correlated with histological severity according to
Lee’s grading system. Notably, these miRNAs were more elevated in early-stage IgAN
(grades I-Il) than in advanced disease (grades 111-V), suggesting their potential utility
as biomarkers of early pathological changes [36]. A recent study by Yoon investigating
urinary exosomal miRNAs suggests that exosome-derived miRNAs may serve as non-
invasive biomarkers reflecting renal histopathological damage and disease
progression in IgAN [37]. A growing number of studies further suggest that circulating
and urinary miRNA profiles may serve as non-invasive indicators of disease severity,
histological injury, and progression in IgAN [13,14]. In addition to findings in biological
fluids, altered miRNA expression has been identified directly in renal tissue samples
from patients with IgAN, further supporting the involvement of these molecules in
disease pathogenesis and progression. Changes in intrarenal expression of miR-21,
miR-29¢, miR-192, and the miR-200 family members have been linked to mesangial
cell activation, tubular atrophy, interstitial fibrosis, and chronic inflammatory responses,
with several studies reporting correlations between these alterations and both
histopathological severity and declining renal function [30,31,38-41]. These findings
indicate that tissue-specific miRNA profiles could complement circulating and urinary
biomarkers and provide further insight into the molecular mechanisms underlying renal
injury in IgAN.

Correlation between molecular biomarkers and histological findings
Collectively, these studies suggest that molecular biomarkers such as Gd-IgAl and
specific miRNAs may reflect histopathological severity in IgAN and could complement
conventional biopsy-based assessment. Emerging evidence indicates that
abnormalities in Gd-IgAl, together with miRNA dysregulation, are involved in the
molecular pathways associated with renal injury. Integrating circulating or urinary
mMiRNA profiles with Gd-IgA1 measurements may therefore improve early diagnosis,
enable more accurate assessment of disease severity, and enhance prediction of
disease progression.

Conclusion
Overall, the available evidence supports a close association between molecular
alterations and histopathological injury in IgAN. In particular, combined biomarker
approaches may serve as a non-invasive adjunct to renal biopsy, with potential to
improve disease stratification, monitoring, and prognostic evaluation. Despite these
promising findings, several important limitations must be considered. For Gd-IgAl,
although it shows potential as a disease-associated biomarker, its diagnostic specificity
is limited by overlap with other glomerular and inflammatory conditions, as well as
persistent assay variability between laboratories and the absence of standardized
clinical cutoff values [12,42]. Similarly, evidence for miRNAs remains preliminary, with
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inconsistent findings across studies likely driven by limited reproducibility, small
sample sizes, and methodological heterogeneity, including differences in normalization
strategies for urine and plasma [43,44]. In addition, the lack of validated clinical
thresholds continues to limit their immediate translational applicability. Therefore,
further large-scale, longitudinal studies are needed to validate these findings and
establish their clinical utility in routine practice.

This work was supported by grant VV-MVP-24-0252 entitled ,Modifikacia ¢revného
mikrobibmu u pacientov s primarnou IgA nefropatiou®.
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Abstract
Post-transplant diabetes mellitus (PTDM) is a serious metabolic complication after
kidney transplantation that adversely affects patient survival and graft function. Its
development is multifactorial and involves insulin resistance, 3-cell dysfunction, and
the diabetogenic effects of immunosuppressive therapy. B-cell dysfunction is
characterized by impaired insulin secretion and gradual loss of B-cell mass as a result
of oxidative and endoplasmic reticulum stress. Calcineurin inhibitors and
corticosteroids play a particularly important role in these processes. MicroRNAs
represent important regulatory molecules involved in the pathogenesis of PTDM and
also appear to be promising non-invasive biomarkers. The aim of this work is to
summarize current knowledge regarding the pathophysiology of PTDM, with a
particular focus on the role of B-cell dysfunction, immunosuppression, and microRNAs.

Keywords: post-transplant diabetes mellitus; kidney transplantation; [B-cell
dysfunction; microRNA

Uvod

PTDM je definovany ako perzistentna hyperglykémia diagnostikovana po
transplantacii u pacientov bez predchadzajuceho diabetu, priCcom diagndéza sa
stanovuje az po stabilizacii imunosupresivnej lieCby, spravidla po 3 mesiacoch od
vykonu [1]. V poslednych desatroCiach sa PTDM etabloval ako jedna z najCastejSich
a klinicky najzavaznejSich metabolickych komplikacii po transplantacii solidnych
organov. Po transplantacii oblicky postihuje vyznamnu Cast' pacientov a nepriaznivo
ovplyvriuje funkciu Stepu aj dihodobé prezivanie prijemcov. Etiopatogenéza PTDM je
multifaktoridlna a zahfna interakciu genetickej predispozicie, inzulinovej rezistencie
a diabetogénnych ac€inkov imunosupresiv. Klu¢ovu Uulohu zohrava inzulinova
rezistencia pritomna uz pred transplantaciou, ako aj priame poSkodenie [B-buniek
vplyvom takrolimu a glukokortikoidov [2,3].

PTDM je asociovany so zvySenym rizikom kardiovaskularnych komplikacii, chronicke;j
dysfunkcie Stepu a vy3Sou mortalitou pacientov po transplantacii [4]. V&asna
identifikacia rizikovych pacientov a pochopenie molekularnych mechanizmov
podielajucich sa na rozvoji PTDM su preto nevyhnutné pre optimalizaciu
imunosupresivnej lieCby a zlepSenie dlhodobych transplantaénych vysledkov [2]. V
suCasnosti narasta zaujem o vyuzitie mikroRNA ako potencialnych biomarkerov (3-
bunkového poSkodenia a skorych poruch glukézového metabolizmu [3]. Napriek riziku
metabolickych komplikacii zostava transplantacia oblicky najefektivnejSou lieCbou
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terminalneho zlyhania obliCiek, spojenou s lepSim prezivanim pacientov v porovnani s
dialyzacnou lieCbou [5].

Patofyzioldgia a histologické suvislosti PTDM

PTDM predstavuje komplexnd metabolickl poruchu, charakterizovani kombinaciou
inzulinovej rezistencie a poruchy inzulinovej sekrécie. Patogenéza zahfha genetické
faktory, metabolické prostredie a najma diabetogénny ucinok imunosupresiv [2].
Klu€ovu ulohu v tomto procese zohravaju pankreatické B-bunky, ktoré zabezpecuju
produkciu a sekréciu inzulinu a su primarnym ciefom diabetogénnych mechanizmov
spojenych s PTDM. Ich dysfunkcia a poSkodenie, c¢asto indukované
imunosupresivami, najma kalcineurinovymi inhibitormi, vedu k naruSeniu glukdzovej
homeostazy [3].

Pankreatické Langerhansove ostrovéeky

Langerhansove ostrovCeky predstavuju endokrinnu €ast’ pankreasu tvorenu -, a- a o-
bunkami, ktoré zabezpecuju regulaciu glukbzovej homeostazy. Z hladiska rozvoja
PTDM maju najvacsi vyznam B-bunky, ktoré reaguju na zvySenu hladinu glukdzy
uvolfiovanim inzulinu. Tento proces umoznuje vstup glukdzy do buniek a jej nasledné
vyuzitie ako zdroja energie. Spravna funkcia B-buniek je preto nevyhnutna pre
udrzanie normainej glykemickej kontroly [2]. B-bunky su v§ak zaroven velmi citlivé na
oxidacny stres a metabolické zmeny, €o suvisi s ich nizkou antioxidacnou kapacitou
[6]. Ich poSkodenie vedie k znizenej sekrécii inzulinu a poruche glukdzovej
homeostazy.

Mechanizmy inzulinovej sekrécie

Inzulinova sekrécia je stimulovana zvySenou hladinou glukézy v krvi. Po vstupe
glukézy do B-buniek dochadza k jej metabolizmu, zvySeniu pomeru ATP/ADP a
uzaveru ATP-dependentnych draslikovych kanalov, ¢o vedie k depolarizacii
membrany a influxu Ca2" iénov. ZvySena intracelularna koncentracia Ca?* nasledne
spusta exocytozu inzulinovych granul [7].

Funkcia B-buniek je =zavisla od integrity mitochondrialneho metabolizmu.
Mitochondrialna dysfunkcia a oxidacny stres narusaju tvorbu ATP, &im znizuju
schopnost B-buniek reagovat na glukdézovy stimul a prispievaju k rozvoju
hyperglykémie charakteristickej pre PTDM [8].

Histologické zmeny pri diabetogénnom strese

Dlhodobé pbsobenie diabetogénnych faktorov vedie k redukcii B-bunkovej masy,
zmenam Vv architekture pankreatickych ostrov€ekov a naruSeniu ich bunkovej
kompozicie [9]. B-bunkova dysfunkcia predstavuje skoru fazu poskodenia, pri ktorej
dochadza k znizenej schopnosti buniek reagovat na glukézovy stimul a produkovat
inzulin. Imunosupresiva, najma takrolimus, indukuju apoptdézu B-buniek a znizuju ich
proliferaciu [10]. V niektorych pripadoch su pozorované aj znamky fibrézy a zapalu
pankreatického tkaniva. Histologické zmeny ostrovéekov moézu byt hodnotené
imunohistochemicky pomocou markerov inzulinu, glukagénu a apoptotickych
markerov, ¢o umoznuje detailnejSiu charakterizaciu poskodenia B-buniek. Okrem
apoptézy mbze chronicky metabolicky stres viest aj k dediferenciacii B-buniek a strate
ich funkéného fenotypu. Vyznamnu ulohu zohrava aj endoplazmaticky stres, ktory
prispieva k aktivacii proapoptotickych signéalnych drah [11].
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Metabolické zmeny po transplantacii

Po transplantacii oblicky dochadza k vyraznym zmenam metabolizmu glukdzy, lipidov
a energetickej rovnovahy organizmu. Takrolimus inhibuje inzulinovd sekréciu
prostrednictvom kalcineurin—-NFAT drahy a zvySuje apoptdzu B-buniek [2].

Okrem kalcineurinovych inhibitorov aj kortikosteroidy indukuja inzulinova rezistenciu
prostrednictvom zvySenia hepatalnej glukoneogenézy, zniZenia periférneho
vychytdvania glukozy a stimul&cie lipolyzy. Tieto mechanizmy vedu k hyperglykémii a
sekundarne zvysuju naroky na inzulinovu sekréciu [3]. Na rozvoji PTDM sa podielaju
aj neimunologické faktory, ako su vysSi vek, obezita, geneticka predispozicia, infekcie
a chronicky zapal, ktoré mézu zhorSovat’ inzulinovu senzitivitu a prispievat’ k progresii
metabolickych porach [2].

Vzhfadom ku komplexnosti procesov veducich k dysfunkcii B-buniek a inzulinovej
rezistencii narasta zaujem o identifikaciu skorych molekularnych markerov, ktoré by
umoznili predikciu rozvoja PTDM este pred manifestaciou klinickych priznakov. V
tomto kontexte sa do popredia dostavaju mikroRNA ako vyznamné regulatory génovej
expresie podiefajuce sa na riadeni kfu€ovych metabolickych procesov.

MikroRNA ako regulatory metabolizmu glukézy a ich potencial ako biomarkery
PTDM

MikroRNA su kratke nekodujuce RNA molekuly regulujice génovld expresiu na
posttranskripnej arovni [12]. V B-bunkach ovplyvnuju inzulinovi sekréciu, proliferaciu
a apoptozu. Vdaka stabilite v biologickych tekutinach predstavuju perspektivne
neinvazivne biomarkery PTDM, ktoré mézu umoznit skoru identifikaciu rizikovych
pacientov a personalizaciu imunosupresivnej liecby [2,13]. Ich klinické vyuZitie vSak
zatial vyZaduje dalSiu validaciu.

MikroRNA su stabilné v extracelularnom prostredi vdaka vazbe na proteiny alebo
transportu v extracelularnych vezikulach. Ich expresia méze byt analyzovana
pomocou kvantitativnej PCR, ¢o umoznuje detekciu aj malych zmien v expresnych
profiloch. V kontexte PTDM sa skuma ich potencial pri v€asnej identifikacii pacientov
so zvySenym rizikom rozvoja poruchy glukézového metabolizmu po transplantacii [14].
V poslednych rokoch sa mikroRNA dostavaju do popredia zaujmu ako potencialne
biomarkery v€asnej diagnostiky PTDM. Expresné profily jednotlivych miRNA mézu
odrazat’ rozsah B-bunkového poskodenia, mieru inzulinovej rezistencie a intenzitu
metabolického stresu po transplantacii [13,14]. Viaceré studie poukazuju na asociaciu
medzi zmenenou expresiou mMiR-375, miR-29 a rozvojom poruch gluk6zového
metabolizmu este pred manifestaciou klinicky evidentného diabetu [13,17].

Jednou z najviac Studovanych mikroRNA v pankreatickych B-bunkach je miR-375,
ktora zohrava zasadnu ulohu v regulacii inzulinovej sekrécie. Experimentalne Studie
ukazali, Zze miR-375 reguluje exocytdzu inzulinovych granul a jej nadmerna expresia
vedie k inhibicii inzulinove] sekrécie, zatial ¢o jej deficit je spojeny s poruchou
gluk6zovej homeostazy [15,16]. DalSou vyznamnou skupinou su &lenovia rodiny miR-
29 (miR-29a, miR-29b, miR-29c), ktoré sa podielaju najma na regulacii inzulinovej
signalizacie a inzulinovej rezistencie. ZvySena expresia miR-29 bola asociovana so
znizenou expresiou inzulinovych receptorovych substratov a poruchou inzulinovej
signalizacie v periférnych tkanivach, o prispieva k rozvoju inzulinovej rezistencie [17].
Okrem toho sa na regulacii metabolizmu glukézy podieflaju aj dalSie miRNA, ako miR-
9, miR-124, miR-34a, ktoré ovplyviuju diferenciaciu B-buniek, ich proliferaciu
a apoptozu [13]. V kontexte PTDM nadobudaju mikroRNA osobitny vyznam, kedze
reflektuji  kombinovany efekt metabolického stresu, imunosupresivnej lieCby a
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individualnej genetickej predispozicie pacienta. Zmeny v ich expresii boli pozorované
uz v skorych Stadiach poruchy glukézovej tolerancie, Co naznacuje ich potencial ako
skorych diagnostickych markerov esSte pred rozvojom manifestného diabetu.

Napriek slubnym vysledkom vSak zatial neexistuju Standardizované diagnostické
protokoly pre rutinné klinické vyuZzitie mikroRNA. Limitaciou zostava heterogenita
studii, rozdielne metodiky izolacie a kvantifikdcie miRNA, ako aj nedostato¢na
validacia vo velkych transplantaénych kohortach [2,13].

Zaver

PTDM je komplexna metabolicka komplikacia charakterizovana interakciou inzulinovej
rezistencie, B-bunkovej dysfunkcie a u€inkov imunosupresiv. Z histologického hladiska
sa tieto procesy prejavuju progresivnymi zmenami v Strukture Langerhansovych
ostrov€ekov, vratane redukcie 3-bunkovej masy a zvySenej apoptozy buniek.
Perspektivnym smerom dalSieho vyskumu je identifikacia spolahlivych molekularnych
biomarkerov umoznujucich skoru predikciu PTDM a individualizaciu imunosupresivnej
lieCby. Implementacia mikroRNA do klinickej praxe by v buducnosti mohla prispiet’ k
vCasnej diagnostike metabolickych komplikacii a k zlepSeniu dlhodobého prezivania
pacientov aj funkcie transplantovaného organu. Buduci vyskum by sa mal zamerat na
validaciu Specifickych expresnych profilov mikroRNA vo velkych transplantacnych
kohortach a na ich integraciu do klinickych diagnostickych algoritmov. Kombinacia
molekularnych biomarkerov s klinickymi rizikovymi faktormi by mohla zlepSit' predikciu
PTDM a umoznit’ cielenejSiu individualizaciu lieCby.

Praca bola podporenad grantom UK/3034/2025 — MicroRNA a potransplantacny
diabetes mellitus, a tiez grantom VEGA 1/0051/26 — Prediktory potransplantacného
diabetes mellitus (PTDM) pomocou microRNA po transplantacii oblicky — PREDICT-
PTDM.
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Abstract

Immunohistochemistry (IHC) is a key tool in oncological diagnostics and biomedical
research, particularly in the era of personalized medicine. Unlike other molecular
methods, IHC enables the visualization of specific antibody—antigen interactions
directly within tissue sections while preserving cellular and histological architecture. In
practice, two main approaches are used depending on the detection strategy and
signal amplification requirements: the rapid direct method and the more sensitive
indirect method. Currently, IHC allows clinicians to determine tumor origin, assess
biological aggressiveness, and evaluate predictive and prognostic markers such as Ki-
67, HER2, PD-L1, and mismatch repair proteins. Recent developments, including
multiplex IHC and recombinant antibodies, are expanding the potential applications of
IHC in forensic medicine, particularly in the assessment of post-mortem marker
degradation. In addition, digital pathology and artificial intelligence (Al) help overcome
the limitations of subjective visual assessment by enabling objective quantitative
analysis. The integration of digital technologies with human expertise improves the
reproducibility and efficiency of IHC in both clinical and forensic settings.

Keywords: IHC, oncology, diagnostics, forensic medicine, Al

Princip IHC

Imunohistochémia (IHC) patri medzi zakladné metédy vyuzivané v sucasnej
onkologickej diagnostike. UmoZznuje presnu subtypizaciu nadorov a rutinné hodnotenie
dolezitych markerov [1]. Diagnosticka presnost IHC markerov sa méze liSit v zavislosti
od typu nadoru, pouzitého markera a metodickych faktorov [2]. Principom tejto metddy
je vysoko Specificka vazba medzi aplikovanou protilatkou a konkrétnym antigénom
priamo v tkanivovom reze. Vysledny imunokomplex sa zviditelni chemickou reakciou,
pri ktorej enzym premiefia chromogén na farebny produkt pozorovatelny pod
mikroskopom. Na rozdiel od metdd, ktoré vyZaduju naruSenie bunkovych Struktur a
tkaniva, sa IHC analyza vykonava priamo na tenkych histologickych rezoch. Vdaka
tomu zostava cytologicka a histologicka Struktura vzorky zachovana [3]. V porovnani s
molekularnymi technikami, ako su Western blot alebo ELISA, poskytuje IHC informaciu
nielen o pritomnosti sledovaného proteinu, ale aj o jeho lokalizacii v ramci tkaniva.
Hoci uvedené techniky umoznuju presnu kvantifikaciu proteinu, neumozniuju urdit,
ktoré konkrétne bunky su zdrojom jeho expresie [1].

Zakladné metody IHC
Vyber konkrétnej IHC metddy zavisi od ucelu vySetrenia, pozadovanej citlivosti a
vlastnosti analyzovanej vzorky. RozliSujeme priamu a nepriamu IHC metddu [3, 4].
Priama metdda je zalozena na vazbe primarnej protilatky oznacenej fluorochrémom
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alebo enzymom na fixovany antigén. Vyhodou priamej metddy je najma rychlost,
jednoduchost a minimalne riziko skrizenych reakcii tzv. cross-linkingu. Na druhej
strane na jedno ciefové miesto pripada len obmedzeny pocet znaciek, preto tato
metdda nedosahuje taku vysoku citlivost. Nepriama metdéda vyuziva dve protilatky.
Najskoér sa aplikuje neoznacCena primarna protilatka, ktora sa Specificky viaze na
antigén. Nasledne sa na fnu naviaZze znacena sekundarna protilatka zabezpecujuca
detekciu vzniknutého imunokomplexu. T& je namierend proti imunoglobulinom
ZivoCiSneho druhu, v ktorom bola primarna protilatka pripravena. Kedze sa na jednu
primarnu protilatku moéZe naviazat viacero sekundarnych protilatok, dochadza
k vyraznému zosilneniu signalu. Vdaka tomu je mozZné detegovat aj slabo
exprimované markery [5].

Vyznam IHC

IHC uz v onkoldgii nesluzi len na zakladné overenie histologického typu tkaniva.
Vzhladom na vyvoj novych diferencidlno-diagnostickych, prediktivnych a
prognostickych markerov dnes tvori neodmyslitefnu sucast manazmentu pacientov s
malignitami prsnika, pfuc & gastrointestinalneho traktu. Vysledok IHC analyzy
poskytuje informacie o histogenetickom pévode tumoru, jeho biologickej agresivite a
predpokladanej odpovedi na lieCbu [3]. Typickym prikladom z klinickej praxe je
stanovovanie expresie mismatch repair proteinov (MMR) alebo PD-L1, ktoré poskytuje
dolezité informacie pre vyber personalizovanej imunoterapie a odhalenie dedi¢nych
genetickych predispozicii [2]. Nadorové bunky vyuZzivaju protein PD-L1 na to, aby
unikli imunitnému dozoru. Vazbou na receptor PD-1 T-lymfocytov utimujua ich obranna
reakciu. VySSia expresia tohto proteinu by mohla suvisiet s vySSou
pravdepodobnostou odpovede na lie€bu inhibitormi ako pembrolizumab a nivolumab,
avSak sama osebe nezarucuje terapeuticky uspech. Naopak, nizka alebo nulova
pritomnost’ tohto markeru signalizuje minimalny terapeuticky prinos. KedzZe je vSak
expresia PD-L1 v tkanive rozlozena nerovnomerne v zavislosti od histologickej
Struktury tumoru, pri malych biopsiach hrozi riziko faloSne negativneho vysledku.
Precizny vyber reprezentativnej vzorky na IHC analyzu je preto pre uspech celej lieCby
doélezity [6].

Perspektivy d'alSieho rozvoja IHC

IHC zaznamenala za posledné desatrolie vyznamny pokrok. Dnes patri medzi
najdélezitejSie nastroje patologickej diagnostiky a biomedicinskeho vyskumu [3]. Jej
prinos je vyznamny najma v onkoldgii, neuroldgii a diagnostike infekEnych ochoreni.
Klasické farbenie s jednym markerom zostava v laboratériach Siroko vyuzivané pre
svoju jednoduchost a finanénu dostupnost [5]. V praxi sa vSak Coraz CastejSie
poukazuje na limity tejto metodiky, medzi ktoré patri obomedzena moznost su¢asného
hodnotenia viacerych markerov, horSia reprodukovatelnost vysledkov a urcita miera
subjektivity pri interpretacii nalezov. To komplikuje situaciu najma vtedy, ked treba od
seba odlisit morfologicky podobné tumory alebo presne vyhodnotit expresiu délezitych
prognostickych markerov, ako su Ki-67 a HER2 [2,7]. Su€asny vyskum sa preto
orientuje na technologické inovacie, ako je multiplexna IHC (mIHC), vyvoj stabilnejSich
rekombinantnych protilatok a prechod na automatizované, digitalne spracovanie
vzoriek [7,8].
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Multiplexnd imunohistochémia/imunofluorescencia (mIHC/ IF)

Tato metdda umoznuje su€asnu analyzu viacerych markerov v jednom tkanivovom
reze, ¢im rozSiruje moznosti konven¢nej IHC. Poskytuje tak podrobnejSie informacie
0 bunkovom zloZeni tkaniva, funkénom stave buniek a ich vzajomnych interakciach. Z
tohto dovodu sa metdoda Siroko vyuziva najma v onkologickej imunoterapii a pri
vyskume nadorového mikroprostredia, kde umoznuje hodnotenie infiltracie tkaniva
imunitnymi bunkami. Su€asna detekcia viacerych markerov poskytuje moznost
analyzovat' ich vzajomnu lokalizaciu a koexpresiu v ramci jedného tkanivoveého rezu,
¢im poskytuje komplexnejsi pohlad na biologické procesy prebiehajuce v tkanivach.
Medzi naj¢astejSie vyuzivané pokrocilé platformy mIHC/IF patri Vectra, DISCOVERY
ULTRA, IMC, MIBI, CODEX, DSP, ktoré umoznuju detekciu viacerych biomarkerov v
jednom tkanivovom reze (Obr. 1) [7,9].
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Obréazok 1 Schéma znazorfiujuica mechanizmy jednotlivych platforiem mIHC/ IF. A — Systém
DISCOVERY ULTRA: po inkubacii s primarnou protilatkou sa prida sekundarna protilatka znaéena HRP.
HRP reaguje s vhodnym substratom naviazanym na chromogénne farbivo, €o vedie k tvorbe
nerozpustnych farebnych precipitatov v mieste vyskytu antigénu. B — Techniky IHC na baze kovov (IMC,
MIBI): primarna protilatka naviazana na cielovy antigén je ozna¢ena kovovym izotopom so znédmou
molekulovou hmotnostou. C — Vectra: po inkubécii s primarnou protilatkou sa pridd sekundarna
protilatka znaCena HRP. Ako substrat pre HRP sluzi molekula tyramidu konjugovana s fluoroférom, ¢o
vedie k vzniku fluorescenéného signalu asociovaného s antigénom. D — Digital Spatial Profiling (DSP),
(CODEX): cielovy antigén sa naviaze na protilatku oznacenu DNA barkédom (upravené podla Tan et
al., 2020)

Vyuzitie IHC pri odhade postmortalneho intervalu (PMI)

Jednym z hlavnych problémov pri forenznom vyuziti IHC je nedostatocna
Standardizacia metodik, ktora komplikuje reprodukovatelnost vysledkov pri uréovani
postmortalneho intervalu (PMI). Aktualny vyskum sa venuje vyuzitiu rekombinantnych
monoklonalnych protilatok, ktoré vykazuju vysoku reprodukovatelnost a minimalnu
variabilitu medzi jednotlivymi Sarzami. Vdaka nizkej skrizenej reaktivite poskytuju
stabilnejsi a reprodukovatelnejSi signal. To méze prispiet k presnejSiemu hodnoteniu
postmortalnej degradacie antigénov a zvysit spolahlivost odhadu PMI [8,10].
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Digitalizicia a automatizacia v patoldgii

Podobne ako iné medicinske odbory, aj patologia v su€asnosti prechadza procesom
digitalizdcie a zavadzania pokroc€ilych vypoctovych technoldgii. Vyznamnu ulohu
pritom zohrava umeld inteligencia (Al), ktorda nachadza uplatnenie najma v oblasti
automatizovanej analyzy histologickych obrazov a morfometrie. Cielom je ukazat, aké
vlastnosti tkaniva alebo buniek dokaze pocita¢ kvantifikovat a nasledne vyuZit na
diagnostiku alebo predikciu priebehu réznych nadorovych ochoreni (Obr. 2).

Obrédzok 2 Digitdlne histopatologické snimky a priklady rucne navrhnutych morfologickych
charakteristik vyuzivanych pri analyze nadorovych tkaniv pomocou Al. a - priestorové usporiadanie
lymfocytov v . NSCLC; b - zastUpenie r6znych typov imunitnych buniek v NSCLC; c - rozlozenie
bunkovych zhlukov v NSCLC; d - orientacia Zliaz v rakovine prostaty; e - textdra jadier nadorovych
buniek pri OSCC,; f - tvar jadier nadorovych buniek pri HPV-pozitivnom OPSCC; g - priestorové vztahy
medzi nadorovymi bunkami pri OSCC; h - bunkova heterogenita pri karcinome prsnika (upravené podlia
Bera et al., 2019)

V onkologickej diagnostike sa algoritmy Al vyuZivaju na hodnotenie expresie
markerov a podporu rozhodovania pri vybere cielenej lieCby. Celému procesu vSak
predchadza Standardna laboratérna priprava. Vzorka tkaniva ziskana biopsiou alebo
chirurgickou exciziou sa fixuje vo formaline a nasledne sa zaleje do parafinu.
Parafinovy blok sa nareze na tenké rezy s hrubkou 3-4 um, ktoré sa prenesu na
podlozné sklicka. Po zhotoveni preparatu sa tkanivovy rez digitalizuje pomocou
skenera vybaveného objektivom s 20-nasobnym alebo 40-nasobnym zvacsenim.
Skener snima preparat po jednotlivych poliach, ktoré nasledne spaja do celoploSného
digitdlneho obrazu. V klinickej praxi sa digitalne nastroje vyuzivaju napriklad pri
hodnoteni markerov Ki-67, HER2, estrogénového a progesteronového receptora.
Tieto systémy umoznuju objektivnejSiu a reprodukovatelnejSiu kvantifikaciu expresie
markerov v porovnani s tradi€nym semikvantitativnym hodnotenim (Obr. 3). Zaroveri
poskytuju patologovi moznost overit spravnost identifikacie buniek, odhalit
potencialne chyby algoritmu a posudit’ spolahlivost ziskanych vysledkov. Vyuzitie
automatizovanej analyzy mdze prispiet k zniZeniu variability medzi hodnotitelmi,
zvy8eniu konzistentnosti hodnotenia a zefektivneniu diagnostického procesu
[11,12,13].
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Obrazok 3 Porovnanie tradiéného hodnotenia expresie Ki-67 a hodnotenia pomocou Al. A — IHC
preparat karcindmu prsnika hodnoteny konvenénym spdsobom, pri ktorom patolég vizualne identifikuje
Ki-67 pozitivne nadorové bunky a stanovuje proliferaény index (PI). B — Hodnotenie pomocou Al, ktora
automaticky deteguje jadra nadorovych buniek, klasifikuje ich na Ki-67 pozitivne/ negativne a zaroven
vypocita hodnotu PI. Al oznacuje Ki-67 pozitivhe a negativne nadorové jadra priamo v obraze preparéatu,
¢im umozniuje vizualnu kontrolu vysledku patolégom (upravené podla Dy et al., 2024)

Zaver

IHC patri medzi zakladné metddy modernej patologickej diagnostiky a zohrava
vyznamnu ulohu najma v onkoldgii. Umozniuje identifikaciu a lokalizaciu markerov
priamo v tkanive, €im poskytuje cenné informacie pre diagnostiku, stanovenie
prognézy aj vyber vhodnej lieCby. Vdaka schopnosti zachovat’ morfologicku Strukturu
tkaniva dopifia molekularne diagnostické metoédy a poskytuje informacie, ktoré by
inymi postupmi nebolo mozné ziskat. Napriek Sirokému vyuZitiu ma konvencéna IHC
urcité obmedzenia, medzi ktoré patri najma hodnotenie obmedzeného poc¢tu markerov
a variabilita interpretacie vysledkov. Su€asny vyvoj preto smeruje k zavadzaniu
mIHC/IF, rekombinantnych protilatok a digitalnej patolégie podporenej algoritmami Al.
Tieto pristupy rozSiruju diagnostické moznosti IHC, zvySuju reprodukovatelnost
vysledkov a prispievaju k presnejSiemu hodnoteniu tkaniv. Digitadlna patolégia a Al
prinasaju nové moznosti v hodnoteni histologickych preparatov. Ich ulohou nie je
nahradit’ patoléga, ale doplnit jeho odborny Usudok o objektivne kvantitativne Udaje a
podporit’ rozhodovaci proces. Dal$i rozvoj tychto technolégii by mohol prispiet k
presnejSej diagnostike, efektivnejSiemu vyuzivaniu personalizovanej lie€by a SirSiemu
uplatneniu IHC v klinickej aj forenznej praxi.
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Abstract

Vitrification and subsequent warming are integral components of contemporary
assisted reproductive technology (ART) and are routinely used in frozen embryo
transfer cycles. The survival of vitrified blastocysts depends largely on successful
rehydration during warming, which is influenced by the composition and osmolarity of
the warming media. Gradual removal of intracellular cryoprotective agents and
controlled restoration of water balance minimize osmotic injury and help preserve
cellular integrity. Following warming, embryo viability is assessed using several
morphological criteria, including blastocoel re-expansion, preservation of the inner cell
mass (ICM), and the structural integrity of the trophectoderm (TE). Among these
parameters, the degree of blastocyst re-expansion is considered one of the most
informative indicators of post-warming viability and developmental potential.
Evaluation of these morphological characteristics provides a valuable non-invasive
approach for estimating implantation potential prior to embryo transfer.

Keywords: warming media, osmotic stress, blastocyst re-expansion, morphological
characteristics, embryo transfer.

Uvod
Vitrifikacia v suc€asnosti predstavuje jeden z najvyznamnejSich pilierov modernej
asistovanej reprodukcie, ¢o sa odzrkadluje v prudkom naraste poctu cyklov
realizovanych stratégiou freeze-all v poslednych rokoch. Umoznuje bezpeéné
vykonavanie selektivneho transferu jedného embrya, ¢im sa vyrazne zniZuje riziko
viacpocetnej gravidity. Zaroven poskytuje nevyhnutny €asovy ramec pre realizaciu
preimplantacného genetického testovania (PGT) ¢i manazmentu syndromu ovarialnej
hyperstimulacie (OHSS) prave prostrednictvom tohto pristupu [1,2]. Podstatou
spominanej stratégie (kumulativha kryokonzervacia vSetkych viabilnych embryi) je
zamerny odklad embryotransferu z Cerstvého stimulaéného cyklu do nasledujucich,
spravidla nativnych alebo hormonéalne substituovanych cyklov. Kryokonzervéacia
vSetkych Zivotaschopnych embryi umozriuje regeneréciu endometria po ovariélnej
stimulacii pacientky, a nasledny kryoembryotransfer v optimalnom implantaénom okne,
¢o mbze viest k zlepSeniu implantacnych vysledkov u vybranych skupin pacientok [3].
Za poslednych 20 rokov sa frekvencia kryoembryotransferov v porovnani s Cerstvymi
transfermi vyrazne zvysila [4]. Tento trend bol umozZneny predovSetkym prechodom od
tradicného pomalého zmrazovania k vitrifikacii. Kym starSie protokoly pomalého
mrazenia vykazovali pri blastocystach obmedzenu efektivitu s mierou prezivania
embryi okolo 60 %, zavedenie vitrifikacie viedlo k zasadnému zvySeniu uspeSnosti
prezivania na 78 % az 100 % [5]. Vitrifikacia sa tak stala Standardnou metddou
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kryokonzervécie v modernej klinickej embryoldgii. Podfa su¢asnych noriem ESHRE
(Eurdépska spolocnost pre ludsku reprodukciu a embryolégiu) by miera prezivania
blastocyst po warmingu mala v beznej laboratérnej praxi dosahovat minimalne 90 %,
pricom $pi¢kové, referenéné pracoviska vykazuju uspesnost presahujucu 99 % [6].
Princip metddy vitrifikacie embryi vyuziva vysoku koncentraciu kryoprotektantov
(CPA), najCastejsie etylénglykol, dimetylsulfoxid (DMSO) a rychle ochladzovanie,
kedZe embrya sa ponaraju do tekutého dusika s teplotou -196 °C. Vdaka tomu sa
bunky vyhna tvorbe intracelularnych a extracelularnych [adovych krystalov a
prechadzaju priamo do amorfného stavu (sklovatenia) [7]. Hoci tento proces ucinne
brani strukturalnemu poskodeniu buniek fadom, kritickym momentom zostava spatné
zahrievanie, kedy méze dojst k devitrifikacii (neziaducej krystalizacii) [5]. V procese
zahrievania embryo &eli prudkym fyzikalnym a osmotickym zmenam. Bunky su totiZ po
predchadzajucej vitrifikacii dehydrované a nasytené penetrujucimi kryoprotektivnymi
latkami. Pri prechode embrya spat do fyziologického prostredia mdze nahly pokles
extracelularnej osmolality vyvolat nekontrolovany influx vody do buniek. Vysledkom
moze byt naruSenie bunkovej integrity alebo ireverzibilna lyza blastomér. Uspe$né
prezitie a zachovanie bunkovej integrity embrya v tejto kritickej faze zavisi od
maximalizacie rychlosti zahrievania, optimalneho zlozenia médii a strikiného
dodrzania expozic¢nych ¢asov v jednotlivych fazach protokolu [5,8,9].

Mechanizmus u€inku devitrifikaénych roztokov

Komercéne dostupné devitrifikacné protokoly Standardne vyuzivaju viacstupnovy,
najCastejSie trojkrokovy systém. Jeho cielom je postupné zniZovanie koncentracie
kryoprotektantov pritomnych vo vnutri blastocysty, ¢o zabrarnuje vzniku osmotického
Soku a naslednej lyze buniek. Tuto plynulu osmoticku stabilizaciu zabezpecuju
nepenetrujuce sacharidy, pritomné v zahrievacom roztoku - najCastejSie sachar6za
alebo trehal6za. KedzZe tieto disacharidy nedokazu prestupit cez intaktnu plazmaticku
membranu blastomér, udrziavaju vysoku extracelularnu osmolalitu. Vytvoreny
transmembranovy gradient umoznuje intracelularnym kryoprotektantom bezpecne a
kontrolovane difundovat von z bunky. Cely mechanizmus zaroven reguluje rychlost
rehydratacie blastocysty a brani nahlemu, destruktivnemu influxu vody do
vnutrobunkového priestoru [8,9]. V praxi tento trojstupnovy proces prebieha
postupnym prenosom embrya do troch roztokov s klesajucou koncentraciou
sacharozy. V avodnom zahrievacom meédiu (Thawing Solution; 1,0 M sacharoza) vedie
vysoka koncentracia extracelularnej sachardzy k rychlej difazii intracelularnych
kryoprotektantov do extracelularneho priestoru. To vedie k vyraznej dehydratacii a
doCasnému scvrknutiu blastomér. Nasledny prenos embrya do druhého roztoku
(Dilution Solution; 0,5 M sachardza) znizuje vonkajSi osmoticky tlak, ¢im iniciuje
kontrolovany vstup vody do vnatrobunkového priestoru. Paralelne s tymto procesom
pokraCuje vyplavovanie zvySkovych kryoprotektantov. Proces je ukoneny v
premyvacom roztoku (Washing Solution; 0 M sacharéza), kde v Cistom kultivaénom
médiu prebieha finalna rehydratacia buniek a obnova ich povodného fyziologického
objemu [10]. Su¢asnym trendom v klinickej praxi je vSak snaha o zjednodusenie tohto
postupu. Najnovsie data ukazuju, Ze prechod na jednokrokové oteplovanie (single-
step warming) predstavuje plnohodnotnd a Klinicky validovanu alternativu k tymto

PREHCADOVE STUDIE
139



viacstupriovym protokolom. Vyskumy naznacuju, Ze eliminacia jednotlivych
premyvacich medzikrokov mdze znizit manipulacné riziko pri zachovani
porovnatelnych klinickych vysledkov v porovnani s viacstupriovymi protokolmi [8,10].

Morfologické markery viability embryi po devitrifikacii

Pri hodnoteni viability embryi po warmingu sa vyuziva subor morfologickych kritérii,
ktoré umoznuju posudit stav bunkovej integrity a Strukturalnej organizacie blastocysty
po kryokonzervacii. Medzi zakladné parametre patri stupen re-expanzie blastocelu,
podiel prezivajucich buniek a morfologicka kvalita trofektodermu (TE) a vnuatornej
bunkovej masy (ICM) [11,12,13]. Hodnotenie po devitrifikacii nadvazuje na
morfologickl klasifikaciu embryi pred vitrifikaciou a poskytuje informaciu o rozsahu
kryoposkodenia a zachovani vyvojového potencialu embrya.

Pred vitrifikaciou sa blastocysty Standardne hodnotia podla Gardnerovej klasifikacie
(Obr. 1) [14]. Ta zahfha stupen expanzie blastocysty na Skale 1 — 6 podla velkosti
blastocelovej dutiny a miery hatchingu zo zona pellucida, ako aj hodnotenie kvality
vnutornej bunkovej masy (ICM) a trofektodermu (TE) v stupfioch A — C na zaklade
poctu buniek, ich usporiadania a morfologického vzhladu. Viaceré prace preukazali,
ze morfologickd kvalita ICM a TE spolu so stupfiom expanzie blastocysty pred
vitrifikaciou patria medzi dblezité faktory suvisiace s prezivanim embryi po warmingu
a uspesnostou implantacie, pricom tieto parametre vykazuju aj asociaciu s klinickymi
vysledkami vratane zivonarodenych deti [12,13,14].

Obrazok 1 Priklady blastocyst s rdznou kvalitou vnuatornej bunkovej masy (ICM) a trofektodermu (TE)
podla Gardnerovej klasifikacie. Oznacenia AA, AB a AC predstavuju blastocysty s kvalithou ICM a
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dobrou, priemernou alebo nizkou kvalitou TE. Kategérie BA, BB a BC zahffiaju blastocysty s priemernou
kvalitou ICM a dobrou, priemernou alebo nizkou kvalitou TE. Kategérie CA, CB a CC predstavuju
blastocysty s nizkou kvalitou ICM a dobrou, priemernou alebo nizkou kvalitou TE. Hodnotenie kvality
ICM a TE vychadza z poctu buniek, ich kompaktnosti, usporiadania a morfologického vzhladu [14]

Po devitrifikacii sa zivotaschopnost embryi hodnoti predovSetkym podla stupna re-
expanzie blastocelu, podielu prezivajucich buniek a zachovania morfologickej integrity
oboch bunkovych linii (ICM, TE) [11,12,13]. Morfologické hodnotenie sa najCastejSie
vykonava po kratkej kultivacii po warmingu, zvy&ajne v intervale 2 — 6 hodin, ked je
mozné spolahlivejSie posudit schopnost’ blastocysty obnovit’ svoju Strukturu a objem.
Na zaklade tychto znakov sa blastocysty po warmingu klasifikuju podfa stupria re-
expanzie blastocelovej dutiny na plne re - expandované, CiastoCne re - expandované
a kolabované formy (Obr. 2).

A 100% alebo pine re— C <50% re-
expandované embryo expandované embryo

B 250% re- D 0% re-expandované alebo
expandované embryo kolabované embryo

Obrazok 2 Klasifikacia blastocyst po warmingu podla stupna re-expanzie blastocelu a percenta
prezivajucich buniek (upravené podla Allen, 2022). Schéma znazorfiuje zakladné morfologické
kategodrie blastocyst hodnotenych po devitrifikacii: (A) plne re-expandovana blastocysta s obnovou
blastocelovej dutiny a >90 % prezivajucich buniek, (B) CiastoCne re-expandovana blastocysta s
Ciasto€nou obnovou objemu a 50-90 % prezivajucich buniek a (C) kolabovana blastocysta s minimalnou
alebo absentnou re-expanziou a <50 % prezivajucich buniek. Stupen re-expanzie odraza schopnost
trofektodermu obnovit' transport idnov a tekutin potrebny na opatovné vytvorenie blastocelu, zatial ¢o
percento prezivajucich buniek predstavuje ukazovatel rozsahu kryopoSkodenia vzniknutého pocas
vitrifikacie a warmingu. Kombinované hodnotenie tychto parametrov poskytuje vyznamnu informéciu o
post-devitrifikacnej viabilite embrya a jeho implantaénom potenciali

Re - expanzia blastocysty po warmingu reflektuje najma funk&nu aktivitu trofektodermu
potrebnu na obnovu blastocelovej dutiny. Podiel prezivajucich buniek zaroven ukazuje
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rozsah bunkového poskodenia vzniknutého v dbésledku kryokonzervécie. Tieto
parametre spolu pomerne dobre koreluju s celkovou morfologickou integritou embrya
po rozmrazeni [11].

Celkové zhodnotenie viability embryi po devitrifikadcii stoji na kombincii
predvitrifikanych morfologickych charakteristik (najma kvality ICM, TE a stupfa
expanzie) a post-warmingovych parametroch ako je stupen re - expanzie a podiel
prezivajucich buniek. Ich spoloéné hodnotenie poskytuje prakticky vyuzitelnu
informaciu o implantachom potenciali embrya a jeho dalSom vyvojovom potenciali
[12].

Zaver

Zhodnotenie viability blastocyst po devitrifikacii je délezitou su€astou rozhodovania o
ich vhodnosti na embryotransfer. Medzi najvyznamnejSie morfologické ukazovatele
patri stupen re-expanzie blastocelu, zachovanie integrity trofektodermu a vnuatornej
bunkovej masy, ako aj podiel prezivajucich buniek. Tieto parametre poskytuju cennu
neinvazivnu informaciu o stave embrya po warmingu a jeho dalSom vyvojovom
potenciali. Ich kombinované hodnotenie umoznuje presnejSie odhadnut’ implantacny
potencial blastocysty a predstavuje vyznamny nastroj pri vybere embryi uréenych na
transfer v klinickej praxi asistovanej reprodukcie.
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Abstract

Histology is a fundamental component of undergraduate medical education, requiring
effective visualization of microscopic structures and active student engagement. This
study presents the implementation of the ZEISS Labscope Teacher system in histology
teaching at the Jessenius Faculty of Medicine, Comenius University, with the aim of
establishing a digital classroom environment. At the current stage, the system enables
one-way transmission of the teacher’s microscopic image to students’ smart devices,
improving access to high-quality digital visualization during practical classes. To
evaluate student perceptions, a questionnaire survey was conducted among 78 of 141
students enrolled in the course (response rate 55.3%). Students rated the system
positively, particularly in terms of image quality, orientation in histological specimens,
and overall contribution to teaching quality. Most respondents also supported further
development of the digital classroom by equipping student microscopes with cameras
to enable mutual interaction. The findings suggest that digital microscopy represents a
promising tool for innovation in histology education.

Keywords: undergraduate study, digitalisation, histology, microscopy

Uvod
Vyucba histoldgie tvori jeden zo zakladnych pilierov pregradualneho medicinskeho
vzdelavania. Studenti prvych rognikov podas nej ziskavaju podrobné poznatky o
mikroskopickej Strukture, forme a funkcii buniek spajajucich sa do tkaniv, ktoré vo
vzajomnej suhre tvoria organy a organové systémy ludského tela. Tieto vedomosti
predstavuju nevyhnutny predpoklad pre pochopenie fyziologickych procesov,
rozpoznanie patologickych zmien suvisiacich s rozvivajucim sa ochorenim a nasledné
klinické rozhodovanie vratane diagnostiky a manazmentu lieCby. Tradi¢na vyucba
histolégie je zaloZena na préaci so svetelnym mikroskopom a histologickymi preparatmi.
Vzhladom k nezastavitelnému pokroku vo svete technoldgii sa v poslednych rokoch
Coraz viac objavuje implementacia digitalnych nastrojov nielen do klinickej praxe a
diagnostiky [1], ale rovhako sa objavuju moznosti na zvySenie interaktivity vyucby,
efektivity komunikacie medzi vyu€ujucim a Studentmi, €i podpory aktivheho uc€enia [2].
S ciefom modernizovat prakticku vyu€bu predmetu Histologia a embryoldgia na
Jesseniovej lekarskej fakulte UK v Martine bol na pracovisku zatial ciasto¢ne
implementovany systém ZEISS Labscope Teacher. Ide o softvérové rieSenie urCené
pre digitalne prepojené mikroskopické zazemie, ktoré umozniuje zobrazenie Zivého
obrazu z mikroskopu na réznych smart zariadeniach, spravu vyucby a zlepSuje
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komunikaciu medzi vyuc€ujucim a Studentmi. Softvér umozriuje jednoduché zdielanie
obrazu, dokumentov a dalSich vzdelavacich materialov [3].

V sugasnej faze implementécie je digitalna trieda na Ustave histologie a embryoldgie
JLF UK v Martine vyuzivana predovsSetkym na jednosmerny tok digitalneho obrazu z
mikroskopu vyuc€ujuceho do zariadeni Studentov. Takyto spdésob vyuby umoziuje
vSetkym Studentom suCasne sledovat identické zorné pole, orientovat sa v
histologickom preparate a lepSie porozumiet vysvetlovanym Strukturam. Pozorované
Struktary si Studenti vdanom ¢ase mézu odfotit’ a ulozit do priec€inku svojho zariadenia,
Co zabezpecCuje homogenitu Studijnych materidlov a zaru€uje poZadovanu kvalitu
histologickych mikrofotografii pre ich nasledné Studium v domacom prostredi.
Vyucujuci méze pocas vyucby vyuzivat funkcie zvyrazfiovania zaujmovych oblasti,
anotacie a merania objektov, ¢im sa zvySuje nazornost a efektivita prezentovanych
informacii [4].

Materiél a metodika

Délezitou suCastou hodnotenia implementacie digitalnej triedy je spatna vazba od
Studentov. Na tento ucCel bol realizovany anonymny dotaznikovy prieskum
prostrednictvom Google Forms zamerany na celkové hodnotenie prinosu digitalneho
zobrazenia histologickych preparatov, prehladnosti vyucby (otazky A1-A10), vplyvu na
vzdelavaci proces (otdzky B1-B5) a buduceho rozvoja digitalnej triedy (otazky C1-C4).
Do dotaznikového prieskumu sa zapojilo 78 Studentov z celkového poctu 141
Studentov zapisanych na predmet Histologia a embryoldgia, Co predstavuje navratnost
55,3 %. Spolahlivost pouzitého dotaznika bola overena vypoctom Cronbachovho
koeficientu a. Celkova hodnota pre vSetky polozky Likertovej Skaly (1-Uplne
nesuhlasim ... 5-Uplne suhlasim) dosiahla a = 0,886, ¢o potvrdzuje dobrd vnutornu
konzistenciu pouzitého nastroja. Pri jednotlivych polozkach sa Statisticky vyhodnotili
Udaje ako aritmeticky priemer (Mean), Statisticka odchylka (SD), median a percento
suhlasu (pomer odpovedi 4 a 5 Likertovej Skaly voc€i celkovému poctu odpovedi).

Vysledky
Hodnotenie systému ZEISS Labscope Teacher
Vysledky ukazali vysoku mieru akceptacie systému ZEISS Labscope Teacher zo
strany Studentov (Tabufka 1: A1-A10). NajvysSie hodnotenou poloZkou bolo tvrdenie,
Ze digitalny prenos obrazu umoznuje lepSie sledovanie vysvetlovanych histologickych
Struktar (M =4,62; SD = 0,69), pricom suhlas vyjadrilo 93,6 % respondentov. Rovnako
pozitivne bola hodnotena kvalita digitalnych preparatov (M = 4,50; SD = 0,66) a kvalita
zobrazovaného obrazu na Studentskych zariadeniach (M = 4,45; SD = 0,70).
Studenti zarover uviedli, Ze systém im pomaha lepsie sa orientovat v preparatoch (M
= 4,37; SD = 0,82) a ulah¢uje pochopenie preberaného uciva (M = 4,35; SD = 0,92).
Vyucba realizovana prostrednictvom digitalneho prenosu obrazu bola vnimana ako
efektivnejsia v porovnani s klasickou demonstraciou preparatov (M =4,44; SD = 0,89).
poCas praktickych cvi¢eni (M = 3,55; SD = 1,23), priCom suhlas vyjadrilo 53,8 %
respondentov. Tento vysledok naznacuje, Ze implementacia systému mala vyraznejsi
vplyv na kvalitu vizualizacie a pochopenie uciva nez na samotnu aktivizaciu Studentov
pocas vyucby.
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Vplyv na vzdelavaci proces

Vysledky druhej Casti dotaznika potvrdili pozitivny vplyv digitalnej triedy na vzdelavaci
proces (Tabulka 1: B1-B5). AZ 96,2 % respondentov suhlasilo s tvrdenim, Ze digitalna
trieda zvySuje kvalitu vyucby histolégie (M = 4,58; SD = 0,57). Rovnaky podiel
Studentov odporucil dalSie vyuzivanie systému ZEISS Labscope Teacher vo vyucbe
(M =4,68; SD =0,63).

Pozitivne boli hodnotené aj moznosti implementacie digitalnych preparatov do dalSich
predmetov medicinskeho kurikula (M = 4,40; SD = 0,84). Studenti zarover uviedli, Ze
digitalna vyucba podporuje lepSie pochopenie vztahov medzi Strukturou a funkciou
tkaniv (M = 4,14; SD = 0,91).

histolégie (M = 3,69; SD = 0,98), o naznacuje, Ze technologické inovacie sice zlepsuju
organizaciu a efektivitu vyu€by, avsak ich vplyv na vnutornud motivaciu studentov je
menej vyrazny.

Tabulka 1: Hodnotenie implementacie systému ZEISS Labscope Teacher Studentmi (n = 78).

Otazka Mean SD [|Median |Suhlas (%)
A1. D|g|'talr}yvpren<?s obrazu mi umoznil lepSie sledovat vysvetfovanu 462 0,69 5 936
histologicku Strukturu.

AZ. Ql?)rz’;lz. zoprazovz.:my’na ‘IIT]O]OI’T’1 zariadeni bol dostato&ne kvalitny na 4.45 0,70 5 936
identifikaciu histologickych Struktur.

A3. Pouzivanie systému mi pomohlo lepSie sa orientovat v preparatoch. 4,37 0,82 5 88,5
A4. Digitalny obraz ufahcil pochopenie preberaného uciva. 4,35 0,92 5 82,1
A5. Vdaka systému som sa mohol viac sustredit na odborny obsah. 4,29 1,07 5 82,1
AG. Vylfcb'a _bola s vyyzmm systému efektivnejSia nez klasicka 444 0.89 5 87.2
demonstracia preparatov.

A7. Systém zvySil moju aktivitu poCas praktickych cviceni. 3,55 1,23 4 53,8
A8. Ovladanie systému bolo jednoduché a intuitivne. 4,19 0,94 4 76,9
A9. Technické fungovanie systému bolo spolahlivé. 4,24 0,84 4 84,6
A10. Kvalita digitédlnych preparatov bola dostato¢na pre vyuébu. 4,50 0,66 5 93,6
B1. Digitalna trieda zvySuje kvalitu vyuéby histoldgie. 4,58 0,57 5 96,2
B2. Digitalne preparaty by mali byt vyuzivané aj v dalSich predmetoch. 4,40 0,84 5 84,6
B3. Systém zvySuje moju motivaciu k Studiu histologie. 3,69 0,98 4 60,3
B4. Dlg.ltalna vy,ucba podporuje lepSie pochopenie vztahu medzi Struktirou 414 0,91 4 795
a funkciou tkaniv.

B’5. vOdporucn/-a by som dalSie vyuzivanie systému Labscope Teacher vo 4,68 0,63 5 96,2
\vyucbe.

Cl.vPr_lyltaI/-a by som moznost zdielat obraz z vlastného mikroskopu s 424 0,91 45 795
vyucujucim.

Cv2. Moznost okamzitej kontroly preparatu vyucujucim by zlepSila moje 433 0.86 5 833
ucenie.

QS. P!nc_)hodnotna digitalna trieda by bola prinosom pre prakticku vyucbu 441 0.87 5 859
histolégie.

_C4. Investicia d,o rozSirenia systému o kamery pre Studentské mikroskopy 4.40 0,97 5 833
je opodstatnena.

Vysvetlivky: Mean — aritmeticky priemer; SD — smerodajna odchylka; Sthlas (%) — podiel respondentov,
ktori oznacili odpoved 4 (,skor suhlasim®) alebo 5 (,uplne suhlasim®) na patbodovej Likertovej Skale.
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Hodnotenie d’alSieho rozvoja digitalnej triedy

Pozitivne boli hodnotené aj moznosti dalSieho rozvoja digitalnej triedy (Tabulka 1: C1-
C4, Graf 1). Respondenti podporili rozSirenie systtmu o kamery na Studentskych
mikroskopoch a vytvorenie plnohodnotného obojsmerného systému komunikacie
medzi Studentom a vyucujucim.

NajvysSSie hodnotenie ziskalo tvrdenie, Ze plnohodnotna digitalna trieda by
predstavovala prinos pre prakticku vyucbu histolégie (M = 4,41; SD = 0,87), priCom
suhlas vyjadrilo 85,9 % respondentov. Podobne vysoku podporu ziskala aj investicia
do rozSirenia systému o kamery pre Studentské mikroskopy (M = 4,40; SD = 0,97).
Moznost okamzitej kontroly preparatu vyucujucim bola hodnotena priemerom 4,33 (SD
= 0,86) a moznost' zdielania obrazu z vlastného mikroskopu s vyuc€ujucim priemerom
4,24 (SD = 0,91). Vysledky naznacuju vysoku mieru podpory dalSej digitalizacie
praktickej vyucby zo strany Studentov.

Vplyv na vzdeldvaci proces na zéklade stupnice: 1- Gplne nesuhlasim 2 — skor nesthlasim 3 - neviem posudit /
neutralne 4 — skor sthlasim 5 — dplne sthlasim
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Graf 1 Vizualizacia vnimania vplyvu ZEISS Labscope Teacher na vzdelavaci proces

Celkové hodnotenie systému

Pri porovnani digitalnej mikroskopie so Standardnou svetelnou mikroskopiou oznacilo
82,1 % respondentov digitalnu mikroskopiu za lepSiu alebo vyrazne lepSiu. Iba 7,7 %
Studentov ju hodnotilo negativne.

Na otazku tykajucu sa preferovaného spésobu vyucby odpovedalo 76,9 %
respondentov, Ze by uprednostnili kombinaciu klasickej a digitédlnej mikroskopie.
Prevazne digitalnu alebo vyluéne digitalnu formu vyucéby by si zvolilo 20,5 % Studentov,
zatial €o prevazne klasicky mikroskop preferovalo iba 2,6 % respondentov.

Celkové hodnotenie systému ZEISS Labscope Teacher bolo vefmi priaznivé. Za
vyborné alebo velmi dobré ho oznacilo 83,3 % respondentov, pricom Ziadny Student
nehodnotil systém ako nedostatocCny.

Vysledky prieskumu jednoznaCne poukazuju na pozitivne prijatie systému ZEISS
Labscope Teacher Studentmi a podporuju dalSi rozvoj konceptu digitalnej triedy v
ramci vyucby histoldgie.
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V porovnani s klasickou svetelnou mikroskopiou povazujem digitalnu mikroskopiu v LabScope

Teacher za:
78 odpovedi

@ vyrazne horsiu
@ horsiu

@ porovnatefnd
@ lepsiu

@ vyrazne lepsiu

Graf 2 Porovnanie svetelnej mikroskopie s digitalnou mikroskopiou v ZEISS Labscope Teacher

Ak by ste si mohli vybrat sposob vyucby histoldgie, preferovali by ste:

78 odpovedi

Graf 3 Vizualizacia preferencii spésobu vyucby histologie

Ako celkovo hodnotite vyuZitie systému Labscope Teacher?
78 odpovedi

@ iba klasicky svetelny mikroskop

@ prevazne klasicky svetelny mikroskop
@ kombinaciu oboch metad

@ prevazne digitalnu mikroskopiu

@ iba digitalnu mikroskopiu

@® vyborné

@ velmi dobré
@ dobré

@ dostatoéné
@ nedostatoéné

Graf 4 Vizualizacia celkového hodnotenia vyuzitia systému ZEISS Labscope Teacher
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Tabulka 2: Suhrnné indexy vnutornej konzistencie dotaznika (Cronbachovo a). V pedagogickom a
socialno-vedeckom vyskume sa naj¢astejSie interpretuje spolahlivost intervalu 0,8 — 0,89 ako dobra.

Skala Pocet poloziek Cronbachovo a
Hodnotenie systému (Al — A10) 10 0,865
\Vplyv na vzdelavaci proces (B1 — B5) 5 0,843
Buddci rozvoj digitalnej triedy (D1 — D4) 4 0,890
\VSetky Likertove polozky spolu 19 0,886

Spolahlivost pouzitého dotaznika bola overena vypoctom Cronbachovho koeficientu
alfa (Tabulka 2). Celkova hodnota pre vSetkych 19 polozZiek Likertovej Skaly dosiahla
a = 0,886, o predstavuje dobru vnutornu konzistenciu dotaznika. Pre jednotlivé oblasti
boli zistené hodnoty a = 0,865 pre hodnotenie systému ZEISS Labscope Teacher, a =
0,843 pre oblast vplyvu na vzdelavaci proces a a = 0,890 pre oblast buduceho rozvoja
digitalnej triedy. Ziskané vysledky potvrdzuju vysoku spolahlivost pouZzitého
meracieho nastroja a umoznuju povazovat ziskané udaje za vhodné na dalSie
Statistické spracovanie a interpretaciu.

Diskusia
Vysledky realizovaného prieskumu poukazuji na pozitivne prijatie systému ZEISS
Labscope Teacher Studentmi mediciny a potvrdzuju potencial digitalnych technoldgii
pri modernizacii vyucby histologie. NajvysSie hodnotené boli aspekty suvisiace s
kvalitou vizualizacie preparatov, orientaciou v mikroskopickom obraze a celkovym
ZlepSenim kvality vyucby. Tieto zistenia su v sulade s filozofiou digitalnej triedy ZEISS,
ktorej ciefom je umoznit Studentom sledovat identicky mikroskopicky obraz v realnom
Case, zlepsit' interakciu medzi vyucujucim a Studentmi a zvysSit' efektivitu praktickej
vyucby [3].
Zaujimavym zistenim je, Ze napriek velmi pozitivnemu hodnoteniu systému bol jeho
vplyv na aktivitu Studentov pocCas cviCeni a na motivaciu k Studiu hodnoteny priemerne.
Tento vysledok naznacCuje, Ze samotna digitalizacia vyucby automaticky nevedie k
vySSej angazovanosti Studentov. Aktivizacia Studentov si pravdepodobne vyzaduje aj
vyuzivanie dalSich pedagogickych stratégii, ako su timova praca, rieSenie
problémovych uloh alebo aktivne zapajanie Studentov do interpretacie
mikroskopickych nalezov ako uvadza Farah et al. [5].
Vyznamnym zistenim je vysoka podpora dalSieho rozvoja digitalnej triedy. Viac ako
Styri patiny respondentov podporili myslienku vybavenia Studentskych mikroskopov
kamerami a vytvorenia plnohodnotného obojsmerného systému komunikacie. Takéto
rieSenie predstavuje aj povodny komplexny koncept ZEISS Labscope Teacher, ktory
umoznuje vyucCujucemu sledovat obraz zo vSetkych pripojenych mikroskopov,
poskytovat okamzitu spatnu vazbu, vytvarat pracovné skupiny a zdielat vyucbové
materialy v realnom Case.
Za vyznamné mozno povazovat aj zistenie, ze vacsina Studentov nepreferuje uplné
nahradenie klasickej mikroskopie digitalnou formou vyucby, ale uprednostiiuje
kombinaciu oboch pristupov podobne ako to uvadza vo svojej praci Kuo et al. [6]. Tento
vysledok naznacuje, Ze Studenti vnimaju digitalnu mikroskopiu ako vhodny doplnok
tradiCnej prace so svetelnym mikroskopom, nie ako jej uplnu nahradu. Hybridny model
vyuCby modze predstavovat optimalny kompromis medzi rozvojom praktickych
mikroskopickych zru€nosti a vyuzivanim vyhod digitalnych technolégii.
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Limitujucim faktorom predlozenej prace je fakt, ze prieskumu sa zucastnilo 78 z 141
Studentov (55,3 %). Napriek tomu ide o uspokojivi navratnost dotaznika, ktora
umoznuje povazovat ziskané vysledky za relevantny obraz nazorov Studentov
zapojenych do vyucby. Dal§im obmedzenim je skutoénost, Ze v &ase realizacie
prieskumu bola digitalna trieda vyuzivana iba v rezime jednosmerného prenosu obrazu
z mikroskopu vyucCujuceho do zariadeni Studentov. Nebolo preto mozné hodnotit
vSetky funkcionality systému ZEISS Labscope Teacher, ktoré su dostupné pri pine
prepojenej sieti mikroskopov vybavenych kamerami.

Napriek uvedenym obmedzeniam vysledky naznacuju, Ze implementacia systému
ZEISS Labscope Teacher predstavuje perspektivny krok smerom nielen k digitalizacii
vyucby histologie, ale najma k zvyySeniu atraktivity tohto predmetu pre samotnych
Studentov mediciny. Perspektivne by sa mohol vyskum zamerat na hodnotenie
plnohodnotnej digitalnej triedy po vybaveni Studentskych mikroskopov kamerami, ako
aj na objektivne meranie jej vplyvu na Studijné vysledky, retenciu novych poznatkov,
diferenvialno-diagnostické schopnosti a praktické mikroskopické zru¢nosti Studentov.
Napriek uspeSnému zavedeniu CiastoCnej fazy digitalnej triedy zatial nie je plne vyuzity
potencial systtmu ZEISS Labscope Teacher. Hlavhym obmedzenim je absencia
kamier na jednotlivych Studentskych mikroskopoch. Z tohto dévodu nie je v su€asnosti
mozné obojsmerné zdielanie obrazu ani priebezné monitorovanie prace Studentov
priamo z pracoviska vyucujuceho, ¢o by podla nadobudnutych vysledkov uvitali aj
samotni Studenti. Systém by v dalSej faze implementacie umoznil distribuciu Studijnych
materialov aj v smere Student - vyucujuci, ¢im by zvysSil aktivne zapojenie Studenta do
praktickych cvi¢eni vo forme vypracovaného protokolu, ¢o priamo podpori interaktivnu
komunikéaciu v digitalnom prostredi [4].

PInohodnotna implementacia digitalnej triedy by si nasledne vyZadovala odborné
zapojenie Studentskych mikroskopov do spoloCnej siete, ktora je v spolupraci s
pracoviskom IKT uz v tejto faze projektu pripravena v plnom rozsahu pokryt naroky
systému. Takéto rieSenie by umoznilo vyucujucemu sledovat obraz zo vSetkych
mikroskopov v realnom Case, poskytovat okamzitu spatnu vazbu, identifikovat chyby
pri praci s preparatmi a efektivnejSie usmerniovat’ Studentov pocas praktickych cviceni.
Realizcia tejto fazy projektu je podmienena ziskanim finanénych prostriedkov na
technické vybavenie Studentskych mikroskopov vo vSetkych troch praktikarfiach
astavu.

Zaver

Implementacia systému ZEISS Labscope Teacher predstavuje vyznamny krok
smerom k digitalizacii vyucby predmetu Histoldgia a embryoldgia na Jesseniovej
lekarskej fakulte UK v Martine. Uz su¢asna forma digitalnej triedy zalozena na prenose
obrazu z mikroskopu vyucujuceho do smart zariadeni Studentov zvySuje nazornost
vyuéby a podporuje aktivne osvojovanie vedomosti. Daldi rozvoj projektu bude
smerovat’ k vybaveniu Studentskych mikroskopov digitalnymi kamerami a vytvoreniu
plnohodnotného obojsmerného systému digitalnej mikroskopie, ktory umozni
efektivnejSiu interakciu medzi vyucujucim a Studentmi a prispeje k dalSiemu
skvalitneniu medicinskeho vzdelavania.

Tato publikacia vznikla vdaka podpore projektu: ,Simulaéné centrum Jesseniovej
lekarskej fakulty UK v Martine®, kdéd projektu: 401101B754. Tento projekt je
spolufinancovany Eurépskou Uniou v ramci Programu Slovensko. Technické
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zabezpeclenie projektu bolo mozné s podporou projektu VEGA 1/0045/23 a v
spolupraci s Lambda Life a.s.
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Ucebné preferencie verzus akademicka uspesnost’ v anatomii:
mytus alebo realita?
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Mellova, Y.
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Abstract
Anatomy is a fundamental theoretical discipline and its successful mastery requires
not only memorization of anatomical terminology, but also spatial orientation, practical
identification and integration of knowledge across the organ systems. The Anatomy
combines the face to face teaching in lectures and practicals, visual materials, written
texts, models, cadaveric specimens and digital visualization tools. Therefore it
represents suitable subject for the investigation of the preferred learning styles and
their relation to the academic achievement.
The aim of this study was to analyse learning preferences of anatomy students using
VARK questionnaire and to evaluate their relation with academic performance. The
study included 411 second year students at the JFM in Martin CU in Bratislava (214
studens in Slovak programme and 197 in English programme). Learning preferences
were assessed using Fleming’s VARK questionnaire. Academic performance was
evaluated using the results (percentual scores) of the midsemester tests in Anatomy 1
and 2, and practical and final oral examination results in Anatomy 3.
Students in Slovak programme achieved significantly better results than the students
in English programme in all evaluated parameters of academic achievement.
Differences in VARK scores were also observed. Slovak programme students
achieved significantly higher scores in visual, aural and kinesthetic modalities, whereas
english programme students showed higher scores in the read/write modality. Female
students showed slightly higher scores in all modalities of VARK, althought significant
difference was found only in visual modality. Spearman’s correlation analysis did not
reveal consistent relation between VARK scores and academic achievement.
The results do not support the hypothesis that preferred learning styles, as measured
by VARK, are reliable predictors of academic success in anatomy. VARK preferences
may reflect mainly individual study habits, previous educational experiences and
language conditions rather than factors directly determining academic performance.

Keywords: anatomy, learning styles, learning preferences, academic performance

Uvod
Anatomia patri k zakladnym teoretickym disciplinam medicinskeho vzdelavania a je
Casto oznacCovana pojmom ,zakladny kamen mediciny“. Jej uspesné zvladnutie si
vyzaduje nielen osvojenie si odbornej latinskej terminologie, ale aj priestorovu
orientaciu a funkéné suvislosti medzi jednotlivymi organovymi sustavami fudského
tela. Informacie ziskané na prednaskach a praktickych cviCeniach musia Studenti
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doplnit samostudiom. Pri Studiu anatomie maju teda k dispozicii ustny vyklad, vzdy
s obrazovym materialom, s modelmi a kadaverickymi preparatmi a samozrejme
ucebné texty, a Casto moderné softvéry pracujuce s digitalnymi vizualizaciami. Tato
komplexnost' pri Studiu anatémie vedie k otazke, €i individualne preferencie resp.
ucebné Styly pri Studiu mézu suvisiet s akademickou uspesnostou. Ucebny Styl je
definovany ako suhrn postupov, ktori Studenti preferuju pri u€eni sa. Vyvija sa z
vrodeného zakladu, ale v priebehu Studia €i zZivota sa mbéze menit a optimalizovat.
Studenti si pouzivanie uréitého im vlastného uéebného $tylu len zriedkavo uvedomuiju,
systematicky analyzuju Ci ciefavedome upravuju [1].

Jednym z najznamejSich a najpouzivanejSich dotaznikov pre hodnotenie u¢ebnych
preferencii je VARK model rozliSujuci vizualnu, auditivnu, verbalnu a kinesteticku
modalitu u€enia. Fleming a Mills [2] predstavuju dotaznik ako nastroj na sebareflexiu
Ci zamyslenie sa nad tym, aké zmyslové modality Studenti pri uceni preferuju
a nasledne im méze pomoct optimalizovat’ ich Studijné stratégie.

Problematika uCebnych Stylov je v pedagogickom vyskume Casto diskutovana av8ak
stale je povaZovana za nedostato¢ne prebadany fenomén. Cielom predkladanej studie
bolo analyzovat preferované ucebné Styly u Studentov a zistit' pripadny vztah s ich
akademickou uspesSnostou v anatomii.

Material a metody
Studie sa zudastnilo 411 participantov, $tudentov 2. roénika JLF UK v Martine. Do
suboru bolo zaradenych: 214 Studujucich v slovenskom jazyku (82 muzov, 132 Zien) a
197 Studujucich v anglickom jazyku (69 muzov, 128 Zien) z Nérska a Islandu.
Participantom bol predlozeny Flemingov VARK dotaznik obsahujuci 13 otazok
opisujucich bezné Zivotné situacie. Dotaznik hodnoti 4 modality uCebnych Stylov
(modalit):

= V - vizualny/zrakovy (visual) Styl — predstavuje preferenciu vizualnych
materialov pre ucenie
= A - auditivny/sluchovy (aural) Styl — predstavuje preferenciu zvukovych

materialov pri uceni
= R - vizualno — verbalny (read/write) Styl — predstavuje preferenciu pisaného
slova ako u€ebného materialu
= K - kinesteticky — pohybovy (kinesthetic) Styl — predstavuje preferenciu
ucebnych materialov, s ktorymi sa da manipulovat.
Akademicka uspesnost bola hodnotena na zaklade vysledkov priebezného hodnotenia
zo semestralnych testov v predmete Anatomia 1 a Anatdmia 2 a na zaklade vysledkov
zavereCnej skusky z predmetu Anatdmia 3. Vysledky semestralnych testov boli
vyjadrené ako percentualna uspesnost, vysledky ustnej a praktickej skusky stupnicou
A-Fx (pricom pre Statistické vyhodnotenie sa stanovilo A=5, B=4, C=3, D=2, E=1,
Fx=0).
Skére pre jednotlivé V A R K Styly sme Statisticky vyhodnotili v zmysle rozdielov medzi
muzmi a zenami, Studentami Studujucimi v slovenskom jazyku a Studentami
Studujucimi v anglickom jazyku. VARK skére sme nasledne korelovali s vysledkom v
priebeznom hodnoteni semestralnych testov v Anatbmia 1 a Anatomia 2
a s vysledkom praktickej a zavereénej Ustnej skusky z anatémie. Statistickii analyzu
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sme robili v programe PSPP a pouzili sme Mann-Whitneyho U test a Spearmanovu
korela¢nu analyzu, pricom hladinu Statistickej vyznamnosti sme stanovili na p<0,05.

Vysledky

Analyza priemernych skoére jednotlivych modalit — Stylov podla dotaznika VARK
ukazala rozdiely medzi Studentami Studujucimi v slovenskom a anglickom programe
(Obr. 1). Studenti v slovenskom programe dosiahli signifikantne vy$sie skére vo
vizualnom, auditivnhom aj kinestetickom $tyle. Studenti v anglickom programe dosiahli
zasa signifikantne vysSie skére vo vizualno — verbalnom Style (modalita read/write).
Rozdiely v auditivnom a vizualno — verbalnom Style boli vyraznejSie ako vo vizualnom
a kinestetickom Style.

Vizualny ityl - priemerné skére Auditivny Styl - priemerné skdre
5 . 8
* * * wHk *k wk
I | [ | - | 7 _— | f | f |
i c T J l
1 T j )
| 3,09 2,66 2,71 2,28 | Zhei) 2,88 5,76 4,48 5,45 4,67 SRR 4,38
spolu mui ieny spolu muii ieny
M Studentiv ) Studenti v AJ @ Studenti v SJ Studenti v AJ
* Mann-Whitney U test p<<0,08 #% Mann-Whitney U test p<0,0001
Vizualno -verbélny (read/write) 5tyl - priemerné Kinesteticky styl - priemerné skore
skore .
%k s o ! * * %

[; .
v | | | | | | 6 T 1 | i |

I
5 5 [
_] - [N
3 | 3
2 : |
1
o 3,13 3,77 2,98 3,49 3,23 3,92 4,53 5,07 4,41 5,02 4,59
spolu muii Zeny muii Zeny
Studenti v SJ Studenti v AJ M Studenti v 5) Studenti v AJ
#*% Mann-Whitney U test p<0,0001 * Mann-Whitnev U test p<0.,05

Obrézok 1 Priemerné skére pre jednotlivé modality dotaznika VARK

Pri deskriptivnej analyze skore modalit VARK podfa pohlavia dosiahli Zeny vo vSetkych
modalitach vysSie skére ako muzi, priCom vo vizualnom Style bol rozdiel skére dokonca
Statisticky signifikantny (Tab. 1).
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Tabul'ka 1: Deskriptivna analyza modalit VARK medzi muzmi a Zenami.

vizuélno — kinesteticky
skére modalit VARK vizualny Styl auditivny Styl | verbalny Styl Styl
podfa pohlavia priemer £SD priemer £SD | priemer £SD | priemer £SD
median median median median
muzi (n=151) 251+1,72 5,09 £ 2,22 3,21+£1,79 4,77 £ 2,06
2,00 5,00 3,00 5,00
Zeny (n=260) 3,10 £1,98 5,17 £ 2,34 3,57 £2,16 4,81 +2,13
3,00 5,00 3,00 5,00
p - podfa Mannovho-
Whitneyho U testu 0,006 0,758 0,145 0,570

Pri porovnani akademickej uspesSnosti dosiahli Studenti Studujuci v slovenskom
programe signifikantne lepSie vysledky ako Studenti Studujuci v anglickom programe
a to vo vSetkych sledovanych parametroch (Obr. 2).

Anatémia 1 Anatémia 2
- % Uspesnost v semestralnych testoch - % uspesnost v semestralnych testoch

100 ot % dok 100 - *k e
TI I T 1 I I | T | T | [ -
40
82,34 72,16 83,15 74,62 81,82 70,84 84,33 76,93 83,99 78,59 84,54 76,03
0 0
StudentivS) @studentiv Al StudentivS) @ studentiv Al

** Mann-Whitney U test p<0,0001

Anatémia 3 - hodnotenie praktickej skusky
A=5 B=4 C=3 D=2 E=1

#*%* Mann-Whitney U test p<0,0001

Anatémia 3 - hodnotenie zdverecnej Ustnej
skusky

A=5 B=4 C=3 D=2 E=1
L

Kk *% *% <5 *%k *%
| | | | |
p =z i i [ ’ T, =1
@ 4 V3 I |
o3 | |
o2
(=]
w | w1 l
2,75 2,81 2,72 2,07 2 2
0
spolu muzi ieny spolu muzi zeny
W Studentiv S) Studentiv AJ M Studentiv SJ Studenti v AJ

** Mann-Whitney U test p<0,0001 *% Mann-Whitney U test p<0,0001

Obrédzok 2 Akademicka uspeSnost Studentov Studujucich v slovenskom a anglickom programe
v sledovanych parametroch

V predmete Anatémia 1 bola priemerna percentualna uspesSnost v semestralnych
testoch v slovenskom programe 82 %, zatial ¢o v anglickom programe to bolo 72 %.
Obdobny trend bol zaznamenany aj v predmete Anatdomia 2, kde Studenti
v slovenskom programe dosiahli priemer 84 %, v anglickom programe 76 %.
Rozdiely medzi skupinami boli Statisticky vyznamné aj po rozdeleni podla pohlavia.
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Pri hodnoteni praktickej skusky dosiahli Studenti v slovenskom programe priemernu
znamku B, zatial o Studenti v anglickom programe C. Pri zavere¢nej skuske bolo
priemerné hodnotenie v slovenskom programe C a v anglickom D. Korelacna analyza
medzi skore modalit VARK a akademickou uspesnostou nepreukazala konzistentny
vztah medzi preferovanym ucebnym Stylom a dosiahnutymi Studijnymi vysledkami
(Tab. 2). Korelacné koeficienty boli velmi nizke a korelacie nevykazovali ziadnu
tendenciu, ktoru by bolo mozné interpretovat ako vztah medzi uc¢ebnym Stylom
a akademickou uspesnostou. Vysledky korelacnej analyzy nepotvrdili, Ze by vySSie
skore urcitého preferovaného ucebného Stylu podfa dotaznika VARK suviselo
s lepSimi Studijnymi vysledkami.

Tabulka 2: Korelatna analyza medzi skére modalit VARK a parametrami akademickej Uspesnosti.

auditivny Styl vizualno — kinesteticky
parameter vizualny Styl I's verbalny Styl Styl
akademickej uspesSnosti r's p I's rs
p p p

Anatémia 1 v SJ rs=-0,16 rs=-0,01 rs =-0,02 rs= 0,09

p = 0,024 p =0,894 p=0,816 p = 0,203
Anatomia 1 v AJ rs=-0,01 rs=-0,04 rs=-0,15 rs=-0,09

p = 0,942 p = 0,544 p = 0,033 p=0,211
Anatémia 2 v SJ rs=-0,12 rs=-0,07 rs = 0,08 rs= 0,04

p = 0,080 p = 0,305 p = 0,260 p=0,519
Anatémia 2 v AJ rs= 0,05 rs=-0,13 rs=-0,13 rs=-0,01

p = 0,502 p=0,074 p = 0,075 p = 0,908
Anatémia 3 — prakticka rs =-0,05 rs= 0,06 rs=-0,03 rs = 0,08
skuska v SJ p = 0,457 p = 0,366 p =0,669 p = 0,204
Anatémia 3 — prakticka rs= 0,06 rs=-0,04 rs= 0,01 rs=-0,12
skuska v AJ p = 0,442 p =0,562 p=0,912 p = 0,082
Anatémia 3 — zavere¢na rs =-0,05 rs =-0,02 rs=-0,04 rs= 0,06
skuska v SJ p =0,460 p=0,798 p = 0,582 p = 0,356
Anatémia 3 — zavere¢na rs =-0,09 rs=-0,12 rs=-0,10 rs =-0,06
skuska v AJ p =0,223 p = 0,107 p=0,178 p = 0,386

Diskusia a zaver

Mozno konstatovat, Ze vysledky Studie nepotvrdili platnost’ stanovenej hypotézy, Ze
vySSie skoére urcitého preferovaného ucebného Stylu podla VARK dotaznika suvisi
s lepSimi Studijnymi vysledkami. NaSe vysledky su v sulade s pracami, ktoré
spochybiuju vyznam ucebnych Stylov ako prediktora akademickej uspesnosti.
Husmann et al. [3] vo svojej Studii, rovnako ako my, sledovali korelaciu u¢ebnych stylov
podla VARK s akademickou uspeSnostou v anatomii. Na zaklade vysledkov
konstatovali, Ze vykon Studentov v anatomii nekoreloval so skére v Ziadnej kategérii
VARK. Martinez et Tusca [4] zasa potvrdili negativnu signifikantna korelaciu medzi
auditivnym a kinestetickym Stylom a vysledkom priebezného elektronického testu
z muskuloskeletalneho systému. Naopak O'Mahony et al. [5] vo svojej Studii potvrdili
signifikantne lepsie Studijné vysledky u Studentov s vysokym skére auditivneho Stylu
VARK. Vysledky dostupnych $tudii teda prinaSaju nejednoznacné zavery €o sa tyka
vztahu medzi preferovanymi u¢ebnymi Stylmi a akademickou uspesnostou.
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Pashler et al. [6] vo svojej Studii uvadzaju, ze napriek popularite koncepcie u¢ebnych
Stylov, stale je nedostatok metodologicky kvalitnych studii, ktoré by poskytli empiricky
dokaz, Ze prispésobenie sa preferovanym uc¢ebnym Stylom vedie automaticky k lepSim
Studijnym vysledkom. An et Carr [7] sumarizuju najma tri kritické oblasti: chybajuci
jasny teoreticky ramec — mechanizmus, problémy merania — nakolko dotazniky ¢asto
hodnotia subjektivne preferencie a nedostatocné prepojenie ucebnych Stylov so
Studijnou uspesnostou. Preto odporucaju skumat’ iné rozdiely medzi Studentami ako
napriklad verbalne a vizualne schopnosti, predchadzajuce vedomosti alebo aj
schopnost sebaregulacie. Napriek tomu, ze medzi Studentmi Studujucimi
v slovenskom a anglickom $&tudijnom programe sme v na$ej Studii zaznamenali
signifikantné rozdiely vo vetkych sledovanych parametroch akademickej uspesnosti,
nie je mozné pripisat to na vrub preferovanym ucebnym Stylom a ani priebehu
samotnej vyucby. Z nasho pohladu ide skoér o rozdielnu vstupnu pripravenost
Studentov, nakofko je zname, Ze prijimacie konanie do anglického Studijného
programu je menej selektivne a Studenti tak tvoria vyrazne heterogénnejSiu skupinu
ako Studenti v slovenskom programe. Vzhfadom ktomu, Ze anatoémia patri
k narocnejSim predmetom obsahovo, terminologicky, s vyraznou potrebou priestorovej
predstavivosti a prepajania vedomosti, je mozné, Ze prave nizsia vstupna pripravenost
je jednym z faktorov ovplyvriujucich slabsi akademicky vykon v anglickom programe.

Rozdiely v skore jednotlivych modalit VARK medzi Studentami Studujucimi v anglickom
a slovenskom programe pravdepodobne vychadzaju z rozdielneho predchadzajiceho
vzdelavacieho systému. Zahrani¢ni Studenti, teda Studenti v anglickom programe,
dosiahli signifikantne vySSie skore v read/write Style. Moznym vysvetlenim je, Ze
nakolko nestuduju vo svojom materinskom jazyku, prave preto im tento Styl prinasa
vadsi benefit. Studenti $tudujuci v slovenskom programe pravdepodobne viac profituju
z prezencnej vyucby a auditivneho a vizualneho $tylu, nakolko Studuju v materinskom
jazyku. Kinesteticky Styl ma v Studiu anatdbmie nezastupitefnu ulohu, pretoze praca
s modelmi a preparatmi umoznuje okamzitu realisticku trojrozmernu predstavivost
a praca s kadavermi navySe aj tzv. psychologicku istotu. Tieto tvrdenie su vSak iba
nasou hypotézou a nie je mozné ich interpretovat ako dékaz. NajpravdepodobnejSim
vysvetlenim je, Zze rozdielne skére modalit VARK odraza najma osobné Studijné
preferencie, sposob predchadzajuceho vzdelavania, jazykové podmienky a nie su pre
vykon determinujdce.
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