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Wi-Fi ZIARENIE A JEHO VPLYV NA ORGANOGENEZU

Wi-Fi RADIATION AND ITS INFLUENCE ON ORGANOGENESIS

Viera Almasiova, Katarina Holovska, Viera Karaffova, Sandra Andraskova
Katedra morfologickych disciplin UVLF v Kosiciach, Komenského 73, KoSice

viera.almasiova@uvlf.sk

Suhrn

Technologie fungujuce na principe bezdrotového prenosu elektronickych dat poskytuja
nespocetné mnozstvo vyhod. Na druhej strane ale zna¢ne zatazuju Zzivotné prostredie
neionizujucim elektromagnetickym Ziarenim. Obzvlast’ citlivou peridodou v Zivote jedinca voci
rozlicnym environmentanym noxam je prenatdlny vyvin, preto cielom prace bolo sledovat’
vplyv Wi-Fi Zziarenia na formovanie organov v tele kuraciecho embrya. Wi-Fi ziarenie s
frekvenciou 2,4 GHz a nizkou intenzitou 300 pW/m?, ktoré nepretrzito od 1. do 9. dita vyvinu
pdsobilo na kuracie embryo sice vyrazne nenarusilo Struktiru vyvijajicich sa organov, avSak
sposobilo vyraznl kongesciu ciev v roznych parenchymatdznych organoch, ako aj vo vézive
koze a podkozia, ¢o poukazuje na jeho potencidlne nepriaznivy vplyv na organogenézu.

KPucové slova: Wi-Fi, vyvoj, kuracie embryo, histologicka §truktara

Summary

Technologies operating on the principle of wireless transmission of electronic data provide
countless advantages. On the other hand, they significantly burden the environment with a non-
ionizing electromagnetic radiation. Prenatal development is a particularly sensitive period in
life to various environmental noxes, therefore the aim of the work was to observe the effect of
Wi-Fi radiation on the formation of organs in the body of a chicken embryo. Wi-Fi radiation at
a frequency of 2.4 GHz and a low intensity of 300 pW/m?, which was continuously applied to
the chicken embryo from the 1% to the 9" day of development, did not significantly disturb the
structure of the developing organs, but caused a significant congestion of blood vessels in
parenchymatous organs, as well as connective tissue of the skin and hypodermis, indicating its
potentially adverse effect on organogenesis.

Key words: Wi-Fi, development, chicken embryo, histological structure



Uvod

Neodmyslitel'nou sucastou moderného Zivotného $tylu je priestorovo a ¢asovo neobmedzeny
pristup k elektronickym informaciam. Wi-Fi signal z angl. ,,Wireless Fidelity — tzv. bezdrotova
vernost™ umoznuje smartfonom, tabletom, notebookom ainym modernym zariadeniam
vysokorychlostné pripojenie k internetu v ur¢itom obmedzenom priestore. Wi-Fi signal sa $iri
prostrednictvom neionizujuceho elektromagnetického ziarenia, a to na dvoch konkrétnych
frekvenénych pasmach 2.4 a 5 GHz, ¢o je vlastne radiofrekvenéné / mikrovlnné Ziarenie (MZ).
Zatial' ¢o pasmo 2,4 GHz ponuka SirSie pokrytie signdlom, pasmo 5 GHz ponuka vysSiu
rychlost’ prenosu dat. Aj ked” Wi-Fi popri mobilnych a bezdrétovych telefonoch, zakladitovych
staniciach, radaroch ainych bezdrotovych technologiach prispieva k celkovej expozicii
organizmu radiofrekvencnému elektromagnetickému Zziareniu len relativne malou mierou,
medzi odbornikmi aj laickou verejnostou vznikaji mnohé otizky o jeho moznych
nepriaznivych vplyvoch na organizmus, ato obzvlast vranych Stddiach jeho vyvinu.
V stcasnosti je vieobecne vedecky potvrdené, ze MZ interaguje s biologickymi systémami
anavodzuje Vv nich zmeny na netermalnej / biologickej urovni a pri silnych intenzitach,
respektive za urcitych Specifickych podmienok aj na termalnej arovni. In vivo model kuracieho
embrya poskytuje v porovnani s inymi klasickymi vyskumnymi zvieracimi modelmi
nespocetné mnozstvo vyhod. Je lacny, pristupny, l'ahko sa s nim manipuluje, ma kratku
gestacnu periddu — 21 dni a nevyZaduje legislativne schvalovanie. Cielom naSej prace bolo
Z histologického hladiska vyhodnotit’ vplyv Wi-Fi Ziarenia na vyvoj kuracieho embrya na 9.

embryonalny den (ED).

Material a metody

Oplodnené kuracie vajcia ziskané z certifikovaného chovu Parovské Haje boli nahodne
rozdelené na kontrolnt skupinu (KO, n = 6) a skupinu exponovanti Wi-Fi ziareniu (Wi-Fi, n =
6). Vajcia boli inkubované v umelom inkubatore (River system ET49 automatic) pri
Standardnych podmienkach (37,5°C avlhkosti vzduchu 60 %). Wi-Fi skupina bola
prostrednictvom antény Mikrotik Metal 52 ac 15s od 1. ED kontinualne vystavena MZ (2,4
GHz, 300 pW/m?) po dobu 9 dni. KO skupina bola drzana v inkubatore so $pecidlnym
odtienenim Wi-Fi signalu. Priemerna silovad hustota a rovnomernost’ distribucie signalu bola
permanentne monitorovana pristrojom TriField® (USA). Na 9. ED boli z vajec oboch skupin

odobrané celé zarodky. Vzorky boli fixované v roztoku mDF (modified Davidson's fluid) a



zaliate do parafinu. 7 um pozdiZne rezy embryami boli ofarbené hematoxylin-eozinom (HE) a

fotodokumentované svetelnym mikroskopom (Zeiss Axio Lab Al a Axio Cam ERc 5).

Vysledky

Na 9. ED sme v telach vyvijajucich sa kurciat v ramci obidvoch skupin pozorovali normélny
vyvoj organov. V hlavovej oblasti sa nachadzali uz dobre vyvinuté mozgové hemisfeéry,
myelencephalon, metencephalon, cerebellum, lobus opticus ako aj uz takmer definitivne
vyvinuté oko. V telovej dutine sa vyskytovali vSetky vnutorné organy v relativne vysokom
stupni diferenciacie. Srdce s hrubym myokardom malo dobre formované predsiene a komory
oddelené uzkym atrioventrikularnym kanalom, ako aj vyrazny sinus venosus a bulbus
arteriosus. Plica v kanalikularnom §tadiu vyvoja obsahovali malo diferencované prekurzory

dorzobronchov, ventrobronchov a parabronchov.

50 um

Obr. 1 Mikrofotografie vybranych organov 9 diiového kuracieho embrya, HE (Sipky — kongescia ciev)

Najvacsim organom v telovej dutine bola pecen, v ktorej sa vyskytovali hepatocyty usporiadané
do kratkych anastomozujucich tramcov, ako aj krvné sinusoidy naplnené krvnymi elementami.
Zlaznaty aj svalnaty zalidok mal hrubu svalova stenu a V sliznici ZPaznatého Zaltidka sa
formovali kratke tubuldzne zlazy. Jednovrstvovy cylindricky epitel sliznice zaludka, ako aj
epitel zaludkovych zliaz produkoval stvislu vrstvicku mucinu, ktory sa nachadzal v dutinach
obidvoch casti Zaludka. Stena pazerdka a creva bola v tomto obdobi vyvinu relativne malo
diferencovana. V torakolumbdarnej oblasti boli oblicky mezonefros s vel’kymi mezonefrickymi

telieskami, kanalikmi a vyvodmi. Obli¢ky v $tadiu metanefros obsahovali typické sférické



bunkové zoskupenia. V blizkosti mezonefros sa nachadzali zaklady gonad s pohlavnymi

povrazcami a diferencujiicimi sa prvopohlavnymi bunkami.

Obr. 2 Mikrofotografie vybranych organov 9 diiového kuracieho embrya, HE (8ipky — kongescia ciev)

V skupine Wi-Fi sme v parenchyme takmer vSetkych vnutornych organov, ako aj vo

vyvijajucom sa vazive koze a podkozia pozorovali kongesciu ciev rozneho kalibru.

Diskusia

Neionizujiice MZ, ku ktorému sa radi aj Ziarenie Wi-Fi jednozna¢ne interaguje so Zivym
organizmom, kde spusta rozli¢né kompenzacné a adaptacné procesy (7, 8). Ak je organizmus
vystaveny vy$§im intenzitdam MZ, dochadza k vibracii atdomov a molekul v tkanive, ¢oho
nasledkom je jeho dielektricky ohrev. V redlnych podmienkach su vSak omnoho castejSie
expozicie MZ niz§ich intenzit, pri ktorych by k tomuto fenoménu nemalo dochadzat’. Interakcia
MZ s biologickymi objektami je do velkej miery zavisla od niekol’kych faktorov jednako zo
strany biologického objektu — obsah vody v tkanive, pritomnost’ vdzivového obalu v organe,
uloZenie daného organu v tele a pod., ale aj zo strany samotného MZ — typu, intenzity a
vzdialenosti zdroja ziarenia od sledovaného objektu (2, 8). Zamerali sme sa na objasnenie
interakcie Wi-Fi radiacie s frekvenciou 2,4 GHz a nizkou intenzitou (300 pW/m?)
s organizmom vyvijajuceho sa kuraciecho embrya, ktoré bolo od zadiatku svojho vyvinu az do
obdobia 9 dni permanentne exponované Zziareniu. Aj ked’ celkovy priebeh organogenézy
kuracich embryi Wi-Fi skupiny nebol naruseny, na Grovni svetelnej mikroskopie sme u Wi-Fi
jedincov pozorovali vyraznu kongesciu ciev vo viacerych parenchymatoznych organoch, ako

aj vézive koze a podkozia. Aj napriek intenzite ziarenia, ktord neprekrocila ochranné limity
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stanovené pre kontrolované expozicie MZ (6) predpokladdme, Ze vo vyvijajucich sa
embryonalnych tkanivach s vysokym obsahom vody doslo k tepelnému efektu s naslednou
kongesciou ciev a snahe tkaniva zvysit’ odvadzanie naakumulovaného tepla. Tento fenomén je
v sulade snasSimi predoSlymi pozorovaniami na semennikoch dospelych potkanov
ovplyvnenych MZ (1), ako aj zisteniami autorov, ktori opisali podobny efekt v mozgu, oku,
slinnych zl'azach a rovnako aj semennikoch (3 - 5). Prave vdaka vysokému obsahu vody,
hrubému vizivovému obalu a superficidlnemu uloZeniu v organizme, su tieto organy
mimoriadne citlivé voéi MZ ajeho tepelnému vplyvu (2). Dal§im faktorom, ktory
pravdepodobne prispieva ku akumulacii tepla v tele kuracieho embrya je to, Ze vyvin vtacieho
jedinca sa uskuto¢nuje vo vajci, ktorého Skrupina (testa) vyrazne zabranuje odvadzaniu

naakumulovaného tepla z organizmu.

Zaver

Ciel'om prace bolo sledovat’ vplyv Wi-Fi ziarenia na Struktiru organov a tkaniv vyvijajuceho
sa kuracieho embrya na 9. inkubac¢ny den. Aj napriek skuto¢nosti, ze nami pouzita intenzita
Wi-Fi Ziarenia nepresahovala stanovené limity pre kontrolované expozicie, v organizme
kuracieho embrya s vel’kou pravdepodobnostou doslo k nahromadeniu tepla, ¢o sa prejavilo
kongesciou ciev, teda zapojenim termoregulacnych mechanizmov za G¢elom odvadzat z tkaniv
nahromadené teplo. Do akej miery su tieto zmeny zavazné z pohladu d’alSieho vyvinu
kuracieho embrya, ako aj ich aplikacia do spolocenskej praxe, nam pomozu objasnit’ d’alSie

Stadie v tejto oblasti.
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Suhrn

Vyvoj zaludka kuraciecho embrya zahffia mnohé morfologické zmeny, ktoré suvisia s funkciou
kazdého segmentu. Tato Studia popisuje histogenézu steny svalnatého zaludka u 9 a 14 -
diovych kuracich embryi (Gallus gallus) pomocou svetelnej mikroskopie. Odobraty material
bol spracovany rutinnou histologickou technikou, zafarbeny hematoxylinom-eozinom na
analyzu Struktiry tkaniva a farbenim Picrosirius red na identifik4ciu kolagénu. Na identifikéaciu
neutrdlnych glykozaminoglykdnov sme pouzili histochemick techniku PAS. Embrya v tychto
Stadiach vyvoja mali stenu Zaludka zloZenl z troch vrstiev: sliznice, svalovej vrstvy a serdzy.
Zatial' co povrchovy epitel zaludka v oboch vekovych kategoriach vylu€oval hlien, slizni¢né
tubularne zl'azy este neboli vyvinuté.

KPacové slova: kuracie embryo, zalidok, morfogenéza

Summary

The ontogenesis of the chicken stomach wall involves morphological alterations related to its
structure and the function of each segment. The present study describes the histological
structure of the gizzard in 9 and 14- days old chicken embryos (Gallus gallus) using light
microscopy. The collected material was processed by histological routine, stained with
hematoxylin-eosin to analyse basic tissue structure and Picrosirius red to identify collagen
fibers. We used the PAS histochemical technique to analyse neutral glycosaminoglycans.
Embryos at these stages of development have a wall of the gizzard composed of three layers:

mucosa, muscularis and serosa. The gizzard tubular glands were still absent at these stages.
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Uvod

Zaladok kuracich embryi sa za¢ina vyvijat’ od treticho diia inkubécie. Kratko nato dochédza
k jeho rozdeleniu na dve morfologicky odli$né oblasti: zl'aznaty Zzaladok (proventrikulus)
a svalnaty zalidok. Na 6. embryonalny deni (ED) st uz proventrikulus a svalnaty zaliidok
anatomicky diferencované a postupne nadobudaju charakteristickl histologicku Struktaru (4).
Rozdiely suvisia s ich funkciou a fyziologickymi poziadavkami. V oboch segmentoch sa
nachadza povrchovy epitel vyludujuci hlien. Zl'azy sa v svalnatom Zaludku tvoria ovel’a neskor
ako v proventrikule (1). Zaladok dospelého jedinca je vysoko svalnaty a je inervovany

Auerbachovym plexom (3).

Material a metody

V experimente boli pouzité oplodnené kuracie vajcia kury domacej (Gallus gallus domesticus)
ziskané z certifikovaného chovu (Parovské Haje, Nitra). Inkubacia sa uskutocnila v
automatickom inkubatore pri kontrolovanej teplote (37,5 °C) a vlhkosti (60%). Na 9. a 14. dent
inkubécie boli odobrat¢ embryd fixované v mDF médiu (modified Davidson’s fluid) a
spracovan¢ Standardnym histologickym postupom pre ticely svetelnej mikroskopie. Rezy hrubé
7 um boli zaliate do paraplastu a ofarbené hematoxylin-eozinom (HE) na analyzu Struktary
tkaniva a Specidlnymi histochemickymi technikami ako Picrosirius red (PR) na detekciu
kolagénu a periodicka kyselina Schiffova (PAS) na analyzu neutralnych glykozaminoglykénov
(GAG). Mikrosnimky boli zhotovené digitalnym fotoaparatom Promicam PRO napojenym na

mikroskop Zeiss Primostar.

Vysledky

Svalnaty zalidok mal uz na 9. ED jasne diferencované jednotlivé vrstvy steny. Rovnako ako u
14-diovych embryi pozostaval z troch vrstiev: sliznice, svalovej vrstvy a serdzy. Sliznica bola
pokryta pseudovrstvovym cylindrickym epitelom v oboch vekovych kategoriach (Obr.1). Na 9.
ED sa epitelové bunky vel'mi intenzivne mitoticky delili. Sekrét pokryvajlci povrchovy epitel
bol bohaty na GAG. Apikdlna Cast’ cytoplazmy epitelovych buniek vykazovala stredne silnt
PAS pozitivitu (obr. 2A). Kryci epitel nasadal na mezenchymové tkanivo (obr.1). Vrstvu
sliznicovej svaloviny sme nepozorovali. Na 9. ED neboli v sliznici pritomné ziadne Zl'azy.

Naopak tunica muscularis bola vel'mi dobre vyvinuta. Pozostavala z hrubej vrstvy myoblastov
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a pozorovali sme v nej zaciatok tvorby typickej kolagénovej matrice. Serdza bola v tomto stadiu
zastupena mezenchymom.

Na 14.ED bol kryci epitel vyssi a bol pokryty hrubou a stvislou vrstvou sekrétu — budiacou
kutikulou (Obr.1B). Bunky krycieho epitelu rovnako ako aj pril'ahly sekrét vykazovali vyrazni
PAS pozitivitu (Obr.2B). Vlastna vrstva sliznice tvorila tenkl vrstvu spojivového tkaniva a
eSte ani v tomto Stadiu sme v nej nepozorovali Ziadne zl'azy (Obr. 1B). Na 14. ED bola tunica
muscularis tvorena extrémne vyraznou vrstvou hladkosvalovych buniek usporiadanych do
svalovych zvizkov vystuZzenych kolagénovymi vldknami v typickom pravidelnom usporiadani
(Obr. 3).

Obr. 1 Struktura sliznice svalnatého zaltidka 9 (A) a 14-diiového kuracieho embrya (B); farbenie HE
Ep - pseudovrstvovy cylindricky epitel; Sipka - mitotické delenia; Me - mezenchym; Ct - spojivové tkanivo

Tm - tunica muscularis

Obr. 2 Histochemické vlastnosti svalnatého zaltidka 9 (A) a 14-dilového embrya (B); farbenie PAS

Ep - pseudovrstvovy cylindricky epitel; Ct - spojivové tkanivo; Tm - svalova vrstva; Mu - PAS pozitivna hmota
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Obr. 3 Struktura steny svalnatého Zaludka (A) a detail tunica muscularis (B) 14-diiového kuracieho embrya;

farbenie: Picrosirius Red, Col - kolagénova matrica; Ep - epitel; Ct - spojivové tkanivo; Tm - svalova vrstva

Diskusia

Vyvoj steny zalidka zahiiia morfologické zmeny suvisiace so Struktirou a funkciou kazdého
segmentu. Svalnaty zaltdok bol na 9. ED vyvoja kuracieho embrya pokryty pseudovrstvovym
cylindrickym epitelom, ktory pretrvaval aj pocas 14. ED. K jeho premene na jednoduchy
cylindricky epitel dochadza podl'a mnohych autorov na 15. ED (8). Sgambati a kol. (7) vo svojej
studii uvadzaju nizku PAS pozitivitu povrchového epitelu od 7. do 10. dia. Od 11. dna
inkubécie sa produkcia sekrétu bohatého na GAG postupne zvysSuje ¢im chrani Zalido¢nt
sliznicu uz od pociatocnych $tadii vyvoja (5).

Histologické a histochemické charakteristiky svalnatého Zaludka skimal aj Pinheiro a kol. (6).
Epitel sliznice opisal ako pseudovrstvovy cylindricky u embryi starych 5 az 15 dni, Co je
v stilade s naSim pozorovanim. Dezorganizacia epitelu, ktort sme zaznamenali na niektorych
miestach na 14. ED a pritomnost’ prazdnych priestorov medzi epitelovymi bunkami moze
poukazovat’ na bunkovu proliferaciu a za¢iatok tvorby zaltidkovych tubuléznych zliaz (6).
Ventura a kol. (8) pozoroval prvy naznak vyvoja zliaz zalidka taktiez na 14. ED, ked’ epitel
invaginoval do podkladového tkaniva a na 17. ED vytvoril tubuldézne zl'azy lemované jednou
vrstvou kubickych buniek. Transformaciu povrchového epitelu na jednoduchy cylindricky typ
opisuje taktiez na 17. ED (8).

Nasa histologicka analyza vyvoja svalovej vrstvy zaludka podporila tvrdenia inych autorov.
Podrl'a Banksa (2) sa od 8. ED fibroblasty v ramci tunica muscularis stavaja aktivnymi a za¢ina

sa tvorit’ kolagénova matrica, ktord neskor rozdeli myoblasty do charakteristickych zvédzkov.
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Zaver

Ciel'om tejto prace bolo prestudovat’ histologickt stavbu steny svalnatého zalidkau 9 a 14 -

dinového kuracieho embrya. Pochopenie normélneho vyvoja kuraciecho embrya je kIicovym

predpokladom pre nas sticasny vyskum vplyvu WiFi ziarenia na organogenézu.
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Suhrn

Omega-3 (n-3) polynenasytené mastné kyseliny (PNMK), ako je kyselina eikozapentaénova
(EPA) a kyselina dokozahexaénova (DHA) su spojené s nizsim rizikom rakoviny endometria.
Enterolakton (EL) ma tieZ ochranny ucinok pred ur¢itymi typmi rakoviny ako je karcinom
prsnika, endometria alebo prostaty. Tato $tiidia je zamerana na uré¢enie mozného ochranného,
antiproliferativneho a antikarcinogénneho u¢inku n-3 PNMK (DHA, EPA) a EL na
endometrium mysi. Rohy maternic mysi (n=24) boli odobraté a kultivované v kultivaénom
médiu po 24 h inkubacii s pridavkom EL (1 IU/ml), DHA (10 mg/ml) a EPA (10 mg/ml) a bez
pridavku (kontrola). Po 24 h inkubacii boli podrobené imunohistochemickej analyze
proliferacie (proliferacny nuklearny antigén; PCNA) a apoptozy (kaspaza 3). Oproti kontrolnej
skupine bola expresia PCNA vo vSetkych castiach endometria nizsia vo vSetkych skupinach
(DHA, EPA, EL). Expresia kaspazy 3 bola silnej$ia pre DHA a EL vo vsetkych castiach
endometria, zatial' ¢o v skupine EPA Vv oblasti stromy bola expresia nevyrazna. Vysledky
potvrdili, Ze n-3 PNMK a EL vykazuji protirakovinovy uc¢inok prostrednictvom ich
antiproliferativnych a proapoptotickych vlastnosti v endometridlnych bunkach mysi.

Kruacové slova: maternica, proliferacia, apoptoza, n-3 PNMK, enterolakton

Summary
Omega-3 (n-3) polyunsaturated fatty acids (PUFAS) such as eicosapentaenoic acid (EPA) and

docosahexaenoic acid (DHA) are associated with a lower risk of endometrial cancer.
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Enterolactone (EL) also has a protective effect against certain types of cancer such as breast,
endometrial, or prostate cancer. This study is aimed at determining the possible protective,
antiproliferative, and anticarcinogenic effect of n-3 PUFAs (DHA, EPA) and EL on the
endometrium of mice. The horns of mouse uteri (n=24) were collected and cultured in a culture
medium after 24 h of incubation with the addition of EL (1 IU/ml), DHA (10 mg/ml), and EPA
(10 mg/ml) and without addition (control). After 24 h of incubation, they were subjected to
immunohistochemical analysis of proliferation (proliferating cell nuclear antigen; PCNA) and
apoptosis (caspase-3). Compared to the control group, PCNA expression in all parts of the
endometrium was lower in all groups (DHA, EPA, and EL). The expression of caspase-3 was
stronger for DHA and EL in all parts of the endometrium, while in the EPA group, the
expression was inconspicuous in the stromal region. The results confirmed that n-3 PUFAs and
EL exhibit an anticancer effect through their antiproliferative and proapoptotic properties in
mouse endometrial cells.

Key words: uterus, proliferation, apoptosis, n-3 PUFA, enterolactone

Uvod

Kyselina a-linolénova (ALA) je esencialna polynenasytena mastna kyselina (PNMK), ktort si
cicav¢i organizmus nevie syntetizovat’ sim. Prostrednictvom roznych biosyntetickych dréh sa
ALA vyuziva pri syntéze kyseliny dokozahexaénovej (DHA) a kyseliny eikozapentaénovej
(EPA), ktoré st dolezité pre rast a vyvoj organizmu, hlavne mozgu a koze (1). Tieto mastné
kyseliny maji kl'ucovi tlohu pri regulacii mnohych bunkovych funkcii ako napriklad
metabolizmus eikozanoidov, bunkova signalizacia, génova expresia €i inhibicia vyskytu
a progresie nadorovych ochoreni (2, 3). Enterolakton (EL) ma podobnt Struktiru ako 17-f
estradiol a je schopny viazat’ sa na estrogénové receptory, ¢o vysvetl'uje moznu stvislost’ medzi
EL a zniZenym rizikom hormonalne senzitivnych nadorovych ochoreni (4, 5). Enterolaton ma
antioxida¢ny ucinok a brani poskodeniu DNA, peroxidacii lipidov pri rakovine a
pravdepodobne tieZ prispieva k zniZeniu hypercholesterolémie, hyperglykémie a aterosklerdzy
(6). Preto cielom tejto prace bolo stanovenie mozného protektivneho, antiproliferativneho

a antikarcinogénneho ucinku n-3 PNMK a EL na endometrium samic mysi.

Material a metody

V stadii boli pouzité 6- az 8-tyzdiové samice BALB/C mysi (Velaz s.r.0., CR; n=12), ktoré
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boli huménne usmrtené a boli im odobraté rohy maternic (n=24). Rohy maternic boli do 30
minut od usmrtenia transportované vo fosfatom pufrovanom fyziologickom roztoku (PBS) pri
4 °C do laboratdria na ich kultivaciu. Rohy maternice (1 roh na jamku) boli umiestnené do
sterilnej 24 jamkovej platnicky s kultivatnym médiom (DMEM/F12 1:1, Sigma; 1 ml)
obohatenym o 10 % fetalneho bovinného séra (FBS; Sigma-Aldrich) a 1% antibioticko-
antimykotického roztoku (ATB-ATM; Sigma-Aldrich) s naslednou inkubaciou 24 hod. pri 37
°C. Nasledne bolo kultivacné médium nahradené Cerstvym (DMEM + 10 % FBS + 1% ATB-
ATM) s pridavkom DHA (10 mg/ml), EPA (10 mg/ml) a EL (1 IU/ml) alebo bez akéhokol'vek
pridavku (kontrola; K). Po uplynuti d’alej inkubacie (24 h, 37 °C) boli rohy maternic odobraté,
fixované v 4% paraformaldehyde po dobu 24 hodin, spracované beznym histologickym
postupom a zaliate do paraplastu. Tenké 3 — 5 um rezy boli narezané sinkovym mikrotomom
(Leica RM2255 microtome, Leica Nemecko). Rezy maternic boli deparafinizované
a rehydratované s naslednym odkrytim véizbovych miest, blokovanim aktivity endogénnej
peroxidazy a neSpecifického viazania. V d’alSom kroku boli aplikované primarne protilatky
anti-PCNA (1:250; Santa Cruz Biotechnology Inc., USA) a anti-kaspaza 3 (1:200; Abcam
Limited, UK) s naslednou inkubaciou cez noc pri 4°C. Po uplynuti inkubacie boli rezy premyté
a aplikovali sa sekundarne protilatky (goat anti-mouse secondary antibodies; Dako REAL™
EnVision™/HRP, Rabbit/Mouse (ENV), ready-to-use, Dansko), inkubdacia 2 hodiny. Farebna
reakcia bola navodena diaminobenzidinom (Dako REAL™ DAB+ Chromogen, Dako). Ako
kontrastné farbivo bol pouzity hematoxylin. Takto zafarbené rezy boli zaliate do Pertexu
(Histolab Products AB, Svédsko). Po vysuseni boli vyhotovené mikrofotografie zobrazovacou
technikou (NIS Elements Br k mikroskopu Nikon Eclipse E200 s digitalnou kamerou
ProgResCapture Pro 2.7.7). Intenzita reakcie bola kvantitativne hodnotena pouzitim ImageJ
software (National Institutes of Health, Bethesda, USA). Pozitivna hneda DAB+ reakcia sa
hodnotila v sivej skale (grey level, GL) a bola vyjadrena indexom relativnej optickej denzity
(ROD).Vysledky boli Statisticky spracované v programe GraphPad Prism 3 (USA) s uvedenim
priemeru a $tandardnej chyby (Mean+SEM). Statistickd vyznamnost’ rozdielu je uvedena na

urovni P<0,05, P<0,01, P<0,001 a zobrazena hviezdickami.

Vysledky
Vplyv pridavkov DHA, EPA a EL na pritomnost’ markera proliferacie (PCNA — proliferacny
nukledrny antigén) a markera apoptozy (kaspaza 3) v bunkach maternic mysi kvantitativne

vyjadreny prostrednictvom relativnej optickej denzity (ROD) je zndzorneny v Obrazku 1.
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Pozitivna imunohistochemickd (IHC) reakcia sa prejavila tmavohnedym sfarbenim. Marker
PCNA bol pritomny v jadrach buniek. Najvicésia expresia PCNA bola pritomna v kontrolnej
skupine vo vSetkych ¢astiach endometria. Expresia PCNA v skupinach DHA, EPA a EL
Vv oblastiach povrchového epitelu, stromy a endometrialnych zliaz bola vyrazne nizsia (P<0,01)
v porovnani s kontrolou. Kaspéaza 3 ako marker apoptdzy bol pritomny v cytoplazme buniek.
Expresia kaspazy 3 bola vyrazne silnejsia (P<0,01) pre DHA a EL vo vsetkych castiach
endometria v porovnani s kontrolnymi maternicami. V EPA skupine v oblasti povrchového

epitelu a endometrialnych zliaz bola ROD vyssia (P<0,01), ale v oblasti stromy nesignifikantna.
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Obr. 1 Vplyv DHA, EPA a EL na expresiu PCNA a kaspazy 3 (vyjadrené v ROD) v bunkach endometria mysi
(PCNA, prolifera¢ny nuklearny antigén; DHA, kyselina dokozahexaénova; EPA, kyselina eikozapentaénova,

EL, enterolakton; ROD, relativna opticka denzita)

Diskusia
Ré6zne predklinické a epidemiologické Studie preukazali dolezitost’ n-3 PNMK v prevencii
nadorovych ochoreni reagujucich na hormony ako je napriklad karcinom prsnika. MnoZstvo

stadit, ktoré by preukazovali spojitost’ medzi pésobenim n-3 PNMK a rakovinou endometria je
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ale obmedzené. MySacie maternice kultivované s DHA a EPA vykazovali vyznamny pokles
Vv proliferacii buniek a tiez vyrazne zvySovali mieru ich apoptozy. Bolo preukdzané, ze DHA,
Vv zavislosti od davky a Casu posobenia, inhibovala proliferaciu nadorovych buniek endometria,
tvorbu kolonii a podporovala apoptéozu buniek. Pdsobenim n-3 PNMK bol zastaveny rast
amigracia nddorovych buniek endometria, atiez bola pozorovand zvySend
apoptdza rakovinovych endometridlnych bunkovych linii. Zarovei n-3 PMNK t¢inne zabranili
rastu rakovinovych bunieck endometria v modeloch xenostepov (7, 8). Predpoklada sa, ze EL
chrani pred hormonélne zavislymi nadorovymi ochoreniami kvoli svojmu antiestrogénovému
potencidlu (9). Enterolakton teda moze znizit’ vystavenie sa biologicky dostupnym estrogénom,
a tym znizit' riziko rakoviny endometria. Okrem toho moéze EL znizit' riziko rakoviny
endometria stimuléciou syntézy globulinu viazuceho pohlavné hormény, inhibiciou aromatdzy
a 17-B-hydroxysteroid dehydrogenézy, ako aj antioxidaénymi ti¢inkami, indukciou apoptdzy a
inhibiciou rastu rakovinovych buniek (10). Tieto vysledky koreluji s vysledkami tejto Stadie
na mySacich materniciach kultivovanych s EL, ktoré vykazovali vel'mi podobné ucinky ako n-
3 PNMK, teda vyznamny pokles v proliferacii buniek a vyrazné zvysenie apoptozy. Studia
vykonand na zenach vSak nepotvrdila, Ze by bol EL spojeny s nizSou incidenciou rakoviny
endometria (11). Preto je na mieste vykonat’ d’alSie Studie, ktoré by potvrdili alebo vyvratili

antikarcinogénny efekt EL na endometrium maternice.

Zaver

Vysledky nasej prace preukazali, Ze pridavok DHA, EPA a EL potlacili proliferaciu buniek
endometria maternice mysi. Na druhej strane pridavok tychto aditiv podporil apoptdzu buniek
vo vSetkych oblastiach endometria. Jedina vynimka sa vyskytla v EPA skupine v oblasti stromy
kedy vysledok bol nesignifikantny. Vysledky potvrdili, ze n-3 PUFA a EL vykazuju
potencidlne protirakovinové uCinky prave prostrednictvom ich antiproliferativnemu

a proapoptotickému posobeniu v endometriu maternice.
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Suhrn

V tejto Stadii sme skiimali vedl'ajsi u€¢inok ionizujiiceho Ziarenia na mozog po frakcionovanom
oziareni miechy starntcich potkanov. Dospelym samcom potkanov kmetia Wistar vo veku 12
mesiacov sme oziarili miechu celkovou davkou 24 Gy rozdelenou na 3 frakcie (1 frakcia = 8
Gy) 1-krat tyzdenne pocas 3 tyzdiov. Zvierata sme nasledne nechali prezivat do veku 14
mesiacov. Po skonfeni experimentu sme pomocou imunofluorescenéného farbenia,
konfokalnej mikroskopie a obrazovej analyzy v prepardtoch analyzovali zmeny
neurotransmiterov v dvoch neurogénnych oblastiach: subventrikularnej zone (SVZ) v stene
lateralnych komor a gyrus dentatus (GD) hipokampu. Po oZiareni doslo k vyraznému poklesu
glutamatergnych neurénov v oboch neurogénnych oblastiach. Pokles mohol byt vysledkom
postupne klesajlicej davky ziarenia a taktiez vplyvu vysSieho veku.

KPucové slova: mozog potkana, neurogenéza, neurotransmitery

Summary

In the present study we investigated the bystander effect of ionizing radiation on the brain after
fractionated spinal cord irradiation of aged rats. Adult male Wistar rats aged 12 months received
fractionated spinal cord irradiation with a total dose of 24 Gy administered in 3 fractions (dose
8 Gy per fraction) once a week for 3 consecutive weeks. We let the animals survive until the
age of 14 months. After the end of the experiment we used immunofluorescence staining,
confocal microscopy and image analysis in the slides to analyze the changes in

neurotransmitters in two neurogenic areas: the subventricular zone (SVZ) in the wall of the
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lateral ventricles and the gyrus dentatus (GD) of the hippocampus. After irradiation, there was
a significant decrease of glutamatergic neurons in both neurogenic regions. The decrease could
be the result of the gradually decreasing dose of radiation, but also the effect of older age.

Key words: rat brain, neurogenesis, neurotransmitters

Uvod

V klinickej radioterapii sa u pacientov s metastazujiicimi nadormi mozgu a nadormi hlavy
a krku najviac pouziva kranidlne frakcionované oziarenie. Pouzivanie frakcionovanych davok
ziarenia vSak z dlhodobého hladiska vedie k ireverzibilnym morfologickym a funkénym
zmenam napr. poSkodeniu endotelu, naruseniu hematoencefalickej bariéry, zmien v synaptickej
plasticite, naruSeniu neurotransmisie, aktivacii gliovych buniek, apoptdéze prekurzorov
oligodendrocytov a zapalovej odpovedi (1, 2, 3, 4). K najzavaznej$im zmenam, ktoré vyznamne
znizuju kvalitu zivota onkologickych pacientov patri zhorSenie kognitivnych funkcii, napr.
zmeny verbalnej a priestorovej paméte, poruchy pozornosti az demencia (5).

Utinok ionizujliceho Ziarenia nie je obmedzeny na len tkanivo v bezprostrednej blizkosti
cielovych buniek. Bunkové toxicita sprostredkovana cytokinmi a medzibunkovymi kontaktami
typu nexus moéze viest' k poSkodeniu bunkovych populécii ¢asto vzdialenych od ciel'ového
oziaren¢ho tkaniva. Tento vedlajsi tzv. ,bystander efekt moZe negativne ovplyvnit’ nielen
oziarené tkanivo miechy ale aj d’al$ie organy, ako napr. mozog (6).

okolité Struktary a najmi populaciu glutamatergnych neurénov a tiez tej skupiny, ktora ma

receptory pre glutamat.

Material a metody

V experimente sme pouzili starSie dospelé, biele samce potkanov, kmen Wistar (n=20), ktoré
mali na zaciatku experimentu vek 12 mesiacov (Obr. 1). Potkany sme rozdelili na kontrolnu
skupinu (n=10) a druhu skupinu (n=10) sme ozarovali frakcionovanou celkovou davkou
(cD=24 Gy, rozdelenou na 3 frakcie, 1 frakcia=8 Gy), 1-krat za tyzden. Na ozarovanie sme
pouzili linearny urychlova¢ Clinac iX (Varian Medical Systems, Inc., Palo Alto, CA, USA)
s energiou 6 MeV. Ozarovany objem predstavoval kréné a ¢ast’ hrudnikovych miechovych
segmentov (C1-Th2). Po dvoch mesiacoch sme uoboch skupin vykonali celotelova
transkardialnu perfiziu pomocou fyziologického roztoku a nasledne 4 % paraformaldehydu. Po

dekapitacii a vybrati organov sme z mozgovych hemisfér narezali sériové, sagitdlne kryorezy,
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ktoré sme farbili imunofluorescencne. V preparatoch sme identifikovali marker
glutamatergnych neurénov — vezikularny glutamatovy transportér 1 (VGLUT1) a tiez marker
neurdnov s receptormi pre glutamat — N-metyl-D-aspartat receptor pre glutamat (NMDARL).
Preparaty sme fotili na fluorescencnom konfokalnom mikroskope Olympus Fluoview FV10i
(Olympus, Japonsko) a pomocou obrazovej analyzy (program Image J; Bethesda, MD, USA)
sme hodnotili  pofet VGLUTI1-imunoreaktivnych (VGLUT1-IR) a NMDARI1-
imunoreaktivnych neurénov (NMDAR1-IR) v neurogénnych oblastiach: gyrus dentatus (GD)
hipokampu, prednej stene subventrikularnej zony (SVZa) a nasledne v jednotlivych oblastiach
rostralnej migra¢nej drahy (rostral migratory stream; RMS), t.j. vertikdlnom ramene (vr), ohybe

a horizontalnom ramene (hr) (celkovy pocet IR-buniek/cm?).

/ﬁ
==
_—-:.
\zr

frakcionované oziarenie

miechy (C1-Th2 segmenty)
transkardialna
% perflzia
vek: 12 mesiacov
@ .................................................................................. > @?

vek: 3 mesiace

vek: 14 mesiacov

Obr. 1 Schéma experimentalneho dizajnu

Vysledky

Hoci 1udaje ziskané kvantitativnou obrazovou analyzou su momentalne V procese
vyhodnocovania, predbezné data ukazuju, Ze dva mesiace po oziareni (vo veku 14 mes.) nastava
vyrazny pokles VGLUTI-IR neurénov najmd v SVZa. V oblasti GD hipokampu dochadza
naopak k ndrastu. V pripade NMDARI-IR neurénov nastdva najvyraznej$i pokles v GD
hipokampu; celkovo st pocty neurdénov s receptormi pre glutamat v ramci RMS vel'mi nizke

v obidvoch hodnotenych skupinéach.

Diskusia
V naSich predchddzajucich S§tudidch sme po oziareni mozgu cD=32 Gy alebo 40 Gy
a prezivanim potkanov 9-11 tyzdiov a 15 tyzdilov a pomocou in vivo zobrazovacich metod

identifikovali pokles koncentracie glutamatu v hipokampe a striate (7, 8). V tejto Studii sme sa
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rozhodli verifikovat’ ziskané tidaje s vysledkami morfometrickej analyzy preparatov (Obr. 2).
Po oziareni miechy potkanov sme zistili simultdnny ndrast po¢tu VGLUTI1-IR neurénov

a sucasne in vivo narast koncentracie glutamatu v hipokampe.

0z-14M

Obr. 2 Mikrofotografie sagitilnych rezov mozgu kontrolnych (K) a oziarenych potkanov vySetrovanych dva
mesiace po oziareni cD=24 Gy vo veku 14 mesiacov (Oz-14M). Imunofluorescencéné farbenie na identifikovanie
vezikularneho glutamatového transportéra (VGLUT1) a N-metyl-D-aspartat receptora pre glutamat v neurébnoch
(NMDARI; obidva typy sa vyznacuju zelenou fluorescenciou) v zrnitej vrstve (stratum granulosum; sg) v gyrus
dentatus hipokampu. Detail VGLUT1-IR (d) a NMDARL-IR neurénov (f, h). Mierky: a, c, e, g=200um; b, d, f,

h=50pm.
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Histologické zmeny v ramci RMS a idaje ziskané meranim pomocou protéonovej magneticke;j
rezonanénej spektroskopie (*H MRS) v striate abulbus olfactorius (BO) sme nemohli
adekvatne porovnat’, ked’ze sme hodnotili rozdielne oblasti. V predchadzajtcich stadiach bol
po oziareni identifikovany narast glutamatu a NMDAR1 najmé v hypotalame a prefrontalnom
kortexe (9). Glutamat reguluje synapticktl plasticitu aktivaciou napr. NMDA receptorov.
Zvysend stimuldcia receptorov pre glutamat moéze viest k potencionalnemu poskodeniu
neuréonov (9). Iné studie potvrdili, Ze zvySenie glutamatu v prefrontdlnom kortexe suvisi
s rozvojom kognitivnych dysfunkcii (9). NaSe vysledky sved¢ia o tom, Ze mierne zmeny
Vv zastupeni glutamatergnych neurénov, resp. skupiny s receptormi pre tento excitacny

neurotrasmiter mézu z dlhodobejSieho hl'adiska vyvolat’ funkéné zmeny v mozgu.

Zaver

Porovnanim vysledkov naSich $tadii sme dospeli k zaveru, ze odlisSné zmeny mozu byt
spdsobené nielen cielovou ozarovanou oblastou, velkostou frakcie, celkovej davky a dobou
prezivania po ziareni. Svoju ulohu zohral aj vyssi vek potkanov v Case oZarovania.
Histopatologické zmeny v mozgu st zvy¢ajne tizko spojené s funkénymi zmenami, ktoré st
z klinického hladiska velmi zavazné. Prave funkcné, kognitivne zmeny u pacientov po
radioterapii primarnych a metastdzujicich nadorov mozgu su prognosticky nepriaznivé

a zhor8uju kvalitu ich Zivota.
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Suhrn

Véely medonosné (Apis mellifera) su klaCovym spolo¢enskym hmyzom s velkym
ekonomickym vplyvom ako opelovaci. AvSak stale viac sa upriamuje pozornost’ aj na fyzické
charakteristiky vciel, hlavne na ich schopnost uvolfiovat toxicky jed, ¢o je zaujimavym
objektom vyskumu. Vceli jed ma Siroké spektrum farmakologickych ucinkov, vratane proti
nadorovych, neuroprotektivnych, ¢i protizapalovych vlastnosti. Kuracie embrya st dlhodobo
vyuzivané ako model vyskumu vyvojovej bioldgie. S cenovo dostupné a umoziuju sledovat’
ucinky réznych faktorov na vyvoj. Tato Stidia sa zameriava na sledovanie toxickych t¢inkov
vcelieho jedu na kuracich embryach. Testovali sme r6zne koncentracie véelieho jedu a zistili,
Ze najvyssia miera imrtnosti bola pri najvyssej testovanej koncentracii, s 92,31 % timrtnostou.
Hodnotu letalnej davky sme stanovili na 2,12 pg/vajce. Tieto zistenia poukazuji na potencialne
riziko v€elieho jedu pre embryonélny vyvoj a zdoraznuji dolezitost’ d’alSieho vyskumu v tejto
oblasti.

KPacové slova: véela medonosna, veeli jed, kuracie embryo, embryotoxicita, CHEST
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Summary

Honey bees (Apis mellifera) are a key social insect with a large economic impact as pollinators.
However, the physical characteristics of bees, especially their ability to release toxic venom,
are also increasingly attracting attention and are an interesting object of research. Bee venom
has a wide range of pharmacological effects, including anticancer, neuroprotective, and
anti-inflammatory properties. Chicken embryos have long been used as a model for
developmental biology research. They are affordable and allow the effects of various factors on
development to be monitored. This study focuses on monitoring the toxic effects of bee venom
on chicken embryos. We tested different concentrations of bee venom and found that the highest
mortality rate was at the highest concentration tested, with 92.31% mortality. We set the lethal
dose value at 2.12 pg/egg. These findings highlight the potential risk of bee venom to embryonic
development and emphasize the importance of further research in this area.

Key words: Honey bee, bee venom, chicken embryo, embryotoxicity, CHEST

Uvod

V¢éely medonosné st organizovanym spolo¢enskym hmyzom zijicim v dobre Struktirovanych
koldniach a ich uloha ako opelovacov v pol'nohospodarstve je nevyhnutnd a ma vyznamny
dosah na svetové hospodarstvo. V poslednych desatro¢iach sa tieZ venuje zvySena pozornost’
ich d’al§im fyzickym charakteristikdm, naymé schopnosti uvol'nit toxicky jed zo zihadla. Druhy
véiel, ktoré zvyCajne spdsobuju otravy u ludi, sa Apis mellifera mellifera
(A. m. mellifera) a A. m. ligustica v Europe a A. m. scutellata v Afrike (11).

Vceli jed sa tvori v jedovych zlazach vcely a ukladd sa v brusnom jedovom vacku
(Apis mellifera). Je to bezfarebna kvapalina s horkou chut'ou a silnou vonou, s pH hodnotou
medzi 4,5 a 5,5 a Specifickou hmotnost'ou 1,13. Tato latka je nachylné na vyparovanie a moze
krystalizovat’ na vzduchu (12).

V<ely patria do radu Hymenoptera, rovnako ako osy, a tak niektoré zluceniny, ako st adrenalin,
dopamin, histamin, hyaluronid4dza, noradrenalin, fosfolipazy A2 (PLAZ2s), fosfolipazy B
(PLBs) a serotonin su pritomné i V jede 6s. Len véeli jed vSak obsahuje apamin, melitin a peptid
degradujuci zirne bunky (MCD; 11).

Otrava vc¢elim jedom mo6Ze mat’, v zavislosti od poctu bodnuti za nasledok mierne az zdvazné
klinické prejavy, ktoré zahtiaju lokdlne zapalové reakcie, alergické prejavy, anafylakticky Sok
a systémové toxické reakcie. Vek pacienta, hmotnost, sprievodné ochorenia a lekarska
starostlivost’ moZu tieZ ovplyvnit’ zdvaznost otravy (1).
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V priebehu poslednych patdesiatich rokov kuracie embryé zohrali doélezitt ulohu vo vyskume
zakladnych principov vyvojovej bioldgie. Ich biologické vlastnosti robia z kuracich embryi
dolezity nastroj pre vedecky vyskum, pretoze umoznuju sledovat’ vyvoj a ucinky réznych
faktorov na tento proces. St lacné a 'ahko dostupné, ¢o ich robi preferovanym materialom pre
mnohé §tadie. Mimoriadne vlastnosti kuracich embryi poskytujia vyskumnikom sledovat’ vyvoj
po aplikécii lieCiv a unikatny pohl'ad na ucinky lie¢iv pocas celého embryonalneho vyvoja (1).
Tato Studia sa zaoberala monitorovanim a hodnotenim potencialnych toxickych ucinkov

vcelieho jedu (Apis mellifera) na vyvoj kuracicho embrya.

Material a metodika

Veeli jed druhu Apis mellifera bol ziskany z G¢elového zariadenia pre chov a choroby zveri,
ryb a v ¢iel v Rozhanovciach, za pouzitia zberaca véelicho jedu (BeeWhisper 6.2, BG). Tieto
pristroje vyuzivaju elektrické podnety na vyvolanie reakcie, ktord printti véelu uvolnit’ cast’
svojho jedu. Pocas tohto procesu nedochédza k usmrteniu véiel. Véeli jed sa akumuluje na
povrchu tychto zariadeni a po odbere sa zoSkrabe a prenesie do sterilnych nadob na d’alSie
spracovanie.

Na skriningovy test embryotoxicity sa pouzilo celkom 65 slepacich vajec (Lohmann Brown)
z liahne (Parovskeé haje, Nitra, Slovensko). Vaji¢ka boli rovnomerne rozdelené¢ do 4 testovacich
skupin a jednej kontrolnej skupiny (n=13 pre kazdu skupinu).

Oplodnené slepacie vajcia znesené priblizne v rovnakom ¢ase boli dovezené a uskladnené pri
teplote 15 °C aZ do inkubacie. Pred umiestnenim do automatického inkubatora (ET 49, ART
549/A) sa vajcia ocistili 70 % etanolom a potom sa inkubovali tupym koncom nahor pri teplote
37,5 °C a 60 % vlhkosti pocas 9 dni. Inkubacny stojan zabezpecil, aby sa vajicka otacali v
pravidelnych 3-hodinovych intervaloch, ¢im sa zabranilo pril'nutiu embryi k vaje¢nym blanam.
Den, ked’ boli vajicka umiestnené do inkubéatora, je embryonalny den nula, oznaovany ako
EDO (9). Na ED4 sa vajic¢ka vybrali z inkubatora a tupy koniec kazdého vajicka sa umyl 70 %
etanolom. Dezinfikované miesto sa potom prelepilo bielou lepiacou paskou a noznicami sa
vystrihol otvor, ktory umoznil kontrolu vnutra vajicka, jeho cievnej siete, pripadne pritomnost’
bijuceho srdca. Neoplodnené vajicka sa v tejto faze z pokusu vyradili. Pomocou "window
technique" sa aplikovalo 100 pl prislusnej koncentracie jedu (4000; 400; 40; 4 ug/ml) priamo
na povrch embryi na vrchnu ¢ast membrany vnaitorného obalu (membrana papyracea), zatial
¢o kontrolnej skupine sa aplikovalo rovnaké mnozstvo (100 pl) sterilného fyziologického

roztoku. Po skonceni aplikdcie sa otvory na vajickach hermeticky uzavreli priehladnou
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lepiacou paskou, oznadili prislusnou koncentraciou pouzit¢ho jedu a umiestnili spdt do
inkubatora, kde pokracoval vyvoj embryi.

Vzorky sa odoberali na ED9. Z vajicok sa odstranila lepiaca paska a jednotlivé otvory sa
zvacsili natol’ko, aby sa dali embrya opatrne vytiahnut'. Kazda testovacia skupina vratane
kontrolnej skupiny sa hodnotila samostatne. Sledoval sa pocet zivych a mftvych embryi v
kazdej skupine. Dalej sa sledovala a zaznamenavala telesnd hmotnost’ Zivych embryi, ako aj
pripadny vyskyt morfologickych alteracii. Chirurgicky vypreparované tkaniva embryonalne;j
pecene a srdca sa zvazili a ich hmotnost’ sa tiez zaznamenala.

Embryotoxické ucinky vceliecho jedu sa Statisticky vyhodnotili pomocou neparového

Studentovho t-testu (GraphPad Prism 5.0 San Diego, USA).

Vysledky

Hodnotenie embryotoxickych Gc¢inkov véelicho jedu druhu Apis mellifera sa uskuto¢nilo na
5. dent po aplikacii. V kontrolnej skupine, kde sa na povrch embryi aplikoval sterilny
fyziologicky roztok, sa nezistili Ziadne mftve embryd. Z celkového poctu 52 embryi, ktorym
bol podany vceli jed, bolo 20 embryi mftvych, z toho 12 (92,31 %) po aplikacii najvyssej
koncentracie jedu (4000 pg/ml; Tab. 1).

Tab. 1 Uginky jedu Apis mellifera na vyvoj embryi ziskanych CHEST testom

Bee venom  Conc. N Live Dead Mortality

(ug/ml) Embryos embryos (%)
None 0 13 13 0 0
(Control)

4000 13 1 12 92,31
Apis 400 13 9 4 30,77
mellifera 40 13 12 1 7,70

4 13 10 3 23,08

Na zaklade vztahu medzi pouzitymi koncentraciami jedu a naslednou mortalitou bola
stanovena hodnota letalnej davky (LDso) véelieho jedu na 2,12 ug/vajce.

Celkova hmotnost’ embryi, ako aj hmotnost’ ziskanych organov (stdc a peceni) sa porovnavala
s kontrolnou skupinou na 9. embryonalny den (Tab. 2).

Po aplikacii roznych koncentracii (4000; 400; 40; 4 pg/ml) vcelicho jedu Apis mellifera sa

v porovnani s kontrolnou skupinou pozorovali prevazne niz§ie hmotnosti celych embryi, ale aj
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nizS§ie hmotnosti embryonalnych sfdc a peceni. Vynimkou bola zvySend hmotnost’ celych
embryi oproti kontrolnej skupine v testovanej skupine s koncentraciou jedu 40 pg/ml.
Signifikantne nizSia hmotnost’, P < 0,01 celych embryi oproti kontrole bola pozorovana po
aplikacii jedu s koncentraciou 400 pg/ml. Rovnako, aj hmotnost’” embryondlnych sfdc bola
v porovnani s kontrolnou skupinou vo vsetkych testovanych skupindch nizSia, pricom
Statisticky vyznamna zmena P < 0,01 bola namerand po administrécii tej istej koncentracie
(400 pg/ml) vcelieho jedu. Aj pri vazeni embryonalnych peceni bola po podani vSetkych
koncentracii (4000; 400; 40; 4 ng/ml) vcelieho jedu zaznamenana nizs§ia hmotnost’ v porovnani
s kontrolou. Signifikantnd zmena, P < 0,05, hmotnosti pecene v porovnani s kontrolou bola aj

v tomto pripade zaznamenana pri koncentréacii 400 pg/ml.

Tab. 2 Zmeny hmotnosti pozorované v CHEST teste na 9. embryonalny den po aplikacii jednotlivych

koncentracii véelicho jedu

Bee venom Conc. Embryo weight Heart weight Liver weight
(ng/ml) (9) (9) (9)
None (Control) 0 1,070 + 0,050 0,009 + 0,001 0,011 + 0,001
Apis mellifera 4000 1,040 + 0,000 0,008 £ 0,000 0,008 £ 0,000
400 0,873 +£0,031** 0,006 + 0,000** 0,008 + 0,001*
40 1,097 + 0,039 0,008 + 0,001 0,011 + 0,001
4 1,068 + 0,042 0,009 + 0,001 0,009 + 0,001

Poznamka: Statisticky vyznamné zmeny oproti kontrole su oznacené hviezdickou (* = P < 0,05; ** =P < 0,01,
*** = P <(,001).

Diskusia

V¢elie robotnice produkuju véeli jed, ktory je znamy svojou bohatou zmesou aktivnych zloziek,
vratane peptidov ako melitin, apamin, MCD peptid degranulujici zirne bunky a adolapin.
Okrem toho obsahuje aj enzymy, ako je fosfolipaza A2 (PLA2) a hyaluronidéza, aminokyseliny
a rozne prchavé zluceniny (11, 13). Vd’aka tymto aktivnym zlozkdm mé vceli jed mnozstvo
farmakologickych tc¢inkov, vratane protinadorovych, neuroprotektivnych, protizapalovych,
analgetickych atieZ schopnosti zlepSovat” hojenie ran a dalSie. V réznych Studiach bol
hodnoteny terapeuticky potencial tychto zloziek pri liecbe zapalovych ochoreni u I'udi, ako aj
ochoreni centralneho nervového systému, ako je demencia, Parkinsonova choroba (PD),
Alzheimerova choroba (AD) a amyotroficka lateralna skler6za (ALS) a mnohych d’alsich, ako

su osteoartritidy, reumatoidné artritidy a podobne. Zaujimavé je, ze vceli jed, rovnako ako iné
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zivoCiSne jedy, preukazal priaznivy protirakovinovy a antivirusovy potencial pri rakovine
vajeénikov, prostaty a pri HIV (12, 13).

Kuracie embryd sa dlhé desatroCia povazuju za preferovany experimentdlny model
embryoldgov a boli medzi prvymi embryami vyuzivanymi v experimentalnej teratologii.
Hodnotenie potencidlnych teratogénov a ich vplyvov na vyvoj plodu a posudenie rizika pre 'udi
je kliCovym aspektom v predklinickom vyskume. Model kuracieho embrya sa ukézal ako
ucinny prostriedok na pochopenie embryonalneho vyvoja u l'udi vzh'adom na jeho podobnost’
s T'udskym embryom. Vyhody pouzitia modelov kuracich embryi zahfnaji ich pristupnost’,
efektivnost’ z hl'adiska ndkladov a biologicku relevanciu pre vyvoj stavovcov, ¢o umoziuje
efektivne preskiimanie vyvojovej toxicity (14).

Velké usilie bolo venované charakterizécii a Standardizacii CHEST (4, 5 ,6), pretoze hlavnou
vyzvou pri testovani na vta¢ich embryach bola kontrola dodavania testovanej latky do embrya.
Tento problém bol minimalizovany v protokole CHEST, kde sa latky umiestiiuju do malych
objemov tekutin, ktoré su priamo v kontakte s embryom. Tento pristup umozinuje sledovat’
spomalenie rastu, vyskyt malformacii a amrtnost’ (14).

V tejto préci sa najvysSia miera imrtnosti zaznamenala v testovacej skupine po aplikacii jedu
v¢ely druhu A. mellifera s koncentraciou 4000 ug/ml, kde dosiahla hodnotu 92,31 %.

Na ziklade koreldcie pouzitych koncentracii vceliecho jedu a naslednou mortalitou boli
stanovené hodnoty LDso, ktoré v pripade tohto jedu boli 2,12 pg/vajce, pricom vSeobecne plati,
zZe niz8ie hodnoty LDsp odrazajii vyssiu Groven toxicity testovaného jedu, a teda vyssiu Groven
embryotoxicity.

Podobnu korelaciu popisali vo svojej praci Petrilla a kol. (11), kedy po aplikacii jedu B. arietans
zaznamenali na kuracich embryach vys$Siu mortalitu a nizSiu hodnotu letdlnej davky
(15.48 pg/egg), v porovnani s jedom B. parviocula, kde LDso = 53.53 pg/egg.

Existuji Stadie, ktoré sa realizovali na kuracich embryach a ako prvé dokumentovali, Ze
chemické latky vyvoldvaji deformacie u mladat (2, 3). V praci Karnofskyho (7) bol
systematicky preskimany vplyv r6znych chemickych latok na vyvoj kurCiat, zameriavajic sa
na ich toxické a teratogénne ucinky.

Vd'aka rasticemu poctu $tadii zameranych na organovo Specifické teratogény a d’alSie aspekty
vyvojovej toxicity sa tymto rozvija komplexnejsi pohl'ad na embryotoxické vlastnosti latok a

vSeobecné vyvojoveé procesy.
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Zaver

V¢éely medonosné (Apis mellifera) sa kI'a¢ovi opel'ovadi s vyznamnym ekonomickym vplyvom.
Ich jed, obsahujuci rozne G&inné latky, ma farmakologické u¢inky. Stidia sledovala uginky
vcelieho jedu na kuracie embrya. Testy ukdzali vysoku mortalitu pri koncentrécii 4 000 pg/ml,
S LDsp hodnotou 2,12 pg/egg. Tieto zistenia zdoraziuji potencialne rizika pre embrya a vyznam
d’alsieho vyskumu. VyuzZitie kuracich embryi poskytlo dolezité poznatky o vyvoji a toxicite a

Standardizované skriningové metddy prispievaju k lepSiemu pochopeniu vyvojovych procesov.
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APLIKACIA TUBULARNEHO VODICA PRI REGENERACII
CHVOSTOVEHO NERVU POTKANA PO TRANSEKCII

APPLICATION OF TUBULAR CONDUIT IN RAT TAIL NERVE
REGENERATION AFTER TRANSECTION
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Suhrn

Poranenie periférneho nervu a nasledné obmedzenie/strata funkcie patri vzhl'adom k povahe
nervového systému uz dlhodobo k nie uspokojivo vyrieSenym medicinskym problémom.
K najzavéaznej§im formam poskodenia nervu patri transekcia (neurotméza), kedy dochadza ku
kompletnému preruseniu kontinuity nervu. V niektorych pripadoch moéze okrem samotnej
transekcie dojst’ aj k strate niektorych segmentov nervu, ¢o komplikuje naslednu chirurgick
intervenciu. V tejto stvislosti sa tubularne vodice javia ako potencidlne vhodny nastroj na
premostenie prerusenych kyptov nervu, pretoze mézu okrem fyzickej opory poskytnut’ vhodné
prostredie pre regenera¢né procesy. V nasom experimente sme vykonali transekciu na
chvostovom nerve potkana anasledne aplikovali tubularny vodi¢, ktorym sme prepojili
proximalny a distdlny kypet' nervu, priCom kypte boli vo vodi¢i umiestnené v réznych
vzdialenostiach. Kvantifikacia regenerovanych axénov po uplynuti doby preZivania ukézala, Ze
chvostovy nerv vie v nami pouZitom tubularnom vodi¢i prerast az 5 mm medzeru medzi
kyptami avS§ak medzeru 10 mm uZ neprerastie.

KPucové slova: periférny nerv, transekcia, tubularny vodic, regeneracia

Summary

Injury to the peripheral nerve and the subsequent limitation/loss of function has long been an
unresolved medical issue due to the nature of the nervous system. The most severe forms of
nerve damage include transection (neurotmesis), which results in the complete interruption of

nerve continuity. In some cases, apart from the transection itself, some nerve segments may
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also be lost, complicating subsequent surgical intervention. In this context, tubular conduits
appear as a potentially suitable tool for bridging interrupted nerve stumps because they can
provide not only physical support but also a favorable environment for regenerative processes.
In our experiment, we performed a transection on the rat tail nerve and then applied a tubular
conduit that connected the proximal and distal nerve stumps, with the stumps placed period
showed that the tail nerve could grow through a gap of up to 5 mm between the stumps in the
tubular conduit we used, but it could not bridge a 10 mm gap.

Key words: peripheral nerve, transection, tubular conduit, regeneration

Uvod

Ro6zne formy poraneni periférnych nervov postihntt v Eurdpe priblizne 300 tisic 'udi ro¢ne a aj
ked’ nejde o zivot ohrozujuce stavy, nasledky urazu na kvalitu zivota su signifikantné (1).
Napriek tomu, ze periférny nervovy systém ma vyrazne lepsiu regenera¢ntl kapacitu ako mozog
a miecha, vysledky terapeutickych snazeni Casto nie su uspokojivé. K najzavaznejSim formam
poskodenia nervu patri neurotméza, pri ktorej dochadza k Gplnému preruseniu nie len
samotnych axénov, ale aj nervovych obalov. Tento typ poskodenia je preto spojeny s najhorSimi
vyhliadkami na navrat stratenej funkcie. Existuje viacero chirurgickych pristupov na docielenie
regeneracie prerusenej nervovej drahy. VyuZitie tubuldrnych vodicov, ktorého podstata spociva
v zavedeni prerusenych koncov nervu do limenu dutej trubice, sa ukazuje ako jeden z najviac
perspektivnych postupov, nakol’ko tieto vodice poskytuji priaznivé prostredie pre regeneraciu
predovSetkym izolaciou poraneného nervu od okolitého prostredia a zaroveint akumulaciou
dolezitych podpornych faktorov uvolfiovanych zo samotného nervu. Tubuldrne vodice tiez
predstavuju fyzicki oporu pre prerastanie a prindSaji moznost dalej modifikovat
mikroprostredie poSkodeného nervu (2). Doposial’ bolo otestovanych viacero typov vodicov z
roznych materialov, kde autori pozorovali prerastanie a regeneraciu nervu (3). V nasom
experimente sme testovali aplikaciu tubularneho vodica z materidlu mPES (modifikovany
polyétersulfon), ktorym sme premostili transekovany proximalny a distalny kypet nervu. Kypte
sme do vodi¢a umiestnili v réznych vzdialenostiach ¢im sme sa pokusili identifikovat
maximalnu mozni medzeru, ktoru eSte regenerujuce axony v tubuldrnom vodi¢i dokazu

prerast’. Po uplynuti doby prezivania sme axony na r6znych urovniach nervu kvantifikovali.
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Material a metody

V experimente sme pouzili 3 mesaéné samce potkana z kmenia Wistar albino, rozdelené do
skupin (n=5) podl'a vzdialenosti transekovanych kyptov chvostového nervu: tesny kontakt,
odstup 3 mm, 5 mm a 10 mm. Zvieratam v celkovej anestéze sme najprv vykonali transekciu
l'avého ventralneho nervu vo vzdialenosti 1,5 cm od bazy chvosta. Proximalny a distalny kypet’
nervu bol nasledne vlozeny do tubularneho vodic¢a pri dodrzani definovaného odstupu kyptov.
Po zaSiti rany zvieratd prezivali 4 mesiace. Po uplynuti tejto doby, sme nerv aj s vodicom
vyizolovali a fixovali v 2,5% roztoku glutaraldehydu. Po zaliati do albuminového matrixu, sme
pripravili 1 mm hrubé blo¢ky nervu v presne definovanych usekoch: tisek nad miestom
transekcie, Gsek v prvej polovici vodica, usek v druhej polovici vodica, useky 1, 3, 6 a 12 mm
pod vodicom (spolu 7 bloc¢kov). Pre histologicku vizualizaciu boli tieto bloc¢ky najprv
osmifikované a nasledne zaliate do Durcupanu. Z tychto blockov sme potom vyhotovili 2 um
rezy, na ktorych sme pomocou mikroskopu a softwaru ImageJ kvantifikovali regenerujice

axony.

Vysledky

Axo6ny sme kvantifikovali vo vopred definovanych tsekoch nervu: usek nad trubickou
v proximalnom kypti (nad T), usek v prvej polovici trubicky (1/2 T), usek v druhej polovici
trubicky (uz stcast’ distalneho kypta- 1/2 T), Gseky 1, 3, 6 a 12 mm pod trubickou (Graf).
Ax6ny regenerovali v skupinach s tesnym kontaktom kypt'ov a rovnako aj pri odstupoch 3 a 5
mm. U zvierat sodstupom 10 mm bola regeneracia vyrazne limitovana az nepritomna.
V ziadnom sledovanom useku nervu neboli medzi porovnavanymi skupinami Statisticky
signifikantné rozdiely, okrem skupiny s odstupom 10 mm, kde boli signifikantné rozdiely od
segmentu 2/2 T v porovnani s ostatnymi skupinami, p<0,001 (One-way ANOVA).
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Obr. 1 Kvantifikacia axénov v chvostovom nerve potkana

Diskusia

Vyuzitie tubuladrnych vodicov pri poskodeniach periférnych nervov, hlavne v pripade Ze d6jde
k strate celych nervovych segmentov, predstavuje slubnt stratégiu v oblasti regeneracne;j
mediciny. Pri skimani G¢inku nervovych tubularnych vodicov na regeneraciu axénov sa ako
experimentalny model zvy¢ajne vyuziva sedaci nerv potkana (4), ktory vSak vzhl'adom k svojej
obmedzenej dizke, umiestneniu a neurologickému dopadu na zviera po chirurgickom zékroku,
ma svoje limity. Cielom naSej prace bolo na novo zavedenom experimentalnom modeli
chvostového nervu potkana preskumat’ GspeSnost’ regeneracie axénov po zavedeni vodica
z modifikovaného polyétersulfonu (mPES) a zistit, aky odstup medzi proximalnym
a distalnym kypt'om po transekcii dokazu regenerujuce axony prekonat’. Zistili sme, ze Gspesné
prerastanie axonov prebehlo ak bol odstup kyptov mensi ako 10 mm, priCcom uroven
regeneracie sa medzi skupinami s tesnym kontaktom kyptov, odstupom 3 a 5 mm neliSila.
Pravdepodobnym dévodom zlyhania regeneracie v skupine s odstupom 10 mm je, ze v mieste
transekcie sa pocas regeneracie nervovych kyptov za normélnych podmienok vytvara
premostujuca Struktara, ktord usmerniuje prerastanie axonov distdlnym smerom. Pozostava
z endotelovych buniek, ECM a Schwannovych buniek usporiadanych vo vnutri bazalnej
laminy, ktoré tak vytvaraju Biingnerove pasy (5). Ak tato faza v urcitom kroku zlyha,
regenerujuce axony nemaju substrat vhodny na rast. Je zname, ze existuje urcitd limitna
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vzdialenost, ktori axony uz nedokazu prerast, v klinickych §tadiach sa uvadza dizka 3 - 4 cm

au hlodavcov vzdialenost’ do 1,5 cm (6). Ako sme ukéazali, na nami zavedenom modeli

chvostového nervu, predstavuje tato vzdialenost’ priblizne 10 mm. Tieto vysledky predstavuji

vychodisko pre budice experimenty, v ktorych planujeme tubularny vodi¢ osadit’ ré6znymi

podpornymi faktormi — bunkami, sekretémom a Stepmi.

Literatura

1.

2.

Cinteza D, Persinaru |, Maciuceanu Zarnescu BM, lonescu D, Lascar | (2015) Peripheral Nerve Regeneration
- an Appraisal of the Current Treatment Options. Maedica (Buchar) 10(1): 65-8

Konofaos P, Ver Halen JP (2013) Nerve repair by means of tubulization: past, present, future. J Reconstr
Microsurg 29(3): 149-64

Mankavi F, Ibrahim R, Wang H Advances in Biomimetic Nerve Guidance Conduits for Peripheral Nerve
Regeneration. Nanomaterials (Basel). (2023) Sep 10;13(18): 2528

Fang Z et al. (2020) Enhancement of sciatic nerve regeneration with dual delivery ofvascular endothelial
growth factor and nerve growth factor genes, J Nanobiotechnology, 18(1)

Hoke A (2006) Mechanisms of Disease: what factors limit the success of peripheral nerve regeneration in
humans? Nature Clinical Practise Neurology, 2(8), 448-454

Daly W et al. (2012) A biomaterials approach to peripheral nerve regeneration: Bridging the peripheral nerve
gap and enhancing functional recovery, Journal of the Royal Society Interface. Royal Society, 202-221

Praca bola podporena projektami VEGA2/0109/24 a VEGA2/0120/23.

39



VZTAH PEDAGOG VERSUS STUDENT V PROCESE UCENIA

THE TEACHER VERSUS STUDENT RELATIONSHIP IN THE LEARNING
PROCESS
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Suhrn

Praca sa zaoberd pristupom pedagoga ku Studentom vo vyucbovom procese na vysokych
Skoléach v stcasnosti. Podmienkou pre vyucbu na vysokej skole by malo byt’ ovladanie a rozvoj
zruénosti ako efektivne ucit’ vysokoskolskych $tudentov. Na Slovensku sa vysokoskolské
vzdelavanie opiera aj 0 klasické ucenie, ale vo velkej miere aj o novodobé metody vyucby,
ktoré vyzaduju aktivne zapojenie sa Studentov do vzdelavacieho procesu.

Krucové slova: Student, pedagdg, vyucba

Summary

This work deals with the approach of teacher to students in the teaching process at universities
today. A condition for teaching at a university should be the mastery and development of skills
how effectively teach university students. In Slovakia, higher education is also based on
classical learning, but largely also on modern teaching methods that required the active
involvement of students in the educational process.

Key words: student, teacher, teaching

Uvod

Vzdelavacia ¢innost’ je na univerzitach a vysokych Skoldch realizovana viacerymi formami,
podiel jednotlivych foriem vyucby dané¢ho predmetu urCuje Studijny program (1). Sucasny
systém vzdeldvania v priprave mladych l'udi na kvalitny profesijny Zivot nie je idealny.
Velakrat sa Student uci to, ¢o potrebovat nebude a naopak nedostava to, ¢o bude v praxi
vyuzivat'. Pedagog by mal mat’ dostatocné EQ, aby sa dokazal vzit’ do pozicie Studenta. Vysoko
vzdelany ucitel’, ktory ma encyklopedické informécie, ale nema k Studentom a uceniu vztah,
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nie je u Studentov kladne hodnoteny. Obl'ibeny pedagog sa snazi Studentom pri u¢eni pomahat’
a rozumie sa do ich situacie. St¢asna doba je bohata na 'ahko dostupné informacie, preto je
tazké zaujat’ Studentov, ktori su obklopeni tymi istymi informacnymi zdrojmi, aké pouziva aj
pedagog. Petlak (2) vychadza z poznatkov mozgovo-kompatibilného ucenia, ktoré kladu doraz
nielen na ucenie a pamdt, ale aj na s nimi stvisiace emoécie a motivaciu. Formuloval presné
poziadavky na ucenie: ma byt neformalne, zabavné a prijemné, vSestranne podporované,
zamerané na Zzivot a obsah u¢iva musi byt §tudentom podany réznymi metédami. Studenti
nemaju radi, ked’ pedagdg ignoruje ich otazky alebo nadradene odpoveda, prikazuje namiesto

toho, aby ich in$piroval, namiesto ucenia ich poucuje alebo si vynucuje nezaslazenu autoritu.

,,Ak ucitel’ je pan a svoju autoritu si musi vynutit’,
takyto ucitel’ u studentov nema Ziadnu autoritu,
takéhoto ucitel’a budu Studenti nenavidiet’,

a kvoli tomu budu aj jeho predmet z duse nenavidiet’,
kvoli tomu si k jeho predmetu ani len nesadna,
kvoli tomu sa to nenaucia,
kvoli tomu to buda nendvidiet cely zZivot.

Pritom on ma len pozitivny amysel a chce ich len naucit’.“ (3)

Vseobecné tipy a postrehy pre pedagégov

Ulohou pedagdga je objasnit’ §tudentovi ddleZitost’ svojho predmetu, pre¢o je nutné, aby si
Studenti dané vedomosti osvojili. Studenti musia vediet’, aky je zmysel u¢enia sa, preto je nutné
zamerat’ sa na ucivo, ktoré ma pre Studentov vyznam. Smutné je, ze niekedy ani ucitelia
nevedia, pre¢o musia Studenti niektoré témy preberat. Spétna vizba je dolezitym faktorom
ucenia, ucitel’ ma zistit’ véas, ¢o Studenti pochopili, ¢i to pochopili spravne a ¢o je potrebné
korigovat’. Pri zadavani uloh je vhodné rozdelit' ulohy medzi studentov do jednotlivych skupin,
¢im sa ucia aj spolo¢nej zodpovednosti pri plneni tloh. Vzajomna spolupraca medzi studentmi
ich nauci kooperovat” a pomahat’ si v zdolavani vyziev. Pri uceni sa je vhodné do procesu
zapojit’ ¢o najviac zmyslov, studenti ziskaji priamu skusenost’ zo skutocného sveta, prepajanim
zmyslovych vnemov — zraku, sluchu, ¢uchu, dotyku. To, ¢o si Studenti sami vyskusaju, otestuju,
si najlepSie zapamitaju. Ucenie sa spojené s pohybom alebo nazornou aktivnou ¢innost'ou
zvysuje zapamétanie priblizne 0 68 % (4). Uceniu pomaha aj obohatené prostredie, titulné, Cisté,

estetické a prakticky zorganizované. Studentom je potrebné poskytniit’ na uéenie a opakovanie
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si dostatok ¢asu podl'a vlastného tempa. Za efektivne zvladnuté ucivo sa povazuje také, ktoré
Studenti dokazu predviest, pouzit' v praxi, a aj naucit’ inych. Je ddlezity osobitny pristup kK
Studentom, nie ku vSetkym rovnako, ale s oh’adom na individualne $tyly ucenia sa jednotlivca.
Dobry uéitel’ by sa mal snazit’ akceptovat’ ich nazory a zaujmy, optimalne diferencovat’ pristupy
pre spolo¢nu pracu. V priebehu vyucby na cvieniach a seminaroch ma ucitel’ vytvarat' a
udrzovat' zaujem Studentov 0 tvorivii Cinnost, objavovanie a prirodzeni zvedavost.
Podporovat’ interakéné vztahy medzi Studentmi navzajom. Dovolit’ im, aby interpretovali svoje
vedomosti réznymi spdsobmi vlastnymi slovami, s dbérazom na podstatu a spravnost
informacii. Naucit’ ich spajat’ nové ucivo s predoslymi vedomostami, aj SO vSetkym stvisiacim,
s ¢im sa uz v minulosti stretli. Davat’ rozne priklady, aby Studenti videli zmysel a vyznam
vyucovaného obsahu. Pristupovat’ k uéeniu pozitivne, uprednostiiovat’ pozitivne vyjadrovanie

s prejavovanim kladnych emocii (5).

Prednasky a cvicenia

Na zaciatku prednasky alebo cvicenia je vhodné studentov oboznamit’ s tym, ¢o sa bude diat’, s
&im ucivo suvisi, aby vedeli &o a pre¢o sa maji uéit. Pedagdg nema byt prilis direktivny. Uvod
prednésky je najddlezitejsi, Studenti su este Cerstvi, dobre si pamaitaji, su zvedavi. Je vyhodné
uputat’ pozornost’ hned’ v Gvode, s cielom udrzat’ si ju o najdlhsie. Uvodom méze byt:
zaujimavy pribeh, re¢nicka otazka, citat, obrazok, model, rekvizita, kratke video, ktoré zosilnia
porozumenie, vyvolaju zvedavost' a poodhalia myslienku z nasledovného uciva. Ak ucitel
vedie so Studentmi aktivnu komunikaciu poc¢as vysvetl'ovania, budi motivovani davat’ pozor.
Nie je vhodné zahltit’ Studentov priliSnym mnozstvom novych informacii, pretoze Studenti
potrebuji Cas na ich spracovanie. Nakol’ko sa mozog nedokaze dlho sustredit’ a Studenti
neudrzia pozornost’ viac ako 10 — 15 min., je dolezité prednasku preruSovat’, odl'ah¢it’ ju, vsuvat’
do nej emocionalne putavé podnety, ktoré Studentov prebudia — priklady, kazuistiky, pribeh,
vtip, €o suvisi s témou. V priebehu prednasky je vhodné niekol’kokrat zopakovat’ dolezité fakty
Vv intervaloch najmenej 10 minat, aby sa nové vedomosti mohli zapamétat. Zapamétaniu
pomaha, aby si Studenti pisali poznamky, ¢im si transformuju myslienky podla seba a
rozmyslaju. Staci, aby si zapisali len oporné, heslovité poznadmky, tieto eSte vten dent
spracovali, skonfrontovali s informaciami v uéebnici. Takto bude mat prednaska, maximalny
efekt (2). Cielom prednasky nie je Studenta vSetko naucit’, ale usmernit. Ak prednasajici
nezverejni prezentaciu, Student je nuteny zaznamenavat’ vyklad, sustredi sa na zapisovanie,

a tym sa nedokaze sustredit’ na pochopenie uciva, pretoze sa nedostane do aktivnej interakcie
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s uc¢ivom. Preto je rozumné, ak Studenti maju prezentaciu k dispozicii v predstihu, moézu si ju
vytlacit’ alebo otvorit,, a zaznacovat’ si.

Prax je taka, ze nie vSetci vyucujuci st ochotni prispésobovat’ ¢i menit’ roky zauzivané metody
vyucby (6). Ak ucitel’ iba monotonne reprodukuje ucivo z prezentacie, nie je to efektivna
vyucbova metoda. Pri takomto vyklade uciva pozeranie sa na pisany text a jeho poctvanie
zaroven, pdsobi rusivo a unavujuco, mozog sa dokaze sustredit’ bud’ na Citanie alebo na
pochvanie, nie na obe ¢innosti naraz. Ide 0 pasivne ucenie, kde Student nema spétna viazbu o
tom, ¢o sa naucil a preto si u¢ivo nemoéze zapamétat’. Naopak, aktivnym ucenim sa Student snazi
dostat’ informacie z paméte von a zistuje, kol’ko toho si dokaze vybavit. Az ked si ucivo

vybavi, tak si ho skuto¢ne paméta (7).

Poznamky K prezentaciam

Multimedialna prezentacia je najéastejsou formou odovzdavania vedomosti vo vyucbe. Je
efektivna vtedy, ked’ vhodnym spdsobom kombinuje text (pisany resp. hovoreny) a grafiku
(obrazky, fotografie, animacie alebo vided). Obrazky spractiva mozog 60 tisic krat rychlejSie
ako pisany text. Jeden obrazok dokaze nahradit’ viac nez tisic slov (8). Je teda vhodné vyuzivat’
grafiku, ktora ukotvi zmysel rozpravania. Vhodnou kombinaciou obrazkov, pisanych
a hovorenych textov, sa da docielit’ vysoka miera pozornosti Studenta, ktory tak dokéze vnemy
dekddovat’ a zapamitat’ si. Podl'a Mayerovych principov multimedialnej prezentacie je vhodné
pouzivat obrazky a hovorené slova, mozog totiZ pracuje sii¢asne so slovom a obrazom. Student
si zapamata o 65 % viac, ked’ su v prezentacii obrazky. Obrazky a suvisiaci text maju byt’ blizko
seba. Stac¢i jednoducha, vystizna prezentacia bez ,,preSperkovanej” grafiky a nadbyto¢nych
informacii sliziacich na zaplnenie priestoru. Grafika sa ma vyuzivat’ premyslene na zvySenie
pozornosti, anie na jej odvadzanie od ucenia (9). Aj volba pisma ovplyviuje kvalitu

prezentacie. Sta¢i kombinovat’ iba 2 typy kontrastnych pismen (10).

Vsimajte si Studenta

Ak sa student pri skasani pozera ,,do prazdna“, v jeho mozgu prebieha spominanie, vyvolavanie
obrazu z pamiti. Takato disociacia od pritomnosti je prirodzeny prejav fungovania mozgu. Pri
tomto rozpamétavani sa Student nemoéze stcasne ststredit’ na dianie pred nim a pritom
rozmyslat. Preto od neho nie je spravne pozadovat, aby sa dival ucitelovi do oci, ked
odpoveda, pdsobi to na neho rusivo a brani v procese spominania. Pri rozpominani méze byt

postavenie oci Studenta rdzne, a je mozné z neho odvodit’ tzv. oény kI'G¢, vycitat’ z neho, ako
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¢lovek mysli (11). Ak sa $tudent pozera hore, predstavuje si obrazy, ak sa pozera do stran
predstavuje si zvuky, ak pozera dolu je v emo¢nom svete. Mali by ste spozorniet’, ak sa Student
pozera dole (pravak doprava, 'avak dolava), vtedy je v strese a niekedy v takom stave ani

nedokaze premyslat’.

Oc¢né kltuce pre pravaka, ak sa pozera:
dolava hore , : doprava hore
zrakové spomienky : ; zrakové myslienky
dolava nabok : ‘ : doprava nabok
sluchové spomienky : sluchové myslienky

dolava dole ; doprava dole
vnitorny monolog : pocity, stres

Obr. 1 O¢né kI'i¢e pre pravaka (divate sa na pravaka)

Oc¢né kltuce pre lavaka, ak sa pozera:
dolava hore P doprava hore
zrakové myslienky s ‘ zrakové spomienky
dolava nabok — : doprava nabok
sluchové myslienky sluchové spomienky
dolava dole ; doprava dole

pocity, stres T ‘ vnutorny monolog

Obr. 2 O¢né klice pre lavaka (divate sa na lavaka)

Ak sa Student pozera hore alebo nabok, pokuSa sa spomentt’ si. Nie je to vSak Ziadna istota, ze
sa mu to aj podari, len sa tym zvysi pravdepodobnost’ spomenutia. AK nie st vedomosti dobre

ulozené, nemo6Zu sa ani vyvolat’ (vybavit).

Zaver

Efektivnost’ ucenia je podporena mnohymi mozgovo-kompatibilnymi faktormi. Preto sa aj
ucitel ma snazit o dobré vztahy so Studentami, vytvarat' prijatelné¢ pravidla, rozumnu
komunikaciu, podporu a vyhovujuce prostredie. Obojstranna dovera a uznanie su dolezitymi
podpornymi faktormi v procese ucenia. Ucitel ma zameriavat’ pozornost’ na silné stranky
Studentov a podporovat’ ich. Je nutné reSpektovat rdzne Styly ucenia sa, kazdy mozog

jedinecny, a teda sa Studenti neucia rovnakym spdsobom. Na slovenskych vysokych Skolach
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monologickd forma vzdelavania prestava byt dominantnou. Technologie sucasnej doby
pontkaji mnozstvo sposobov, ulit’ interaktivne. Vo velkej miere to zavisi od pripravy,
motivacie amoznosti pedagdgov prisposobovat svoju vyucbu potrebam Studentov.
Multimedialne technologie umoziuji aktivne uenie v motivujiucom prostredi, ucast’ viacerych

zmyslov na prijimani a zapamaitani informacii (12).
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Suhrn

Biomarkery zohravaju dolezitu ulohu pri detekcii a naslednej lieCbe pacientov s kolorektalnym
karcindmom (CRC). Hypoxiou-indukovana karbonicka anhydraza IX (CA IX) a anti-
apoptoticky protein survivin vykazuju v CRC abnormalnu expresiu, ktord je spojené so zlou
prognézou. Predkladana Studia bola zameranad na hodnotenie imunohistochemickej expresie a
vyznamu CA IX a survivinu v 111 pripadoch CRC a ich korelacii s klinicko-morfologickymi
parametrami. Pozitivitu CA IX sme zaznamenali v 75,7% pripadov CRC. Statisticka analyza
nepotvrdila Ziadne signifikantné asocidcie medzi CA IX a klinicko-morfologickymi
parametrami. Survivin bol exprimovany v 65,8% pripadov CRC. Zistili sme signifikantné
vzt'ahy medzi vekom pacientov a intenzitou imunoreakcie, medzi gradom a subcelularnou
lokalizaciou a percentom pozitivnych buniek a medzi lokalizaciou lézie a subcelularnou
lokalizaciou. Statistickou analyzou sme nepotvrdili signifikantni korelaciu medzi tudovanymi
proteinmi. Na zaklade naSich vysledkov sa domnievame, Ze kazdy hodnoteny protein ma
potencial sluzit’ ako prognosticky marker pri analyze CRC.

Krucové slova: karbonickd anhydréaza X, survivin, kolorektalny karcindm, imunohistochémia

Summary

Biomarkers play an important role in the detection and treatment of patients with colorectal
cancer (CRC). Hypoxia-inducible carbonic anhydrase IX (CA IX) and the anti-apoptotic
protein survivin show abnormal expression in CRC, which is associated with poor prognosis.

The presented study was aimed to evaluate the immunohistochemical expression and
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significance of CA 1X and survivin in 111 cases of CRC and their correlation with clinico-
morphological parameters. CA IX positivity was observed in 75.7% of CRC cases. Statistical
analysis did not confirm any significant associations between CA 1X and clinico-morphological
parameters. Survivin was expressed in 65.8% of CRC cases. We found significant associations
between the age of the patients and the intensity of the immunoreaction, between the grade and
subcellular localization and the number of positive cells, and between the lesion site and
subcellular localization. Statistical analysis did not confirm a significant correlation between
the studied proteins. Based on our results, we believe that each evaluated protein has the
potential to serve as a prognostic marker in the analysis of CRC.

Key words: carbonic anhydrase IX, survivin, colorectal cancer, immunohistochemistry

Uvod

Kolorektalny karcindm (CRC) je celosvetovo tretie najbeznejSie nadorové ochorenie u muzov
a druhé u zZien. Z klinického aj patologického hl'adiska sa vyznacuje zna¢nou heterogenitou.
CRC moZe byt asymptomaticky aZ do pokroc€ilych stadii, preto délezita ulohu zohrava jeho
vCasna detekcia. Vedci preto hl'adaju Specifické biomarkery alebo potencialne prognostické
faktory, ktoré by sa dali uplatnit’ pri diagnostike a monitorovani liecby pacientov s CRC a
ovplyvnit’ charakter nadorovej bunky (5, 11, 20).

Typickym faktorom definujucim mikroprostredie solidnych néadorov je hypoxia, teda
nedostatocné zasobenim kyslikom, ktord je povazovana za indikator zlej prognozy. Detekcia
hypoxie v tumoroch je nevyhnutnym predpokladom pre volbu spravneho terapeutického
pristupu. Medzi najviac hypoxiou-indukované proteiny patri karbonicka anhydraza IX (CA IX),
ktorej expresia sa javi ako potencialny prognosticky biomarker CRC. Hlavnou tlohou CA IX
je udrziavanie intracelularnej pH homeostazy spojenej s acidifikaciou extracelularneho
prostredia. CA IX teda predstavuje faktor prezivania, ktory ochranuje nadorové bunky pred
fyziologickymi stresmi. Imunohistochemicka detekcia tohto proteinu méze poskytnat’ nielen
informacie o pritomnosti intratumorovej hypoxie, ale aj prognoéze nadorového ochorenia. Preto
objasnenie ulohy CA IX by mohlo viest’ k novym kIicovym poznatkom a tiez k inovativnym
terapeutickym stratégiam (15, 18, 21).

Survivin je ¢lenom rodiny anti-apoptotickych proteinov IAP (z angl. inhibitor of apoptosis
proteins), ktoré sa podiel’aju na negativnej regulacii apoptdzy (inhibuji aktivaciu kaspaz) a na
kontrole bunkového cyklu. Zohrava tiez ulohu v urcitych fyziologickych procesoch ako aj

patologickych javoch (napr. karcinogenéza). Survivin je exprimovany v mnohych nadorovych
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ochoreniach ako je napr. nemalobunkovy karciném pltc, karcinom zaludka, prsnika, pecene,
CRC atd. Zvysend expresia tohto proteinu je spojend so zlou prognézou, agresivnejSim
stupfiom ochorenia a rezistenciou na chemoterapiu. Imunoreakciu survivinu je mozné
detegovat’ v jadre (regulacia bunkového cyklu) a cytoplazme (inhibicia apoptozy). Do
cytoplazmy sa méze dostat’ bud’ po uvol'neni z mitochondrii vplyvom cytotoxického stimulu

alebo aktivnym nuklearnym transportom (9, 10, 23).

Material a metody

Imunohistochemicky sme vysetrili parafinovy material zo 111 vzoriek CRC ktoré pochadzali z
diagnosticky uzavretych pripadov. Z kazdej vzorky boli pripravené 4 pm hrubé rezy na
imunohistochemické reakcie na dokaz CA IX a survivinu s pouzitim automatu Ventana
Benchmark Ultra (Roche). Monoklonalna protilatka proti CA 1X (klon: H-11; Zeta corporation)
bola riedend v pomere 1:300 a proti survivinu (klon: 12C4; Dako, Dansko) v pomere 1:50.
Reakcia bola pri CA IX vizualizovana Fast Red chromogénom (Roche) a pri survivine DAB
chromogénom (Roche). V analyzovanom subore CRC boli hodnotené nasledovné klinicko-
morfologické charakteristiky: vek pacientov, pohlavie, grade, stage, lokalizacia lézie, stav
lymfatickych uzlin a vaskuldrna invazia. Pri interpretacii ziskanych imunohistochemickych
vySetreni sme semikvantitativne hodnotili percento pozitivnych buniek, subceluldrnu
lokalizaciu a intenzitu imunoreakcie. Statistické hodnotenie bolo realizované pomocou testu
Chi-square (32) v softvéri R (verzia 3.2.3). Vysledky s p-hodnotou pod 0,05 boli povazované

za Statisticky signifikantné.

Vysledky

CA IX bola exprimovana v 84/111 (75,7%) pripadoch CRC. Pozitivne pripady vykazovali
prevazne silnti membranovu expresiu (Obr.1). Chi kvadrat test nepotvrdil Ziadne signifikantné
asociacie medzi klinicko-morfologickymi charakteristikami CRC (vek pacientov, pohlavie,
grade, stage, lokalizacia 1ézie, stav lymfatickych uzlin a vaskularna invazia) a parametrami
expresie CA IX. Survivin bol exprimovany v 73/111 (65,8%) pripadoch CRC. Dominovala
stredne silna jadrova pozitivita (Obr. 2). Chi kvadrat testom boli preukazané signifikantné
asociacie medzi intenzitou imunoreakcie a vekom pacientov, medzi stupiiom malignity (grade)
a subcelularnou lokalizciou survivinu a percentom survivin-pozitivnych buniek a medzi
lokalizaciou 1ézie a subcelularnou lokalizaciou survivinu (p<0,05). Statistickou analyzou sme

nezistili signifikantnu korelaciu medzi expresiou CA IX a survivinom (p>0,05).
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Obr. 1 Silnd membranova pozitivita nddorovych buniek CRC na dokaz CA IX.
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Obr. 2 Stredne silna jadrova pozitivita nadorovych buniek CRC na dékaz survivinu.
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Diskusia

CRC predstavuje nadorové ochorenie, ktoré moze byt asymptomatické az do pokrocilych
Stadii, preto doleziti ilohu zohrava v€asna detekcia. Medzi perspektivne prognostické markery
CRC patri hypoxiou-indukovana CA IX, ktora sa spaja so zlou prognoézou (15). V nasej skupine
111 kolorektalnych karcindmov sme zaznamenali expresiu CA IX v 75,7% pripadoch. Saarnio
a kol. (16) ako prvi studovali expresiu CA IX v CRC a zistili, Ze 76% pripadov bolo
pozitivnych. Dalsi autori tiez zaznamenali nadmernti expresiu tohto proteinu v CRC (4, 8).
Vicsina naSich pripadov vykazovala silnt intenzitu imunoreakcie, ¢o je v sulade s d’alSimi
pracami (8, 16). Silna intenzita expresic CA IX moze suvisiet' s vysokou akumulaciou tohto
proteinu v bunkach CRC. V nasej praci sme nezaznamenali ziadne signifikantné vzt'ahy medzi
expresiou CA IX a klinicko-morfologickymi parametrami CRC. Nase vysledky sa zhoduja s
d’al$imi Stadiami (17, 22). V praci Clevena a kol. (4) bola preukazana signifikantna korelacia
medzi expresiou CA IX a TNM stagingom, pricom expresia bola znizena v pokrocilejSich
Stadiach CRC. Ho a Coomber (7) pozorovali, Ze vek je signifikantne asociovany s vysokou
expresiou CA IX. Vysledky z literatury st znacne heterogénne, o moze suvisiet' s pouzZitim
odlisnej metodiky a klasifikaénych systémov v Stadiach.

Vyznamnou vlastnostou nadorovych buniek je odolnost’ vo¢i bunkovej smrti — apoptdze (15).
Medzi anti-apoptotické proteiny patri aj survivin, ktory je exprimovany vo vaésine nadorov,
vratane CRC (6). V nasom stibore CRC bol survivin exprimovany v 65,8% pripadov. Podobnu
expresiu ako v nasej $tadii zaznamenali aj ini autori (1, 12, 14). V pozitivnych pripadoch sme
zistili prevazne jadrovu lokalizaciu imunoreakcie, ale aj kombinovanu jadrovu a cytoplazmovu,
pri¢om intenzita bola prevazne strednd. Vicsina studii (2, 3, 13) dokazuje, Ze jadrova expresia
koreluje so zlou progndzou, zatial’ co cytoplazmova je indikator dobrej prognézy. Predpoklada
sa, ze jadrovy survivin kontroluje bunkové delenie, zatial’ ¢o cytoplazmovy survivin funguje
ako cytoprotektivne €inidlo. Tieto zistenia naznacuju, Ze rozdielna lokalizacia survivinu moze
indikovat’ r6zne proteinové funkcie a ovplyvnit' prognézu pacienta. Lokalizacia expresie
survivinu je teda asociovana s progndzou nadorového ochorenia (23). Dalej sme zistili
signifikantné asociacie medzi vys$§im vekom pacientov a strednou intenzitou imunoreakcie,
medzi vysokym gradingom a jadrovou lokalizaciou expresie a vysokym percentom pozitivnych
buniek a tiez medzi lokalizaciou 1ézie (proximalna ¢ast’ hrubého creva) a jadrovou lokalizaciou
sledovaného proteinu. Rovnaké vysledky prezentovali aj Hernandez a kol. (6) ktori zistili, ze
expresia survivinu sa zvysuje so zhorSujucim sa stupiom nadoru (grade). VacsSina autorov (12,

14, 24) popisuje signifikantné korelacie so stagom (stage D) a metastatickym postihnutim
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lymfatickych uzlin. Expresia survivinu je spajand so zvySenou agresivitou a znizenym
prezivanim pacientov. Preto terapeutické ovplyvnenie survivinu by mohlo byt prospesné v
liecbe CRC (1).

Na regulacii expresie survivinu by sa podla niektorych $tadii mohol podielat’ aj hypoxiou
indukovany faktor 1a (HIF-1a), ktory je asociovany s CA IX (25). V nasej praci sme korelovali
expresiu survivinu s CA IX. Signifikantnu korelaciu sme vSak nezistili. Ani sti€asné prace tento
vztah zatial’ nepreskimali. V literatire pozorovali vzajomnu korelaciu survivinu a CA IX iba
Stewart a kol. (19) v nemalobunkovom karcindéme pl'uc, avsak signifikantnii korelaciu rovnako

ako v nasom pripade nepotvrdili.

Zaver

V nami hodnotenom stubore sme zistili expresiu proteinu CA IX takmer v 72% pripadov CRC.
Vigsina pripadov vykazovala silni membranova pozitivitu. Statistickou analyzou sme
nepozorovali ziadne signifikantné asocidcie medzi expresiou CA IX a klinicko-morfologickymi
parametrami CRC. Na zaklade vysokej expresie a vlastnosti CA IX a pri zhodnoteni prislusnej
literatiry mézeme skonstatovat, ze moze predstavovat nezavisly negativny prognosticky
marker CRC. Pri hodnoteni anti-apoptotického proteinu survivinu sme zistili prevazne jadrov,
ale aj kombinovant (jadrovi a cytoplazmovi) lokalizaciu imunoreakcie. Statistickou analyzou
sme zistili signifikantné asocidcie medzi vyS$$im vekom pacientov a strednou intenzitou
imunoreakcie a medzi vysokym gradom a jadrovou lokalizéciou expresie a vysokym percentom
survivin-pozitivnych buniek. Tymito vysledkami sa priklaname k nazoru, Ze pozitivna reakcia

na survivin v jadre by mohla byt’ zIym prognostickym markerom CRC.
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Suhrn

Entericky nervovy systém (ENS), sa povaZuje za samostatnil vetvu autondmneho nervového
systému. ENS je lokalizovany v organoch gastrointestinalného traktu po celej jeho dizke ako
rad vzajomne prepojenych gangliovych spleti. V tejto stidii sme stru¢ne zhrnuli hlavné
charakteristiky v distribucii Struktir ENS v stene tenkého ¢reva. Dospeli sme k zaveru, Ze je
potrebné vyplnit’ tuto "informacnu medzeru", o zaroveit moze pomdct’ otvorit’ nové ,,0kno*
pre d’alsi vyskum v tejto oblasti. Dufame, Ze informécie v tejto praci poslizia ako podnet pre
d’alSie Stidie zamerané nielen na morfologiu ENS, ale aj na §tidium ich fyziologie v ¢reve za
patologickych podmienok.

KPuacové slova: entericky nervovy systém, gastrointestindlny trakt, tenké ¢revo

Summary

The enteric nervous system (ENS) is considered a separate part of the autonomic nervous
system. The ENS is localized in the organs of the gastrointestinal tract along its length as a
series of interconnected ganglionic plexuses. In this study, we have briefly summarised the
main characteristics of the distribution of ENS structures in the wall of the small intestine. We
conclude that there is a need to fill this "information gap", which may also help to open a new
window for further research in this area. We hope that the information in this work will serve
as a stimulus for further studies focusing not only on the morphology of ENS, but also on the

study of their physiology in the intestine under pathological conditions.
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Uvod

Gastrointestindlny trakt (GI) je inervovany hustou sietou nervovych buniek, ktora spolu s
podpornymi enterickymi gliovymi bunkami tvoria ENS. Téato siet’ neurénov je usporiadana v
samostatnych komplexoch, do dvoch hlavnych spleti - plexov. Jednym z nich je submukédzny
plexus (SP), ktory sa deli na vnitorny submukozny (Meissnerov) plexus (MP), ulozeny pod
vrstvou lamina muscularis mucosae a vonkajsi plexus, ktory nalicha v tesnej blizkosti na vrstvy
hladkej svaloviny, tunica muscularis. Druhym je myentericky (Auerbachov) plexus, ktory sa
nachadza medzi podvrstvami svaloviny tunica muscularis externa steny &reva (1). Struktury
ENS vyvojovo pochadzajice z neuralnej liSty predstavujii heterogénnu populéciu buniek, ktora
sa postupne s pribudajucim vekom meni, a tak sa vyvoj ENS nezastavi narodenim jedinca (2,
3, 4). V postnatalnom obdobi ENS podlieha vnutornym aj vonkaj$§im vplyvom (5). ENS
komunikuje s centralnym nervovym systémom prostrednictvom vagovych parasympatikovych
aj sympatikovych nervovych dréh, priCom je ulahfend vagova aferentna signalizacia ENS
svalovych vrstiev a sliznice (6). ENS moéze tak autonomne ovplyviiovat’ fyzioldgiu a funkciu
celého gastrointestinalneho traktu. V ENS sa nachadzaju populacie neurénov, ktoré mozno
klasifikovat’ na zaklade ich funkcie a morfoldgie. Patria sem vnltorné senzorické neurodny,
motorické neurdny (svalové, sekretomotorické a sekretomotorické/vazodilatacie) a enterické
interneurdny, ktoré spolo¢ne reguluji kl'acové funkcie GI traktu vratane Cinnosti svaloviny
Creva, peristaltiky a sekretomotorickej a vazomotorickej kontroly (7). Druhym typom buniek,
ktoré st neoddeliteI'nou sucastou ENS su enterické gliové bunky, ktoré sa vyrazne podiel'aju
na vyzivovacej funkcii neurénov a podla novych $tudii sa tato ich jednoduchéd vyzivovacia
funkcia rozsirila aj o vyznamnu tlohu regulacie zapalovych procesov v ¢reve (8). Enterické
gliové bunky v ¢reve predstavuji morfologicky a funkény ekvivalent astrocytov v centralnom
nervovom systéme. Podtypy enterickych neurénov a enterické gliové bunky navzajom

komunikuj.

Material a metody

Na morfologicky obraz, detekciu a zastupenie jednotlivych typov buniek je vel'mi prospesna
imunohistochémia. Ako uz ndzov napoveda, imunohistochémia vyuziva kombinaciu poznatkov
Z histologie, histochémie a imunologie. Vysledna technika je mocnym néstrojom, ktory

nielenze umoznuje zistit’, ¢i su v danej bunke pritomné konkrétne antigény, ale umoziuje tiez
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identifikovat’ mikroskopické (bunkové) umiestnenie a tym celkova topografiu antigénu. Tieto
schopnosti umoziuju identifikovat’ liniu bunkovych populécii, ¢o je dolezité pri konfrontécii
S beznymi zékladnymi histologickymi metédami. Tato technika je tiez uzitocna pri definovani
odlisnych populacii buniek v ramci tej istej linie a definovani funkénych rozdielov. Okrem toho
tato technika zachovava histologicku architektiiru a umoziuje potvrdit’, ze pozitivne bunky su

prislusné sledované a detailne analyzované bunky (9).

Vysledky a diskusia

Enterické gliové bunky s fenotypovo opisané ako bunky nepravidelného, hviezdicovitého
tvaru, ktoré exprimuju Specifické neurogliové markery, ako napriklad S100-protein viazuci
vapnik (8), zatial' ¢o neurdny su charakterizované ako tzv. dendritické neurony s vyraznou
expresiou markerov PGP9.5 a synaptofyzinu. Na rozdiel od ostatnych autonémnych
vegetativnych ganglii, kde sa bezne nachadzaju fibroblasty, makrofagy, mastocyty, kolagénové
vldkna, cievy a chromafinné bunky, v enterickych gangliach tieto Struktiary nie su pritomné.
Enterickym ganglidm chyba aj tzv. perineuralne puzdro spojivového tkaniva a stvisly plast
satelitovych buniek (10).

Enterické neurony v SP a MP st obklopené vylu¢ne Struktirami neuropilu v podobe ¢revnych
gliovych buniek, ktoré st imunohistochemicky pozitivnhe na S100 a vybezkami susednych
nervovych buniek, v ktorych sa zistila pozitivita na pan-neuronalny marker PGP9.5 (Obr. 1).
Enterické neurdny tenkého ¢reva vykazuju imunopozitivitu aj na synaptofyzin (10). Zatial’ o
enterické nervové bunky su lokalizované predovSetkym v gangliach, enterické gliové bunky st
pritomné nielen v gangliach, kde tesne obklopuju teld neurdnov, ale aj v blizkosti nervovych
vlakien oboch plexov a tiezZ aj v sliznici ¢revnych klkov, kde zvycajne nadvizuji uzke kontakty
s vrstvou epitelovych buniek (11).

Vybezky enterickych gliovych buniek sa ¢asto nachadzajii medzi myofibroblastami a bazalnou
membranou epitelu sliznice v bezprostrednej blizkosti bazy jednotlivych Lieberkhiinovych
krypt. Enterické gliové bunky vysielaju dlhé, rozvetvené vybezky, z ktorych niektoré sa
dotykaju buniek sliznice, zatial’ co iné sa dotykaju priamo krvnych alebo lymfatickych kapilar
a maju tak vyznamnu tlohu pri vytvarani difiznej bariéry okolo kapilar obklopujucich ganglia
podobnej hematoencefalickej bariére (12). Tieto viacsmerné interakcie zvySuju moznost’, ze
enterické gliové bunky sliznice ovplyviiuji prenos a integraciu informdacii medzi tymito

Struktarami (13).
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Obr. 1 Reprezentativne mikrofotografie steny tenkého ¢reva a schémy. 1-tunica mucosa, 2-tela submucosa, 3-
tunica muscularis externa, 4-tunica serosa. A: Imunopozitivita S100. 1la- epitel, 1b-lamina propria mucosae,
1c-pozitivne gliové bunky v lamina propria mucosae, 1d-pozitivne pretiahnuté fibrozne vybezky gliovych
buniek nachadzajuce sa v tesnej blizkosti epitelu hned” vedl’a lamina muscularis mucosae, 1e - pozitivne
enteroendokrinné bunky, 2a - silne pozitivne gliové bunky SP, 3a — tunica muscularis externa so sietou
nervovych vlakien a terminalnych nervovych zakonceni, 3b - silne pozitivna cytoplazma buniek MP, 4a -
mezotel visceralnej pobrusnice. B: Imunopozitivita PGP9.5. 1d-pozitivne dlhé, vlaknité Struktary nachadzajice
sa v tesnej blizkosti epitelu vedl’a lamina muscularis mucosae, 2a-pozitivne struktary SP, 3a-pozitivne nervové
vlakna v tunica muscularis externa, 3b- silne pozitivne nervové bunky MP. C: Schematicky znazornené
rozloZenie a celkova mikroarchitektira nervovych a gliovych buniek a ich vybezkov v ramci ENS. 1¢ -
gliové bunky s vybezkami v lamina propria mucosae, 2a — gliové bunky SP, 3a — nervové bunky ganglia so

sietou nervovych vlakien a terminalnych nervovych zakonceni. D: Schematické znazornenie ENS - detail.

Rozne zapalové ochorenia €reva spdsobuji vyznamné zmeny motility, sekrécie a percepcie
(14). Vzajomné posobenie medzi bunkami ENS a samotnym zapalom prip. zapalovym
loziskom poukazuje na existenciu tUzkych interakcii medzi ENS a ¢revnymi imunitnymi
bunkami. V tomto scendri zohravaji bunky ENS doélezitu tlohu pri €revnej priepustnosti,
pretoZe extrémne pripady zépalu a nekrozy sa vyskytuju pri absencii funkcie gliovych buniek.
Pacienti s chronickym zapalovym ochorenim ¢reva (IBD) vykazuju r6znu uroveil ¢revného
zéapalu a u niektorych pacientov s tazkym syndromom drazdivého ¢reva (IBS) sa uvadza ¢revna
ganglionitida. ZvySend ¢revna priepustnost’ je zjavnd u pacientov s Crohnovou chorobou,

nekrotizujucou enterokolitidou, diabetes mellitus a IBS. To je v sulade so skuto¢nostou, ze

56



symptomy IBS su CastejSie u pacientov s IBD ako v beznej populécii. Celkovo sa zda, ze

enterické gliové bunky st potrebné na udrzanie Strukturdlnej a funkénej integrity ENS, ako aj

slizni¢nej bariéry.

Je

tu vysoka pravdepodobnost’, ze multifunkéné enterické neurdny spolupracuju s gliovymi

bunkami ENS, makrofagmi, intersticialnymi bunkami a enteroendokrinnymi bunkami, ktoré

integruju cely rad signalov, aby iniciovali vystupy, ktoré s presne regulované v priestore a

Case na kontrolu trdvenia a ¢revnej homeostazy (15). Preto je vel'mi dodlezité do budicna sa

zaoberat’ Stidiom tychto procesov a moznostami ich modifikacie v prospech zlepsenia Zivota

pacientov s roznymi zapalovymi ochoreniami tenkého creva.
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Suhrn

V poslednych rokoch sa pouzivanie modelu chorioalantoickej membrany (CAM) stava
integralnou sucast'ou procesu testovania biokompatibility pri vyvoji inovativnych materialov
urcenych pre regeneracné stratégie a aplikacie tkanivového inZinierstva. V predkladanej stadii
sme pouzili CAM model na hodnotenie angiogénneho potencialu acelularneho materialu na
baze polyhydroxybutyratu a chitosanu (PHB/CHIT) urceného pre klinické pouzitie v oblasti
regeneracie defektov tvrdych tkaniv, v zavislosti od pridania rastového faktora (VEGF-A),
fyziologického roztoku (PHY) a endogénneho inhibitora angiogenézy (angiostatin). Na 6.
embryonalny den bol testovany material implantovany na CAM samostatne alebo s pridavkom
VEGF-A, PHY a angiostatinu. Pritomnost’ krvnych ciev v péroch implantatu a v okolitej CAM
bola analyzovana 72 hodin od implantacie materialu. Morfologickd analyza potvrdila
angiogénny potencial neoSetreného materialu bez potreby stimuldcie angiogenézy pro-
angiogénnym faktorom VEGF-A. Najnizs§i angiogénny potencial bol pozorovany v materiali po
pridani angiostatinu. Dospeli sme k zaveru, ze PHB/CHIT ma silny endogénny angiogénny
potencidl a mohol by byt’ sl'ubnym materidlom pri liecbe defektov tvrdych tkaniv.

Krucové slova: angiogenéza, biokompatibilita, chorioalantoickd membrana, regeneracna

medicina, vta¢ie embryo
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Summary

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

Key words: angiogenesis, biocompatibility, chorioallantoic membrane, regenerative medicine,

avian embryo

Uvod

Vtacia chorioalantoickd membrana (CAM) je extraembryondlna membrana, ktorda vznika
faziou dvoch extraembryondlnych membran, chorionu a alantoisu, na Stvrty den
embryonalneho vyvinu (ED4) (4). Predstavuje primarny respirany a exkrecny organ
vyvijajiaceho sa vtaCieho embrya, ktory sa v priebehu embryondlneho vyvinu podiela na
transporte sodika a chloridu z alantoisu, transporte vapnika zvajeénej Skrupiny do
embryonalnej vaskulatlry, udrziava homeostazu, formuje stenu alantoisového vaku, a podiela
sa na spéatnej resorpcii vody a idnov z alantoisu (12). Z hl'adiska histologickej Struktary je
tvorena tromi vrstvami, a to vrstvou chorionu, mezenchymu a alantoisu. Vrstva chorionu je
tvorend epitelovymi bunkami ektodermalneho poévodu priliehajucimi na vnitorni
podskrupinovi membranu. Stredntl vrstvu tvori vysokovaskularizované tkanivo mezenchymu,
ktoré vznika fiziou mezodermalnych vrstiev chorionu a alantoisu. Alantois, derivat endodermu,
je tvoreny vrstvou skvamoznych, fibroblastom podobnych buniek, a je lokalizovany najhlbsie

v CAM (7, 8, 15). CAM reprezentuje alternativny animdlny model, ktory predstavuje
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medzistupenn medzi jednoduchym in vitro a komplexnym in vivo modelovym systémom,
ktorého pouzitie na experimentalne tcely je v stilade s principmi 3R (3). Uplatnenie nachadza
najmi v oblasti bioinZinierstva, v S$tadiu tkanivovych transplantatov, nadorovej biologii
a genomike (5). V ramci $tadie sme hodnotili angiogénnu odpoved CAM prepeli¢icho embrya
po implantovani acelularneho materidlu na baze polyhydroxybutyratu a chitosanu, uréené¢ho
pre klinické pouzitie v oblasti regeneracie tvrdych tkaniv, ako nevyhnutného predpokladu

stanovenia biologickej kompatibility.

Material a metody

Polyhydroxybutyrat-chitosanovy kompozit (PHB/CHIT) bol pripraveny podla metddy
Medvecky a kol. (10). Na postidenie biokompatibility a angiogénneho potencidlu testované¢ho
materialu na CAM sme pouzili modifikovanii metédu podl'a Ribatti a kol. (13). Oplodnené
vajcia prepelice japonskej (Coturnix coturnix japonica, n = 158) boli ziskané a transportované
z farmy Mala Ida (Kosice, Slovensko). Nasledne boli umiestnené za Standardnych inkuba¢nych
podmienok (38,2 £ 0,5 °C, 58 % relativna vlhkost’) do liahne s nutenym obehom a konstantnou
vlhkostou vzduchu. Po 56. hodindch od zaciatku inkubécie boli vajcia z liahne vybrané,
otvoren¢ aembryd vyklopené do sterilnych 6-jamkovych kultivacnych platni (TPP,
Svajéiarsko) technikou ex ovo. Vyklopené prepeli¢ie embrya sme néasledne vratili spat’ do
liahne, kde boli inkubované za konStantnych inkubaénych podmienok (38,2 + 0,5 °C, 60 %
relativna vlhkost’) az do dia implantacie materialu. Na ED6 bol testovany material (PHB/CHIT,
2x2x1 mm) implantovany na povrch CAM samostatne/alebo vopred oSetreny vo fyziologickom
roztoku (PHB/CHIT+PHY, Sodium Chloride 0,9 %), s pridavkom rastového faktora VEGF-A
(PHB/CHIT+VEGF-A, aplikac¢na davka 25 ng/mL PBS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
a inhibitora angiogenézy (PHB/CHIT+ANGIOSTATIN, 47 ng/mL PBS, Human Angiostatin,
Prolytix, Burlington, VT, USA). Testované materialy sme vySetrovali vo vztahu
biokompatibility k okolitym cievam CAM na ED9. Hodnotena bola vaskularizaicia CAM
v okoli implantovaného biomaterialu a vaskularny index, teda rozdiel medzi po¢tom krvnych
ciev pritomnych v okoli implantovaného PHB/CHIT v den implantacie a po¢tom krvnych ciev
vrastajucich do PHB/CHIT po 72. hodindch od implanticie. Fotodokumentacia ciev
chorioalantoickej membrany bola ziskana pouzitim stereomikroskopu Olympus SZ61 (Tokio,
Japonsko) a digitalnej kamery PROMICAM 3 (Praha, Ceska republika). Morfometricku
analyzu histologickych rezov sme vykonali s pouZitim svetelného mikroskopu Olympus CX43

(Tokio, Japonsko) s digitalnou kamerou PROMICAM 3-5CP+ (Praha, Ceska republika).
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V parafinovych rezoch (7 um) ofarbenych metédou hematoxylin-eozin/Alcianova modra sme
hodnotili pocet ciev CAM vrastajucich do biomateridlu, resp. pritomnych v okoli
implantovaného biomaterialu. Ziskané idaje sme Statisticky analyzovali pomocou statistického
program GraphPad Prism 10 (jednocestnda ANOVA, Sidakov test). Vysledky st vyjadrené ako
priemer + SD (Standardnd odchylka) z troch nezavislych experimentov. Hodnoty p<0,001 boli

povazované za Statisticky vyznamné.

Vysledky

Biokompatibilitu testovaného acelularneho biomaterialu sme hodnotili na zaklade jeho in vivo
angiogénnej aktivity pomocou CAM modelu prepeli¢icho embrya. Hodnotenie in vivo
angiogénnej aktivity testovaného PHB/CHIT s pouzitim vaskularneho indexu ukézalo vyssi
angiogénny potencial v materiali oSetrenom fyziologickym roztokom (PHB/CHIT+PHY, 79,42
+ 7,69 %) v porovnani s PHB/CHIT+VEGF-A (76,27 + 7,68 %) a neoSetrenym PHB/CHIT
(77,05 + 8,20 %). Signifikantne nizsi prirastok v pocte novovytvorenych krvnych ciev v okoli

PHB/CHIT bol pozorovany po jeho oSetreni endogénnym inhibitorom angiogenézy
(PHB/CHIT+ANGIOSTATIN, 61,95 + 12,33 %; Tab. 1 a Graf 1).

Material Vaskularny index [%0]
PHB/CHIT 77,05 £ 8,20
PHB/CHIT+PHY 79,42 + 7,69
PHB/CHIT+VEGF-A 76,27 = 7,68
PHB/CHIT+ANGIOSTATIN 61,95+ 12,33

Tab. 1 Vaskularny index vyjadreny ako rozdiel medzi po¢tom krvnych ciev v okoli materialu v ¢ase aplikacie
(ED6) a 72 hodin od implantacie PHB/CHIT (ED?9). Vysledky st vyjadrené ako priemer + SD z troch
nezévislych experimentov; biologické replikaty: PHB/CHIT: n = 40, PHB/CHIT+PHY: n = 40,
PHB/CHIT+VEGF-A: n =40, PHB/CHIT+ANGIOSTATIN: n = 38, technické replikaty: 2 obrazky pre kazdy
biologicky replikat. PHB/CHIT: neoSetreny material, PHB/CHIT+PHY: material oSetreny vo fyziologickom
roztoku; PHB/CHIT+VEGF-A: material oSetreny s vaskularnym endotelovym rastovym faktorom A;
PHB/CHIT+ANGIOSTATIN: material osetreny s inhibitorom angiogenézy.
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Graf 1 Angiogénny potencial PHB/CHIT hodnoteny vaskularnym indexom. * p < 0,001.

Morfometrickd analyza poctu krvnych ciev detegovanych v okoli implantovaného materialu,
resp. priamo vrastajucich do materidlu, nepreukdzala signifikantne vyznamné rozdiely v pocte
krvnych ciev v neoSetrenom PHB/CHIT (43,06 + 5,96) v porovnani s materialom, ktory bol
oSetreny pridanim pro-angiogénneho faktora VEGF-A (PHB/CHIT+VEGF-A, 43,83 + 6,12)
endogénneho inhibitora angiogenézy (PHB/CHIT+ANGIOSTATIN, 31,61 + 4,98; Tab. 2
a Graf 2).

Material Pocet ciev

PHB/CHIT 43,06 £+ 5,96
PHB/CHIT+PHY 39,11 +£2,08
PHB/CHIT+VEGF-A 43,83 £ 6,12
PHB/CHIT+ANGIOSTATIN 31,61 £4,98

Tab. 2 Pocet krvnych ciev v okoli PHB/CHIT 72 hodin po implantacii (ED9). Vysledky su vyjadrené ako
priemer + SD z troch nezavislych experimentov; biologické replikaty: n = 6, technické replikaty: n = 120.
PHB/CHIT: neosetreny material; PHB/CHIT+PHY: material oSetreny vo fyziologickom roztoku;
PHB/CHIT+VEGF-A: material oSetreny s vaskularnym endotelovym rastovym faktorom A;
PHB/CHIT+ANGIOSTATIN: material oSetreny s inhibitorom angiogenézy.
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Graf 2 Morfometricka analyza po¢tu krvnych ciev v okoli implantatu hodnotena na ED9. * p < 0,001.

Histologickou analyzou angiogénnej odpovede CAM na implantovany PHB/CHIT (Obr. 1) sme

detegovali pritomnost’ epitelovych buniek ektodermu CAM v blizkosti materilu.

Obr. 1 Histologické hodnotenie angiogénnej odpovede tkaniva CAM 72 hodin od aplikacie PHB/CHIT (A)
PHB/CHIT+PHY (B), PHB/CHIT+VEGF-A (C) a PHB/CHIT+ANGIOSTATIN (D); PHB/CHIT (*)
implantovany na povrch prepeli¢ej CAM; krvné cievy CAM vrastajiice do materialu (Cierna Sipka); potvrdenie
pritomnosti vrastania novovytvoreného tkaniva CAM do implantatov (biela Sipka) farbenie: H-E/Alcianova

modra; mierka: 100 um (biologické replikaty: 6 vzoriek na skupinu, technické replikaty: 60 na skupinu).



Pozorovana bola inkorporacia mikroklkov tkaniva CAM do materidlu, ¢o naznacuje dobrt
biokompatibilitu a bioaktivitu testovaného materialu so zivym tkanivom.

Material oSetreny pridanim endogénneho inhibitora angiogenézy vykazoval morfologické
odli$nosti okolittho CAM tkaniva, prejavujucich sa predovsetkym v po¢te novovytvorenych

krvnych ciev.

Diskusia

Chorioalantoickd membrana vyvijajuceho sa vtaieho embrya predstavuje v sucasnosti 'ahko
dostupny a cenovo efektivny alternativny modelovy systém, ktory je vdaka rozsiahlej
vaskularizacii vhodné pouzit’ nielen ako experimentalny model na $tidium angiogenézy, ale aj
na predklinické testovanie biokompatibility a funkénosti materialov (1, 6). Umoziuje rychly
dokaz prerastania krvnych ciev do materialu pred jeho testovanim v podmienkach in vivo na
zvieratdich, ahodnoti tak jeho regeneracni schopnost z hladiska angiogenézy
a biokompatibility (9). Biokompatibilitu testovaného acelularneho PHB/CHIT sme
posudzovali na zaklade hodnotenia in vivo angiogénnej aktivity PHB/CHIT pomocou CAM
modelu prepelice japonskej, v zéavislosti od oSetrenia materidlu fyziologickym roztokom,
pridanim pro-angiogénneho rastového faktora VEGF-A a endogénneho inhibitorom
angiogenézy. Angiogénna aktivita s vyuzZitim konvencne pouzivaného kuracicho CAM modelu
bola skimanéd ako odpoved’ na rézne biologické aj nebiologické materidly (napr. celuldza,
fibrin, kolagén a Zelatina; 16), rastové faktory (napr. VEGF-A, VEGF-C, FGF-2), cytokiny,
hormony, lieky, tkanivové extrakty (9) a polymérne nosice (viskozna a Zelatinova Spongia,
agardza a polyakrylamidovy gél; 11). CAM model, ako in ovo metdda na hodnotenie tkanivovej
odpovede, bol pouzity pri testovani biomateridlov na baze kolagénu, poly-2-
hydroxyetylmetakryldtového polyméru, polykaprolaktonu, matricovych hydrogélov a
bioaktivneho skla (2). Materidly sa liSia schopnost'ou ovplyvnit’ angiogénnu odpoved’ CAM
predovsetkym na zéklade rozli¢nej povrchovej aktivity, ako aj odlisnych fyzikalno-chemickych
charakteristik. Niektoré materialy (homogénne) pdsobia angiogénne, a teda podporuju tvorbu
novych krvnych ciev, iné (nehomogénne) mozu pdsobit’ antiangiogénne. Antiangiogénny
ucinok sa prejavi inhibiciou vzniku, resp. rastu novych krvnych ciev (16). Z dolezitych
chemickych charakteristik ovplyviiujucich biokompatibilitu  a angiogénny potencial
testovaného materidlu, je rozhodujuca jeho porovitost. Velkost’ pérov materialu ovplyviuje
mobilitu a diferenciaciu buniek, ¢im priamo vplyva jeho vaskularizaciu. Nizka porovitost

a maly priemer porov (menej ako 26 um) pdsobia na bunkovu penetraciu negativne. Vysoka
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porovitost’ materidlu (96 %) a strednd velkost’ pérov (26-28 um) rast tkaniva a krvnych ciev
podporuje (14). Testovany acelularny PHB/CHIT sa vyznacoval vysokou porovitostou, pricom
90 % vsetkych porov dosahovalo priemer menej ako 100 um, a len 5 % pérov malo priemer

vacsi ako 200 pm (2).

Zaver

Vtacie embryo predstavuje v stcasnej dobe I'ahko dostupny a cenovo efektivny modelovy
systém. V ramci §tadie sme overili vyuziteI'nost’ modelu prepeli¢ej CAM ako alternativy ku
konvencne pouzivanému modelu kuracej CAM pre postudenie biokompatibility acelularneho
porovitétho PHB/CHIT kompozitu, uréeného pre klinické vyuzitie v oblasti regeneracie tvrdych
tkaniv. Pri posudzovani biokompatibility sme vychddzali z ukazovatela, ktorym bol
angiogénny potencial testovaného materialu. Najvyssi angiogénny potencial sme pozorovali v
materiali, ktory bol osetreny fyziologickym roztokom, ¢im sa zmenou velkosti porov vytvorili
vhodné podmienky pre vrastanie ciev. Sledovali sme reakciu tkaniva CAM v okoli
implantované¢ho materidlu, ako aj pritomnost’ novovytvorenych krvnych ciev vo vnutri
kompozitu, ako znaku biokompatibility a bioaktivity materialu. Detekcia zmien v procese
angiogenézy robi ztohto modelu vhodny modelovy systém pre rychly skrining
biokompatibility materidlov Specidlne navrhnutych pre oblast’ tkanivového inZinierstva pred

ich pouZitim na vysSich stavovcoch ako experimentalnych zvieratach.
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Suhrn

Regulacné mechanizmy postnatalnej neurogenézy v subventrikuldrnej zéne (SVZ) a rostralnej
migracnej drdhe (RMS) nie su stale objasnené. Nedavne dokazy naznacuju, Ze neurogenéza by
mohla byt regulovana neurénmi umiestnenymi priamo v tychto oblastiach. V SVZ/RMS boli
identifikované dve bunkové populacie zrelych neuronov. Aby sme otestovali hypotézu, ze zrelé
neuréony SVZ/RMS posielaju svoje axony do striata, podali sme do tejto cielovej Struktury
mozgu retrogradny fluorescenény znackovaé Fluoro-Gold (F-G). Na overenie identity zrelych
neurénov sme pouZzili dvojité imunofluorescenné znacenie. Mikroskopickd analyza odhalila
pritomnost’ F-G podaného do striata v bunkach roznych casti SVZ/RMS, €o naznacuje
existenciu neurénového okruhu, v ktorom st zapojené zrelé neurony SVZ/RMS.

KPucové slova: postnatalna neurogenéza, Fluoro-Gold, nitrergické bunky

Summary

Regulatory mechanisms of postnatal neurogenesis in the subventricular zone (SVZ) and the
rostral migratory stream (RMS) are still not fully understood. Recent evidence suggests that
neurogenesis could be regulated by neurons located directly in these regions. In the SVZ/RMS
two cell populations of mature neurons have been identified. To test the hypothesis that mature
neurons of the SVZ/RMS send their axons into the striatum, we injected this target brain
structure with retrograde fluorescent tracer Fluoro-Gold (F-G). To verify the identity of mature
neurons double immunoflourescent labeling was used. Microscopic analysis revealed the

presence of F-G, administered into the striatum, in cells of different parts of the SVZ/RMS,
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indicating the existence of a neuronal circuit in which NO producing and SCGN expressing
neurons are involved.

Key words: postnatal neurogenesis, Fluoro-Gold, nitrergic cells

Uvod

Postnatilna neurogenéza v Cuchove] neurogénnej oblasti, teda v oblasti tvorenej
subventrikularnou zénou (SVZ)-rostralnou migracnou drahou (RMS)- cuchovym bulbom (BO)
je komplexny proces, ktory zahfiia rézne fazy neuronalnej maturacie vratane proliferacie
progenitorov, diferenciacie, migracie a integracie novovzniknutych buniek do nervovych
okruhov. Napriek intenzivnemu vyskumu, regulaéné mechanizmy neurogenézy v SVZ-RMS-
BO ostavaju stale nedostatocne vysvetlené. Najnovsie zistenia poukazuju na to, Ze neurogenéza
v dospelosti by mohla byt regulovand neurénmi nachédzajicimi sa priamo v neurogénnej
oblasti, pri¢om neurénové okruhy, do ktorych su zapojené neboli doposial’ identifikované (1,
2, 3). V predoslych experimentoch sme zistili, ze SVZ/RMS obsahuje populaciu buniek
produkujucich NO, ktoré vykazuju morfologické charakteristiky zrelych neurénov (4, 5).
Neskor sme dokézali pomocou imunohistochemického znacenia, ze zrelé nitrergické neurony
vytvaraju synaptické spojenia, ¢o poukazuje na ich zapojenie v existujicich neurénovych
okruhoch (1). Ciel'om nasej prace bolo zmapovat projekcie zrelych neurénov nachadzajtcich

sa v SVZ/RMS dospelého potkana.

Material a metody

V experimente sme pouzili dospelé samce potkanov kmenia Wistar albino (n=12). Na zistovanie
prepojenia zrelych neurébnov SVZ/RMS s okolitymi mozgovymi §truktirami sme pomocou
stereotaktického aparatu potkanom anestetizovanym Isofluranom podali retrogradny
fluorescen¢ny znackova¢ F-G do striata v koordinatach (ML-1,4 mm; AP-1,8 mm; DV-5,5
mm). Pomocou Hamiltonovej striekacky sme tenkou sklenenou kapilarou, napojenou na
striekacku, podali 0,7 ul 2,5% F-G unilateralne do oblasti striata nachadzajucej sa v blizkosti
RMS. Po podani znackovaca zvierata prezivali 5 dni. Nasledne boli zvierata transkardialne
preplachnuté fyziologickym roztokom a 4% paraformaldehydom. Mozog bol nakrajany
sagitdlne na 30 um rezy. Na overenie identity nitrergickych neurénov sme pouZili
imunofluorsecen¢né znacenie pomocou protilatky anti-nNOS (neurénova izoforma syntetazy

oxidu dusnatého) a protilatky anti-SCGN. Rezy sme analyzovali v konfokalnom mikroskope.
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Vysledky a diskusia

RMS dospelych potkanov vyzera ako pruh buniek v tvare pismena ,,L.“, ktory sa tiahne od SVZ
lateralnej komory az po BO. V kaudo-rostralnom smere st l'ahko odlisitelné jednotlivé
anatomické Casti RMS: vertikdlne rameno, ohyb a horizontalne rameno. Uz skor sme dokézali,
ze neurény produkujice NO sa nachadzaju hlavne v kaudalnej casti RMS, t.j. v Casti priamo
vychéadzajucej zo SVZ a pokracujucej medzi striatom a corpus callosum, nazyvanej vertikalne
rameno RMS (1). Po podani F-G do striata, analyza v konfokdlnom mikroskope potvrdila
pritomnost’ F-G pozitivnych buniek v SVZ aj v réznych ¢astiach RMS (Obr. 1). Pomocou
imunohistochemického znacéenia anti-nNOS a anti-SCGN sme F-G oznacené bunky v SVZ, vo
vertikdlnom ramene a v ohybe RMS identifikovali ako nitrergické neurony (Obr. 1), alebo
SCGN-produkujtce neurony. V SVZ/RMS sa nachadzali aj F-G pozitivne bunky, ktoré neboli
ani nNOS pozitivne, ani SCGN pozitivne, a teda predpokladame, ze v SVZ/RMS sa nachadza

aj ina populacia neurénov, ktora je prepojena so striatom.

? 3
Fluoro-Gold

p— Ay
K

Obr. 1 Mikrofotografia sagitalneho rezu mozgu potkana spracovaného imunohistochemickou metédou pomocou
protilatky nNOS. Na mikrofotografii z konfokalneho mikroskopu je znidzornena kolokalizacia nNOS znacéenia
(nitrergické neurdny, cervené) so znacenim Fluoro-Gold (ZIté) v neuronoch vertikalneho ramena RMS (oznacené

§ipkou). RMS je vyznacené bodkovanymi liniami.
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Zaver

Nase vysledky o prepojeni zrelych neurénov SVZ a RMS so Strukturou striata naznacuju

existenciu nervového okruhu, ktory moze byt zapojeny do regulacie neurogenézy.

Literatura

1.

Blasko J, Fabianova K, Martonéikova M, Sopkova D, Rac¢ekova E (2013) Immunohistochemical evidence for
the presence of the synaptic connections of nitregic neurons in the rat rostral migratory stream. Cell Mol
Neurobiol 33: 753-757

Hanics J, Szodorai E, Tortoriello G, Malenczyk K, Keimpema E, Lubec G, Hevesi Z, Lutz MI, Kozsurek M,
Puskar Z, Toth ZE, Wagner L, Kovacs GG, Hokfelt TGM, Harkany T, Alpar A (2017) Secretagogin-dependent
matrix metalloprotease-2 release from neurons regulates neuroblasts migration. Proc Natl Acad Sci USA 114:
2006-2015

Paez-Gonzales P, Asrican B, Rodriguez E, Kuo CT (2014) Identification of distinct ChAT+ neurons and
activitydependent control of postnatal SVZ neurogenesis. Nat Neurosci 17: 934-942

Racekova E, Orendacova J, Martoncikova M, Vanicky I (2003) NADPH-diaphorase positivity in the rostral
migratory stream of the developing rat. Dev Brain Res 146: 131-134

Radekova E, Marton¢ikova M, Mitruskova B, Cizkova D, Orendacova J (2005) Age-related changes of
NADPH-diaphorase positivity in the rat rostral migratory stream. Cell Mol Neurobiol 25: 1093-1105

Grantova podpora VEGA 2/0119/22 a APVV-19-0279.

70
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Suhrn

Nové biocementy na baze praskovej zmesi fosforeCnan vapenaty/monetit (TTCPM) S
pridavkom medu boli pripravené zmieSanim praskovej a medovej tekutej zlozky v
necytotoxickej koncentracii medu. Zmes cementového prasku sa Uplne premenila na
nanohydroxyapatit s deficitom vapnika po 24 hodinach tuhnutia v simulovanej telesnej
tekutine. Pevnost’ medovo-cementovych kompozitov v tlaku bola zniZena s obsahom medu v
cemente. Testovanie cytotoxicity in vitro potvrdilo necytotoxicky charakter extraktov
Z kompozitného biocementu a pridanie medu podporovalo aktivitu alkalickej fosfatazy (ALP),
tvorbu vapnikovych depozitov a upregulaciu osteogénnych génov (osteopontin, osteokalcin a
osteonektin) mezenchymovymi kmenovymi bunkami, ¢o dokazuje pozitivny synergicky
ucinok medu a kalcium fosfatov na bioaktivitu cementov, ktoré by mohli byt sl'ubnymi
terapeutickymi kandidatmi na opravu kostnych defektov.

KPacové slova: monetit, med, osteoblasty, mezenchymové kmenové bunky

Summary

New biocements based on a powdered mixture of calcium phosphate/monetite (TTCPM) with
the addition of honey were prepared by mixing the powder and honey liquid components in a
non-cytotoxic concentration of honey. The cement powder mixture was completely transformed
into calcium-deficient nanohydroxyapatite after 24 hours of hardening in simulated body fluid.

The compressive strength of honey-cements was reduced with the content of honey in the
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cement. In vitro cytotoxicity testing confirmed the non-cytotoxic nature of biocements extracts,
and the addition of honey promoted alkaline phosphatase activity, calcium deposit formation,
and upregulation of osteogenic genes (osteopontin, osteocalcin, and osteonectin) by
mesenchymal stem cells, demonstrating the positive synergistic effect of honey and CPC on the
bioactivity of cements that could be promising therapeutic candidates for bone defect repair.

Key words: monetite, honey, osteoblasts, mesenchymal stem cells

Uvod

Velké kostné defekty nepodliehajii spontannej oprave reparacnymi mechanizmami organizmu
a potrebuju pomoc zvonku vo forme Stepov alebo skafoldov s prislusSnymi biologickymi a
mechanickymi vlastnostami (najlepSie doplnené o bunky a rastové faktory) (1,2).
Kalciumfosfatové cementy (CPC) patria do vyznamnej triedy biomaterialov, ktoré sa vyznacujt
vynikajicou biokompatibilitou a osteokonduktivitou, necytotoxicitou a bioresorpciou, ¢o ich
predur¢uje na mozné vyuzitie v 'udskom organizme na opravu a nahradu kosti (3).

Véeli med je jednou z najkomplexnejSich prirodnych potravin a obsahuje viac ako 200 latok;
jeho zlozenie zavisi od jeho botanického a geografického povodu (4). Med stimuluje hojenie
ran a popalenin a je ucinny aj pri liecbe infikovanych ran (5).

Cielom tejto prace bolo zhodnotit’ vlastnosti nového kompozitného cementu na baze
TTCP/monetit cementu s pridavkom medu, kde fosfore¢nany vapenaté podporuju bioaktivitu
buniek prostrednictvom vapnikovych a fosfore€nanovych iénov a na druhej strane med mdze
ovplyvnit' spravanie buniek z hl'adiska ich osteogénnej aktivity, ako aj antibakteridlnych a
antioxidacnych vlastnosti cementu vd’aka pritomnosti Specifickych zloziek medu, ako su
polyfenoly a flavonoidy. Vplyv pridavku medu (dva druhy medu) na proces tuhnutia, in vitro
cytotoxicitu cementov a osteogénnu aktivitu buniek kultivovanych v cementovych extraktoch

bol stanoveny.

Material a metody

Priprava cementovych past

Kvapalnou zlozkou na pripravu cementovych past bol 2% roztok NaH,PO4 (analytick4 kvalita,
Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko), v tomto roztoku boli rozpustené aj medy. Dva druhy
lekarskeho medu, ktoré boli vybrané na pouzitie v naSej Studii, boli med na baze manuky
(Activon®, Advancis medical, Nottinghamshire, Spojené kralovstvo) a med (Vivamel®,

Tosama, Domzale, Slovinsko). Obsahy dvoch druhov medu v tekutej zlozke boli 5 % (w/v);
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pomer prasku ku kvapaline (P/L) bol 2. Cementy pripravené s 5 % (w/v) medu v tekutej zlozke

boli oznacené ako M5, V5 kde M predstavuje (Activon) a V (Vivamel).

In vitro testovanie cytotoxicity

Stanovenie dlhodobej cytotoxicity cementovo-medovych past sa uskutocnilo po 7 a 14 dnoch
kultivacie mezenchymovych kmenovych buniek (MSC) izolovanych z kostnej drene potkanov.
Na dlhodobé¢ testovanie cytotoxicity extraktov sa pouzilo 0,1 g cementu/ml média. Cementové
pasty boli namocCené v kompletnom osteogénnom diferenciacnom kultivacnom médiu
s osteogénnymi suplementami v inkubatore pri 37 °C pocas 24 hodin. 2,0 x 10* potkanich MSC
(pasaz 3) sa naockovalo sa do kazdej jamky 48-jamkovej platne a kultivovalo do monovrstvy
buniek pri 37 °C, 95 %. vlhkosti a 5 % CO2 v inkubétore pocas 24 hodin. Néasledne sa
kultivaéné médium v jamkach nahradilo 400 pl pripraveného prisluSného extraktu (0,1 g/ml)
pocas 14 dni. Bunky v jamkéch s kompletnym kultivaénym médiom bez extraktu sa povazovali
za negativnu kontrolu (NC).

ALP (alkalicka fosfataza) aktivita osteoblasticky diferencovanych potkanich MSC (po 7 a 14
diloch kultivacie) bola stanovend z bunkovych lyzatov po 1yze roztokom obsahujucim 0,1 %
Triton X-100. Aktivita ALP bola vyjadrena v mikromdloch p-nitrofenolu produkovaného za 1
minitu na mikrogram proteinov. Obsah proteinu v lyzatoch bol stanoveny pomocou
Bradfordovej metody.

Farbenie vapenatych usadenin produkovanych diferencovanymi osteoblastmi alizarinovou
¢ervenou sa uskutoc¢nilo po tom, o sa extrakty podrobili kultivacii s MSC potkanov pocas 14
dni. Depozity boli zafarbené farbiacim roztokom Alizarin red S a pozorované svetelnym
mikroskopom (Leica DM IL LED, Heerbrugg, Svajéiarsko).

Analyza expresie osteogénnych génov v diferencovanych potkanich MSC

Génova expresia sa analyzovala podl'a metody uvedenej v (6). Kvantifikacia poZadovanych
génov vo vzorkach cDNA sa uskutocnila s pouzitim primérov pre nasledujice gény: potkani -

aktin, potkani kolagén typu I, potkani osteokalcin, potkani osteopontin a potkani osteonektin.

Vysledky
Pri dlhodobej kultivacii potkanich MSC v extraktoch, sme pozorovali silny nérast proliferacie
buniek s ¢asom kultivacie v cementovych extraktoch, o potvrdilo necytotoxicky charakter

extraktov (Obr. la). ALP aktivita MSC kultivovanych v cementovych extraktoch stupala s
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¢asom kultivacie a jej hodnoty boli cca. dvojnasobné az trojnasobné pre bunky kultivované v
extraktoch TTCPM, V5 a M5 (Obr. 1b). Zvysenie osteogénneho potencialu MSC pocas
kultivacie v oboch extraktoch z med-biocementu indikovalo upregulaciu osteogénnych génov
ako osteokalcin (OCN) a osteopontin (OP) po 14 diloch a upreguldciu génov osteonektinu (ON)
po 7 dioch kultivacie v medovo-cementovych extraktoch (Obr. 1¢) v porovnani s bunkami
kultivovanymi v extrakte TTCPM. Farbenie alizarinovou c¢ervenou potvrdilo schopnost

diferencovanych potkanich MSC produkovat’ depozity vapnika (Obr. 1d).
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Obr. 1 a) proliferacia potkanich MSC pocas 7 a 14. dni kultivacie v med-biocementovych extraktoch; b) ALP
aktivita osteogénne diferencovanych buniek v extraktoch po 7. a 14. diloch kultivacie; c) expresia osteogénnych
génov diferencovanych potkanich MSC po 7. a 14. diioch kultivacie v extraktoch; d) dokaz produkcie depozitov

vapnika diferencovanymi MSC po 14. diioch kultivacie v extraktoch

Diskusia

V literatire neexistuju prakticky ziadne informacie o vplyve medu na materidlové
charakteristiky alebo vlastnosti CPC, ako aj na spravanie sa osteoblastickych buniek in vitro po
pridani medu do CPC. Medy obsahuji vysoku koncentraciu cukrov (fruktdzy a glukozy),
pri¢om podiel inych G€innych latok (bielkoviny, polyfenoly, flavonoidy) neprekrocil desatiny
hmotn. %. Je zrejmé, ze mikrostruktira med-biocementovych kompozitov moze byt
ovplyvnena vyssie uvedenymi zluceninami.

Testovanie cytotoxicity in vitro jasne preukazalo necytotoxicky charakter extraktov a podporu
proliferacie diferencovanych MSC v extraktoch. Okrem toho bola aktivita ALP a tvorba
usadenin vapnika bunkami vys$sia v medovo-cementovych extraktoch ako v TTCPM extrakte.
Diferenciacia MSC do kostného typu buniek sa overila analyzou expresie osteogénnych génov
MSC kultivovanych v medovo-cementovych extraktoch, pri¢om po 14 ditoch bola pozorovana
nadmernd expresia génov OP a OCN a nadmernd expresia ON v extrakte V5 po 7 dioch
kultivécie. Osteonektin je produkovany aktivnymi osteoblastmi (7). OP zvySuje mineralizaciu
extracelularnej matrice a vhodnu osteointegraciu nového kostného tkaniva so zrelou kostou
a podporuje aktivitu osteoklastov pocas resorpcie biocementu (8, 9).

Osteokalcin je najhojnej$i nekolagénovy protein v kosti (10). Co sa tyka osteogénnych
vlastnosti medu, ukdzalo sa, ze flavony a flavonoidy v mede maju dobry osteogénny potencial,
podporujuci osteogénnu diferencidciu mezenchymovych kmenovych buniek a urychlujua

hojenie zlomenin kosti (11, 12).

75



Zaver

Pripravené boli biocementy na baze praskovej zmesi fosforeCnanu vapenatého a monetitu s
pridavkom medu a vplyv medu na vysledné vlastnosti biocementu bol vyhodnoteny. In vitro
testovanie cytotoxicity pomocou metabolického MTS testu stanovilo necytotoxicky charakter
medovo-cementovych extraktov V5 a M5, ako aj zvySenie ALP aktivity a produkciu depozitov
vapnika kmenovymi bunkami v extraktoch. Osteogénna génova expresia MSC kultivovanych
v medovo-cementovych extraktoch potvrdila nadmerna expresiu OP, OCN a ON génov. Nasim
budicim cielom bude testovanie medovo-cementovych kompozitov na zvieracich in vivo
modeloch; nase predbezné in vitro analyzy potvrdzuji mozné budice pouzitie biokompozitu

Vv oblasti regenerécie kostnych defektov.

Literatura

1. Kageyama T, Akieda H, Sonoyama Y, Sato K, Yoshikawa H, Isono H, Hirota M, Kitajima H, Chun JS, Maruo
S (2023) Bone beads enveloped with vascular endothelial cells for bone regenerative medicine. Acta Biomater
165: 168-179

2. Wei S, Wang Y, Sun 'Y, Gong L, Dai X, Meng H, Xu W, Ma J, Hu Q, Ma X( 2023) Biodegradable silk fibroin
scaffold doped with mineralized collagen induces bone regeneration in rat cranial defects. Int J Biol Macromol
235: 123861

3. Carey LE, Xu HHK, Simon CG, Takagi S, Chow LC (2005) Premixed rapid-setting calcium phosphate
composites for bone repair. Biomaterials 26: 5002-5014

4. Valverde S, Ares AM, Elmore JS, Bernal J (2022) Recent trends in the analysis of honey constituents. Food
Chem 387: 132920

5. Abd-El Aal AM, El-Hadidy MR, EI-Mashad NB, El-Sebaie AH (2007) Antimicrobial effect of bee honey in
comparison to antibiotics on organisms isolated from infected burns. Ann Burn Fire Disasters 20: 83-88

6. Medvecky L, Giretova M, Stulajterova R, Luptakova L, Sopcak T, Girman V (2022) Osteogenic potential and
properties of injectable silk fibroin/tetracalcium phosphate/monetite composite powder biocement systems. J
Biomed Mat Res 110: 668-678

7. Bondarenko A, Angrisani N, Meyer-Lindenberg A, Seitz JM, Waizy H, Reifenrath J (2014) Magnesium-based
bone implants: Immunohistochemical analysis of peri-implant osteogenesis by evaluation of osteopontin and
osteocalcin expression. J Biomed Mater Res Part A 102: 1449-1457

8. McKee MD, Pedraza CE, Kaartinen MT (2011) Osteopontin and wound healing in bone. Cells Tissues Organs
194, 313-319

9. Termine JD, Kleinman HK, Whitson SW, Conn KM, McGarvey ML, Martin GR (1981) Osteonectin, a bone-
specific protein linking mineral to collagen. Cell 26: 99-105

10. Komori T (2020) Functions of osteocalcin in bone, pancreas, testis, and muscle. Int J Mol Sci 21: 7513

11.Pan FF, Shao J, Shi CJ, Li ZP, Fu WM, Zhang JF (2021) Apigenin promotes osteogenic differentiation of
mesenchymal stem cells and accelerates bone fracture healing via activating Wnt/b-catenin signaling. Am J
Physiol Endocrinol Metab 320: 760-771

12.Huo JF, Zhang ML, Wang XX, Zou DH (2021) Chrysin induces osteogenic differentiation of human dental
pulp stem cells. Exp Cell Res 400: 112466

Tato praca bola podporena projektom APVV 20-0184 a projektom VEGA 2/0032/23.

76



VPLYV MIKONAZOLU NA LYMFOCYTY PERIFERNEJ KRVI
DOBYTKA A OSiPANYCH
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Suhrn

Mikonazol je azolové antimykotikum ktoré sa vo veterindrnej medicine sa pouziva na lokalnu
liecbu dermatofytdz u spoloéenskych a hospodarskych zvierat. Prostrednictvom cytogenetickej
analyzy sme sledovali potencialny genotoxicky uc¢inok vybranych koncentracii mikonazolu
(2,5 pg.mlt; 5,0 pg.ml; 10,0 ug.ml?) na chromozémy kultivovanych buniek periférnej krvi
hovidzieho dobytka a oSipanych. V bunkach oboch druhov zvierat sme zaznamenali Statisticky
vyznamny ndrast percenta zlomov (p < 0,05) len po pdsobeni 10 pg.ml?, ¢o naznaduje
klastogénny efekt tejto davky mikonazolu.

KPuacové slova: mikonazol, genotoxicita, lymfocyty, dobytok, oSipané

Summary

Miconazole is an azole antifungal that is used in veterinary medicine for the local treatment of
dermatophytoses in pets and farm animals. Through cytogenetic analysis, we monitored the
potential genotoxic effect of selected miconazole concentrations (2.5 pg.ml™; 5.0 pg.ml?; 10.0
ug.ml ™) on the chromosomes of cultured peripheral blood cells of cattle and pigs. In the cells
of both species of animals, we noted a statistically significant increase in the percentage of
breaks (p < 0.05) after only the exposure to 10 pg.ml™, which indicates the clastogenic effect
of this dose of miconazole.

Key words: miconazole, genotoxicity, lymphocytes, cattle, sheep
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Uvod

Mikonazol patri medzi azolové antimykotika s fungistatickym, resp. fungicidnym t¢inkom. Je
to synteticky derivat imidazolu, s rychlym fungicidnym ucinkom proti Sirokému spektru
kvasiniek a dermatofytov. Vo veterinarnej medicine sa pouZziva na lokalnu lie¢bu dermatofytoz
spolo¢enskych a hospodarskych zvierat. Mechanizmus t¢inku azolov spociva v poskodzovaniu
organizmov hub tym, Ze interferuji s biosyntézou ergosterolu (1). Dochadza k inhibicii
fungalneho cytochromu P450 (14a-steroldemetyldaza) zodpovedného za premenu lanosterolu
na 14a-demetyllanosterol v biosyntetickej drahe ergosterolu, ¢o vedie k naruSeniu bunkovej
steny rasticej huby aku jej smrti (2). Kobayashi akol. (3) opisali d’al$i antifungalny
mechanizmus mikonazolu: akumulécia lie¢ivom indukovanych reaktivnych foriem kyslika
(ROS) v organizme huby vedie k oxidaénému poskodeniu a bunkovej smrti. Apoptdza
indukovana ROS je pravdepodobne zakladom fungicidnej aktivity mikonazolu, zatial’ co iné
azoly su skor fungistatické (1). Genotoxické uclinky mikonazolu su relativne malo
prestudované; autori Hassan a Hassan (4) zistili, Ze mikonazol indukoval v davkovej zavislosti
Statisticky vyznamné zvySenie aberacii chromozomov v kostnej dreni a v primarnych
spermatocytoch mysi. Tieto vysledky naznacili mozny genotoxicky potencidl mikonazolu.
Ciel'om nasej prace bolo sledovanie u¢inku vybranych koncentracii fungicidu mikonazolu (2,5
ug.ml?; 5,0 pg.ml?; 10 pg.ml?) na geneticky material kultivovanych buniek periférnej krvi
hovédzieho dobytka (preZuvavce; zvierata so zlozenym Zaludkom) a oSipanych (monogastrické

zvierata) prostrednictvom cytogenetickej analyzy — in vitro testu aberacii chromozomov (5).

Material a metody

Krv bola sterilne odobrata od zdravych donorov (z vena jugularis hoviddzieho dobytka a z
orbitalneho sinusu mladych oSipanych) a nasledne kultivovana v médiu RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich, USA) podl'a Standardného protokolu (5). 24 h pred ukoncenim kultivacie bol ku
kultiram buniek pridany mikonazol (CAS 22832-87-7) vo vybranych troch davkach 2,5 ng.ml
-5 ug.mit a 10 ug.ml?, zistenych vyhodnotenim znizovania mitotického indexu (MI) v 1000
bunkich pre sadu viacerych testovanych koncentracii. Kolchicin pridany 90 min. pred
ukoncenim kultivacie umoznil zastavenie delenia buniek v §tadiu metafdz. Metafazy (100
metafaz/koncentracia) boli hodnotené na pritomnost’ chromatidovych (CB) a chromozémovych
zlomov (IB) a vymen (CE, IE) pomocou svetelného mikroskopu (Nikon). Vypocitané percenta

indukovanych zlomov boli §tatisticky spracované y-kvadrat testom

78



Vysledky a diskusia

Kazda ztroch aplikovanych koncentracii sposobila narast percenta zlomov v lymfocytoch
oboch druhov zvierat v porovnani s negativnou kontrolou. Statisticky vyznamny narast aberacii
chromozomov (p < 0,05) sme v$ak zaznamenali len pri koncentracii 10 pg.ml™ v kultivovanych

bunkach dobytka a podobne aj v bunkach osipanych (Graf 1).
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Graf 1 Porovnanie klastogénneho efektu (% zlomov) indukovaného mikonazolom
v kultivovanych lymfocytoch hoviddzieho dobytka a oSipanych.
* Statisticka vyznamnost p < 0,05; ** Statisticka vyznamnost' p < 0,01,

*E% Statisticka vyznamnost' p < 0,001; Chi-kvadrat test.

Lymfocyty, ako kltové zlozky imunitného systému, st vyuzivané ako indikatory na
testovanie genotoxicity, lebo zastavaja Gstredntl ulohu v obrannych mechanizmoch organizmu
a su relativne citlivé na poSkodenie DNA vyvolané genotoxickymi latkami. Akakol'vek zmena
ich funk¢nosti alebo mnozstva mdze mat’ vyznamné dosledky na celkové zdravie a mdze viest’
k zvySenej nachylnosti zvierat k chorobam. Testovanie genotoxicity pomaha posudit’
potencidlne rizika spojené s pouZzivanim lieiv, ako je mikonazol, ¢o je prospesné nielen pre
zdravie a dobré Zivotné podmienky zvierat, ale aj pre l'udské zdravie poskytovanim poznatkov
o potencialnych ekologickych rizikdch spojenych s pouZzivanim lie¢iv aich naslednym
vyluCovanim do Zivotného prostredia a vznikom rezidui tychto latok. V sicasnej dobe je
pomerne mélo vedeckych prac zaoberajicich sa genotoxicitou mikonazolu u hospodarskych
zvierat, ale skamali sa antimykotikd — azolové fungicidy chemicky podobné mikonazolu.

Potencialnymi genotoxickymi/cytotoxickymi ucinkami fungicidu na baze
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epoxikonazolu/fenpropimorfu sa zaoberali Drazovska a kol. (6). V kultivovanych lymfocytoch
hovéddzieho dobytka autori nepozorovali ziadne Statisticky vyznamné zvySenie poskodenia
DNA, no zaznamenali zjavny cytotoxicky ucinok prezentovany ako zniZenie mitotickych a
proliferacnych indexov po vystaveni lymfocytov hovéddzieho dobytka fungicidu pocas 24 a 48
hodin v koncentraciach v rozmedzi od 3 do 15 pg.ml™* (P < 0,05, P < 0,01, P <0,001). Sivikova
a kol. (7) skumali potencial indukcie poskodenia chromozomov a/alebo kinetiky bunkového
cyklu po expozicii kultivovanych periférnych lymfocytoch hoviddzieho dobytka
epoxikonazolom.  Nebol zaznamenany  Ziadny  genotoxicky  uc¢inok  a/alebo
klastogénne/aneugénne ucinky fungicidu, avSak autori zistili, Ze epoxikonazol ma schopnost’
vyznamne ovplyviiovat’ kinetiku bunkového cyklu a indukovat’ apoptézu. Podobne ako v nasej
praci pozorovali Yiizbasioglu a kol. (8) pomocou testu chromozémovych aberacii humannych
lymfocytov genotoxicky efekt flukonazolu — azolového fungicidu. Autori popisuju klastogénny
a aneugénny efekt flukonazolu pomocou in vitro testu chromozémovych aberacii priCom
zaznamenali vyrazné zvySenie frekvencie chromozomovych aberéacii v zavislosti od davky
fungicidu v porovnani s negativnou kontrolou. EI-Shershaby a kol. (9) potvrdili gentotoxicky
ucinok azolového antimykotika itrakonazolu u gravidnych mysi v réznych fazach gravidity
prostrednictvom vyznamného zvysenia parametrov kométového testu, percenta fragmentovanej
DNA meranej difenylaminovym testom a vyhodnotenim fragmentov DNA na agar6zovom géli
zo vzoriek pecene. Vzhl'adom ku mikonazolu boli jeho potencidlne genotoxické vlastnosti
Studované v bunkach kostnej drene mysi a v primarnych spermatocytoch (4) sledovanim
schopnosti mikonazolu indukovat’ chromozémové aberacie (gapy, zlomy, delécie a centrické
fazie). Intraperitonedlne podavanie tohto fungicidu vyvolalo Statisticky vyznamny narast
chromozdémovych aberacii v zavislosti od davky fungicidu. Autori uviedli, Ze mikonazol ma

genotoxicky u€inok na somatické a zdrodo¢né bunky mysi.

Zaver

Testovanie genotoxicity pomaha posudit’ potencidlne rizika spojené s pouzivanim roznych
chemickych latok vratane lieiv, €o je prospesné nielen pre zdravie a dobré Zivotné podmienky
zvierat, ale aj pre l'udské zdravie. V praci sme hodnotili genotoxicky ucinok mikonazolu,
azolového antimykotika, ktoré je vo veterinarnej medicine pouZivané pri terapii dermatofytoz.
Pomocou cytogenetickych metéd sme pozorovali pdsobenie fungicidu v lymfocytoch
periférnej krvi dobytka a oSipanych. Podla odport¢ania OECD smernic pre testovanie

chemickych latok (1) sme si zvolili in vitro test aberacii chromozémov. Vplyv mikonazolu sme
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sledovali po 24 h posobeni troch koncentracii v kultirach buniek hovédzieho dobytka

aosipanych (2,5 pg.mlt; 5 ug.ml? a 10 pg.ml?t ). V metafazach lymfocytov dobytka a

oSipanych sme zaznamenali klastogénny efekt mikonazolu v podobe Statisticky vyznamného

zvy$enia percenta zlomov chromozémov po jeho pdsobeni v davke 10 pg.ml? (p < 0,05).

Predbezné vysledky naznacuju potrebu rozsiahlejsieho studia u¢inkov mikonazolu na geneticky

materidl lymfocytov periférnej krvi hospodarskych zvierat.
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Suhrn

Baktérie Escherichia coli (E. coli) su ty¢inkovité gramnegativne baktérie patriace do ¢el'ade
Enterobacteriaceae. Prirodzene su stucastou ¢revnej mikroflory teplokrvnych Zivocichov, ale
zaroven su Castou pri¢inou gastroenteritid u zvierat a ¢loveka (11). Infekcia enterotoxigénnymi
E. coli (ETEC) je pri¢inou hnaciek u deti a dospelych T'udi. Ich patogenita spociva v ich
schopnosti kolonizovat’ tenké ¢revo a nasledne produkovat’ enterotoxiny (11, 12). Naopak,
enteroinvazivne E. coli (EIEC) osidl'uju hrubé ¢revo, kde prenikaja do buniek epitelu, v ktorych
sa mnozia anasledne ich moézu destruovat (12). Dalimi patogénnymi kmeiimi su
enteroagregativne E. coli (EAEC) a enterohemoragické E. coli (EHEC). Celosvetovo su
prasiatka vo vedeckom vyskume pouzivané ako vhodny model pre objasnenie patogenézy
mnohych chordb, ale tieZ slizia na vyvoj novych terapii, &i preventivnych opatreni. Crevna
mikroflora, gastrointestindlna anatomia a fyziologia je velmi podobna u l'udi a prasiatok.
Zaradenie gnotobiotickych prasiatok do vyskumu, zlepSilo pochopenie patofyzioldgie
mnohych gastrointestindlnych ochoreni, ktoré maju celosvetovo vplyv na 'udské zdravie.

Kracové slova: gastrointestinalny trakt, apoptoza, proliferacia, E. coli

Summary

Escherichia coli (E. coli) bacteria are rod-like gramnegative bacteria from family
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Enterobacteriaceae. Naturally, E. coli occur in intestinal microbiota of homeothermic animals.
On the other hand, they cause gastroenteritidis in animals and humans (11). Infection caused
by enterotoxigenic E. coli (ETEC) is often resulting in diarhoea of children and adults. Their
pathogenic potential is based on colonisation of the small intestine and enterotoxins production
(11, 12). On contrary, enteroinvasive E. coli (EIEC) colonize large intestine, penetrate epithelial
cells, multiply and consequently destroy epithelium (12). Other pathogenic strains are
enteroaggregative (EAEC) and enterohemorrhagic (EHEC) E. coli. Piglets are commonly used
in research as appropriate experimental model for studying of diseases, but also to discover new
therapeutic approaches or preventive precautions. Intestinal microbiota, gastrointestinal
anatomy and physiology are very similar in piglets and humans. Germfree piglets
implementation to research improved understanding of pathophysiology of numerous
gastrointestinal diseases, which influence human health world-wide.

Key words: gastrointestinal tract, apoptosis, proliferation, E. coli

Uvod

Proliferacna aktivita ¢revnej sliznice

Crevny epitel svojou $pecializovanou architektirou predstavuje déleziti dynamicku bariéru,
ktorad za fyziologickych podmienok udrziava a reguluje prijem Zivin a vody (9). Na udrZani
tejto funkcie maju vel’ky vplyv funkéné medzibunkové spojenia a celkova regeneracia epitelu.
Bunky ¢revného epitelu vykazuji najvyssiu regeneracnti schopnost’ zo vSetkych epitelov. Doba
regeneracie ¢revného epitelu u jednodinovych prasiatok trva az 7-10 dni v porovnani s 3 -
tyzdiiovymi prasiatkami, u ktorych k Uplnej obnove ¢revného epitelu dochadza uz v priebehu
2-3 dni (3). Tento ¢asovy rozdiel pravdepodobne prispieva k zvysenej nachylnosti na infekéné
enteritidy (6). Proliferacia ¢revného epitelu zohrdva vyznamnu ulohu pre spravne osidlovanie
gastrointestinalneho traktu (GIT) mikroorganizmami, ¢o je spojené zo znacnymi
metabolickymi narokmi (7). Rychlost’ regeneracie enterocytov v povrchovom epiteli ¢reva
zavisi od pritomnosti komenzalnej mikroflory a od pritomnosti a rozsahu zapalovych procesov.
Shirkey a kol. (13) zistili, Ze proliferacia ¢revného epitelu je vyrazne zavisla aj na type baktérii,

ktoré ¢revo kolonizuju.

83



P e ——

Obr. 1 Reprezentativna mikrofotografia imunohistochemického dékazu proliferaénej aktivity markerom MCM2
Vv sliznici hrubého ¢reva gnotobiotickych prasiat po infekcii koliformnymi baktériami: 1-sliznica hrubého ¢reva s
&revnymi kryptami na pozdiznom reze, 2-prilahné riedke kolagénové vizivo érevnej sliznice s pritomnostou
ciev, 8ipky — pozitivne bunkové jadra (tmavo-hnedé zafarbenie chromogénom - diaminobenzidinom) deliacich
sa epitelovych ako aj vazivovych buniek (1000x, anti-MCM2 + bunkové jadra dofarbené Mayerovym

hematoxylinom).

Uckast’ apoptézy v Erevnej sliznici

Zavedenim modelu gnotobiotickych zvierat do experimentov, boli detailnejSie analyzované
vplyvy mikroorganizmov na morfologiu érevnych klkov, vratane dizky kikov a hibku érevnych
krypt u gnotobiotickych prasiatok (16). Autori pripisuju tieto rozdiely v ucasti apoptozy
a intenzity proliferacnej aktivity. Proces apoptdzy ¢revného epitelu vyvolany baktériami moze
byt’ spusteny dvoma sposobmi. Indukcia resp. inicia¢na faza je prvy sposob apoptdzy. Tento
sposob bunkovej smrti moéze mat intracelularny alebo extracelularny pdvod. Vnutornymi
spustacmi apoptozy su toxické latky, nedostatok Zivin, poskodenie DNA, vedl'ajSie produkty
bunkového metabolizmu ako je amoniak (15), sirovodik (10) a dekonjugované ZI¢ové kyseliny
(8). Medzi vonkajSie faktory, ktoré st inicidtormi bunkovej smrti radime napr. exogénny
oxidacny stres, excitacné toxiny, trofické faktory, cytokiny TNF-o a FASL, virusové infekcie,
kortikosteroidy, ale taktiez niektoré chemické a farmakologické latky. Druhy sposob je
nepriamy, ako odpoved zapalovej reakcie. Receptory dolezité pre regulaciu apoptodzy sa
nachddzaju v enterocytoch crevného epitelu (14). Hlavnym mimobunkovym aktivatorom

extracelularnej (tzv. receptorovej) aktivacie apoptozy je cytokin produkovany makrofagmi
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v dosledku ich aktivécie - TNF (tumor nekroticky faktor). V stcasnosti je znamych viac ako 30
rozdielnych TNF receptorov. Delia sa na dva typy: typ I s obsahom intracelularnej domény
smrti (DD) v cytoplazme a typ Il bez DD. Pre iniciaciu apoptodzy bunky je potrebna vidzba troch
ligandov, ktoré indukuju trimerizaciu receptorovej molekuly (2). Apoptoéza iniciovana
intracelularnymi alebo extracelularnymi podnetmi zacina aktivaciou centralnych efektorov
apoptézy, ktorymi su kaspazy (17). Kaspazy patria do rodiny aspartat-Specifickych
cysteinovych protedz, ktorych aktivacia vedie k spusteniu kaskady apoptotickej bunkovej smrti.
V bunkach sa kaspazy nachadzaju v neaktivnej forme. Ich aktivacia nastdva dvojakym
sposobom, ato vdzbou na Apaf-1 protein (aktivaény faktor-1 apoptickej proteazy), alebo
proteolytickym Stiepenim inou aktivnou kaspazou. Inhibitormi kaspaz st antiapoptické
proteiny (IAP). Zndmych je osem IAP, z ktorych je najviac prestudovany survivin. IAP pdsobia
ako negativne regulatory apoptodzy. Apoptotické zmeny na trovni bunkového jadra mézu byt
sposobené deaktivaciou enzymov zodpovednych za opravu jadrovej DNA, deaktivaciou
enzymov zodpovednych za bunkovu replikaciu a v dosledku Stiepenia Strukturalnych jadrovych

proteinov a fragmentaciou DNA.

Vplyv koliformnych baktérii na apoptoticku bunkova smrt’

Infekcie E. coli (ETEC) zvySuji permeabilitu ¢revného epitelu, spdsobuji hyperplaziu
¢revnych krypt a vyvolavaji nadmernti apoptézu epitelovych buniek creva vplyvom
uvolniovania toxinov alebo inych virulentnych faktorov (18, 19, 21). V predchadzajucich
stadiach autori potvrdili, Ze E. coli vplyvaji na apoptozu epitelovych ¢revnych buniek, ktora je
spojena s aktivaciou kaspazy-3 akaspazy-8, ¢o vedie k dysfunkcii Crevnej bariéry a
K pretrvavajiicej symptomatickej hnacke (20). Podobne aj Edelblum a kol. (1) a Giinther a kol.
(4) uskutocnili experiment za pouzitia inokulacie E. coli ETEC F4, pri ktorom bolo zistené, Ze
spominané baktérie indukuji apoptotickii bunkova smrt’ crevnych buniek vplyvom aktivécie
vykonnych kaspaz, ¢o spdsobuje zvySenu permeabilitu sliznice ¢reva a dysfunkciu slizni¢ne;j

bariéry, coho vysledkom je pretvavajuca enteritida a hnacka.
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Obr. 2 Reprezentativna mikrofotografia dokazu apoptotickej bunkovej smrti kolorimetrickou metédou In Situ
TUNEL v sliznici hrubého ¢reva gnotobiotickych prasiat po infekcii koliformnymi baktériami: 1-¢revné
krypty/2l'azy v sliznici na pozdiznom reze, 2-prilahné riedke kolagénové vizivo érevnej sliznice s pritomnostou
ciev, Sipky — TUNEL-pozitivne bunkové jadra apoptotickych buniek (hnedé zafarbenie chromogénom -
diaminobenzidinom) v epiteli ako aj vézive a v endotelovych bunkach ciev (1000x, In Situ TUNEL + bunkové

jadra dofarbené Mayerovym hematoxylinom).

Zaver

Procesy odumierania a regeneracie epitelovych a vizivovych buniek predstavuju konstantnti
sucast’ bioldgie Crevnej sliznice. Tieto procesy st mimoriadne dynamické a ich celkova
intenzita sa moze menit’ za fyziologickych a vyraznejsie za réznych patologickych podmienok.
Cielovou strukturou mnohych patogénnych mikroorganizmov vyvolavajucich gastroenteritidy
je ¢revna sliznica. Pricom cielom patogénov, vratane koliformych baktérii, je modulovat’ az
blokovat' jej primarnu bariérova funkciu. Rézne moderné imunohistochemické metddy
vySetrenia proliferacnej aktivity ako aj intenzity apoptotickej bunkovej smrti pomocou
vhodnych markerov predstavuju doleziti sucast’ komplexnej analyzy Crevnej sliznice ale aj
diagnostiky rdéznych ochoreni, ktoré ovplyvituju morfologicko-funként integritu Crevnej
sliznice. V algoritme imunohistochemickej analyzy je pritom velmi dolezita: 1. spravna
kombinacia relevantnych markerov a taktiez 2. zaradenie viacerych markerov, ktoré maju

jednozna¢ne potencial detegovat’ a potvrdit’ pritomnost’ predpokladanych Specifickych
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procesov proliferacie a apoptézy vzhladom na druhovi a tkanivovu Specificitu a vysokua

senzitivitu.
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Suhrn

Vyvoj pecene je spojeny s vyvojom predného Creva. Postupne, ako sa formuje hlavovy a
chvostovy zdhyb embrya, vytvara sa aj primitivne ¢revo. Sklada sa z predného, stredného a
zadného oddielu. Stredné &revo je spoéiatku iroko otvorené do dutiny Zitkového vaku, ale
neskdr sa tento spoj vyrazne z0zi. Z entodermy predného creva sa vyvija hltan, pazerak,
zaludok, Cast’ dvanastnika, pecen, pankreas a zI¢nik. Akonahle sa z entodermy predného ¢reva
vytvori pecenovy divertikul, hepatoblasty sa delaminuju a prestupuji mezenchymom septum
transversum. Bunky embryonalnej pe¢ene sa musia postupne zorganizovat’ tak, aby sa vytvorila
charakteristicka Struktara, ktora je klI'icova pre normalnu funkciu pe€ene. Zahfiia to mnozstvo
procesov ako je diferencidcia parenchymovych a neparenchymovych buniek, organizicia
vdziva a extracelularneho matrixu, vyvoj zI€ovych ciest, dozrievanie sinusovych kapilar, artérii
a vén a nasledna polarizacia hepatocytov.

KPucové slova: hepatogenéza, entoderma, hepatoblasty

Summary

The development of the liver is closely related to the development of the foregut. Gradually, as
the cranial and caudal folds are formed, the foregut, midgut and hindgut are also formed. The
midgut is initially wide opening into the cavity of the yolk sac, but later this junction narrows.
The foregut gives rise to the pharynx, esophagus, stomach, part of the duodenum, liver,
pancreas, and gallbladder. When a hepatic diverticulum is formed from the entoderm of the
foregut, the hepatoblasts delaminate and permeate the mesenchyme of the septum transversum.
Cells in the embryonic liver must gradually organise to form a characteristic structure that is
crucial for normal liver function. It includes a number of processes, such as differentiation of

parenchymal and non-parenchymal cells, organisation of the stroma and extracellular matrix,
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development of bile ducts, maturation of the sinusis, arteries, and veins, and subsequent
polarisation of hepatocytes.

Key words: hepatogenesis, endoderm, hepatoblasts

Uvod

Vyvoj pedene je spojeny s vyvojom predného ¢reva. Pocas gastrulacie entoderma Zitkového
vaku vytvori dutt Struktiru, oznaCenti ako primitivne ¢revo. Formovanim hlavového a
chvostového zahybu sa postupne vytvori predné, stredné a zadné ¢revo. Nasledne ventralna
stena entodermy predného Creva, ktora je umiestena v blizkosti vyvijajuceho sa srdca, je
stimulovana k hepatogenéze (6, 8, 20).

Vyvoj pecene bol sledovany hlavne na mysacich a potkanich embryach. U mysacich embryi
hepatogenéza zacina okolo 8. — 9. embryonalneho dna (ED) v §tadiu 7. somitov, vytvorenim
pecenového divertikula, z ktorého sa na 9. ED v §tadiu 10 az 12 somitov vytvori pecenovy
pucik (14, 18). Peceniovy pucik je tvoreny jednou vrstvou cylindrickych entodermalnych buniek
predn¢ho creva, ktora sa nasledne meni na pseudovrstvovy epitel, ktory je tvoreny
hepatoblastami (2). Proliferujice bunky st v skorom Stadiu vyvoja oddelené bazalnou
membranou od okolitého mezenchymu septum transversum (3, 11). Bazalna membrana je
bohat4 na laminin a iné zlozky extracelularnej matrix (ECM), ako je nidogén, kolagén typu IV,
fibronektin a proteoglykan obsahujtci heparansulfat (17). Naslednou rozsiahlou proliferaciou
hepatoblastov, bunky pecenového pucika narusia bazalnu membranu a prerastaju do
mezenchymu septum transversum (8, 11). Analyzy hepatoblastov poukazali, Ze ide o bipotentné
bunky, ktoré sa v zavislosti od signalizaénych drah diferencuji na hepatocyty alebo
cholangiocyty (4, 20). U mysi pred 12. ED su hepatoblasty v $tadiu nediferencovanych
bipotentnych buniek (11). Maju nepravidelny tvar, vel’ky nukleocytoplazmaticky pomer a
relativne malo organel v porovnani so zrelymi hepatocytmi (9, 11). U potkanov bolo
pozorovangé, ze bunky na 12. — 14. ED maju podlhovasty tvar, okolo 18. ED sa menia na sférické
a tesne pred narodenim, na 20. ED sa stavaju polygonalnymi (21). Elektronova mikroskopia
odhalila v cytoplazme hepatoblastov u potkanov na 12. ED narast granulovaného
endoplazmatického retikula a Golgiho systému, o poukazuje na zaCiatok syntézy proteinov.
Ukladanie glykogénu a pritomnost peroxizomov bolo pozorované az po 18. ED (9, 11).
Diferenciacia hepatoblastov na hepatocyty je vel'mi zlozity proces, ktory trva niekol’ko dni.
Vyzaduje si interakciu medzi bunkami, ECM a réznymi latkami, ktoré st vylu¢ované

endotelovymi bunkami, Kupfferovymi bunkami, a hviezdicovymi bunkami (12).
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LeDouarin (8) sledoval hepatogenézu u kuracieho embrya a rozdelil tento proces do dvoch
krokov. V prvom kroku (v $tddiu 5-7 somitov) nastali zmeny v entoderme na ventrdlnom
povrchu steny predného ¢reva. Vytvoril sa hepatalny zaklad, ktory rastol ventralne a jeho bunky
lezali v tesnej blizkosti zakladu srdca, ktoré bolo obklopené mezenchymon septum
transversum. Hepatokardialna mezoderma indukovala diferenciaciu entodermalnych buniek,
avSak tato indukcia nestacila na diferenciaciu hepatoblastov na hepatocyty (5, 8). V d’alSom
kroku (v Stadiu 20-22 somitov) bola potrebna druha stimuliacia mezenchymom septum
transversum. Ta bola nevyhnutna na podporu proliferacie a na aplnu diferenciaciu hepatocytov
(8). Stadie ukazali, Ze tito druha stimulécia sa neobmedzila len na mezenchym septum
transversum, ale bola pozorovana aj u akéhokol'vek mezenchymu, ktory vznikol z lateralnej
splanchnickej mezodermy. Av§ak mezenchym, ktory nevznikol z lateralnej mezodermy, nebol
schopny inidukovat’ vyvoj pecene (8).

Septum transversum déava zéklad vzniku epikardu srdca a tiez branice. Okrem toho ma délezitu
tilohu pri kontrole diferenciacie hepatocytov a iniciuje rast pe¢efiového tkaniva. Dalsie $tadie
poukazali, Ze mezenchym septum transverzum produkuje fibroblastovy rastovy faktor (FGF),
ako aj kostny morfogeneticky protein (BMP). FGF a BMP posobia na ventralnu entodermu
predného Creva a riadia zaciatok hepatogenézy (1). FGF indukuje skory nastup hepatogenézy
(7), kym BMP je rozhodujuci pre rast hepatoblastov (13). Niektoré signaly kontroluju
diferenciaciu buniek, iné kontroluju rast peene (19). U potkana medzi 13. ED a 20. ED bolo
pozorované, ze objem pecene sa zvacsi az 84-krat (21). Jedna z drah, ktora riadi proliferaciu
fetalnej pecene, zahfna hepatocytovy rastovy faktor (HGF). Ide o silny mitogén, ktory tiez
ovplyviiuje bunkovi migraciu (3).

Ako uZz bolo spomenuté, medzi bunky, ktoré zohravaju doleziti wlohu pri migracii
hepatoblastov patria endotelové bunky pecenovych sinusoid (11). Bolo pozorované, ze
hepatalny divertikul je vel'mi skoro obklopeny angioblastmi, alebo endotelovymi bunkami,
ktoré ho oddelia od mezenchymu septum transversum (20). Shalaby a kol. (15, 16) sledovali
vplyv endotelovych buniek na hepatogenézu u mysi. Na 8. ED boli endotelové bunky
identifikované medzi hepatalnym zakladom a septum transversum. Stadia na mysich embryach,
ktorym chybali endotelové bunky odhalila, Ze hoci doslo k iniciacii vyvoja pecene (vyvinul sa
hepatalny divertikul), jeho d’al$i vyvoj bol zastaveny (10). Tieto vysledky poukazali na to, Ze
vyvoj ciev prebieha sucasne s vyvojom hepatoblastov a sucasne endotelové bunky maju

dolezita tlohu pri kontrole rastu hepatalneho divertikula.

90



Pocas embryonalneho vyvoja sa Struktira fetalnej pecene dramaticky meni. Zahtia to mnozstvo

procesov ako je diferencidcia parenchymovych a neparenchymové buniek, organizécia viziva

a extracelularneho matrixu, vyvoj zl¢ovych ciest, dozrievanie sinusovych kapilar, artérii a vén

a naslednd polarizacia hepatocytov. Okrem toho pecen zohrdva doélezita ulohu v

extramedularnej hemopoéze. Bunky, ktoré ju tvoria sa vyvijaji z réznych tkaniv. Napriek

svojmu odlisnému embryonalnemu pévodu ma zrela pecen vysoko organizovanu Struktiru,

ktora je rozhodujuca pre jej funkciu.
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Suhrn

Cielom tejto Stadie bolo sledovat vplyv Wi-Fi ziarenia na S$trukturu chorioalantoickej
membrany (CAM) na 14. embryonalny deni (ED). Kuracie embrya v experimentalnej skupine
boli od 1. ED vystavené neionizujucemu elektromagnetickému Ziareniu s frekvenciou 2,4 GHz
24 h denne, po dobu 14 dni. Nasledne boli vzorky CAM z kontrolnej a experimentalnej skupiny
spracované a ofarbené $pecialnymi farbiacimi metédami na dokaz kolagénovych, retikularnych
a elastickych vlakien. V kontrolnej, ako aj v experimentalnej skupine boli pozorované vsetky
typy vladkien. AvSak v experimentdlnej skupine sme pozorovali, Ze intenzita farbenia
elastickych a retikularnych vlakien bola mierne znizena.

KPucové slova: Wi-Fi, chorioalantoickd membrana, mezenchym

Summary

The aim of this study was to observe the effect of Wi-Fi radiation on the structure of the

chorioallantoic membrane (CAM) on embryonic day 14. We observed that the structure of

CAM in the experimental group was not significantly changed. Using special staining

histological methods, we identified the presence of collagen, elastic, and reticular fibres in the
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control and experimental groups. Collagen fibers were stained intensively in both groups, and
their distribution was relatively constant. Elastic and reticular fibres in the experimental group
were well-defined, but less stained than in the control group.

Key words: Wi-Fi, chorioallantoic membrane, mesenchyme

Uvod

V sucasnej dobe st ludia vo velkej miere neustdle vystaveni neionizujucemu
elektromagnetickym Ziareniu (NEMZ). Zdrojom nizkofrekvenéného magnetické pola st napr.
elektrické vedenia, elektrické spotrebi¢e a transformatory. Zdrojom vysokofrekvencného
magnetické pol'a st bezdrtove siete, mobilné veze a iné bezdrotové zariadenia, ako sit mobilné
telefony ¢ Wi-Fi (6). Mnohé epidemiologické §tidie poukézali na fakt, Z¢ NEMZ ma
biologicky ucinok na tkaniva a organy (3, 6). Moéze narusit’ fyziologick(l rovnovahu v
organizme, zvysit mnozstvo volnych radikalov, ¢o ndsledne méze viest’ k poruche proliferacie
a diferenciacie bunick a poskodeniu DNA (5). V nasej praci sme sledovali u¢inok NEMZ na
vazivovi zlozku (mezenchym) v chorioalantoickej membrane. Mezenchym patri medzi
embryonalne viziva. Tvoria ho bunky a extracelularny matrix (ECM). ECM sa sklada hlavne z
vody, proteinov a polysacharidov. K najviac zastGpenym makromolekulam patria
glykozaminoglykany a proteoglykany, kolagény, nekolagénne glykoproteiny a elastin (9).
Ciel'om tejto prace bolo sledovat’ u¢inok NEMZ, ktorého zdrojom je Wi-Fi, na zloZenie a

distribuciu vlaknitej zlozky v CAM na 14. embryondlny den.

Material a metody

V pokuse boli pouzité oplodnené kuracie vajcia z certifikovaného chovu Parovské Haje (Nitra),
ktoré boli ndhodne rozdelené do dvoch skupin — kontrolnej (n = 6) a experimentalnej (Wi- Fi,
n =6). Vajcia boli inkubované v inkubatore (River system ET49 automatic) pri Standardnych
inkuba¢nych podmienkach (37,5°C a vlhkosti vzduchu 60 %). Wi-Fi skupina bola
prostrednictvom antény (Mikrotik Metal 52 ac 15s) od 1. ED kontinualne vystavena
neionizujucemu elektromagnetickému Ziareniu (2,4GHz, 300 uW/m?) po dobu 14. dni.
Kontrolnd skupina bola drZzand v inkubatore so Specidlnym odtienenim Wi-Fi signélu.
Priemernd silova hustota a rovnomernost’ distribucie signalu bola monitorovand pristrojom
TriField® (USA). Na 14. ED boli vzorky chorioalantoickych membran odobrané a fixované v
mDF (Modified Davidson’s fluid) a zaliate do parafinu. Nasledne 5-10 pum rezy boli ofarbené

metodami hematoxylin-eozin, pikrosiriusova ¢ervena na detekciu kolagénu, rezorcin-fuchsin
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na detekciu elastickych vlakien. Na detekciu retikuldrnych vldkien bola vykonand impregnacia
solami striebra. Vzorky boli nasledne fotodokumentované pomocou mikroskopu Olympus CX

43 (Olympus, Japonsko) a kamery Promicra (Promicra, Ceska republika).

Vysledky

Na 14. ED bolo vizivo v kontrolnej skupine CAM bohaté na bunky aj vlakna. Vo vézive sme
pozorovali vel'mi dobre vyvinuté krvné a lymfatické cievy, ktorych stena bola hrubd a
pozostavala z endotelu a niekol’kych vrstiev hladkosvalovych buniek. Lymfatické cievy sa
vyskytovali najmé v blizkosti velkych krvnych ciev. Mali Siroky, nepravidelny lumen vystlany
tenkym endotelom. Pomocou Specidlnych farbiacich metdd sme identifikovali pritomnost’
vSetkych typov vldkien. Kolagénové, elastické a retikuldrne vldkna sa najintenzivnejSie farbili
v stene vel’kych ciev, ako aj pod epitelom alantoisu.

V skupine Wi-Fi bola Struktira CAM porovnatelna s kontrolnou skupinu. Pomocou
Specidlnych farbiacich metdd sme pozorovali rozdiely v intenzite farbenia jednotlivych vlakien.
Kym intenzita farbenia kolagénovych vldkien v stene velkych ciev bola porovnatelna s
kontrolnou skupinou, intenzita farbenia elastickych a retikularnych vlakien bola vo Wi-Fi

skupine mierne znizena oproti kontrolnej skupine (Obr. 1).

kontrolna skupina

Wi-Fi skupina

Obr. 1 Mikrofotografie CAM kuracieho embrya na 14. ED.

A: pikrosiriusova Cervend; B: rezorcin-fuchsin; C: impregnacia sol'ami striebra.

Mierky 20 pm.

94



Diskusia

Zivé organizmy s vystavené prirodzenému NEMZ, ktorého zdrojom je samotna planéta
(magnetické pole 0,02-0,07 mT). Avsak v 20. storoci zacali rapidne pribudat’ nové zdroje
umelého NEMZ, ktorého intenzita neustale narasté (8). Vo vieobecnosti plati, Ze najviac sa na
NEMZ podielaju tie bezdrotové energetické zariadenia, ktoré maju $iroky rozsah vykonu a
frekvencie. Medzi ne patria antény, Wi-Fi zariadenia, smartfony, Bluetooth a iné (7). NEMZ
ma na organizmus tepelny a netepelny uc¢inok, ¢o moze viest' k naruseniu fyziologickej
rovnovahy v tkanivach a organoch (5).

Cielom naSej prace bolo sledovat’ vplyv WIi-Fi ziarenia na Struktaru vézivovej zlozky-
mezenchymu CAM u kuracieho embrya na 14. ED. Mezenchym pozostava z buniek a ECM.
Zlozenie ECM je vel'mi variabilné (11) a zavislé od $tadia vyvoja daného jedinca, pocas ktorého
dochadza k jeho intenzivnej remodelacii a modifikacii (9). ECM predstavuje komplexnt siet’
proteinov a sacharidov. Jeho dolezitymi zlozkami st fibronektin, kolagén, -elastin,
glykozaminoglykdny a rozne glykoproteiny. ECM ma mnoho funkcii. Je nevyhnutny pre
Strukturalnu integritu tkaniv, reguluje proliferaciu a diferenciaciu buniek, ako aj samotni
morfogenézu (4, 10). Specifické zlozky ECM dodévaju tkanivam a organom odolnost’, ale aj
potrebnu elasticitu (1). Zastapenie vlakien v organoch sa intenzivne sleduje hlavne pri r6znych
patologickych stavoch. Malo sa v8ak vie o ich vyskyte a usporiadani v tele embryi a plodov a
0 ich funkcii pri vyvoji jednotlivych organov (1). Ked’ze vyvijajuci sa organizmus je citlivy na
vplyv roznych faktorov, zaujimalo nas, ako ovplyvni Wi-Fi ziarenie s frekvenciou 2,4 GHz
Strukturu CAM. Z nasich pozorovani vyplyva, Ze nami sledované NEMZ nespdsobilo vyrazné
morfologické zmeny v §truktire CAM. Aviak vplyvom NEMZ nastali zmeny v zastipeni
vlaknitej zlozky. Doslo k miernemu zniZeniu intenzity farbenia elastickych a retikularnych
vlakien v stene ciev, kym zmeny v zastipeni kolagénovych vlakien neboli pozorované. V
predchadzajtcich experimentoch sme sledovali G¢inok Wi-Fi ziarenia s frekvenciou 2,4 GHz
na zitkovy vak. Dané Ziarenie nespdsobilo Ziadne vyrazné morfologické zmeny v §truktire
zltkového vaku. Doslo vak k vyraznému zvyseniu intenzity farbenia kolagénu v okoli krvnych

ciev (2).

Zaver
Ako vyplyva z nasich vysledkov, Wi-Fi ziarenies frekvenciou 2,4 GHz nesposobilo vyrazné
morfologické zmeny v Struktire CAM na 14. ED. Avsak pomocou $pecialnych farbiacich

metod sme identifikovali zmeny v intenzite farbenia elastickych a retikularnych vlakien. Nami
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pozorované zmeny neboli sice vyrazné, ale upozoriiuju na mozné riziko, ktoré je spojené s

kazdodennym a neustalym vystavenim organizmu vplyvu NEMZ.
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Abstract

Immunohistochemistry (IHC) is still important method of postmortem diagnostic process in
human neurodegenerative diseases including synucleinopathies. The typical histopathological
feature of common synucleinopathies like Lewy body dementia (LBD), Parkinson’s disease
(PD) and Multiple System Atrophy (MSA) are presence of a-synuclein protein aggregates. The
IHC staining protocols so far applied to study a-synuclein protein aggregates accumulation in
human tissue have been inconsistent with varying use of heat and formic acid (FA) for antigen
retrieval. Many studies showed that heat-induced antigen (epitope) retrieval (HIER)
technologies have led to dramatic improvements in our ability to detect antigens in formalin
fixed, archival tissues. But less in known about beneficial effect of using different concentration
of formic acid (FA) for detection of a-synuclein inclusions in human formalin fixed paraffine
embedded tissue (FFPE). In the present work, we optimized the staining protocol for a-
synuclein protein aggregates in paraffin-embedded sections in relation to combination of heat
and FA using 2 different concentration of FA (80% and 90 %) to detect accumulated o-
synuclein protein aggregates in MSA tissue sample. Results showed that FA is essential for the
staining of highly aggregated a-synuclein protein aggregates in human tissue. Furthermore, the
applied lower concentration of FA significantly reduces risk of mechanical damage and other
artefacts appearing in preparations and still remains quality of IHC staining. This approach can
have positive effect on analysis and diagnostic process in post-mortem FFPE human brain

tissue.
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Introduction

Immunohistochemistry is a powerful technique that is used in many areas of pathology research,
including the study of neurodegeneration on formalin-fixed, paraffin-embedded tissue (6).
Aggregation of misfolded proteins or peptides is a common feature of neurodegenerative
diseases, including Alzheimer's, Parkinson's, Huntington's, prion, and other diseases (5). One
of the first sequential steps in immunohistochemistry is antigen anmasking (7). Protocols for
the diagnosis of neurodegenerative diseases at this stage of immunohistochemistry most often
use a combination of chemical and physical methods (denaturing treatment with formic acid
and heat-induced antigen retrieval using a pressure cooker) (3). The use of formic acid
significantly increased the antigenicity of all a-Syn antibodies tested (8). According to IHC
protocols for the diagnosis of a-synucleinopathies, there is various information on the use of
formic acid, such as its different percentage in the solution and the exposure time. This is due
to the fact that in Parkinson's disease (PD) and other a-synucleinopathies, a-synuclein (a-Syn)
aggregates form a variety of conformational and truncated variants (8). a-synucleinopathies
exhibit significant clinical and pathological heterogeneity (4).

James A. Wiseman reports the use of incubating sections in 99% formic acid for 4 minutes to
detect a-synuclein (8). Thomas G. Beach et al provide information on the use of 80%, 88%,
98%, and 100% FA for the detection of a-synuclein in paraffin-embedded patient brain samples
(1). According to the Immunohistochemistry Protocol for Paraffin-Embedded Sections
(Biolegend), for the detection of a-synuclein using anti-a-Synuclein antibody (clone 4D6) on
formalin-fixed paraffin-embedded Parkinson's disease human brain tissue, incubation with 88%
formic acid for 20 minutes was used at room temperature.

However, in practice, the use of aggressive solutions of formic acid (98%, 99%, 100%) and
long incubation times do not always have a positive effect on the quality of histological
preparations after immunohistochemistry and, accordingly, the subsequent diagnosis of
neurodegenerative pathology. Therefore, the purpose of this study was to find the optimal
concentration and time of incubation of brain sections in formic acid for the diagnosis of a-

synucleinopathies.
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Material and methods

Tissue sections (8 um), mounted on paraformaldehyde-fixed and paraffin-embedded glass
slides, were subjected to a standard dewaxing procedure. Epitope extraction was performed
using a combination of chemical and physical methods:

1. Denaturing treatment with formic acid according to 3 options: incubating sections in 98%
formic acid for 1 minute (group No. 1); 80% for 15 minutes (group No. 2) and 90% for 15
minutes (group No. 3) at room temperature, followed by washing the slides in Tris-HCL buffer
(pH 7.6) (2 % 5 min).

2. Heat-induced secondary epitope retrieval was performed using a pressure cooker: by heating
the slides in antigen unmasking solution buffer (H-3300, Vector) in a pressure cooker (2100
Antigen Retriever, Aptum Biologics Ltd.) at 121°C for 20 min. The sections were cooled for 2
h 10 min, then the slides were washed in Tris-HCL buffer (pH 7.6) (2 x 5 min).

Then, endogenous peroxidase was sequentially blocked in 1% H202 in 50 mM Tris-HCI (20
min), blocking nonspecific background staining (APTUM for 20 minutes). Sections were
incubated with primary antibody 4D6 (1:500) overnight at 4°C in humidified chambers. A-
Mouse secondary antibodies (1:200) were incubated on sections for 1 hour in humidified
chambers at room temperature. VECTASTAIN® Elite® ABC-HRP Biotinylated Target
Detection System, Peroxidase (Standard) (PK-6100) and Vector VIP Substrate Kit Peroxidase
Detection System, 1 min. 30 seconds were used. The sections were counterstained with a
solution of Methyl green (Vector) under the conditions of a Binder thermostat (t=65°C),
dehydrated and mounted in Entellan mounting medium, Merck 1.07961.0100.

Detection of alpha-synuclein was performed on histological sections from 16 areas of the brain
of a patient with a clinical diagnosis of "MSA" (frontal cortex, temporal cortex, cingulate gyrus,
parietal cortex, pre- and postcentral gyrus, occipital cortex, anterior and posterior hippocampus,
basal forebrain, striatum, thalamus, midbrain, pons, medulla oblongata, vermis, cerebellum) for
differential diagnosis of pathology. The severity of inclusion body pathology associated with
PD was assessed semi quantitatively (— = absent or indistinguishable, + = mild, ++ = moderate,
+++ = severe) (2). Microscopic analysis and photo documentation were carried out using a

Leica DM 500 light microscope with x4, x10, x40 lenses, eyepieces No. 7 and 10.
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Results

We studied 3 groups of histological preparations (1-3) from 16 brain regions from one patient
with a clinical diagnosis of “MSA” (Multiple system atrophy) using quantitative Braak analysis
(2) to measure the distribution of a-Syn aggregates in different brain regions. After incubation
of histological sections of group No. 1 in 98% formic acid for 1-minute, mechanical tissue
defects appeared on some histological preparations of the brain (striatum and thalamus), which
made their subsequent diagnosis difficult. After incubation of histological sections of groups
No. 2 and No. 3, respectively, in 80% and 90% formic acid for 15 minutes, all histological
preparations of the brain had no tissue defects; further stages of immunohistochemical research
were applied to them.

When conducting a comparative study on the detection of 4D6 in histological preparations from
16 regions of the patient’s brain (No. 2 and No. 3), from 14 regions (No. 1) the presence of
immunoreactive alpha-synuclein LN (Lewy neurites) and LB (Lewy bodies) was established in
both groups with a predominance of neurites in the preparations Frontal, Temporal and Parietal
cortex, Gyrus cinguli, Hippocampus anterior and posterior, Basal forebrain, Striatum (No. 2
and No. 3), Thalamus (No. 2 and No. 3), Midbrain, Pons and Medulla. Moreover, based on the
scale of quantitative assessment of the severity of pathology according to Braak — severe (+++)
was observed in Hippocampus anterior and posterior, Basal forebrain and Midbrain, Striatum
(No. 3), Thalamus (No. 3); moderate (++) — in Gyrus cinguli, Striatum (No. 2), Thalamus (No.
2) and Pons. LBs are usually presented in the form of spherical or kidney-shaped inclusions
with a smooth surface, opaque, of various shapes and sizes. In S. nigra Midbrain, against the
background of Lewy points, isolated intraplasmic LBs were diagnosed, which were located in
the deposits of neuromelanin granules of the affected nerve cells (Fig. 1a, ¢). Some neurons
were subjected to depigmentation, with complete or partial loss of melanin granules. In
preparations of the above-mentioned brain regions, LNs were located both separately and in
groups; their morphology differed in polymorphism. Various shapes, sizes and projections of
the LN were found in the preparations: short, long, thread-like (Fig. 1c), in the form of points
(Fig. 1d), with club-shaped and spine-like thickenings at the end.

At the same time, in preparations of group No. 3 treated with a 90% formic acid solution, a
higher level of quantitative manifestation of immunoreactive alpha-synucleic LN, LB and Lewy

points was observed than when using a solution of 80% formic acid.
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Fig. 1 a-Syn. aggregates in Midbrain of the patient’s brain: A — Lewy bodies in S. nigra neurons in group No. 3
preparations; B — Lewy bodies in S. nigra neurons in group No. 2 preparations; C — Lewy neurites in
preparations of group No. 3 (Midbrain); D — Lewy neurites in preparations of group No. 2 (Midbrain). Staining:
immunohistochemical staining 4D6. Magnification x200.

Discussion

In the immunohistochemical reaction for the detection of a-Syn (4D6) in all studied groups of
drugs (No. 1-3), the presence of a-Syn in the form of bodies, neurites and Lewy points was
established. In the present work, we optimized the staining protocol for a-synuclein protein
aggregates in paraffin-embedded sections in relation to combination of heat and FA using 2
different concentrations of FA (80% and 90%) to detect accumulated a-synuclein protein
aggregates in MSA tissue sample. Results showed that FA is essential for the staining of highly

aggregated a-synuclein protein aggregates in human tissue.
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At the same time, formic acid at a concentration of 80% and 90% and a prolonged incubation
time (15 minutes) is a less aggressive environment compared to a 98% solution (incubation 1
minute). This makes it possible to diagnose postmortem changes in the brain of patients with
a-synucleinopathies and eliminate the appearance of mechanical defects and other artifacts in
histological preparations. We did not observe any major differences between the 2 reported
concentrations of formic acid, but the 90% formic acid solution provided slightly higher
levels of quantitative detection of immunoreactive alpha-synucleic LN and LB than the 80%
formic acid solution.

Conclussion

Results showed that FA is essential for the staining of highly aggregated a-synuclein protein
aggregates in human tissue. Furthermore, the applied lower concentration of FA significantly
reduces risk of mechanical damage and other artefacts appearing in preparations and still
remains quality of IHC staining. This approach can have positive effect on
synucleinopathy analysis and diagnostic process in post-mortem FFPE human brain tissue.
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Suhrn

Cielom tejto Studie bolo preukdzat’ priaznivy terapeuticky efekt nového biopolymérneho
materidlu na baze chitosanu obohatené¢ho o produkty mezenchymalnych kmenovych buniek
izolovanych z tukového tkaniva psov (AT-MSC) sledovany na umelo vytvorenom koznom
defekte u kralika. Pre objektivitu hodnotenia regeneracie sme pouzili histologicky rozbor a
nami vytvoreny skorovaci systém zohl'adiiujuci vSetky atributy regeneracie, ako su zépalova
reakcia, nekrdza, granulacia, tvorba jednotlivych vrstiev koze a vlasovych folikulov. V
porovnani s negativnou kontrolou (spontanne hojenie bez biomateridlu) sme pozorovali
zrychlenie a zlepSenie hojenia umelo vytvoreného koZzného defektu po 6smich a desiatich
tyzdnoch. Okrem toho sme boli schopni opisat’ vlasové folikuly a vrstvu epidermis v
histologickych vzorkdch koZe oSetrenych biomateridlom na baze chitosanu uZ po 6smich
tyzdnoch od aplikacie.

KPacové slova: rana, hojenie ran, biomaterialy, kmenové bunky, histologicka analyza

Summary

The aim of this study was to demonstrate the beneficial therapeutic effect of a new chitosan-
based biopolymer material enriched with products of mesenchymal stem cells isolated from
canine adipose tissue (AT-MSC) on an artificially created skin defect in a rabbit. For the
objectivity of regeneration evaluation, we used histological analysis and a scoring system

created by us taking into account all regeneration attributes, such as inflammatory reaction,
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necrosis, granulation, formation of individual skin layers and hair follicles. Compared to the
negative control (spontaneous healing without biomaterial), we observed an acceleration and
improvement in the healing of the artificially created skin defect after eight and ten weeks. In
addition, we were able to describe hair follicles and the epidermis layer in histological skin
samples treated with chitosan-based biomaterial already eight weeks after application.

Key words: wound, wound healing, biomaterials, stem cells, histological analysis

Uvod

Poranenia, popaleniny a chronické ochorenia mozu viest’ k vzniku refraktérnych ran, ktoré vo
vynimo¢nych pripadoch koncia smrtel'ne (1). Terapia zalozena na konvenénych postupoch
¢asto zlyhava. Do popredia sa teda dostavaju postupy zalozené na pouziti tkanivovych koznych
Stepov alebo rastovych faktorov. Medzi najnovsie patri pouZzitie mezenchymalnych kmenovych
buniek (MSC), ich produktov obsiahnutych v kondicionovanom médiu (CM) aj v kombinacii s
biomateridlom, ktoré ovplyviiuju celé spektrum procesov aplikovanych pri hojeni chronickych
ran - zapalova reakcia, proliferacia a remodelacia (2). V poslednych rokoch sa pozornost
upriamuje na materidly prirodného pdvodu. VysSie uvedené biomateridly st zalozené na
uhlikovych nanomateridloch, vodivych polyméroch alebo biomateridloch na baze kovov (3).
Samostatntl oblast’ v hojeni ran a regeneracii tkaniv predstavuji biomaterialy na baze chitosanu.
Chitosan ako prirodna zlucenina vykazuje antimikrobidlnu aktivitu, zlepSuje hemostaticky
ucinok, podporuje bunkovu proliferaciu, sprostredkiiva kompletnii regeneraciu rany a
rekons$trukciu epitelu (4). MSC zohravaju doélezitd ulohu v procese hojenia ran, najméd v
zapalovej, proliferativnej a remodelacnej faze. MSC sa vyznacuju schopnostou
imunomoduldcie, kedy v zavislosti od mikroprostredia, v ktorom sa nachadzaji, m6zu zniZovat’
proliferaciu T-lymfocytov, diferenciaciu B lymfocytov a ovplyviiovat’ funkciu NK buniek. V
procese remodelacie MSC uvoliiujua rastové faktory (VEGF, HGF, IGF, PDGF a TGF-B), ktoré
prispievaju k proliferdcii a migracii fibroblastov a keratinocytov, rastu a tvorbe novych krvnych
ciev a syntéze kolagénu a extracelularneho matricovych proteinov a zaroven zabranuju jeho
degradacii inhibiciou metaloproteindzy (5). Pouzitie CM v porovnani s MSC ma niekol’ko
nespornych vyhod: minimalizdcia neziaducej odozvy prijemcu, produkcia vo vicéSom
mnozstve, moznost’ ovplyvnenia kvantitativneho a kvalitativneho zloZenia, niz§ie naroky na
skladovanie a transport (6).

Cielom tejto Stadie bolo vytvorit' biopolymérny skafold na baze chitosanu a overit' jeho
ucinnost’ v kombinacii s médiom upravenym mezenchymdalnymi kmenovymi bunkami v
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tukovom tkanive (ATMSC-CM) na proces hojenia ran na umelo vytvorenom koznom defekte

na zvieracom modeli kralika.

Material a metody

Do tejto Studie bolo zaradenych 12 zdravych dospelych kralikov plemena Hyla. Priemerna
hmotnost’ zvierat bola 3300 gramov (rozmedzie: 3000 — 3750 gramov) a v Case operacie boli
kraliky vo veku 12 — 16 mesiacov (pomer pohlavi = 1:1). Celkova inhala¢nad anestézia sa
vykonala s pouzitim izofluranu (Isofluran Piramal, Chiesi Pharmaceuticals GmbH, Vien,
Rakusko) v koncentracii 5 % na navodenie anestézie a 3,5 % na chirurgicky zakrok. U vsetkych
kralikov bolo miesto chirurgického zakroku na chrbte podl'a vSeobecnych zasad sterility
a asepsy. Exciziou koze a podkozia sme urobili Stvorcovy umely defekt. Zvierata boli rozdelené
do 2 skupin. Skupina 1 (n = 6): Boli vytvorené 2 kozné 1ézie 3 x 3 cm. Koza po excizii zvacsila
svoju oblast. Potom bolo lesenie CHIT/PHB implantované do rany kranidlne a CHIT/PHB
obohatené o psie AT-MSC kondicionované médium v mnozstve (2 ml/cm?2) kaudalne. Skupina
2 (n = 6): vytvorili sa kozné 1ézie 3 x 3 cm. Potom sa leSenie CHIT/PHB implantovalo do rany
kranidlne a kaudalna 1ézia bola bez implantitu, ako kontrola. Primarne krytie rany sa
uskutocnilo sterilnym gazovym tamponom pripevnenym k neporusenej kozi resorbovatelnym
Sicim materialom. Sekundarnu vrstvu vonkajsSieho krytia tvorila vodeodolné a priedusna folia
(Curapor, Lohman a Raucher int., Nemecko) a terciarnu vrstvu a fixaciu bandaze zabezpecovala
fixacna elasticka naplast (Omnifix, Hartmann, Nemecko; obr.8D , E, F). Toaleta a rany
a vymena sekunddrneho a terciarneho krytia sa vykonavala kazdych 72 hodin. Odber vzoriek
na histologické vySetrenie sa uskuto¢nil 8., 10. a 12. tyzdeii po implantécii v celkovej anestézii
s pouzitim izofluranu (Isofluran Piramal, Chiesi Pharmaceuticals GmbH, Vien, Rakusko) v
koncentracii 5 % na navodenie anestézie a 3,5 % na chirurgicky zakrok. Na histologicku stadiu
sme odobrali jednu vzorku (2 x 2 cm) od kazdého zvierata (n=2). Po odobrati vzoriek bola rana
uzavretd a oSetrend podl'a chirurgickych Standardov.

Kozné biopsie boli fixované v 4% roztoku paraformaldehydu a spracované rutinnym
histopatologickym vySetrenim. Parafinové rezy (3-4 um) boli ponorené do xylénu a alkoholu,
zafarbené metodou hematoxylin-eozin. Sklicka boli upevnené v zivici (Entellan; Merck,
Nemecko).Histopatologické skore hodnotili oddelene dvaja z vyskumnikov. Na
semikvantitativnu analyzu bol pouzity svetelny mikroskop OLYMPUS BXS50 (Olympus;
Tokio, Japonsko) s digitalnym fotoaparatom CANON EOS 2000D (Canon; Tokio, Japonsko) a

softvérom na analyzu obrazu QuickPHOTO Industrial 2.3 (Promicra; Praha, Ceska republika).
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Standardizované kritéria pre kvantitativne hodnotenie hojenia koznych ran neboli doposial
definované. Preto sme na histopatologické hodnotenie hojenia koznych rdn pouzili vlastny
semikvantitativny skorovaci systém (0-3) nasledovne: 0 = ziadne; 1 = mierny; 2 = mierny; 3 =
tazké. Kazda sekcia bola hodnotena pri 100x a 400x zvacseni.

Histopatologické skore na hodnotenie biopsii koze:

0 =ziadne: normalna Struktura koze bez histopatologickych 1ézii (dobre definovand architektura
epidermis a dermis, pritomnost’ vlasovych folikulov a inych koznych adnexov).

1 = mierna: Struktira pripomina normalnu kozu, malé mnozstvo nezrelého
tkaniva/granula¢ného tkaniva v derme, organizacia kolagénovych vlakien je dobre definovana,
nevyraznd infiltracia leukocytmi a/alebo krvacanie, pritomné vlasové folikuly, suvisla
epidermis bez defektov.

2 = stredne zavazné: vyraznejSie zmeny Vv Struktre koze, vicSie mnozstvo
nezrelého/granula¢ného tkaniva v derme, homogénne eozinofilné zafarbenie extracelularnej
matrice, vyraznejsia infiltracia leukocytmi a/alebo krvacanie, absencia vlasovych folikulov, je
pritomna epidermis alebo/a zmenené (hrabka a morfologia) + diskontinuélne (zistia sa fokalne
defekty).

3 =tazké: Struktura koze je nerozoznatel'na, nezrelé/zrnité tkanivo v derme, masivna infiltracia
leukocytmi a/alebo krvéacanie, nekrotické 1ézie s kalcifikaciou, chybajice koZné adnexy,

chybajlica alebo Uplne zmenena (nespojita s pocetnymi defektmi) epidermis.

Vysledky

Makroskopické vySetrenie potvrdilo, Ze umely kozny defekt sa u vSetkych skimanych zvierat
po prislusnych obdobiach pozorovania (8., 10. a 12. tyzdenl) dobre zahojil. Z makroskopickych
pozorovani vyplyva Ze CHIT/PHB biomaterial obohateny 0 KM ma pozitivny vplyv na
rychlost’ hojenia ran. Dalej sme pozorovali, Ze rany oSetrené CHIT/PHB nevykazujii Ziadnu
hypertrofiu granulacného tkaniva a tvorbu chrasty.

Vysledky histologického farbenia dokazujii, ze po 6smich a desiatich tyzdioch od vzniku
defektu a naslednej aplikacii biomateridlu a biomaterialu obohateného o kondicionované
médium dochédza k tvorbe granulacného tkaniva a vlasovych folikulov (obr. 1 B1, B2 a C1 ,
C2). Rovnaky vysledok sme pozorovali aj v histologickych vzorkéach vySetrenych po desiatich
tyzdnoch, ¢o v nasom histopatologickom skore znamena 1/1- (obr. 1 B1, B2 a C1, C2; tab. 1).
V negativnych kontrolnych vzorkdch z rovnakého ¢asového obdobia nachadzame nekrotické

1ézie a chybajucu epidermis, ktoré hodnotime ako 3 v nasom skérovacom systéme (obr. 1, Al,
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A2; tab.1). Po dvanastich tyzdnoch vsak pozorujeme v kontrolnej a experimentalnej skupine
kozu normadlnej Struktiry bez vyskytu nekrotickych lozisk, s vytvorenou epidermou a
vlasovymi folikulmi. Takéto zistenie zodpoveda hodnote 0/1 v skérovacom systéme (obr. 1, A3
- C3; tab.1). Vysledky histologickej analyzy a hodnotenia odobratych vzoriek koze n=2 zo

vSetkych skupin boli rovnaké alebo vel'mi podobné.

8 weeks

10 weeks 12 weeks

PHB/CHIT
Biomaterial Control

CHIT/PHB Biomaterial +
Conditioned Medium

Obr. 1 Reprezentativne mikrofotografie histopatologickej analyzy pre kazdi experimentalnu skupinu a obdobie

hojenia.

Experimental group Healing period

Control

Implant

Implant + medium

Tab. 1 Vysledky histopatologického hodnotenia hojenia koZnych ran.

Diskusia

V naSej s$tadii sme opisali u¢innost’ biomateridlu na baze chitosanu/PHB a biomaterialu

chitosanu/PHB v kombindcii s KM na proces hojenia ran na zvieracom modeli kralika. Chitosan
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je siroko pouzivany v Studiach hojenia ran pre svoje antibakteridlne, protizapalové vlastnosti,
nizku imunogenicitu a biokompatibilitu. Rovnako chitosan vykazuje schopnost’ zvysSovat’
bunkovu adhéziu, migraciu a proliferaciu a ma vysoku schopnost’ absorpcie vody, ktora udrzuje
vlhkost’ v rane ako aj bakteriostatické vlastnosti (4). Kombinaciou chitosanu a PHB vznika
material so zlepSenou mechanickou pevnostou a pdérovitostou matrice, ktora je dolezita pre
diftziu Zivin a bunkovu infiltraciu (7). Vysledky boli potvrdené histologickou analyzou a
pouzitim histopatologického skorovacieho systému, pri ktorom sa zohladnuju atributy ako
architektara dermis/epidermis, organizacia kolagénovych vlakien, pritomnost krvacania,
zapalového infiltratu a vlasovych folikulov. Rozhodli sme sa vytvorit’ vlastny systém, pretoze
chyba oficidlny systém histopatologického hodnotenia hojenia ran u kralikov. Systém vsak
berie do uvahy vlastnosti predchddzajicich histopatologickych systémov na hojenie ran, ktoré¢
boli pouzité v inych zvieracich modeloch, ako st mysi a potkany (2). V 8. a 10. tyzdni po
implantécii biomaterialu sa pozorovalo, ze osetrenie CHIT/PHB biomateridlom obohatenym o
kondicionované médium sposobilo rychlejsie uzavretie rany ako kontrola, rovnako ako ziadny
obohateny biomaterial. Dalej sme pozorovali, Ze rany oetrené CHIT/PHB nevykazovali ziadnu
hypertrofiu granulacného tkaniva a tvorbu chrasty, opét’ na negativnu kontrolu. Po 12 tyzditoch
sa vSak vSetky lézie zahojili novovytvorenou srstou v celom rozsahu defektu. Vysledky
histologického farbenia korelujii s klinickym stavom. Ukdzalo sa, Ze po 0smich a desiatich
tyzdnoch od vzniku defektu a néslednej aplikacii biomateridlu na baze chitosanu a toho istého
biomateridlu obohatené¢ho o kondicionované médium dochéddza k tvorbe granula¢ného tkaniva
a vlasovych folikulov. Rovnaky vysledok sme pozorovali v histologickych vzorkach
vySetrenych po desiatich tyZzdiioch, ¢o v naSom histopatologickom skére znamena 1/1-. Vel'mi
podobné vysledky deklarovali aj ini autori uskuto¢nené na modeloch potkanov a mysi (8) (9).
Vysledky ziskané s pouzitim obohateného biomateridlu sa zdaji byt’ o pol bodu lepsie. Koreluje

to s vysledkami nasej predoslej publikovanej $tiidie, kde bol pouzity MSC-CM (10).

Zaver

Predlozend Studia popisuje pozitivny vplyv biomateridlu na baze chitosanu v kombinécii
s kondiciovanym médiom izolovanym z kmenovych buniek z tukového tkaniva psov. Okrem
toho sme Ciasto¢ne potvrdili moznost’ medzidruhovej lokalnej aplikacie kondicionovaného
média kmenovymi bunkami bez pozorovania akychkol'vek neziaducich G€inkov na zvieracom

modeli kralika. Na zaver je potrebné povedat’, Ze terapeuticky efekt kondicionovaného média
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kmenovych buniek zavisi od obsahu rozpustnych rastovych faktorov, EV a volnych

bioaktivnych molekul, ktoré st jeho podstatnou sti¢ast’'ou.
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Suhrn

Génova terapia predstavuje sl'ubny potencial v liecbe chronickych aj akutnych ochoreni
prostrednictvom zavedenia terapeutického genetického materidlu do cielovych buniek
pomocou vektorov. Virusové vektory preukdzali pozoruhodnu Gc¢innost’ aplikécie v Sirokom
spektre chordb a prinaSaji nadejné vysledky v predklinickych S$tadiach na zvieratdch
a Vv klinickych studiach. Novo dostupné testy a alternativne zvieracie modely pontkaju
spolahlivé testovacie prostredie na pochopenie Gc¢innosti a bezpe€nosti virusovych vektorov
v roznych biologickych kontextoch, ¢im sa zniZuje potreba pouZzivania cicavéich modelov vo
vyskume.

KPucové slova: alternativne modely, virusové vektory, génova terapia

Summary

Gene therapy holds promising potential for treating both chronic and acute diseases by
introducing therapeutic genetic material into target cells using vectors. Viral vectors have
shown notable effectiveness across a broad spectrum of disease indications, showcasing
encouraging results in both preclinical animal investigations and clinical trials. Newly available
assays and alternative animal models offer a reliable testing environment for understanding the
efficacy and safety of viral vectors in diverse biological contexts, reducing thus the need to use
mammalian models in research.

Key words: alternative models, viral vectors, gene therapy
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Uvod

Génova terapia je liecba genetického ochorenia zavedenim Specifického genetického materialu,
ktory meni funkciu buniek, do tela pacienta pomocou nosi¢ov na prenos génov, nazyvanych
vektory (1). Génovy prenos je zavedenie cudzich génov alebo génovych sekvencii do cielovej
bunkovej populdcie pomocou nevirusovych alebo virusovych vektorov na liecbu Specificke;j
poruchy u postihnutého jedinca (16). Uspe$ny prenos génov vyzaduje prijem terapeutickej
sekvencie cielovymi bunkami internalizaciou bez modifikacie neziaducich tkaniv a buniek, po
ktorej nasleduje endozomalny tunik, aby sa zabezpeCila ochrana cudzej sekvencie pred
degradaciou. Nasledne je sekvencia transportovana cez cytoplazmu do jadra, kde dochadza k jej
expresii (16). V sGcasnosti sa pouzivaju virusové vektory zaloZzené na retrovirusoch,
adenovirusoch a adeno-asociovanych virusoch. Zatial’ ¢o v predklinickych $tadiach zostavaja
zakladnym modelom laboratérne mysi, pri pochopeni ucinnosti a bezpecnosti virusovych
vektorov v roznych biologickych kontextoch, alternativne modely zohravaji ¢oraz dolezitejSiu
ulohu. Tato prehl'adova praca predstavuje vyuzitie alternativnych zvieracich modelov vo

vyskume virusovych vektorov a objastiuje ich rolu v napredovani génove;j terapie.

Danio pruhované (Danio renio)

Danio pruhované je v hodnoteni vektorov génovej terapie alternativou k tradi¢énému
mySaciemu modelu. Tieto ryby disponuji hned’ niekol’kymi vyhodami. Po prvé, ich velkost sa
pohybuje v priemere medzi 3 az 4 cm, Co vedie k znizenym poziadavkdm na priestor,
zjednoduSeniu manipulécie a umoziiuje vyskumnikom pracovat s vacSimi populdciami za
nizSie naklady. Po druhé, danio sa rychlo rozmnoZujt a kazdy par dokaze vyprodukovat’ stovky
ikier tyzdenne. Tie moZu byt oplodnené externe, ¢o vedie k nezdvislému embryondlnemu
vyvoju a moznosti analyzy od najskorSich §tadii bunkového delenia az po tplnti dospelost.
Rychly embryonalny a postembryonalny rast umoziuje rychlu detekciu anomalii v priebehu
niekol’kych dni (13). Genetické vlastnosti dania ponukaju vyznamné vyhody, ako napriklad
jednoduché vytvorenie knock-in a knock-out jedincov. Priblizne 70 % Tudskych génov
kodujucich proteiny spojené s chorobami ma u tohto druhu ryby ekvivalentny gén (6). Gulias
a kol. (5) skamali vyuzitie dania ako in vivo modelu pre adenovirusové vektory. Demonstrovali
ucinnu transdukciu dosiahnuti adenovirusovymi vektormi s deléciou E1/E3 po intrakranialnej
injekcii do embryi ryb. Okrem toho pozorovali trvali expresiu transgénu vpraveného pomocou
vektorov, ¢im sa zdoraznil potencidl pre dlhodobé Stidie v tomto organizme. Vzhl'adom na

rozsiahlu Skalu dostupnych geneticky modifikovanych kmenov dania a ohladom na etické
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aspekty vyskumu predstavuje tento model sl'ubnu alternativu na predklinické hodnotenie

adenovirusovych vektorov.

Vtacia chorioalantoicka membrana (CAM)

Vtacia chorioalantoickd membrana (CAM) je extraembryonalna membrana vytvorena na Stvrty
embryonalny deii (ED4) fiziou chorionu a alantoisu. CAM plni predovsetkym funkcie ako je
vymena plynov, transport vapnika a regulacia acidobazickej rovnovahy v alantoickej dutine
(11). Vd’aka hustej vaskularnej sieti sa CAM pouziva ako in vivo test v roznych oblastiach
vyskumu, vratane angiogenézy, bioinzinierstva, tkanivového inZinierstva a onkoldgie.
Pomocou tohto modelu mézu vyskumnici vyrazne znizit’ spotrebu cicavcov vo vyskume, alebo
ich potencialne nahradit,, ¢im naplnia poZiadavku principov 3R (7). Stiidia Krutzkeho a kol.
(10) predstavuje CAM ako rychly a finan¢ne efektivny vysokovykonny nadorovy model pre
in vivo testovanie onkolytickych virusov. Aj ked’ na vyskum pouzili iba 'udsky adenovirus typu
5, st presvedceni o vSestrannosti modelu, ktory by mohol sluzit’ ako testovaci systém pre Siroku
Skalu vektorov odvodenych od rdéznych skupin virusov. Vysledky tychto autorov ukazuju, ze
nadorovy CAM model umoziluje intratumorédlne a intraven6zne podanie modifikovaného
virusu aponuka komplexny pristup na analyzu kl'diCovych interakcii virus-hostitel,

biodistribu¢nych vzorov a cielenia na nador.

Bunkové kultury

Ako pridavok k zvieracim modelom slizia bunkové kultary ako nevyhnutné néstroje pri Stadiu
spravania virusovych vektorov, ich tropizmu a terapeutického potencidlu. Bunkové linie
odvodené od roznych tkaniv a organizmov ponukajli zjednodusené, no kontrolované prostredie
na Studium molekuldrnych mechanizmov, ktoré st zdkladom interakcii vektor-hostitel’. Tieto
in vitro modely poskytuju cenné poznatky o interakciach vektor-bunka, drahach vstupu
vektorov abunkovych odpovediach na vektorova transdukciu, ¢im klada zaklady pre
optimalizaciu dizajnu vektorov a zlepSenie terapeutickych vysledkov in vivo. Nedavne
vyskumy Struktary kapsidov adeno-asociovanych virusov (AAV) v kombinacii s poznatkami
ziskanymi z experimentov s mutagenézou kapsidovych génov presne ur€ili kritické oblasti
zodpovedné za tkanivovy tropizmus AAV vektora a jeho intraceluldrne spravanie. Tieto Stadie
viedli k vytvoreniu novych AAV vektorov s mutidciami v kapside, ktoré zvySuju Géinnost’
transdukcie naprie¢ réznymi typmi buniek a tkaniv v porovnani s wild-type (WT) vektormi

(20). Sayroo s kolektivom (18) dosiahli Gu¢innt transdukciu niekol’kych 'udskych rakovinovych
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bunkovych linii, vratane adenokarcindmu, karcindomu mlie¢nej zl'azy a hepatokarcindmu
pomocou vektorov AAV6. Vyuzitim réznych stratégii na modifikaciu kapsidu AAV6-WT
vyvinuli vektor zalozeny na AAV, ktory je schopny Specificky a G¢inne zacielit’ na maligne

bunky.

Organoidy

Organoidy predstavuju trojrozmerné bunkové Struktury kultivované v laboratornom prostredi,
ktoré odrazaju stavbu, funkcie a genetickll expresiu pévodného tkaniva (9). Sluzia ako cenné
nastroje na skumanie priebehu chorob, tvorby organov ainych zakladnych biologickych
procesov. Okrem toho tieto 3D organoidy ponukaju platformu na vyvoj a hodnotenie ro6znych
lieciv, vratane tych, ktoré vyuzivajl techniky génovej terapie a tpravy genomu (4). Organoidy
mozno ziskat’ bud’ zo vzoriek biopsie alebo z kmeniovych buniek pacienta. V prvom pripade
organoidy pochadzaju ztkanivovo Specifickych kmenovych buniek extrahovanych
Z bioptického materidlu a kultivovanymi s rastovymi faktormi. Tato metéoda je financne
vyhodnd arychla, vysledné organoidy si vSak obmedzené typmi buniek pritomnych
v odobratom materidli (17). Alternativne mo6zu byt organoidy generované z embryonélnych
kmenovych buniek (ESC), ktoré maju potencidl diferencovat’ sa na rozne typy buniek.
Specifické typy organoidov ziskanych z ESC zavisia od zloZenia kultivaéného média pouzitého
na vyvolanie diferenciacie. Ziskanie ESC je v§ak komplikované kvoli obmedzenej dostupnosti
tohto typu buniek a z etickych dovodov (2). Depla a kol. (3) navrhli mozgové organoidy
odvodené z pluripotentnych kmenovych buniek ako platformu na vyber kapsidov
rekombinantnych adeno-asociovanych virusovych vektorov (rAAV) a hodnotenie u¢innosti
génovych terapii zaloZzenych na AAV. Tieto mozgové organoidy predstavuju fyziologické 3D
Struktary, ktoré lepSie imituju zlozitost’ 'udského mozgu v porovnani s beZznymi 2D bunkovymi
liniami. Na overenie svojho modelu porovnali u¢innost’ dvoch bezne pouzivanych sérotypov
AAV. Ich zistenia predstavuju novy pristup k vyberu a optimalizacii sérotypov AAV
a demonstruju terapeutickil G¢innost’ transgénov. Zaclenenie cerebralnych organoidov do
vyvoja génovej terapie ma potencial znizit’ zavislost’ na zvieracich modeloch a zvysit’ translaciu

do klinickych aplikécii.

Organ-on-chip
Spojenim modelov zalozenych na mikrofyziologickych systémoch s organoidmi vznikla

platforma znama ako organ-on-chip. Mikrofyziologické systémy su skonstruované
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Vv biologicky relevantnom meradle, vyuzivajic prietok tekutin a mechanické stimuly na
vytvorenie dynamického prostredia, ktoré uzko napodobmuje fyziologiu a mikroprostredie
nativnych tkaniv. ZacClenenie tychto prvkov umozinuje generovanie biomolekulovych
gradientov a zavedenie mechanickych javov, ako je Smykové napitie a kontrakcia/relaxacia, o
umoziuje vernejSiu replikaciu fyziologickych charakteristik jedine¢nych pre kazdé tkanivo
V porovnani s tradiénymi statickymi kultarami (12, 14). Ked'Ze ide o systémy zalozené vylu¢ne
na l'udskych Strukturach, platforma organ-on-chip sl'ubuje presné predpovedanie ucinnosti
transdukcie Specifickych typov Tudskych buniek, trompizmu/selektivity transdukcie pri
konfrontacii s viacerymi l'udskymi tkanivami/bunkami sucasne, bunkova Specifickost’
promoétorov v Pudskych tkanivach a vyskyt, ako aj presné genémové umiestnenie inzercie
AAV. Okrem toho maju tieto platformy aj konstrukéné vyhody pre vyskum génovej terapie.
Napriklad mikrofluidné zariadenia funguji pri minimalnych objemoch, ¢o umoziluje
dosiahnutie vysokych pomerov u¢innosti transdukcie bez potreby aplikacie vel’kého mnozstva

vektorov (8, 15, 19).
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Suhrn

Pocas rutinnej pitvy pre Studentov vSeobecného lekarstva sme zistili unilaterdlny nalez vrodene;j
anomalie vyvodnych mocovych ciest na kadaveri Zenského pohlavia. V praci je opisany pripad
jednostrannej neuplnej duplikacie ureteru s vyskytom na lavej strane. Neuplne zdvojenie
mocovodu je charakterizované pritomnostou dvoch samostatnych mocovodov vychadzajtcich
Z jednej oblicky, ktoré sa nésledne spoja do spolo¢ného vyustenia do mocového mechura.
Takato anomalia vyvoja je Casto asymptomaticka, ale méze byt spojena s viacerymi klinickymi
komplikéciami mocovych ciest. Poznanie anatomickych anomalii a ich klinickych dosledkov
je nevyhnutné pre spravnu diagnosticku interpretaciu a moznu intervenciu.

KPucové slova: ureter, duplikdcia, anomalia

Summary

During a routine dissection for general medical students, we found a unilateral finding of a
congenital anomaly of the urinary tract on the cadaver of a female patient. A case of unilateral
and incomplete ureteral duplication presenting on the left side is described. Incomplete ureteral
duplication is characterized by the presence of two ureters arising from a single kidney followed
by a common outlet to the bladder via a common ureter. Ureteral duplication is often
asymptomatic but may be associated with several urinary tract complications. Knowledge of
the anatomical anomalies and clinical implications is essential for accurate diagnosis and
correct intervention.

Key words: ureter, duplication, anomaly
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Uvod

Anomalie obli¢iek a mocovych ciest predstavuji 23% zo vSetkych vrodenych chyb (6). Jednou
z vrodenych anomalii obli¢iek je duplikacia mocovodu, ktorej vyskyt sa pohybuje v rozmedzi
0,7 - 4%. Duplikacia mocovodu ma vyssiu incidenciu u zien a moze byt’ neuplna (nekompletnd)
alebo uplnad (kompletnd) (8). Neuplnad duplikacia, tzv. ureter fissus, ma trikrat Castejsi vyskyt
V porovnani s uplnym zdvojenim mocovodu a zvy€ajne sa vyskytuje v proximalnom, a len
velmi zriedkavo v distdlnom segmente mocovodu (7). Pri neuplnej duplikacii ustia dva
samostatné mocovody do mocového mechura prostrednictvom jedného spolo¢ného mocovodu.
Duplikacia mdze byt jednostranna alebo obojstranna, avSak vyskyt obojstrannej duplikacie sa
uvadza len u 0,3% pacientov. Z embryologického hladiska st netiplné duplikacie vysledkom
abnormalnej fuzie zdkladov vyvodnych mocovych ciest z mezonefrického vyvodu, zatial’ ¢o
uplné duplikacie st vysledkom vzniku dvoch samostatnych mocovodov z mezonefrického
vyvodu (4). Zdvojenie mocovodu je zvycajne klinicky asymptomatické, ale méze byt spojené
S inymi vrodenymi abnormalitami (ureterokéla, vezikoureteralny reflux) alebo patologickymi
jednotkami (urolitidza, hematuria). Anatomické varidcie mocovodov zvySuji moznost
iatrogenného poskodenia mocovodu pocas chirurgickej intervencie v brusnej alebo panvovej
dutine. V praci uvadzame pripad nahodne objavenej lavostrannej netplnej duplikacie

mocovodu pocas anatomickej pitvy kadaveru zenského pohlavia vo veku cca 80 rokov.

Material a metody

Uvedena anomalia bola ndhodne zistena u 80 ro¢nej zZeny pocas rutinnej anatomickej pitvy na
Ustave anatomie UPJS LF. Kadaver darcu bol kratko po smrti fixovany konzervaénym
roztokom na béaze formalinu a benzinalkoholu. Pitva bola vykonand sulade s pitevnym

protokolom a pocas pitvy boli dodrzané vsetky etické principy.

Vysledky

Pri pitve v retroperitonedlnom priestore sme nasli netplne zdvojeny l'avy mocovod. Po
odstraneni parietalného listu peritonea sme sledovali priebeh mocovodov distdlne az po
vyustenie do mo¢ového mechura. Zistili sme, Zze v trovni krizenia mo¢ovodov s vasa ovarica,
ventralne od musculus psoas major sa obidva mocovody spojili (cca 6 cm distalne od hilum
renale) do jedného spolo¢ného mocovodu s ndslednym vyustenim do mo¢ového mechura. Pri
proximalnom sledovani mocovodov sme zistili pritomnost” dvoch samostatnych oblickovych

panviciek. Jeden mocovod nadvdzoval priamo na fyziologicky ulozenu oblickovu panvicku
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v hilum renale a druhy mocovod vychadzal z inferidrnej Casti hilum renale v blizkosti dolného
poélu oblicky spolu svena renalis (Obr.1). Ureter dexter prebiehal fyziologicky a bez
pritomnosti anatomickej varidcie. Zmeny v cievnom zasobeni oblicky sme nepozorovali

a oblickové tepny odstupovali Standardne z aorta abdominalis.

Obr. 1 Nekompletny ureter duplex sinister (Y-tvar) v retroperitonealnom priestore
UD-ureter duplex; VR-vena renalis; AA-aorta abdominalis; AlC-arteria iliaca communis; VO-vena renalis;

VSR-vena suprarenalis; MPMa-musculus psoas major
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Diskusia

Zdvojeny mocovod je vrodena anomalia mocovych ciest sposobend abnormalitou vo vyvoji
mezonefrického vyvodu. Prevalencia ¢iasto¢nej duplikacie mocovodov je podl'a Dahnerta (2)
trikrat vyss$ia v porovnani s Uplnou duplikaciou. V publikovanej stadii 50 intraven6znych
pyelogramov bola zistena netplna duplikacia len v jednom pripade, ato vpravo (5). Pri
vysetreni 50 kadaverov, Prakash et al. pozorovali uplna duplikdciu na pravej strane na jednom
kadaveri a Ciastocne zdvojenie na dvoch kadaveroch, jednostranne. V nasej praci uvadzame
nahodny pitevny nalez zdvojeného mocovodu v retroperitonedlnom priestore na kadaveri
zenského pohlavia vo veku priblizne 80 rokov. Nalez sa vyskytoval unilaterdlne vl'avo pricom
anomalie v priebehu pravého mocovodu sme nezistili. Zdvojené odvodné mocové cesty su
zvycajne klinicky asymptomatické, diagnostikuju sa nahodne bez pridruzenych rendlnych
abnormalit a povazuju sa za normalny variant (4). Ak su pritomné renalne abnormality pri
neuplnych duplikaciach, maji tendenciu postihovat’ celi oblicku, pri Gplnych duplikaciach
mozu postihovat’ jeden alebo oba pdly oblicky. Pritomnost’ zdvojeného mocovodu mdze zostat
bezpriznakova alebo moze sposobit’ komplikacie, ako je sten6za mocovodu, vyskyt mocovych
kameniov a pyelonefritida. Az 40 % patologickych stavov urogenitdlneho systému je
sposobenych vrodenymi abnormalitami, ktoré moézu byt diagnostikované pomocou
intravendznej pyelografie (1). Pri ureter duplex vznikd aj riziko infekcie mocovych ciest
sposobenej obstrukciou druhého mocovodu, kamenimi alebo vezikoureterickym refluxom (3).
Pritomnost’ ureter duplex moze predstavovat’ moznost’ ako zachovat’ jeden ureter pri resekcii
z dovodu urotelidlneho karcindému jedného z mo€ovodov. Poznanie takychto abnormalit je

nevyhnutné pre diferencialnu diagnostiku pri urografii alebo cystografii.

Zaver

Netplné duplikacia mocovodu je vrodend anomadlia, ktord je Casto klinicky asymptomaticka,
avSak moze predisponovat’ jedincov k urologickym komplikdciam, ako st opakované infekcie
mocovych ciest, hydronefroza, urolitiaza alebo ureterokéla. Znalost anomalii mocového
systétmu je nevyhnutnd pre spravny manazment v lekarskej praxi, ktory moéze siahat’ od

konzervativneho pristupu az po chirurgicky zakrok.
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REGENERACIA DLHYCH KOSTi NA ANIMALNOM MODELI OVIEC
S POUZITIM FOSFORECNANU VAPENATEHO OBOHATENEHO
O SIRAN VAPENATY

REGENERATION OF LONG BONES IN A SHEEP ANIMAL MODEL
USING CALCIUM PHOSPHATE ENRICHED WITH CALCIUM SULPHATE

Sonja Ivas§koval, Lenka Kresakoval, Katarina Vdoviakova!, Filip Korim?, Filip Humenik?,
Lubomir Medvecky?
!Katedra morfologickych disciplin UVLF v Kosiciach, Komenského 73, Kogice
?(Jstav materialového vyskumu SAV, Watsonova 47, Kosice

sonja.ivaskova@uvlf.sk

Suhrn

Cielom nasej studie bolo in vivo sledovanie terapeutického u¢inku biomaterialu na baze
fosfore¢nanu vapenatého obohateného o hemihydrat siranu védpenatého na proces regeneracie
kostného tkaniva. Nas vyskum sme zamerali na sledovanie biokompatibility, bioaktivity,
biodegradacie, osteinduktivity a osteokonduktivity biomaterialu s okolitym kostnym tkanivom
aplikovaného do umelo vytvorenych kostnych defektov u oviec. Regeneracia kostného tkaniva
bola hodnotena makroskopicky a mikroskopicky po 6 mesiacoch od aplikacie. V mieste
aplikacie biomaterialu sme makroskopicky pozorovali hladky povrch. Po narezani tkaniva sme
pozorovali €iasto€ne resorbovany biomaterial, ktory bol pevne spojeny s okolitym kostnym
tkanivom. Mikroskopicky sa na okrajoch biomaterialu nachadzalo ako vlaknité tak aj lamelarne
kostné tkanivo. V okolitom kostnom tkanive sme nezaznamenali pritomnost’ buniek zépalove;j
reakcie alebo iné patologické zmeny.

Krucové slova: biomaterial, fosforeCnan vapenaty, siran vapenaty, regeneracia kosti, ovca

Summary

The goal of our study was to monitor in vivo the therapeutic effect of a biomaterial based on
calcium phosphate enriched with calcium sulfate hemihydrate on the process of bone tissue
regeneration. We focused our research on monitoring the biocompatibility, bioactivity,

biodegradation, osteoinductivity and osteoconductivity of the biomaterial with the surrounding
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bone tissue applied to artificially created bone defects in sheep. Bone tissue regeneration was
assessed macroscopically and microscopically 6 months after application. Macroscopically, we
observed a smooth surface at the site of application of the biomaterial. After cutting the tissue,
we observed a partially resorbed biomaterial that was firmly connected to the surrounding bone
tissue. Microscopically, both fibrous and lamellar bone tissue was found at the edges of the
biomaterial. In the surrounding bone tissue, we did not notice the presence of inflammatory
reaction cells or other pathological changes.

Key words: biomaterial, calcium phosphate, calcium sulphate, bone regeneration, sheep

Uvod

Ortopedické a zubné kostné defekty si bezné problémy, ktoré sa mézu vyskytnut’ v dosledku
traumy, infekcii, novotvarov, vrodenych stavov alebo jednoducho starnutim. Preto st potrebné
Stepy na nahradenie poraneného tkaniva, ¢im sa zabezpeci tesné spojenie medzi implantdtom a
hostitel'skou kost'ou. Materialy pouzité v tomto procese musia poskytovat’ idealne Strukturalne
prostredie pre bunky, ktoré sa podielaji na procese hojenia kosti. Autogénna kost' je
povazovand za ,zlaty Standard“ pre regeneraciu kosti kvoli jej osteogénnym,
osteokonduktivnym a osteoinduktivnym vlastnostiam. Jeho pouzitie vSak zavisi od dostupnosti
kosti s nevyhodami, ako je riziko vaskularno-nervovych 1ézii a morbidita v mieste prijemcu,
¢im sa jeho pouzitie obmedzuje (3). Menej invazivnou alternativou st xenogénne, alogénne a
aloplastické kostné Stepy. Obmedzenia xenogénnych Stepov spocivaju v ich obmedzenej
schopnosti plne sa zaclenit’ do nativnej kosti, pricom st pritomné v implantovanej oblasti po
dlhu dobu, okrem rizika odmietnutia alebo prenosu choroby. Alogénna kost’ vykazuje zniZzené
osteoinduk¢né vlastnosti a takéto Stepy maju riziko imunoreakcii a prenosu infekcii (4).
Alternativou ku kostnym Stepom je pouZitie Sirokej Skaly kostnych nahrad v podobe
biomaterialov (13). Hlavné stratégie pre reparaciu kosti predstavuju syntetické ndhrady, nosice
kombinované s ré6znymi aktivnymi molekulami, bunkova terapia, biomimetické vlaknité a
nevlaknité nahrady, bioaktivne polyméry, anorganické kompozity a pod. (1). Tento typ Stepu
bol skimany kvoli jeho vyhodam, ako je lahkd manipulécia, vel'’ka dostupnost’ tvarov a vel'kosti
a vel’kd rozmanitost’ zdrojov na jeho vyrobu. Okrem toho pouzitie aloplastickych biomateridlov
prispieva k znizeniu chirurgickej morbidity, absencie antigenicity a rizika prenosu ochorenia
(10).

V pripade kosti by mali byt materidly prednostne ako osteoinduktivne (schopné podporovat
diferenciaciu progenitorovych buniek po osteoblastickej linii), osteokonduktivne (podporovat’

rast kosti a podporovat’ vrastanie okolitej kosti) a schopné osteointegracie (integrovat’ sa do
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okolitej kosti). Idedlnym zékladnym predpokladom je, ze materidly budu v priebehu casu
resorbované a nahradené a v stlade s novo regenerovanym biologickym tkanivom tela (11). Pri
vyvoji alternativnych biomateridlov a ortopedickych implantatov treba brat’ do uvahy aj
mechanické vlastnosti, povrchové vlastnosti ako aj chemické vlastnosti materialu, aby co
najlepSie kopiroval biomechanické vlastnosti kosti a integraciu s nativnym tkanivom pri
zachovani jeho integrity poc¢as pozadovanej doby (8).

Cielom nasho vyskumu bolo in vivo sledovanie kompozitného biomateridlu CAS na proces
regeneracie kostného tkaniva. Zamerali sme sa na biokompatibilitu, biodegradaciu,
osteoindukciu a resorpciu materidlu na béaze fosforecnanu vépenatého obohatené¢ho

0 hemihydrat siranu vépenatého vo forme pasty na animalnom modeli ovce.

Material a metodika

Pouzili sme biomateriall CAS na baze fosforeCnanu vapenatého, ktory bol obohateny
0 hemihydrat siranu vépenatého. Pred aplikdciou do kostnych defektov sa zmes zmieSa s
vytvrdzovacou kvapalinou. Vzniknutd pasta sa nasledne aplikuje do vytvoreného defektu. In
Vivo testovanie biokompozitného materialu sme realizovali na 6 ovciach o vahe 50 — 80 kg vo
veku 2 — 2,5 roka. Chirurgicky zakrok je vykonany v celkovej anestézii. Na sedaciu oviec sme
pouzili intramuskuldrnu aplik4dciu butorphanolu (0,01 mg na kg Z. h.) v kombindcii s
medetomidinom (0,02 mg na kg Z. h.). Na intubaciu zvierata sa podava i.v. 2 ml ketaminu a
nasledne na udrZiavanie anestézy sa podava ketamin v malych mnozstvach. Za pomoci vitacky
s vrtakom o priemere 9 mm sa vyvita defekt so irkou 10 mm a hibkou 10 mm v proximalnej
epifyze l'avej holennej kosti. Do defektu sa aplikuje biocement pastovitej konzistencie, ktory sa
vymieSava asepticky kratko pred aplikaciou. Po 6 mesiacoch od aplikdcie sme vyhodnotili
vysledky makroskopicky, histologicky za pouzitia farbenia hematoxylin - eozin a pomocou
RTG a CT vysetrenia.

Vysledky

Makroskopicky sme pozorovali v mieste aplikacie biokompozitného cementu hladky povrch
kosti, uzavretie defektu kompaktnym kostnym tkanivom zhodnym s okolitym tkanivom.
Nepozorovali sme ziadnu zdpalova reakciu okolité¢ho tkaniva ani pozostatok biomateridlu.
Kostné tkanivo sme nasledne narezali. V mieste aplikdcie materialu sme po narezani kosti
sledovali ¢iasto€ne neresorbovany biomaterial, ktory bol pevne integrovany do okolitej kosti

bez makroskopicky viditel'nej zapalovej reakcie tkaniva. CT vySetrenie nam taktieZ poukazuje
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na integraciu biomaterialu do kosti a jeho prerastenie novym kostnym tkanivom na povrchu
kosti. Na histologickych preparatoch sme sledovali na okrajoch neresorbovaného materialu
formaciu vlaknitého kostného tkaniva s resorpénymi kanalmi, ako aj uz premenené vlaknité
kostné tkanivo na lamelarne kostné tkanivo s pritomnost’ou osteénov, osteogeneticky aktivnych
buniek a Haversovych kanalikov. Histologicky nebola pozorovana pritomnost zapalovych
buniek ¢o nasvedcuje, Ze regeneracia kostného tkaniva prebieha bez neziaducich reakcii
organizmu. Na zdklade histologicky preparatov mozeme zhodnotit, Ze pouzity material je
biokompatibilny s kostnym tkanivom, ked’Ze nedochadza k zapalovej reakcii organizmu, ma
priazniva bioaktivnu vlastnost’, co ndm dokazuje pevné spojenie s okolitym kostnym tkanivom.
Taktiez vykazuje aj osteokonduktivne a  osteoinduktivne vlastnosti a dobra

biodegradovatel'nost’.

Obr. 2 Vlavo: miesto vytvoreného defektu prerastené okosticou. Vpravo: RTG snimok umiestnenia defektu po

chirurgickom zakroku.

Obr. 3 CT snimok po 6 mesiacoch od chirurgického zakroku. VIavo: prierez proximalnej hlavice holennej

kosti. Vpravo pozdizny prierez holennej kosti.
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Diskusia

Cementy na baze fosforeCnanu véapenatého su ¢asto pouzivané na terapiu kostnych defektov,
vdaka ich podobnosti s kostnym hydroxyapatitom a vynikajicej biokompatibilite a
osteokonduktivite (2). Jednou z najdodlezitejSich charakteristik kalcium fosfatov je ich
schopnost’ tvorit’ sa in situ prostrednictvom reakcie rozpustania a vyzrazania pri telesnej teplote
(5). Této vlastnost’ dava vznik d’alSim prospesnym vlastnostiam ako je schopnost’ tvarovania
po zmieSani (7), vstrekovatelnost’, ktora umoziuje minimalne invazivnu aplikaciu (14) a
schopnost’ sluzit’ ako nosi¢ pre dodavanie lieciv a biologickych molekul (6).

V studii Zhao a kol. (15) pouzili kalcium fosfat obohateny o siran vapenaty impregnovany
antibiotikami u pacientov na lie¢bu chronickej osteomyelitidy. Uviedli, Ze skupina pacientov,
ktord bola liecend za pomoci tohto materidlu mala vysSiu mieru formacie nového kostného
tkaniva s nizkou mierou recidivy infekcie oproti skupine kde pouzili samotny siran vapenaty.
Podobne vysledky mali v §tadii Urban a kol. (12), kde porovnavali rychlost’ hojenia defektov
U psov za pouzitia biomateridlu na baze fosfore¢nanu vapenatého obohatené¢ho o siran vapenaty
(CaS04/CaP0s) a siran vapenaty. U skupiny psov kde bol pouzity CaSO4/CaPO4 biomaterial
(skupina A) doslo k vyrazne vyssej tvorbe nového kostného tkaniva a takisto aj vyssej odolnosti
kosti vo¢i mechanickym silam nez u skupiny, u ktorej bol pouzity samotny siran vapenaty
(skupina B). Pacientov sledovali po 13 a 26 tyzdiioch kedy u skupiny A bol stale ¢iastocne
pritomny neresorbovany biomaterial narozdiel od skupiny B, u ktorej doSlo k Uplnej resorpcii
biomaterialu uz v 13. tyzdni, ¢im doslo k vytvoreniu prazdnych dutin v defekte, €o je neziadlice
kvoli moznej infekcii a spomaleniu hojenia kosti. Takisto aj v nasej $tadii je po 6 mesiacoch
stale pritomnost’ biocementu a rychlost’ odburavania materialu je pomerna rychlosti prerastania
nového kostného tkaniva.

V ziadnej z tychto $tadii nebola zaznamenana patologickd reakcia organizmu na biomaterial,
rovnako ako aj v nasej Studii sme nezaznamenali zapalova reakciu organizmu ani vytvorenie
fibréznej kapsuly ¢i infiltratu tkaniva bunkami zépalovej reakcie. Preto moZeme povazovat
kalcium fosfat obohateny o hemihydrat siranu vapenatého za vysoko biokompatibilny a bez
schopnosti vyvolat’ zapalovu reakciu.

Resorpcia a degradacia biomaterialu pouzita v nasej $tadii bola Ciasto¢na, ¢o naznafuju aj
dalsie Stadie (9, 12, 15).

Rozne d’alSie Stadie biomateridlov na baze fosfore¢nanu vépenatého v kombinacii so siranom

vapenatym poukazuju na to, ze tieto biomaterialy podporuju adhéziu osteoblastov a
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mezenchymovych buniek a ich naslednt diferenciaciu a proliferaciu a podporuju tak hojenie

kostnych defektov.

Zaver

Defekty vyplnené biomateridlu na baze fosforeCnanu vapenatého obohateného o hemihydrat
siranu vapenatého vo forme pasty vykazovali dobru biokompatiblitu kosti s biomateridlom,
doslo k aktivacii osteoblastov a tvorbe novej vlaknitej kosti v okoli biomaterialu. Na okolitom
tkanive nebola pozorovana zépalova reakcia ani iné patomorfologické zmeny. Biodegradacia a
bioresorpcia materialu bola ¢iasto¢na a valce boli pevne zrastené v kostnom tkanive a bola
zachovand ich integritu. Biomateridl ma taktiez priaznivii bioaktivnu vlastnost, ¢o nam
dokazuje pevné spojenie s okolitou kostou z ¢oho mo6Zeme konstatovat, Ze tento materidl je

vysoko kompatibilny s kostnym tkanivom.
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Suhrn

Kombinovany typ hepatocelularneho a cholangiocelularneho karcindmu bol diagnostikovany u
13-ro¢ného psa plemena zlaty retriever. Z klinického hladiska bol pozorovany cely rad
neurologickych priznakov, prezentovany ataxiou, stratou citlivosti panvovych koncatin a
vymiznutim analneho reflexu. Pitevné vySetrenie preukédzalo pritomnost mnohopocetnych
nadorovych lozisk v parenchyme pecene spolu s vyskytom metastatickych lozisk zistenych
Vv sliznici tenkého creva. Nador z histologického hladiska pozostaval z typickych buniek
charakterizujucich tak hepatocelularny, ako aj cholangiocelularny karcindm. Vyskyt tohto typu
primarneho nddoru pecene je u psov extrémne zriedkavy.

KPucové slova: zmieSany hepatocelularny cholangiokarciném, pes

Summary

A combined type of hepatocellular and cholangiocellular carcinoma was diagnosed in a 13-
year-old golden retriever dog. From a clinical point of view, a whole set of neurological
symptoms was observed, presented by ataxia, loss of sensitivity of the pelvic limbs and
disappearance of the anal reflex. The autopsy showed the presence of multiple tumour foci in
the liver parenchyma with the occurrence of metastatic foci found in the area of the small
intestine. Histologically, the tumour consisted of typical cells characterizing both hepatocellular
and cholangiocellular carcinoma. The occurrence of this type of primary liver tumour is
extremely rare in dogs.

Key words: mixed hepatocellular cholangiocarcinoma, dog
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Uvod

Primarne karcindmy pecene su klasifikované ako hepatocelularne karcinomy, ak pritomné
neoplastické bunky pripominaji hepatocyty, alebo ako cholangiokarcinomy, ak nadorové
bunky tvoria Struktiry podobné bilidrnemu epitelu. AvSak novotvar s koexistenciou
neoplastickych populécii hepatocytov a cholangioidnych epitelovych buniek je definovany ako
zmieSany hepatocelularny cholangiokarcindm, hepatocholangiokarcindm alebo zmieSany
karcinom pecCene (6). Hepatocelularny cholangiokarcindm je zriedkavy primarny
hepatobiliarny nador u I'udi a psov. Ide o hepatalnu malignitu so signifikantnou histologickou
a biologickou heterogénnostou. Prezentuje sa agresivnejSim rastom a hor§im prezivanim
Vv porovnani so samotnym hepatocelularnym ¢i cholangiocelularnym karcindmom. Incidencia
cholangioceluldrnych karcinémov u psov je vSeobecne nizka, pricom predstavuje iba 1,8 az 2,0
% vsetkych primarnych hepatobiliarnych nadorov (7, 8). V klinickom obraze u postihnutych
jedincov prevlada anorexia, vomitus, hnacka, letargia a dychacie tazkosti. Na druhej strane sa
ojedinele moze jednat’ aj o nahodny nélez a to bez akychkol'vek klinickych priznakov (2).
Pokrocilé $tadid sa Siria metastdzovanim lymfogénnou cestou do lymfatickych uzlin a
vnutornych organov, pricom komplexné tdaje mozu chybat’, prave kvoli zriedkavosti vyskytu
tohto typu nadoru. Autori Maeda a kol. (3) popisuju v huménnej $tadii sedem pitevnych
pripadov s metastazami zistenymi v plicach, nadoblickach, slezine, peritoneu, koZi, kostiach,
mozgu a portalnych, hilarnych a supraklavikularnych lymfatickych uzlinach.

Makroskopicky su zvy€ajne pozorované po peceni roztrasené pocetné svetlejsie loziska rdzne;j
velkosti, prevazne so subkapsularnou lokalizaciou. Na ich povrchu sa nachddzaju centralne
preliacené miesta, tzv. ,rakovinové pupky®, ktoré su typickym makroskopickym znakom
cholangiocelularnych karcindmov. VSetky priméarne hepatobilidrne nadory mozno na zaklade
ich morfologie klasifikovat’ ako masivne, nodularne alebo diftizne typy (5). Lobektomia pecene
je prvou volbou pri vyskyte masivnych typov hepatobilidrnych nadorov. Nadory nodularneho
alebo difuzneho typu vSak nie st l'ahko pristupné chirurgickej excizii, preto maju horsiu
prognézu oproti nddorom masivneho typu. Z uvedené¢ho dovodu je pri neresekovatelnych
nadoroch masivneho, nodularneho alebo difizneho typu potrebné zvazit iné moznosti, ako je

chemoterapia (5).

Material a Metody
Historia pripadu

U 13-ro¢ného psa plemena zlaty retriever anamnestické tidaje uvadzali asi rok trvajlice
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problémy s chddzou, v zmysle ,,potacavej chodze panvovych koncatin. Avsak posledné dva

dni pred navstevou veterinarneho lekara boli pozorované klinické priznaky vo forme celkovej
slabosti a nezaujmu o okolie, ktoré sa na d’alsi deni zlepsili a pes nadviazal o¢ny kontakt
S majitel'om, stale vSak pretrvavala neochota k pohybu, navySe sprevddzand inapetenciou a
hnackou. Klinickym vySetrenim bola zistena strata citlivosti panvovych koncatin, ako aj
vymiznutie andlneho reflexu a celkova apatia. Na zéklade Zelania majitel'ov a po zhodnoteni
aktudlneho klinického stavu, bola vykonana eutanazia s néslednym pitevnym vySetrenim

a odobratim vzoriek na histologické vysetrenie.

Pitevny nalez

Najvyraznejsie patologické zmeny boli pozorované v parenchyme pecene vo forme pocetnych
Zltobielo sfarbenych nadorovych loZisk s nepravidelnou distribliciou a mékkou konzistenciou.
Na ich povrchu sa nachadzali centrdlne vpadnuté miesta (rakovinové pupky) (obrazok 1).

Loziskd podobného vzhladu boli pozorované aj v lamina propria mucosae jejunalnej Casti

tenkého Creva. Z uvedenych 1€zii boli odobraté vzorky na histologické vySetrenie.

Obr. 1 Svetlé nadorové loziska s preliaGenymi centrami (tzv. rakovinové pupky) roztrusené v parenchyme

pecéene (Zdroj: Karaffova, KaMD, UVLF Kosice)

Histologické vySetrenie

Odobraté vzorky z tkaniv, fixované v 10 % formaline, boli histologicky spracované rutinnou
laboratornou metodou a farbené prehladnym farbenim hematoxylin-eozin (HE). Vo vzorkach
tkaniva peCene boli pozorované¢ multifokalne, acindrne usporiadané loziska infiltrujuce

parenchym pecene, oddelené¢ kolagénnou stromou rdéznej hrubky. Loziskd pozostavali z
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neoplastickych hepatoidnych buniek s vel'kym mnozstvom eozinofilne sa farbiacej cytoplazmy
a bazofilne sa farbiacimi okrihlymi az polygonalnymi jadrami. V parenchyme pecene boli
pozorované aj nadorové loziskd s duktdlnym a acindrnym usporiadanim biliarneho epitelu
(obrazok 2). Rozdiel bol zaznamenany v zndmkach malignity, nakol’ko v hepatocelularnej
oblasti bola vyraznd anizocytéza a anizokary6za s obcasnou binukledciou, v porovnani s
cholangiocelularnou zloZkou charakterizovanou miernej$imi morfologickymi zmenami buniek
a jadier. V oboch pripadoch boli zaznamenané atypické mitézy. Lokalne boli zistené aj
pocetnejsSie starSie krvacaniny, charakteristické pritomnostou hrdzavohnedo sa farbiaceho
hemosiderinu deponovaného v makrofagoch (siderocyty, siderofagy). Histochemicky dokaz
hemosiderinu bol vykonany Perlsovou prusianovou modrou (diagnosticky kit), bezne
pouzivanou na detekciu pritomnosti modro sa farbiaceho Zeleza vo vzorkach tkaniv alebo
cytoplazme buniek (obrazok 3). Pouzitim Specidlneho farbenia Masson Trichrome (MT) bola
potvrdena pritomnost’ zeleno sa farbiacich kolagénovych vlakien (obrazok 4). Histologické
vzorky odobraté z oblasti nadorovych mas v tenkom ¢éreve (jejune) po ofarbeni hematoxylin-

eozinom odhalili histologicky obraz totozny s nalezom na peceni (obrazok 5).

“1pm S
e
Obr. 2 Nadorova proliferacia (A) v parenchyme  Obr. 3 Dokaz hemosiderinu (ZIta $ipka) s hyperémiou

pecene (B) (HE) pecene (Cierna Sipka) (Pearlsova prusianova modra)
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Obr. 4 Kolagénne vlakna stromy (Eervena $ipka) Obr. 5 Metastazy nadoru (Cerveny znak)

deliace parenchym pecene (Masson-Trichrém) v sliznici jejuna (HE)

Diskusia a zaver

U nami prezentovaného pacienta, napriek zavaznému klinickému stavu, ako aj patologicko-
morfologickému nalezu, neboli pozorované metastatické loziska typické pri tomto type nadoru
predilekéne v plicach ainych parenchymatéznych organoch. Naopak, boli najdené
metastatické loziska v jejunalnej Casti tenkého creva. Na druhej strane, pacient vykazoval cely
rad zavaznych neurologickych priznakov, ktoré zvicsa nie st pozorované u I'udi (4). Podobne
aj Javanbakht akol. (1) pri $tudiu podobnych pripadov popisal vyskyt neurologickych
priznakov U 12-ro€n¢ho psa plemena nemecky Spic v stvislosti s diagnostikovanim
hepatocelularneho cholangiokarcinomu. Avsak lokalizacia metastatickych opuzdrenych loZisk
bola len v plucnom parenchyme, kde casti postihnutych plucnych lalokov vykazovali
atelektazu. Histologicky nalez bol totozny s nami opisanym obrazom. V nasom pripade bol
histologickym vySetrenim potvrdeny zmieSany hepatocelularny cholangiokarcindm, ktorému
zodpovedal aj patologicko-morfologicky nalez na parenchyme pecene. Samotna diagnostika,
ako aj formy terapie tohto typu primarnych nadorov pecene, st nielen u l'udi, ale aj u psov

predmetom mnohych vyskumov.
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Suhrn

Fruktoza patri v si€asnosti medzi najCastejSie pouzivané sladidlo v potravinarskom priemysle.
Je lacnejSia a dvakrat sladSia ako glukéza. Denny prijem fruktdzy mnohondsobne prekracuje
odporti¢any denny limit ato predovSetkym u deti a dospievajucej mladeze. Dlhodoby
nadmerny prijem fruktdzy sposobuje obezitu, hypertenziu a inzulinovi rezistenciu. Okrem toho
pdsobi aj na rozne oblasti mozgu a tym ovplyviluje prijem potravy, ucenie, pamét, spravanie
a naladu. Bol dokazany vplyv fruktézy na proliferaciu neurénov, neurotransmisiu, synapticka
plasticitu a neurodegeneraciu. Presny mechanizmus tohto pdsobenia zatial’ nie je znamy, ale
predpokladé sa, ze fruktéza sposobuje chronicky zédpal a zvySuje tvorbu reaktivnych foriem
kyslika, ktoré spdsobuju oxidacny stres a nasledné poskodenie citlivych bunkovych organel
predovsetkym mitochondrii.

KPuacové slova: ruktoza, metabolicky syndrém, chronicky zapal, depresia, uzkost’

Summary

Fructose is one of the most commonly used sweeteners in the food industry today. It is cheaper
and twice as sweet as glucose. The daily intake of fructose exceeds the recommended daily
limit many times over, especially in children and adolescents. Long-term excessive intake of
fructose causes obesity, hypertension and insulin resistance. In addition, it also affects various
areas of the brain, thereby affecting food intake, learning, memory, behaviour and mood.
Fructose has been shown to affect neuronal proliferation, neurotransmission, synaptic plasticity
and neurodegeneration. The exact mechanism of these effects is not yet known, but fructose is

thought to cause chronic inflammation and increase the production of reactive oxygen species,
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which cause oxidative stress and subsequent damage to sensitive cellular organelles,
particularly mitochondria.

Key words: fructose, metabolic syndrome, chronic inflammation, depression, anxiety

Prehl’ad

Metabolicky syndrém je v sucasnosti populaéne velmi rozSirena porucha vyuzivania a
skladovania energie, zahfnajica visceralnu obezitu, dyslipidémiu, arteridlnu hypertenziu a
zhorsenu glukézovu toleranciu v désledku inzulinovej rezistencie. Postihnutych je priblizne 20
— 25 % dospelej svetovej populéacie. Metabolicky syndrom je vyznamnym rizikovym faktorom
pre rozvoj cukrovky 2. typu a kardiovaskularnych ochoreni. Coraz ¢astejsie sa viak spaja aj s
rozvojom psychiatrickych poriach (25). Epidemiologické Studie odhalili suvislost’ medzi
obezitou a depresiou (21). Zistilo sa, Ze obezita zvySuje riziko depresie a depresia je prediktivna
pre rozvoj obezity. Podobne obezita suvisi s izkostnymi poruchami, hoci povaha tohto spojenia
je menej jasnd (10). Metabolicky syndrom je spojeny aj s poruchami kognitivnych funkcii
uludi (31). Podla Murphyho a Mercera (22) boli pozorované anxiogénne aj anxiolytické
ucinky u hlodavcov vystavenych potrave s vysokym obsahom tukov a/alebo cukrov. Souza a
kol. (26) zistili spravanie podobné tuzkosti u samcov potkanov Wistar konzumujucich stravu
obohatenu o sachar6zu a Anderson a kol. (3) pozorovali vacsiu uzkost’ u potkanov kfmenych

vysokotucnou/vysokofruktozovou diétou.
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Potrava je nevyhnutnd pre spravne fungovanie organizmu, avsak nadbytok niektorych zloziek
najma fruktdzy, ktora je v poslednych rokoch hojne konzumovana, vedie k skodlivym uc¢inkom
na zdravie.

Fruktéza sa v sucasnosti povazuje za vel'mi nebezpecny faktor, ktory negativne ovplyviiuje
I'udské zdravie (19). Tento monosacharid, tiez zndmy ako ovocny cukor, je dvakrat sladsi ako
glukéza a zvykol sa konzumovat vo vyvdzenom pomere fruktézy ku glukoze spolu s vlakninou,
vitaminmi a minerdlmi pritomnymi v ovoci. V zdpadnej strave sa vSak pouZziva stale vacsie
mnozstvo volnej fruktézy, priCom niektoré nealkoholické napoje obsahuju dokonca
dvojnasobné mnozstvo fruktdzy v porovnani s glukézou (28). Spolu so zvySenou spotrebou
fruktozy neustale stipa aj prevalencia metabolickych ochoreni, akymi su obezita a diabetes 2.
typu. Zistilo sa, Ze strava s vysokym obsahom fruktézy sposobuje oxidacny stres, zniZenu
gluk6zova toleranciu, inzulinovi rezistenciu a hypertenziu (1, 33). Okrem toho sa ukazalo, ze
zvySenie spotreby fruktézy ovplyviuje funkciu neurénov a horménov, ktoré regulujia chut’ do
jedla (16).

Fruktoza sa v Creve transportuje do enterocytu prostrednictvom Specifického frukt6zového
transportéra GLUTS nezavisle od hydrolyzy ATP a absorpcie sodika. Po vstupe do enterocytu
sa fruktoza transportuje do krvného obehu prostrednictvom transportéra GLUT2 (8). Pokial ide
o metabolizmus frukt6zy v ¢reve, enteroendokrinné bunky po detekcii fruktdzy v creve aktivuju
kaskadu endokrinnych udalosti. Lumindlna fruktéza stimuluje najmi sekréciu I'udského
polypeptidu Y, cholecystokininu, neurotenzinu (14) a serotoninu sekre¢nymi crevnymi
bunkami (2). Dysfunkcia pecene sa moZze konzumadciou fruktézy zhorsit, pretoze fruktoza sa
metabolizuje najma v peceni, kde sa meni na mastné kyseliny, ktoré sa mozu dostat’ do mozgu
a roz8irit zapalovl reakciu zacati na periférii (12). Fruktéza sa metabolizuje v peceni
prostrednictvom fruktolyzy a medzi primarne metabolity a vedl'ajSie produkty patria glukoza,
laktat, triglyceridy, voI'né mastné kyseliny, kyselina mocové a metylglyoxal. GLUTS je Siroko
exprimovany v tukovom tkanive, oblickach, kostrovom svalstve, semennikoch a mozgu (13),
ktoré by sa tiez mohli podiel'at’ na metabolizme fruktozy.

Nadmerna akumulacia lipidov vyvolana fruktézou v hepatocytoch moéze tiez narusit’ funkciu
mitochondrii (9) zvysit’ Groven oxidacného stresu a zapalu (2). Katabolizmus fruktozy v peceni
sposobuje rychle vyCerpanie ATP a uvolnenie kyseliny mocovej do systémového obehu, o
vedie k hyperurikémii (13). V situaciach vysokej spotreby fruktozy oxidacny stres podporovany
akumulaciou kyseliny mocovej spusta zapalovu reakciu v pecenovych a extrahepatalnych

tkanivéach, o spdsobuje zapal a akumulaciu lipidov (18). Kyselina mo¢ova moze poSkodzovat’
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mozog, ¢o sa prejavuje u pacientov s Alzheimerovou a Parkinsonovou chorobou, u ktorych
kyselina mocova pdsobi ako rizikovy faktor progresie ochorenia a mozny marker kognitivnej
dysfunkcie (27). Oxidacny stres vyvolany peroxidéaciou lipidov spdsobuje poskodenie DNA a
aktivuje zapalové faktory, ktoré vedu k poSkodeniu buniek (32).

Fruktéoza ma prooxidacné a prozapalové vlastnosti. Indukuje tvorbu volnych radikélov a
znizuje neenzymatick a/alebo enzymatickii ochranu proti tymto reaktivnym zluceninam.
Rovnako zvysuje aktivitu transkripéného faktora NF-«B a nasledne produkciu prozapalovych

cytokinov (23).

Appetite and food intake
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Zdroj: Spagnuolo et al. Sweet but Bitter: Focus on Fructose Impact on Brain Function in Rodent
Models. Nutrients. 2020 Dec 22;13(1):1.

Zapalové reakcie vyvolané nadmernou konzuméciou fruktdézy boli zdokumentované v
periférnych tkanivach, najméa v peceni, svaloch a obli¢kach (5, 34), a v poslednych rokoch sa
pozornost’ sustred’uje aj na schopnost’ tohto cukru vyvolavat’ neurozapal (20, 4). Ukdzalo sa, ze
konzumacia fruktozy vyvolava psychicky stres prostrednictvom zapalového mechanizmu (6).
Kfmenie fruktézou pocas 4 tyzdinov vyvolalo zvySenu expresiu prozapalovych mediatorovych
génov interleukinu (IL)-1p, IL-6 a tumor nekrotizujuceho faktora TNF-alfa spolu s Toll-like
receptorom 4 (TLR4), myeloidnym diferenciaénym faktorom 88 a NF-kB v hypotalame
potkanov (15).
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Prozapalovy uc¢inok frukt6zy bol dokdzany aj v inych oblastiach mozgu. Nadmerné konzumacia
fruktozového sirupu mala $kodlivé u€inky na funkciu hipokampu a spdsobila neurozapal v CNS
pocas dospievania (11). Je potrebné poznamenat, ze kimenie fruktézou vyvolalo aktivaciu
mikroglie v hipokampe prostrednictvom stimulacie signalizacie TLR4/NF-kB, ¢o viedlo k
zniZeniu neurogenézy v gyrus dentatus u mysi (30). Djordjevic a kol. (7) uviedli, ze dlhodoba
konzumacia 10 % roztoku fruktozy vyvolala zvySenie IL-6 bez zmeny v aktivacii NF-kB, zatial’
¢o u potkanov pijucich 60 % roztok fruktézy sa zistilo vyznamné zvySenie NF-kB, hoci
analyzované cytokiny sa nezmenili.

Nadmerna konzumacia fruktézy modze ovplyvnit' kognitivne funkcie a vyvolavat’ zmeny v
spravani. Stadie ukazali, e hlodavce kimené stravou s vysokym obsahom fruktozy maju
poruchy pamiti alebo prejavuju uzkostné spravanie (17, 29). Diéta s vysokym obsahom
fruktézy pocas periadolescentného vyvoja zvysSuje depresivne spravanie a remodeluje

hypotalamicky transkriptém u samcov potkanov (11, 24).
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POZITIVNY UCINOK VZDIALENEHO KONDICIONOVANIA NA
VELKOST INFARKTU A POSKODENIE PEUC V PRITOMNOSTI
HYPER-ZAPALOVEJ REAKCIE

BENEFICIAL EFFECT OF REMOTE CONDITIONING ON THE INFARCT
SIZE AND LUNGS INJURY DURING THE HYPER-INFLAMMATORY
RESPONSE
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Suhrn

Mozgova prihoda predstavuje druhu najcastejSiu pri¢inu smrti a zdravotného postihnutia vo
svete. Pri ochoreni COVID-19 dochadza k uvolneniu pro-zapalovych cytokinov veducich
K ovplyvneniu koagulacnych parametrov, ¢o predstavuje nie len zvySené riziko vzniku trombu
anasledného upchatia cievy v mozgu, ale aj zhorSenu lieCbu tohto akutneho ochorenia.
Vzdialené kondicionovanie sa ukazuje ako vhodna terapia pri lieCbe viacerych patologickych
stavov. V sucasnej praci sme zistovali uc¢innost’ tejto terapie v redukeii infarktu a poskodenia
pltic v podmienkach hyper-zapalovej reakcie pritomnej pri ochoreni COVID-19, ako aj
mnohych inych virusovych, bakteridlnych a autoimunitnych chorobach. Pozorovali sme
pozitivny efekt vzdialeného kondicionovania vo vytvoreni zvySenej obrany mozgu a rovnako
aj pluc, ¢oho vysledkom bolo zniZenie velkosti infarktu a poSkodenia plic v porovnani
s nelieCenymi zvieratami. Vysledky tejto prace potvrdili G€innost’ vzdialeného kondicionovania
vV budovani obrany organov vo¢i patologickym stavom, a to aj v pritomnosti hyper-zapalovej
reakcie.

KPacové slova: vzdialené kondicionovanie, ischémia mozgu, lipopolysacharid, poskodenie

plc
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Summary

Stroke is the second leading cause of death and disability in the world. In COVID-19 disease,
released pro-inflammatory cytokines lead to the coagulopathy, which represents an increased
risk of thrombus formation and subsequent occlusion of a blood vessel in the brain, as well as
impaired treatment of this acute disease. Remote conditioning represents a suitable therapy in
the treatment of several pathological conditions. In this study, we investigated the effectiveness
of this therapy in the reduction of infarct size and lungs injury during hyper-inflammatory
response presented in COVID-19, as well as many other viral, bacterial and autoimmune
diseases. We observed a positive effect of remote conditioning in the induction of increased
defense of brain and lungs, resulting in a reduction of infarct size and lungs injury compared to
untreated animals. The results of this work confirmed the effectiveness of remote conditioning
in the induction of organs defense against pathological conditions, even in the presence of a
hyper-inflammatory reaction.

Key words: remote conditioning, stroke, lipopolysacharide, lungs injury

Uvod

V roku 2019 predstavovala mozgova prihoda druht najcastejSiu pri¢inu smrti a zdravotného
postihnutia v celosvetovom meradle (3). NavySe, s prichodom pandémie COVID-19 sa
incidencia a mortalita tohto akutneho ochorenia nad’alej zvysuje (7). U infikovanych pacientov
dochadza okrem poSkodenia pl'ic k vyraznému ovplyvneniu koagulacie v dosledku uvolnenia
pro-zépalovych cytokinov a vzniku tzv. cytokinovej burky. Koagulopatia u tychto pacientov
moze viest’ ku tromboembolickym komplikaciam, ako je napriklad mozgova prihoda, trombdza
periférnych artérii, trombdza hlbokych Zil, plicna embdlia, infarkt myokardu a iné (4).
ZhorSenie koagulaénych parametrov navySe komplikuje UCinnost’ jedinej sucasnej liecby
mozgovej prihody, a to podanie aktivatora plazminogénu na rozpustenie krvnej zrazeniny.
Vzdialené kondicionovanie (RIC) koncatiny preukazuje v poslednych rokoch vysoky potenciél
v protekcii mozgu a inych organov voci patologickym podmienkam. Ide o aplikaciu kratkych,
subletalnych epizod ischémie koncatiny pred (pre-kondicioning), pocas (per-kondicioning)
alebo po (post-kondicioning) letalnej ischémii vzdialeného organu (1). Ide o neinvazivny,
bezpecny a lacny terapeuticky pristup, lahko aplikovatelny v klinickej praxi.

NasSe vysledky potvrdili efektivitu vzdialeného kondicionovania v redukcii infarktu na
experimentalnom modeli navodenia fokalnej ischémie (2). Rovnako bol pozorovany pozitivny

efekt kondicionovania na systémovy zapal, redukciu pro-zapalovych cytokinov a uvolfiovanie
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proti-zapalovych (5). Ciel'om tejto Stidie bolo zistit’ u¢innost’ RIC na redukciu vel’kosti infarktu
a poskodenia pl'tc v hyper-zapalovych podmienkach, typickych pre COVID-19, ako aj iné

virusové, bakterialne a autoimunitné ochorenia.

Material a metody
Priznaky ochorenia COVID-19 sme simulovali intratrachedlnym podanim lipopolysacharidu
(LPS) (2,5mg/kg). Fokalnu ischémiu mozgu sme navodili 24 hodin po podani LPS (v Case
plného vyvinu zapalu) zavedenim filamentu do oblasti strednej mozgovej tepny. Vzdialené
kondicionovanie sme aplikovali pouzitim elastického $krtidla, ¢im sme zamedzili prisun krvi
do pravej zadnej koncatiny v troch cykloch po dobu piatich mintt. Zvierata boli rozdelené do
piatich skupin:
e Kontrolna skupina — intaktné skupina
e LPS24h — zvierata s podanim LPS a prezivanim 24 hodin
e LPS48h - zvierata s podanim LPS a prezivanim 48 hodin
e Non-tolerant — zvierata s navodenim ischémie mozgu po 24 hodinach od podania LPS
a prezivanim 48 hodin
e RIPre-C — pre-kondicionované zvieratd s navodenim ischémie mozgu po 24 hodinach
od podania LPS a prezivanim 48 hodin
e RIPost-C — post-kondicionované zvieratd s navodenim ischémie mozgu po 24 hodinach
od podania LPS a prezivanim 48 hodin
LCavy lalok pl'ic bol fixovany v 10% formaline, pokrdjany na 5 pm hrubé rezy. Na zaklade
farbenia hematoxylin-eozin sme pozorovali rozsah poskodenia uréenim hribky alveolarnych
stien. Izolovany mozog bol pokrdjany na rezy s hrubkou 2 mm. Velkost' infarktu sme

stanovovali na zdklade TTC farbenia ur¢enim objemu bielo sfarbenej plochy tkaniva.

Vysledky

Zhrubnutie alveolarnych stien predstavuje typicky znak poskodenia pl'ic. Po 48 hodinach od
podania LPS sme pozorovali zhrubnutie stien alveol takmer 0 15% v porovnani s kontrolnymi
zvieratami (Obr. 1 A B). Rovnaké poskodenie pl'ic sme pozorovali u netolerantnych zvierat
s navodenou ischémiou mozgu (Obr. 1 C D). Kondicionovanie aplikované pred a rovnako aj po

ischémii viedlo k redukcii hrubnutia alveolarnych stien pl'ic (Obr. 1 C D).
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Pozitivny efekt kondicionovania v hyper-zapalovych podmienkach sme pozorovali aj pri
redukcii objemu infarktu. Post-kondicionovanie viedlo Kk znizeniu poskodenia mozgu
0 polovicu v porovnani s netolerantnymi zvieratami (Obr. 1 E F).
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Obr. 1 Uginok vzdialeného kondicionovania na podkodenie pliic a velkost' infarktu v pritomnosti hyper-
zépalovej reakcie. A) H&E farbenie pluc 24 a 48 hodin po podani LPS. Mierka: 100 um. B) Grafické
vyhodnotenie zhrubnutia stien alveol pl'ic po podani LPS. C) H&E farbenie plic pre-kondicionovanych (RIPre-
C), post-kondicionovanych (RIPost-C) a netolerantnych (Non-tolerant) zvierat s navodenou ischémiou mozgu po
24 hodinach od podania LPS a prezivanim 48 hodin. Mierka: 100 um. D) Grafické vyhodnotenie zhrubnutia
stien alveol pl'ic u nelie¢enych a kondicionovanych zvierat E) Reprezenta¢né obrazky rezov mozgu po TTC
farbeni zobrazujucom velkost’ infarktu (biele sfarbenie) u pre-kondicionovanych (RIPre-C), post-
kondicionovanych (RIPost-C) a netolerantnych (Non-tolerant) zvierat s navodenou ischémiou mozgu po 24
hodinéach od podania LPS a prezivanim 48 hodin. F) Objem infarktu (%). Vysledky su vyjadrené ako Priemer +
SD. * p <0.05, *** p < 0.001.

Diskusia

Vzdialené kondicionovanie vedie k celosystémovej obrane organizmu voci patologickym
podmienkam. V tejto praci sme dokazali uc¢innost’ kondicionovania v redukcii ischemického
poskodenia mozgu v podmienkach hyper-zapalovej reakcie. NavySe sme pozorovali zniZenie
poskodenia pl'ic vyvolaného zépalovou reakciou. Viacero prac poukazuje na pozitivny efekt
kondicionovania v utlmeni zapalovych procesov, ato najmi v potlaceni uvolfiovania pro-
zépalovych cytokinov zodpovednych za aktivaciu imunitnych buniek a ich mobilizaciu v
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mieste vzniku zépalu (5). Pri poSkodeni plic zohravaji ulohu prave neutrofily, ktoré sa
infiltruji do tkaniva, kde produkuju ROS, granuldrne enzymy, NETS a d’alSie pro-zépalové
cytokiny, ¢im sa zapalovy proces nad’alej zintenziviiuje a tkanivo pluc poskodzuje (6).
Znizenym uvolnovanim pro-zapalovych cytokinov pri kondicionovani je pravdepodobne
akumulécia neutrofilov v pltcach regulovana, ¢o sa prejavi na redukcii ich poskodenia.
Spravnou reguldciou systémového zapalu indukovaného podanim LPS su zrejme vytvorené

vhodné podmienky u kondicionovanych zvierat aj pri redukcii infarktu.

Zaver

Vzdialené kondicionovanie predstavuje komplexni ochranu celého organizmu voci
patologickym podmienkam. Jeho protektivnu schopnost’ sme dokazali aj v podmienkach hyper-
zapalovej reakcie, o zvySuje moznost’ jeho vyuzitia aj pri mnohych virusovych, bakteridlnych
a autoimunitnych ochoreniach, pre ktoré je vznik systémového zdpalu a cytokinovej burky

typické.
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Suhrn

Zavadzanie novych, progresivnych opera¢nych technik a metdd regeneracie kostného tkaniva
vyzaduje pre-klinické testovanie na animalnych modeloch. Svina domaca je idedlnym
kandidatom v pre-klinickom testovani novych operacnych technik a biomateridlov kvoli
najblizSej podobnosti s Clovekom. V naSej praci poukazujeme na opodstatnenie animalneho
pokusu na svini domacej v regenera¢nej medicine dlhych kosti.

KPacové slova: biomaterialy, biomedicina, kosti, regeneracia, svifia domaca

Summary

The introduction of new, progressive surgical techniques and methods of bone tissue
regeneration requires pre-clinical testing on animal models. The domestic pig is an ideal
candidate for pre-clinical testing of new surgical techniques and biomaterials due to its closest
resemblance to humans. In our work, we point out the justification of an animal experiment on
a domestic pig in the regenerative medicine of long bones.

Key words: biomaterials, biomedicine, bones, regeneration, swine
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Uvod

Pouzivanie animalnych (quadrupedalnych) modelov v aplikovanom vyskume je
nevyhnutnostou pre pokrok modernej mediciny a k pochopeniu komplexnych reakcii
organizmu na prisluSny exogénny stimul (8, 12). Medzi zdkladné kritérium pre vyber
najvhodnejSieho animélneho modelu by nemali byt nizka cena a 'ahkd manipulacia, ale ¢o
najvacsia morfologicka, genetickd a fyziologicka pribuznost’ s ¢lovekom (2, 7, 10). Aj napriek
tomu, Ze neexistuje ziaden idealny model pre vSetky oblasti aplikovaného vyskumu, je prave
svina domaca (Sus scrofa domestica) jednym z najCastejSie pouzivanym biomodelom v
biomedicinskom vyskume kvoli svojej vyraznej morfologickej a fyziologickej podobnosti
s ¢lovekom (2). Vécsie druhy zvierat, ako je svina domadca, ovca, koza a primaty st lepSimi
prediktormi reakcii organizmu ako st napriklad hlodavce. U tychto druhov zvierat je d’alSou
vyhodou ich zivotnost’ (dlhovekost’), ¢o umoziuje aj niekol'’koro¢né sledovanie fyziologicky

alebo patologickych procesov organizmu experimentalnych zvierat (15).

Sviiia domaca ako biomodel

Svila domdéca sa v stcasnosti pouziva vo vSetkych smeroch vyskumu kosti, najmad v
problematike postovariohysterektomickej redukcie kostnej hmoty, starnuti, efekte réznych
liekov, homeostazy vapnika, hojenia zlomenin, regenera¢nej mediciny a mechanického
testovania kosti (2). Sviila domaca bola Studovand ako biomodel regeneracie réznych kosti tela
ako su kosti kalvarie, tvare, dlhé kosti koncatin (stehnova kost’, holenna kost’, vretenna kost),
chrbtica a hrudna kost’ (1, 6, 13, 16, 17, 18). Z hl'adiska existencie viacerych plemien v ramci
druhu je nutné podotknut’, Ze podla niektorych autorov nie je odporucané vyuzitie klasickych
plemien oSipanych v regeneracnej medicine kostného tkaniva z dovodu rychleho rastu a tazkej
vahy (8). Pre tento ucel je odporacané vyuzivanie Specidlne vyslachtenych miniprasiat ako s
Gottingenske prasiatka, Yucatdn a Hanford (4). Klasické plemend sviii ako Biela uslachtila,
Yorkshire alebo Landras a ich krizence st stile vyuzivané v regeneracnej medicine kostného
tkaniva (9, 17). Jednou z vyziev pri pouzivani zvieracich modelov pre transla¢ny vyskum je
definicia ekvivalencie veku. Vek je mozné definovat v niekolkych mierkach vratane
chronologického veku, sexudlneho veku a veku kostry (3). Je vSeobecne zname, Ze zvierata
dospievaju rychlejsia ako 'udia. Mnoho plemien svin dosahuje pohlavnu dospelost’ vo veku 4,5
— 6 mesiacov (14). Vo vSeobecnosti, je popisané, ze svine vo veku 6 — 18 mesiacov sa povazuju
za dospelé a mozno ich vyuzit ako vhodny model v regenera¢nej medicine kostného tkaniva

(11).
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Vyuzitie holenej kosti svine domacej v regenera¢nej medicine

Holenna kost’ svine domécej bola a je intenzivne vyuzivana ako modelova kost’ pre sledovanie
regeneracného potencidlu réznych typov biomateridlov a allograftov (5, 6, 9, 19). V
nasledovnych tadiach boli pouzité klasické plemena svine domacej, ale aj miniprasata. Stadia
vykonana Yilmaz a kol. (19), ktoru realizovali na blizSie neSpecifikovanych 8 mesa¢nych 60
kg sviniach pocas 12. tyzdiov priniesla vyborné vysledky ohl'adom regeneracného potencialu
3 - trikalcium fosfatového materidlu v kombindacii s trombocytmi bohatymi na fibrin (PRF).
Materidl bol aplikovany do 5x5 mm cirkularnych defektov holennej kosti. Autori zistili, Ze
kombin4cia trombocytmi bohatymi na fibrin a 8 - trikalcium fosfdtového materialu urychl'uje
hojenie kosti. V histologickom obraze je mozné pozorovat’ ovela vacsiu produkciu zrelej
novovytvorenej kosti, ako ked’ sa aplikuje material samostatne. Biodegradéacia materidlu bola
uplna a nebolo mozné pozorovat’ jeho rezidua. Rovnako tak, autori pozorovali vac¢si vyskyt
krvnych ciev. V §tadii realizovanej Pek a kol. (9) boli pouzité svine plemena Yorkshire x
Landras. Vek tychto oSipanych tato $tadia neuvadza, ale na zaklade preStudovanie radiogramov
usudzujeme, Ze sa jednalo o dospievajice az dospelé svine. Experimentalnym zvieratdm bol
vytvoreny segmentalny 2x1 cm defekt, ktory bol nasledné vyplneny kolagén-apatitom.
Koncatiny boli nasledne stabilizované fixacnym osteosyntetickym zariadenim. Zvierata
prezivali 3 — 6 mesiacov. Na zéklade vySetreni pocitacovou tomografiou (CT), meranim denzity
kostného tkaniva a klasickou histologickou technikou bolo zistené, ze kolagén-apatit stimuloval
osteogenézu. Zhustenie kostného tkaniva v mieste defektu bolo pozorované uz 3 mesiace po
operacii a pokracovalo do 6. mesiaca. Kost' v mieste defektu dosahovala takmer podobnt
hustotu (1,15 + 0,22 g/cm®), ako neposkodena kost’ (1,24 £ 0,23 g/cm?®). Obraz kostného tkaniva
prezentoval rozsiahlu osteoblasticku a osteoklastickll aktivitu indikujiicu proces remodelacie.
V kostnom defekte, ktory nebol vyplneny materidlom bolo pozorované iba vldknité kostné
tkanivo. Tieto dve prace sa zaoberali aplikaciou biomaterialu u relativne dospelych velkych
plemien oSipanych. Na zédklade predlozenych vysledkov je mozné konStatovat vyborny
regenera¢ny potencial oboch materidlov. V $tadidch neboli spominané ziadne komplikécie
pocas operacii a ani po operacii. Miniprasata Yucatan (n=8) boli vyuzité v jednej zaujimave;j
Studii Studujucej vplyv vaskularizovaného kostného autograftu (VKA). VKA bol umiestneny
do vopred vytvoreného velkého 3,5 cm segmentalneho defektu diafyzy holennej kosti. V praci
bola vyuzitd aj kontrolna skupina kde VKA bol zaslepeny. Zvieratd prezivali 16 tyzdnov a po
uplynuti tejto doby bolo vykonané CT vySetrenie a histologickd analyza. Po operacii vSetky

zvierata zat'azovali postihnuta koncatinu, aj napriek vel'kosti kostného defektu. Kostné tkanivo
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premostilo lomné okraje autograftu, obsahovalo vysSie mnozstvo osteoidu a podliehalo
mineralizécii (6). Dospelym Gottingenskym prasiatkdm (vek 20 — 28 mesiacov) vaziacim 24 —
32 kg boli vytvorené 11x25 mm defekty v oblasti proximalnej epifyzy holennej kosti. Defekty
boli vyplnené autografom, kombinaciou kalcium fosfatovych granul s bunkami kostnej drene a
plazmou bohatou na trombocyty, kalcium fosfatovych granil a bunkami kostnej drene alebo
samotnymi kalcium fosfdtovymi granulami. Po 6 tyzdiiovom prezivani boli kosti analyzované
pocitacovou tomografiou a histologiou. Na zdklade pocitacovej tomografie a histologie
najlepSie vysledky boli dosiahnuté pouzitim kombinacie kalcium fosfatovych granul
obohatenych bunkami kostnej drene a plazmou bohatou na trombocyty. Tato kombindcia
vyrazne viedla k vysSej tvorbe novej kosti v mieste defektu bez ziadnych prejavov zapalu. Tato
Studia vyborne demonstruje moznosti liecby kostnych defektov vahonosnych kosti ako je v
tomto pripade holenna kost. Biomateridl obohateny bunkami a rastovymi faktormi vyborne
stimuloval osteogenézu. V tejto praci neboli poskytnuté udaje o komplikaciach pocas a po

zakroku (5).

Obr. 1 Umiestnenie tibialneho $tepu (1) do segmentalneho defektu holennej kosti prijemcu (3, 4). Na obrazku je
vidiet’ aj cievne stopky darcu a prijemcu (2, 5). Zdroj: Kotsougiani a kol. (2018) (6).

Zaver

Z hladiska procesu regeneracie neboli zistené takmer ziadne rozdiely v kvalite novovytvorenej
kosti. Studie, ktoré vyuzivali aj totozny material t.j. kalcium fosfitovy mineral preukézali
vyborné osteoindukéné a osteokonduktivne vlastnosti biomateridlu a jeho takmer Uplnu az
uplnua biodegradaciu u oboch typov svin (miniprasata a klasické svine). Miesto defektu bolo u
oboch typov svin v oblasti holennej kosti. Na druhej strane, je samozrejme lepSie pouzivat’

miniprasatd bertic do ivahy lepSiu manipulaciu, fixaciu a nizsiu spotrebu lieciv a materialu.
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Avsak, podl'a porovnania tychto Studii by velkost' animélneho nemala byt limitujuca pre
vykonanie zakroku a o¢akavanie sl'ubnych vysledkov. Pomery hmotnosti, vysky a zat'azovania
koncatin su v oboch pripadoch pravdepodobne rovnaké. Zlyhanie a vyskyt periopera¢nych a
postoperacnych komplikacii moze suvisiet najmd s nevhodnym algoritmom opera¢ného
zakroku, vyberom materidlu, nespravnou technoldgiou chovu zvierat, tzkou pribuzenskou

plemenitbou a nespravnou vol'bou plemena.
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MORFOLOGICKA ANALYZA MOZGU OBEZNEHO POTKANA PO
PODANI SEKRETOMU KRVNYCH BUNIEK STIMULOVANYCH
VZDIALENYM KONDICIONOVANIM

MORPHOLOGICAL ANALYSIS OF BRAIN OF OBESE RAT FOLLOWING
ADMINISTRATION OF BLOOD CELL-DERIVED SECRETOME
STIMULATED BY REMOTE CONDITIONING

Klaudia Kotorova, Jana Koncekova, Miroslav Gottlieb, Petra Bonova
Neurobiologicky ustav Biomedicinskeho centra SAV, v.v.i., KoSice, Slovensko
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Suhrn

Sekretomy predstavuju novy smer v oblasti regenerativnej mediciny. Tato terapia je zaloZena
na parakrinnej signalizacii bioaktivnych faktorov, ktoré st vylucované bunkami do
extracelularneho prostredia. V nasej stadii sme vyuzili sekretom krvnych elementov od stihlych
potkanov stimulovanych vzdialenym kondicionovanim na terapiu ischemickej cievnej
mozgovej prihody u obéznych jedincov. Zamerali sme sa na morfologickli analyzu mozgu
obéznych potkanov s cielom vizualne verifikovat’ rozsah ischemického poskodenia a stanovit’
percentualne zastipenie ischémiou poskodenych buniek v oblasti penumbry pred a po aplikacii
tolerantného sekretomu.

KPucové slova: sekretom, krvné elementy, vzdialené kondicionovanie, neuroprotekcia, obezita

Summary
Secretomes represents a new direction in the field of regenerative medicine. This therapy is
based on paracrine signalling of bioactive factors that are secreted by cells into the extracellular
environment. In our study, we used the blood cell-derived secretome from remote ischemic
conditioned-lean and healthy rats for the therapy of obese individuals with ischemic stroke. We
focused on the morphological analysis of the brains of obese rats to visually verify the extent
of ischemic damage and determine the percentage of ischemia-damaged cells in the penumbra
region before and after tolerant secretome administration.
Key words: secretome, blood elements, remote conditioning, neuroprotection, obesity
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Uvod

V oblasti regenerativnej mediciny sa za posledné desatrocie osvedcila stratégia vyuzivajica
kmeniové bunky na opravu poskodenych tkaniv (1). Nedavne vyskumy vSak ukazali, Ze
bunkové médium z kultir kmenovych buniek méze produkovat pozitivne uc¢inky vd’aka
sekrécii roznych faktorov. Tuto komplexnt zmes roznych bioaktivnych faktorov, ktoré bunky
uvol'niuju do extracelularneho prostredia oznacujeme ako sekretom. Produkciu tychto faktorov
zabezpecuju rézne typy buniek, vratané krvnych elementov. Ich vyhodou je, ze dokdzu
prekonat’ obmedzenia spojené s bunkovou terapiou, ako je napriklad neziaduca diferenciacia
implantovanych buniek. Vd’aka tymto biologickym a logistickym vyhoddm sa podavanie
sekretobmov povazuje za novy terapeuticky pristup pri liecbe mnohych akutnych stavov, vratane
cievnej mozgovej prihody (CMP) (2). Sekréciu jednotlivych bioaktivnych faktorov (cytokiny,
chemokiny, rastové faktory) moéZeme navodit’ tzv. vzdialenym kondicionovanim (RIC). Hoci
sa ukazalo, ze fenomén RIC zlepsuje klinické vysledky u pacientov s CMP, existuji faktory
(vek, pohlavie, obezita), ktoré znizuji az eliminuji neuroprotektivny efekt RIC (3). Preto sme
sa v nasej Studii zamerali na koncept vyuzitia sekretomu odvodeného od krvnych elementov

RIC-stimulovanych Stihlych potkanov ako potencidlnej terapie pre obéznych jedincov s CMP.

Material a metody

Animalny model

V experimente boli pouzité 12-tyzdiiové Stihle samce kmena Wistar Albino (n=7) (Velaz Ltd.,
Cesko) a 12-tyzdiiové obézne samce kmetia Zucker Diabetic Fatty (ZFD; n=7) (Dobra Voda,
Slovensko). Zvierata boli chované v $tandardnych podmienkach, v 12 hodinovom svetelnom

rezime, s pristupom k vode a potrave ad libitum.

Experimentalny dizajn

Samce obéznych zvierat boli rozdelené do jednej z nasledujtcich troch skupin: 1. Kontrolna
skupina; 2. Netolerantna skupina; 3. Tolerantnd skupina. Potkanom vSetkych skupin bola
navodena fokalna ischémia mozgu generovana 90 minutovou okluziou strednej mozgovej tepny
(MCAO) snaslednou 24 hodinovou reperfuziou. Tolerantnej skupine bol intravendzne
aplikovany tolerantny sekretom. Ten bol ziskany z krvi RIC-stimulovanych Wistar potkanov.
Intervencia vzdialeného kondicionovania (RIC) pozostdvala z troch cyklov 5-minttovej

ischémie areperfuzie. Netolerantnej skupine bol aplikovany sekretom ziskany z Wistar
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potkanov bez aplikacie vzdialeného kondicionovania. Kontrolnej skupine bola aplikovana
umeld plazma. Zvierata boli usmrtené po 24 hod prezivani dekapitaciou po chloralhydratove;j

(300 mh/kg i.p) anestézii.

Experimentalne metody

Rozsah ischemického loziska sme sledovali na 2 mm rezoch mozgu farbenych 2% TTC
roztokom (2,3,5-triphenyltetrazolium chlorid; Sigma) v PBS (phosphate-buffered saline) po
dobu 30 mintt pri teplote 37°C. Po 24 hodinove;j fixacii v 10% roztoku formaldehydu boli rezy
naskenované pomocou skenera (Epson Perfection 4490 Photo, 600 dpi) a obrazky boli
vyhodnotené pomocou softvéru Imagel (Imagel, 1.8.0., USA).

Rezy mozgu boli nésledne narezané na hribku 25 pm a ofarbené histologickym farbenim
hematoxylin eozinom a montované do montazneho roztoku (DPX Mountant; Fluka Chemie
AG, Svajdiarsko). Rezy boli vyhodnotené pomocou softvéru Image] vyjadrenim

percentudlneho zastiipenia pyknotickych buniek v oblasti penumbry striata a kortexu.

Vysledky

Aplikacia tolerantného sekretomu ziskaného z RIC-stimulovanych krvnych buniek Stihlych
potkanov spdsobila Statisticky vyznamnu zmenu v rozsahu infarktového loZiska u obéznych
zvierat. Objem infarktu sa signifikantne znizil na 134,60 + 13,83 mm?3, ¢o predstavuje 30,55%
znizenie v porovnani s kontrolnou skupinou a 25,88% znizenie v porovnani s netolerantnou
skupinou (Obr. 1A, B). Aplikaciou farbiva Hematoxylin-Eozin (H&E) na tkanivové rezy
mozgov obéznych potkanov sme monitorovali zakladné morfologické zmeny buniek. Detail
mozgového tkaniva kontrolnych a netolerantnych potkanov, ktori podstapili fokalnu ischémiu
mozgu vykazuje morfologické zmeny neurénov v oblasti penumbry striata a kortexu. Mozno
vidiet’ tmavo zafarbené pyknotické jadra obklopené bielou cytoplazmou (Obr. 1C). Ischemicky
zasah sposobil v skupine kontrolnych a netolerantnych zvierat priblizne 60% poskodenie
neurénov Vv oblasti striata a kortexu. Po intraven6znom podani tolerantného sekretoému
obéznym zvieratam sa percento pyknotickych buniek v striate penumbry signifikantne zniZilo

na 44 % a v kortexe penumbry na 47% (Obr. 1D).
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Obr. 1 (A) TTC farbenie rezov mozgu obéznych zvierat zobrazujuce rozsah infarktového loziska (biela zona)
v kontrolnej (K), netolerantnej (NS) a tolerantnej (TS) skupine. (B) Statistické vyhodnotenie objemu infarktu
(mm?3). (C) H&E farbenie rezov mozgu so (D) statistickym vyhodnotenim percenta pyknotickych buniek
Vv jednotlivych skupinach v oblasti penumbry striata (striatum-P) a kory (kortex-P). Vysledky su vyjadrené ako

aritmericky priemer £SD, *p < 0,05, **p < 0,01 oproti kontrole; °p < 0,05 oproti netolerantnej skupine.

Diskusia

Vzdialené ischemické kondicionovanie (RIC) sa javi ako limitujtci faktor neuroprotektivne;
ochrany cievnej mozgovej prihody v kontexte obezity (3). Krvné elementy stimulované RIC
vSak dokazu tuto ochranu zabezpecit. Bonova a kol. (4) poskytli dokaz, Ze neuroprotekcia
sprostredkovana RIC by sa mohla intravendzne prenasat’ prostrednictvom sekretomu krvnych
buniek z jedného zvierata na druhé. Na zaklade nasich vysledkov mdézeme konstatovat’, ze
sekretdm odvodeny od krvnych buniek stimulovanych vzdialenym kondicionovanim dokaze
potlacit’ neurologické prejavy u obéznych zvierat po cievnej mozgovej prihode. Zistili sme, Ze
aplikacia tolerantného sekretomu vedie k vyznamnému zniZeniu objemu infarktu u obéznych
zvierat, priblizne o030% Vv porovnani s kontrolnou skupinou ao25% Vv porovnani
S netolerantnou skupinou. Morfologické analyza pomocou H&E farbenia odhalila, Ze percento
ischémiou poSkodenych buniek u kontrolnych zvierat sa Statisticky neliSilo od tych, ktoré boli
vystavené netolerantnému sekretomu. Avsak tolerantny sekretdom vyvolal vyznamnua redukciu

tychto posSkodenych buniek v striate aj kore penumbry.
Zaver

Dospeli sme kzaveru, Ze sekretom krvnych elementov stimulovanych vzdialenym

kondicionovanim predstavuje sI'ubnu alternativnu terapiu na zlepsSenie funkénych vysledkov po

152



cievnej mozgovej prihode u pacientov surcitymi sprievodnymi komorbiditami, ako je

napriklad obezita.
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ABSENCIA GLUTATIONPEROXIDAZY 5V OOCYTOCH A
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PREIMPLANTATION EMBRYOS
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Suhrn

Antioxidacné enzymy chrania bunky pred poskodenim vol'nymi kyslikovymi radikalmi. Medzi
tieto enzymy patri aj skupina 6smych glutationperoxidaz, ktorej ¢lenom je glutationperoxidaza
5. Prave pri nedostatku antioxida¢nych enzymov moéze dojst’ k poskodeniu bunky, ktorého
vysledkom su tieZ poruchy plodnosti. V naSej praci sme sa preto zamerali na sledovanie vyskytu
glutationperoxidazy 5 pocas preimplantacnej fazy gravidity v oocytoch a preimplantaénych
embryach imunofluorescencnou metddou. AvSak v ziadnych oocytoch, ani preimplantaénych
embryach sme tento enzym nedetegovali.

KPacové slova: antioxidacny enzym, Cy3, imunofluorescencia, neplodnost, vol'né kyslikové

radikaly

Summary

Antioxidant enzymes protect cells from damage by free oxygen radicals. These enzymes also
include the group of eight glutathione peroxidases, of which glutathione peroxidase 5 is a
member. With a lack of antioxidant enzymes, cell damage can occur, which also results in
fertility disorders. In our work, we therefore focused on monitoring the occurrence of
glutathione peroxidase 5 during the preimplantation phase of pregnancy in oocytes and
preimplantation embryos using the immunofluorescence. However, we did not detect this
enzyme in any oocytes or pre implantation embryos.

Key words: antioxidant enzyme, Cy3, immunofluorescence, infertility, reactive oxygen species
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Uvod

Do skupiny glutationperoxidaz patri osem doposial’ objavenych antioxida¢nych enzymov, kde
je zaradena aj glutationperoxidaza 5 (GPx5) (1). Tieto enzymy zohravaju ulohu v ochrane
buniek pred pdsobenim oxidacného stresu, ktory moéze vznikat vplyvom peroxidu vodika
(H20), ale aj volnych kyslikovych radikalov, ako st napriklad superoxidovy anién (O?) a
hydroxylové radikaly (OH) (2). GPx5 je enzym tvoreny Styrmi rovnakymi podjednotkami
a v katalytickom centre sa nachadza aminokyselina cystein (3, 4). GPx5, enzym Specificky pre
nadsemennik, je dolezity najmé pri ochrane spermii v limene tohto organu pred posobenim
volnych kyslikovych radikdlov, kedze spermie obsahuji malo cytoplazmatickych
antioxidantov kvoli malému mnozstvu cytoplazmy (5). V samiéich pohlavnych bunkach a
Vv preimplantaénych embryach doposial’ nebol skiimany vyskyt GPx5, no u mysi sa zistil vySsi
vyskyt potratov a poskodeni embryi v pripade samic parenych s knokautovanymi samcami

star§imi nez jeden rok (6).

Material a metody

Experiment bol vykonany na zdklade povolenia Etickej komisie pre experimenty na zvieratach
Institatu fyziolégie zvierat, schvalené Statnou veterindrnou a potravinovou spravou Slovenskej
republiky, a boli vykonané podla legislativy Slovenskej republiky na zaklade EU direktivy
2010/63/EU na ochranu zvierat pouzivanych na experimentalne a iné¢ vedecké ucely.

Samice potkana kmena Sprague Dawley boli pripustené individualne k samcom rovnakého
kmena. Pritomnost’ vaginalnej zatky bola znakom UspeSného parenia, a tento deni bol zaroven
oznaceny ako prvy den gravidity (D1). Samice boli nasledne usmrtené na prvy, treti (D3) a piaty
(D5) den gravidity pouzitim letdlnej davky anestetika. Po odobrati vajickovodov
a maternicovych rohov boli tieto organy vyplachnuté¢ manipula¢nym roztokom (PBS+BSA)
kvoli ziskaniu oocytov a preimplantanych embryi. Tie boli zafixované v 4%-nom
paraformaldehyde (31628, Serva Electrophoresis, Heidelberg, Germany) a uskladnené
maximalne 1 tyzden v 1%-nom paraformaldehyde. Oocyty a preimplantatné embrya boli
pouzit¢é na imunofluorescenéné stanovenie sledovaného enzymu pomocou protilatky
konjugovanej s Cy3 (MBS2073799, MyBioSource, San Diego, CA, USA) ajadra boli
vizualizované s Hoechst 33342 (B2261, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Po
namontovani na podlozné sklicka boli oocyty a preimplantaéné embrya pozorované pod

konfokalnym mikroskopom (FV-1000 BX61, Olympus, Tokyo, Japan).
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Vysledky
Vo vSetkych sledovanych oocytoch (Obr. 1) a preimplanta¢nych embryach (Obrazok 2 - 4) bola
zistend absencia glutationperoxiddzy 5. Na obrazkoch je DNA v jadrach oocytu,

preimplantaénych embryi a kumulédrnych buniek vizualizovand pomocou Hoechst 33342

(modra).

Obr. 1 Absencia GPx5 v oocyte v stadiu Obr. 2 Absencia GPx5 v 2-bunkovom
metafaza II. PIna §ipka oznacuje DNA oocytu, embryu

prazdne Sipky jadra kumularnych buniek.

Obr. 3 Absencia GPx5 v 4-bunkovom Obr. 4 Absencia GPx5 v blastocyste

embryu

Diskusia
Z nasich vysledkov vyplyva, Ze enzym GPx5 nie je pritomny pocas preimplantacnej fazy

vyvinu u potkanov. Je mozné, ze tento enzym je nahradeny inymi glutatidnperoxidazami alebo
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enzymami z inych skupin, napriklad katalazou, ktoré oocyty a preimplanta¢né embrya chrania
pred oxidacnym stresom v dostatoCnej miere. Toto bolo zistené u GPx5
knokautovanych samcov mysi, u ktorych nepritomnost” enzymu GPx5 v prisemenniku bola
kompenzovana zvySenymi hladinami kataldzy a inych glutationperoxidaz v limene
prisemennika (6). To moze znamenat’, ze enzym GPx5 nie je dolezity pocas preimplantaéného

vyvinu.

Zaver
V nasej praci sme nezistili pritomnost” GPx5 v preimplantacnej faze gravidity potkanov. Preto
predpokladdme, Z¢ GPx5 nemd vyznam v tomto obdobi ajej funkciu moZu nahradit’ iné

enzymy.
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Suhrn

Hlavnym ciel'om tejto in vivo §tadie bolo zhodnotit’ vplyv inovativneho biocementu CX na baze
fosfore¢nanu vapenatého/monetitu tvrdeného zmesou kyselina fytova/fytaza na regeneraciu
osteochondralnych defektov u oviec. Vzorky sme hodnotili makroskopickymi, histologickymi
metddami vratane pouZitia adekvatnych skorovacich systémov. Na rozdiel od tvorby vlaknitého
tkaniva, vlaknitej chrupky alebo dezintegrovaného tkaniva s hlbokou centralnou priehlbinou a
nerovnym povrchom pri neoSetrenych defektoch, vysledkom liecby biocementom CX bolo
vytvorenie tkaniva s dominantnou Strukturou hyalinnej chrupky, hoci sme zaznamenali
pritomnost’ jemnych vlékien (p < 0,001). Nezistili sme Ziadne znamky patomorfologickych
zmien alebo zapalu. Biodegradécia a bioresorpcia cementov bola netiplnd, v hubovitej kostnej
hmote sme pozorovali nedegradované zvysky biocementov, vo vsetkych pripadoch bola
subchondralna kost’ vytvorena.

KPacové slova: ovca, osteochondralny defekt, kyselina fytova, fosforecnan vapenaty

Summary
The main objective of this in vivo study was to evaluate the effect of the innovative biocement

CX based on calcium phosphate/monetite hardened with a mixture of phytic acid/phytase on
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the regeneration of osteochondral defects in sheep. We evaluated the samples by macroscopic,
histological methods, including the use of adequate scoring systems. In contrast to the formation
of fibrous tissue, fibrous cartilage, or disintegrated tissue with a deep central depression and
uneven surface in untreated defects, treatment with CX biocement resulted in the formation of
tissue with a dominant hyaline cartilage structure, although we noted the presence of fine fibers
(p < 0.001). We found no signs of pathomorphological changes or inflammation.
Biodegradation and bioresorption of cements was incomplete, we observed non-degraded
remains of biocements in spongy bone mass, in all cases subchondral bone was formed.

Key words: sheep, osteochondral defect, phytic acid, calcium phosphate

Uvod

Kibova chrupka mé jedine¢né fyziologické, biologické a biomechanické vlastnosti v dosledku
ktorych, je regenerac¢ny proces po vytvoreni 1ézie mimoriadne naro¢ny. Problematika oSetrenia
kibovej chrupky a subchondralnej kosti v su¢asnosti predstavuje aktualny biomedicinsky
problém. Biomateridly na baze fosfore€nanov vapenatych (CaP) sa pouzivaju v terapii tvrdych
tkaniv v roznych formach a typoch, napr. biocementy, povlaky biomaterialov, nosice a iné (1,2).
Mnoho S§tudii sa zameralo na zlepSenie vlastnosti a ucinnosti biomateridlov na baze
fosforecnanu vapenatého pridanim réznych terapeutickych ¢inidiel. Hlavnym cielom naSej
Stidie bolo sledovat’ efekt komplexu kyselina fytova/fytaza pridaného k CaP na zlepSenie
hojenia osteochondralnych defektov. Kyselina fytova je biogénna zlicenina s vysokym
biologickym potencidlom, ktora sa hojne nachadza v semenach, obilninach, strukovinach a
orechoch (3). Vo vedeckych studiach rastie zaujem o pochopenie in vitro osteogénnych
procesov, na ktorych sa podiela kyselina fytova (4). Kyselina fytova znizuje pH, ¢o ma za
nasledok pozitivny vplyv na bioresorpént aktivitu osteoklastov a pOsobi na osteoblasty
zvySenim produkcie osteopontinu. Antioxidacné a osteogénne vlastnosti kyseliny fytovej mézu
hrat’ vyznamnu lohu v procesoch prestavby kosti (4). Kyselina fytova a produkty kyseliny
fytovej (napr. inositoly, fytaty) sa po Ciastocnej enzymatickej hydrolyze uvoltiuji do okolitého
prostredia. Po vmieSani do vhodného biocementu cementu pdsobia na alkalicka fosfatazu a
podporuju diferencidciu a osteogénnu aktivitu osteoblastov. Plesnova fytdza je Specificky

enzym, ktory hydrolyzuje kyselinu fytova a uvoliuje voI'né fosfaty (5).
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Material a metody

In vivo stadiu sme realizovali na ovciach plemena Valaska/Merino vo veku 2 az 2,5 roka
s hmotnostou 60 az 75 kg. Ovciam sme pomocou OATS kitu vytvorili v celkove] anestézii
osteochondralny defekt v kladke stehnovej kosti. Do vytvorenych osteochondralnych defetov
sme aplikovali biomaterial CX na baze fosforeCanov vapenatych s pridanou Kkyselinou
fytovou/fytazou (n=6). Biomaterial bol pripraveny na Ustave materialového vyskumu SAV (5).
Vysledky sme porovnali s biocementom C na baze fosfore¢nanu véapenatého s klasickymi
rychlotuhniicimi cementovymi systémami, s nelie€enymi defektmi, ktoré sa vyhojili spontanne,
bez aplikacie biomaterialu a s fyziologickou chrupkou (kontrola). Po 6 mesiacoch od aplikécie
biocementov sme vzorky hodnotili pomocou makroskopickych, histologickych metod, vratane
pouzitia adekvatnych skérovacich systémov. Pre makroskopické hodnotenie bol pouzity
semikvantitativny skorovaci systém podl'a Goebel a kol. (6) a pre histologické hodnotenie
modifikovany skorovaci systém podl'a O'Driscolla (7). Vysledky skorovacich systémov sme

vyhodnotili pomocou One-way ANOVA s Tukey’s post hoc analyzou.

Vysledky

movorytverend
thanive

novovytvorend
hashve

Obr. 1 Organizacia vrstiev novovytvoreného tkaniva. (a,c) po 6 mesiacoch od aplikacie biocementu CX, (b,d) v
nelieCenych defektoch. (a,b) Massonov trichrom, (c,d) Hematoxilin-eozin, 200pm
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Osteochondralne defekty oSetrené biocementom CX nevykazovali Ziadne znamky
degenerativnych patologickych zmien a zdpalu, pritomné boli suvislé vrstvy zodpovedajuce
hyalinnej chrupke u oviec. Vo vSetkych pripadoch sme pozorovali pritomnost jemnych
fibroznych vlakien. Povrch tkaniva bol hladky, miestami mierne preliaCeny a bez fibrilacie.
Morfologicky charakter a usporiadanie chondrocytov zodpovedalo nativnej chrupke, ale vo
viacerych oblastiach sme pozorovali miernu hypocelularita a zhlukovanie chondrocytov, najma
na prechode medzi povodnou a novovytvorenou chrupkou (Obr.1). Pritomnost’ chrupkového
tkaniva sme overili pozitivnym farbenim Safraninom O a Alcidnovou modrou, ¢o naznacuje
vyznamné mnozstvo proteoglykdnov. Homogénna distribucia kolagénu bola potvrdena
farbenim Picrosirius red a Massonovym trichromom. Novovytvorena chrupka bola pevne
spojend so subchondralnou kostou. Struktira subchondralnej kosti zodpovedala okolitej
zdravej subchondralnej kosti, miestami sme sledovali oblasti vlaknitého kostného tkaniva. V
lakinach lamelarneho kostného tkaniva boli pritomné prevazne osteocyty. V porovnani so
skupinou zvierat oSetrenych biocementom C sme zistili priaznivejSie vysledky v obidvoch
skorovacich systémov pre skupinu osetrenti biocementom CX. Rozdiely medzi skupinami CX
a C sa v celkovom skore liSili v numerickych hodnotach, avSak neboli signifikantné
Signifikantné rozdiely medzi jednotlivymi skupinami podl'a implementovanych skérovacich
systémov su uvedené v Grafe ¢.1 a 2. Na rozdiel od lieCenych defektov biocementom CX,
neoSetrené defekty typicky viedli k vytvoreniu fibrozneho tkaniva. U dvoch zvierat boli
neoSetrené defekty vyplnené vldknitym, dezintegrovanym a neusporiadanym tkanivom (Obr.1).
Novovytvorené tkanivo vo vicsSine pripadov vykazovalo povrchové nepravidelnosti, porusenie
integrity a homogenity. V niekol’kych pripadoch sme zistili hlboké trhliny, ktoré boli rozsirené

do vrstvy kalcifikovanej chrupky resp. plnej hibky defektu v chondralnej Gasti.
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Graf 1 Vysledky makroskopického semikvantitativneho skorovacieho systému, ***p < 0,001
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Graf 2 Vysledky histologického modifikovaného skorovacieho systému podl’a O Driscolla,
***p < 0,001

Diskusia

Biokompatibilita je v medicinskej oblasti vel'mi délezitym faktorom pri aplikacii akéhokol'vek
biomaterialu (8). Vysledky nasej §tidie poukazuju na vynikajiicu biokompatibilitu biocementu
CX. V lie¢enych skupinach neboli pozorované ziadne zépalové reakcie, priznaky infekcie,
podrazdenie tkaniva, tvorba fibrézneho puzdra okolo biocementu alebo patomorfologické
zmeny. Biocement bol pevne integrovany do okolitého tkaniva. V §tidii Dong a kol. (9) bol
povrch biomateridlu pokryty zmesou kyseliny fytovej a hydroxidu vapenatého za tcelom
vylepSenia vlastnosti pouzitého materialu. In vivo hodnotenie osteogenézy na animalnom
modeli potkanov preukdzalo, Ze povlak kyseliny fytove; zlepSil periimplantatova
osteointegraciu v porovnani s biomateridlom bez povlaku.

Stadia Guo et al. (10) sledovala biomateridl na baze CaP s pridanou kyselinou fytovou,
aplikovany do defektu vytvoreného v bo¢nom hrboli stehnovej kosti na animalnom modeli
potkana. Vysledky boli porovnané s materialmi na baze hydroxyapatitu (HA) a B- tricalcium
fosfatu (B-TCP). 4 tyzdne po operacii boli B-TCP implantaty Gplne degradované a neboli
schopné podporit’ tvorbu novej kosti. HA implantaty neboli degradované, preto nevytvarali
dostatok priestoru pre tvorbu nového kostného tkaniva. Biomaterial s pridanou kyselinou
fytovou vykazoval najlepsie vysledky v porovnani s materialmi B-TCP a HA, tvorba suvislého
kostného tkaniva bola pozorovana po 8. tyzdni experimentu. Tato in vivo ain vitro stadia
uvadza, Ze fytaty vapenaté vykazovali vynikajuce osteogénne vlastnosti v porovnani s HA a f3-

TCP a udava, ze sa jedna o sl'ubny biomaterial uréeny na regeneraciu kostnych defektov
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kritickej velkosti. Podobne nase vysledky poukazuji na pozitivny uc¢inok kyseliny

fytovej/fytazy pridanej k biocementu na baze fosfore¢nanu vapenatého v terapii tvrdych tkaniv.

Zaver

Pridanie komplexu kyselina fytovd/ fytdza v biocemente CX v porovnani s klasickymi

rychlotuhniicimi cementovymi systémami (biocement C) pozitivne ovplyvnilo proces hojenia

osteochondralnych defektov. V porovnani s biocementom C nebol pozorovany signifikantny

rozdiel v dosiahnutom poéte bodov v implementovanych skorovacich systémoch, celkové

vysledky vsak boli priaznivejsie pre osteochondralne defekty oSetrené biocementom CX.
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Suhrn

Matrica pouzita pre vytvorenie kons$truktu bunka-matrica hra kIi¢ovu tlohu pre vytvorenie
vhodnych interakcii, ktoré st nevyhnutné pre Gspech procesu hojenia a regeneracie. Prave preto
je pri vyvoji vhodného implantatu nevyhnutnad charakterizdcia vlastnosti matrice a in vivo
hodnotenie tkanivovej odpovede. Medzi in vivo metddy patri aj test chorioalantoickej
membrany vtaCieho embrya (CAM test), ktory je pomerne jednoduchy a ekonomicky
nenarocny postup na Stidium biokompatibility skimanych biokonstruktov. Vyhody CAM
modelu st nizke naklady na experiment, jednoduchost’ prevedenia, relativne rychle dosiahnutie
vysledkov, bez etického obmedzenia a absencia imunitného systému. Doposial’ ziskané
vysledky potvrdzuju, Ze CAM test sa moZe pouzit’ ako predbezny skriningovy test pred in vivo
Stidiami na zvieratach na postidenie vplyvu matrice na tkanivo.

KPacéové slova: alternativny model, biokompatibilita, biokonStrukt, chorioalantoicka

membrana

Summary

The scaffold used to create the cell-matrix construct plays a key role in creating the appropriate
interactions that are essential for the success of the healing and regeneration process. That is
why the characterization of the properties of the scaffold and the in vivo evaluation of the tissue
response are essential in the development of a suitable implant. Among the in vivo methods is
also the test of the chorioallantoic membrane of the bird embryo (CAM test), which is a

relatively simple and economically undemanding procedure for studying the biocompatibility
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of the investigated bioconstructs. Among the advantages of the CAM model belong the low
cost of the experiment, the simplicity of execution, the relatively quick achievement of results,
almost any ethical restrictions and the absence of an immune system. The results obtained so
far confirm that the CAM test can be used as a preliminary screening test before in vivo animal
studies to assess the impact of the matrix on the tissue.

Key words: alternative model, biocompatibility, bioconstruct, chorioallantoic membrane

Biokompatibilita

Biokompatibilita je jednym zasadnych problémov vyskumu biomateridlov a tkanivového
inzinierstva, ktora poukazuje na povahu a stupen interakcie medzi biomaterialmi a hostitel'skym
tkanivom (6). Biokompatibilita matrice stvisi so schopnostou fungovat’ ako substrat, ktory
bude podporovat vhodni bunkovu aktivitu na optimalizdciu regeneracie tkaniva a
vaskularizacie, bez vyvolania akychkol'vek neziaducich lokalnych alebo systémovych reakcii
prijemcu. Sledovanie biokompatibility materidlov mozno hodnotit’ in vitro a/alebo in vivo
metddami zaloZenymi na hodnoteni cytotoxicity, mutagenézy, bunkovej funkcie, regeneracie
tkaniva a revaskularizacie. Vysledky testov in vitro boli vhodnejSie na skiimanie jednotlivych
parametrov regeneracie tkaniva. Ale niektoré aspekty regeneracie tkaniva, ako je angiogénny
proces (napr. kinetika procesu s réznymi typmi buniek, hodnotenie prietokovych podmienok
alebo potencidl rastovych faktorov), predstavuju prili§ zlozité procesy na hodnotenie in vitro
(2). Testy in vivo sa zatial povazuju za najinformativnejSie. VSetky v sti€asnosti dostupné testy
maju svoje vlastné jedine¢né vlastnosti a obmedzenia. Vac§ina z nich zahfila chirurgické
zédkroky naroné na Cas, peniaze a pracu, vyzaduji opakované utricanie zvierat (na
vyhodnotenie reakcii tkaniva; 7). Spomedzi in vivo testov predstavuje pristup chorioalantoicke;j
membrany kuracich embryi (CAM) pomerne rychly, jednoduchy a nakladovo efektivny
skrining reakcie tkaniva na biomaterialy a predstavuje vhodny néstroj na skrining biomaterialov

a ich biokompatibility (8).

Chorioalantoicka membrana

Chorioalantoickd membrana (CAM) vyvijajuceho sa vta€ieho embrya je extraembryonalna
membrana sprostredkujica vymenu plynov az do vyliahnutia a jej povrch sa zvac¢si z priblizne
6 cm?® na 6. defi na 65 cm? do 14. dita. CAM slizi ako podpora pre extraembryonalne dychacie

kapilary, aktivne transportuje sodik a chlorid z alantoického vaku a vapnik z vaje¢nej Skrupiny
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do embryonalnej vaskulatury a tvori Cast’ steny alantoického vaku, ktory zhromazd'uje produkty

vylucovania (8).

CAM test

CAM je beznou metddou na stadium biologickych procesov (ako je transport, vymena plynov,
experimenty s transplanticiou nadorovych buniek a Stidium toxicity) a angiogenézy. V
skuto¢nosti az do 11. alebo 12. dia vyvoja kuracieho embrya ma CAM vel'mi husti angiogénnu
kapilarnu siet’ a odpoved” CAM na angiogénne stimuly je relativne rychla (vicSina testov
vyzaduje iba 3 az 5 dni). CAM test sa stal najpouzivanejSim testom pre angiogénny vyskum a
bezne sa pouziva na in vivo Studium angiogenézy aj antiangiogenézy v reakcii na rdzne faktory.
Standardny povodny postup zahfiia aplikovanie testovaného materialu na vyvijajiicu sa CAM
cez okienko vyrezané vo vajecnej Skrupine (in ovo model CAM). Pri tomto pristupe sa
oplodnené slepacie vajcia umiestnia do inkubatora a su udrziavané pri konstantnej vlhkosti pri
37, 5 °C v horizontalnej polohe. Na 3. embryonalny den (ED) sa v Skrupine vystrihne okno
a odsaje sa bielko (3-4 mL). Okno sa potom uzavrie prelepenim a inkubacia pokracuje az do
diia experimentu (zvy&ajne 7. — 8. ED). Tkanivové Stepy sa umiestnia na CAM cez obdiznikové
okienko, zatial' o testované zliCeniny sa mozu pripravit’ ako pelety polyméru s pomalym
uvolnovanim alebo vysusené vzduchom na plastovych krycich sklickach a implantované do
CAM. Angiogénna odpoved’ nastdva 72—96 hodin po stimulacii. Za dokaz neoangiogenézy sa
povazuje radidlne usporiadanie krvnych ciev, ktoré sa zbiehaji smerom k angiogénnemu
stimulu/Stepu ako naboju alebo zreteI'ny narast ciev okolo Stepu. Naopak, ked sa testuje
angiostaticka zltcenina, cievy sa okolo implantatu stani menej hustymi a nakoniec zmiznu.
Test CAM zachovava fyziologické prostredie a predstavuje zdklad pri Stadiu toxicity liekov,
rastu nadorov, hojenia rdn a angiogenézy (1).

Modifikovany CAM test ako d’al$i sposob testovania angiogénneho materidlu na CAM zahfna
pouzitie embryi bez Skrupiny inkubovanych ex ovo metddou, pri ktorej je cely obsah
oplodneného vajca umiestneny do Petriho miske. Po preneseni do Petriho misky sa CAM
vyvinie na povrchu Zitkového vaku, a vytvori dvojrozmernii monovrstvu, ¢im je cely organ
dostupny pre pozorovanie. Ked’ze pri tomto pristupe je dostupny cely povrch CAM, tak je
mozné na fiu umiestnit’ viacero Stepov a zhotovit’ fotografie na dokumentaciu vaskularnych
zmien v priebehu ¢asu. Pomocou metddy ex ovo bola reakcia tkaniva na Standardné
biomaterialy (ako je nylon a silastic) hodnotend do 21 dni a bolo preukézané, ze tento pristup

by mohol byt alternativou k tradicnym modelom cicavcov a mohol by byt uZito¢ny pri
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skriningu a vyvoj novych biomateridlov a implantatov (4). Napriek tymto vyhodam kultivéacie
€X ovo Vv porovnani s in ovo su drahSie a prezivatelnost’ embryi je nizsia (dochadza k 50 %

mortalite v prvych 3 dni).

CAM test a tkanivové inZinierstvo

CAM test sa pouziva uz dlho in vivo angiogénne Studie a predstavuje uzitocny nastroj na
hodnotenie in vivo vlastnosti konstruktov vytvorenych tkanivom. Okrem toho miera imrtnosti
kuracich embryi a nepritomnost/pritomnost’ zapalovej reakcie v mieste implantatu sa ukazali
ako spdsob hodnotenia biokompatibility Stepu alebo uvolfiovania skodlivych latok zo Stepu.
Pomocou in ovo CAM modelu sa analyzovali u¢inky réznych materidlov na angiogenézu a
tvorbu zépalového tkaniva (pouzivané alebo urCené na pouzitie ako docasné alebo trvalé
implantaty). Skimanim hladkych polymérov (ako st polyvinylchloridy a polyuretany) a
drsnych materidlov (ako je kolagénovéa/elastinovd membrana a filtracny papier) bolo
preukazané, ze materialy s hladkym povrchom maju zrejme antiangiogénny ucinok, zatial’ ¢o
drsné materidly vyvolavaji angiogénnu odpoved’. Okrem toho symetrickd architektira
filtracného papiera (pouzivaného ako experimentidlny nosiCovy materidl) vyvolala nizSiu
zapalovu reakciu a homogénnejsiu distribuciu infiltrujacich buniek. Nakoniec sa ukazalo, ze
kladne nabity povrch je zodpovedny za antiangiogénny G¢inok, zatial’ o kyslé zloZky materialu
a chemické zlozenie materidlu matrice by mohli ovplyvnit in vivo tkanivovi odozvu
aplikovanych Stepov. Potvrdilo sa tiez, Ze Struktira materidlu (ako je porovitost, hladkost” a
geometria) silne ovplyviiuje implantaciu vzorky do okolitych tkaniv (8).

Kombinaciou testu CAM s analyzy obrazu Oates a kol. (5) potvrdili ako mozu Specifické
vlastnosti materialu (ako je porovitost’) ovplyvnit’ reakciu tkaniva in vivo. Ukézali, ze zmeny v
porovitosti (velkost’ porov v rozmedzi od 125 do 212 pum) ovplyviiujii nielen vnitorny
angiogénny potencial skeletu, ale zohravaju kIicovt ulohu aj pri aktivacii imunitnej odpovede
hostitel'a s nasledkom zvysenych zapalovych procesov. Otvorenejsia Struktura pérov je lepSia
pre tkanivovu invaziu a rast a vysledkom je, Ze nevyvoldva angiogénnu alebo vyrazni zapalova
odpoved’ (5). Modifikované matrice s va¢Simi pormi, nizSou rychlost'ou degradacie a pevnejSou
Struktarou ukazali vyrazne vacsi angiogénny potencial vzhl'adom na nemodifikované matrice.
Zistenia naznacuju, ze Strukturadlne modifikécie vyvolané chemickym spracovanim, podstatne

prispievaju k angiogénnym (a regeneraénym) vlastnostiam kolagénovych matric (3).
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Zaver

CAM test je jednym z najpouzivanejSich in vivo testov na sledovanie a postdenie angiogenézy.
CAM pristup sa uspesne pouziva ako skriningovy test na biologickii odpoved tkaniva na
biomaterialy, hlavne ako alternativa k tradi¢nym zvieracim modelom. V skuto¢nosti umoziuje
rychle, jednoduché a lacné skriningové hodnotenie reakcii tkaniv na biomaterialy. Vysledkom
tohto modelu je skuto¢ny in vivo systém, ktory mozno pouzit’ ako medzistupeil medzi bunkovou
kultirou a komplexnejSim cicavéim modelom. Ziskané vysledky naznacuju, ze metdéda CAM
by sa mohla stat’ integralnou sucastou testovacieho procesu pre vyvoj potencidlnych
biomateridlov. Aj ked rozdiely medzi bioloégiou vtdkov a cicavcov spochybiiuju vhodnost’
vyvodzovania zaverov pre model cicavcov na zéklade vysledkov z CAM. Doteraz ziskané
vysledky vSak naznacuju, ze CAM test mozno pouzit’ ako predbezny skriningovy test pred in
vivo $tadiami na zvieratach, aby sa urcilo, ¢i je matrica schopna vyvolat’ nepriazniva reakciu, a

aby sa zvazilo buduce zlepSenie existujucich materialov pre tkanivové inzinierstvo.
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EMBRYACH POTKANA

SUPEROXIDE DISMUTASES DETECTION IN RAT PREIMPLANTATION
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Suhrn

V nasej praci sme pozorovali vyskyt enzymov skupiny superoxiddizmutdz (SOD) v skorych
fazach vyvinu potkana fluorescencnou metddou. Zistili sme, ze vSetky sledované SOD enzymy
su pritomné s roznou intenzitou od oocytu az po blastocystu, ¢o sved¢i o ich velkom vyzname
pri ochrane nového jedinca pred oxidacnym stresom.

KPuacové slova: SOD, oocyt, zygota

Summary

In our work, we observed the occurrence of superoxide dismutase (SOD) enzymes in the early
stages of rat development using the fluorescence method. We found that all monitored SOD
enzymes are present with varying intensity from oocyte to blastocyst, which indicates their
great importance in protecting of the new individual against oxidative stress.

Key words: SOD, oocyte, zygote

Uvod

Rodina superoxiddizmutaz (SOD) pozostava u cicavcov z troch zastupcov (SODI1, SOD2,
SOD3) a zo saperonu SOD4/CCS. Jednotlivé enzymy st v bunke lokalizované v cytoplazme
(SOD1), v mitochondridch (SOD2), na povrchu cytoplazmatickej membrany (SOD3) alebo
Vv jadre a cytosole (SOD4/CCS). Enzymy SOD transformuji toxicky superoxidovy radikal na
kyslik a menej toxicky peroxid vodika, ktory je d’alej degradovany inymi enzymami. Ciel'om

prace bolo zmapovat’ mozny vyskyt SOD v dolezitych fazach preimplanta¢ného vyvinu.
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Material a metody

Pohlavne dospelé samice potkana kmena Sprague-Dawley boli pripustené so samcami
rovnakého kmena. Pritomnost’ vaginalnej zatky bola dokazom tspesného parenia. Samice boli
usmrtené letdlnou dévkou anestetika na prvy (D1) treti (D3) a piaty den gravidity (D5).
Vyplachom vajickovodov alebo rohov maternice sme izolovali oocyty a zygoty (na D1),
Stvorbunkové embrya (na D3) ablastocysty (na D5). Embrya boli fixované v 1%
paraformaldehyde a premeabilizované v 0,5% TRITON X-100. Jednotlivé superoxiddizmutazy
boli zafarbené s nasledovnymi protilatkami riedenymi 1:100: anti-SOD1 (#bs-10216R-A488,
Bioss, USA), anti-SOD2 (#bs-1080R-Cy3, Bioss, USA), anti-SOD3 (#MBS9440006,
MyBioSource, USA), anti-SOD4/CCs (#MBS2044776, mMyBioSource, USA). Jadra buniek
boli dofarbené s DAPI (4’, 6-diamidino-2-fenylindol) a embrya boli pozorované pod
konfokalnym mikroskopom.

Vysledky

Vsetky skimané enzymy boli pritomné poc¢as preimplantacnej fazy gravidity od neoplodnené¢ho
vajicka az po blastocystu ale nikdy nie v jadrach. SOD1 bola pozorovana difizne v cytoplazme
(Obr. 1A), SOD2 vytvarala v cytoplazme zhluky (Obr. 1B), SOD3 sme pozorovali
Vv cytoplamatickych membranach (Obr. 1C) a SOD4/CCS sa vyskytoval predovSetkym

perinukledrne vo forme granual (Obr. 1D).

Obr. 1 Obr. 2
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Obr. 3 Obr. 4

Detekcia SOD v blastocystach potkana. SOD1 (A) zobrazena zelenou farbou (AF488), SOD2 (B) ¢ervenou
farbou (Cy3), SOD3 (C) purpurovou (AF647), rovnako ako SOD4/CCS (APC). Jadra buniek znazornené
modrou farbou (DAPI).

Diskusia

SOD1 je jeden z najc¢astejsie sa vyskytujicich antioxidacnych enzymov v bunkach eukaryotov.
Ako kofaktor pouZiva med’ a zinok, preto pri ich nedostatku klesa jeho aktivita. Kvoli absencii
volnej medi v cyosole je SODI1 zavisly od svojho Saperonu SOD4/CCS. Pri SOD1 sme
pozorovali jasnt a intenzivnu fluorescenciu v celej cytoplazme a to vo vsetkych sledovanych
fazach vyvinu embrya. Na druhej strane, prekvapenim pre nds bola iba nizka intenzita
fluorescencie u SOD4/CCS, najlepsie vidite'na v §tadiu blastocysty, perinuklearne v malych
granulach. SOD2 je lokalizovana v mitochondridch, pravdepodobne preto sme ju pozorovali
Vv pocetnych zhlukoch, najlepsie viditelnych v Stvorbunkovom embryu a v blastocyste.
Fluorescencia u SOD3 bola menej intenzivna nez u SOD1 alebo SOD2 a najlepsie bola

viditel'na v blastocystach na povrchu jednotlivych bunkovych membran.

Zaver
To, Ze vSetci Clenovia z rodiny superoxidizmutdz sa vyskytuju v skorom embryu pocas celej
preimplantacnej fazy gravidity sved¢i o ich velkom vyzname v ochrane nového jedinca pred

oxidaénym stresom.
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Suhrn

Dezinfekcia vajecnej Skrupiny a vhodnost’ pripravkov uréenych na jej dezinfekciu je ndro¢na,
rovnako aj sposob Cistenia. Na preskiimanie funk¢nosti dezinfekcie vajecnej Skrupiny a vplyvu
pouzitého pripravku (70% etanol, 1,5% peroxid vodika, UV-C ziarenie, Betadine, roztok
AgNO3 s extraktom rastliny Stachys recta L.) na vyvin embrya sme pouZili kuracie ndsadové
vajcia. Sledovali sme vyskyt malformécii, preZivate'nost’ a hmotnost’ embrya ako aj hmotnosti
vybranych orgénov (srdce a pecenl). Bola pozorovand 5 % mortalita pri aplikacii roztoku
AgNO3 s extraktom rastliny Stachys recta L., 6 % mortalita pri aplikacii 1,5 % peroxidu vodika
a UV-C Zziarenia. Dalej bolo zistené 17 % riziko vzniku malformécii pri 1,5 % peroxidu vodika,
23 % riziko vzniku peéefiovych deformit pri aplikacii komeréného pripravku Betadine. Ziadna
z pouzitych latok nemala negativny vplyv na vyvin srdca. Z naSej analyzy vyplyva, Ze
najvhodnej$ia metdda oSetrenia je expozicia UV-C Ziarenia a pouzitie roztoku AgNO3 s
extraktom rastliny Stachys recta L.

KPacové slova: dezinfekcia, kuracie embryo, vaje¢na Skrupina, malformacie

Summary

Disinfecting the eggshell and the suitability of the preparations intended for its disinfection is
difficult, as is the method of cleaning. To examine the functionality of eggshell disinfection and
the effect of the used preparation (70% ethanol, 1.5% hydrogen peroxide, UV-C radiation,

Betadine, AgNO3 solution with Stachys recta L. plant extract) on embryo development, we
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used chicken hatching eggs. We monitored the incidence of malformations, survivability, and
weight of the embryo as well as the weight of selected organs (heart and liver). Mortality (5%)
was observed when applying AgNO3 solution with Stachys recta L. plant extract, 6% mortality
when applying 1.5% hydrogen peroxide and UV-C radiation. Furthermore, a 17% risk of
malformations was found at 1.5% hydrogen peroxide, 23% risk of liver deformities when
applying the commercial preparation Betadine. None of the substances used had a negative
effect on heart development. Our analysis showed that the most suitable treatment method is
exposure to UV-C radiation and the use of AgNO3 solution with Stachys recta L plant extract.

Key words: alternative models, viral vectors, gene therapy

Uvod

Na vajeénych Skrupindch sa nachddzaju stovky az milidny baktérii. Kontaminacia moéze
sposobit’ zIu liahnivost’ a znizenu uzitkovost’ kur€iat. Znizenie mikrobidlnej kontaminacie méze
znizit’ bakteridlnu infekciu vo vyvijajicich sa embryach, preto su u¢inné Cistiace a dezinfekéné
programy zakladom v hydinarskom priemysle. Eliminuje sa nutnost’ pouzitia antibiotik, ¢o
predstavuje jednu z najvacsich vyziev biologickej bezpecnosti pre priemysel.

Potreba dezinfekcie oplodnenych vajec sa podl'a Baileho a kol. (1) uznava od roku 1908, kedy
k odstrafiovaniu mikrobov dochadzalo pouzivanim formaldehydu. V roku 1991 Urad pre
bezpecnost’ a ochranu zdravia vykonal niekol’ko §tadii, na zéklade ktorych navrhol pouZivanie
inych G€innych, bezpe€nejSich dezinfekénych prostriedkov Setrnych k Zivotnému prostrediu a
s minimalnou hrozbou pre 'udské zdravie (2).

Mikrobiém vaje¢nej Skrupiny sa vyjadruje poctom jednotiek tvoriacich kolonie — colony
forming units (cfu), pricom pouZitim dezinficiencii sa bakteridlna zat'az znizi z 104 az 105 cfu
az na 10 cfu (3). V minulosti sa hodnotenie U¢innosti roznych dezinfekénych postupov
obmedzovalo len na aerébne mikroorganizmy, priCom v sucasnosti sa zohladiiuje celkovy
mikrobidém. V mikrobidéme s najviac zastipené kmene Firmicutes, Bacteroidetes a
Proteobacteria.

Najvécsiu hrozbu pre ¢loveka predstavuje rod Salmonella z cel'ade Enterobacteriaceae, ktora
nema Ziadne naro¢né podmienky pre existenciu a rozmnozovanie. Salmoneloza sa prejavuje
silnymi vodnatymi hnackami, bolestami brucha, zvracanim, horackou a pritomné su i kice
brucha. Najvicsimi komplikaciami st nasledky dehydratacie (4).

Vyuzitie kuracieho embrya je v sucasnosti vel'mi obl'ibenym alternativnym modelom v oblasti

vyskumu a preto je dolezité zabezpecit' spravne technické a metodické postupy pri inkubdacii
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oplodnenych vajec. Je potrebné dbat’ na to, aby sme mali k dispozicii ¢o najviac zdravych
embryii pre vykonanie experimentu a mali tak moznost’ zhodnotit’ zavery. Preto je kIiC¢ovym
momentom spdsob dezinfekcie vajecnej Skrupiny a nasledné vplyvy chemickych ¢inidiel na

vyvin embrya.

Material a metody

Vajené Skrupiny boli oSetrené Cinidlami otretim celej plochy vajecnej Skrupiny, pricom
pdsobeniu chemického ¢inidla boli vystavené iba po dobu otretia. Takto boli vaje¢né Skrupiny
osetrené sterilnou destilovanou vodou (kontrolna skupina), 70 % etanolom, 1,5 % roztokom
peroxidom vodika, jodovanym povidénom Betadine a pripravenymi nanocasticami striebra s
extraktom rastliny €istca rovného. Vaje€na Skrupina bola tieZ oSetrena UV-C Ziarenim po dobu
15 minut pri vlnovej dizke 253,7 nm, ozone free, 18 mW/cm2/sek v DNA/RNA UV-Cleaner
Boxe. V experimente bolo pouzitych 104 nasadovych kuracich vajec plemena Lohmann brown
z certifikovaného chovu Liaharensky podnik Nitra, a.s. Slovensko. Vajcia boli inkubované za
Standardnych podmienok pri teplote 37,5°C £ 0,5°C a pri relativnej vlhkosti 60 %.

Po 72. hodinéach od zaciatku inkubdcie (3. embryonalny defi) boli vajcia z liahne vybrané za
ucelom odsatia 2 ml albuminu. Nasledne, vajcia boli d’alej inkubované. Na 9. embryonélny den
sme vykonali odber embryi. Embrya boli odvéazené, sledovali sa malformécie a nasledne boli
odobrané organy srdce a pecenl pouzitim mikroskopu Olympus SZ61 (Olympus, Tokyo,
Japonsko) s digitalnou kamerou PROMICRA (PROMICAM 3-3CP, softwér QuickPHOTO
MICRO 3.2, Praha, Ceska republika). Statisticki analyza bola vykonana Statistickym
programom GraphPad Prism 9.5 pomocou jednocestného ANOVA testu s Dunnettovym

viacnasobnym porovnavanim. Hladina vyznamnosti bola stanovena na p<0,05.

Vysledky

Priemernd hmotnost” embrya po pouZiti sterinej destilovanej vody bola 1,371 g, priemerna
hmotnost’ srdca bola 17 mg a priemernd hmotnost’ pecene bola 21 mg. V tejto skupine sme
nezaznamenali Ziadne malforma¢né zmeny na embryach. Vajcia oSetrené sterilnou destilovanou
vodou boli pouzité ako kontrolnd skupina. Po aplikacii 70 % etanolu bola priemerna hmotnost’
embrya 1,454 g, srdca 18 mg a peCene 27 mg. V tejto skupine sme zaznamenali vyrazné
morfologické zmeny ako nevyvinuté o¢i a zobdky embryi, rastovl retardaciu embrya, zrastené
embryo bez vyvinutych o¢i — anoftalmia, resp. s jednym vyvinutym okom - monoftalmia. V

skupine, ktora bola oSetrena UV-C Ziarenim, bola priemerna prezivatel'nost’ 94 %. Priemerna
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hmotnost’ embrya bola 1,553 g, srdca 20 mg a peCene 25 mg. Zaznamenali sme najvyssiu
hmotnost’ embrya zo vsetkych skupin, a to 2,033 g. Embrya, ako aj jednotlivé organy boli uz
na prvy pohlad vicsSie a vyvinutejSie v porovnani s inymi skupinami. V skupine s pouzitim
1,5% peroxidu vodika bola priemernd hmotnost’ embrya 1,506 g, hmotnost’ srdca 19 mg a
hmotnost’ pecene 26 mg. V skupine sme pozorovali malformaéné zmeny — krvacaniny, zrastené
embry4, rastovu retardaciu a uloZenie organov mimo telovej dutiny. Telova dutina bola vel'mi
makkad, pri manipulécii sa tela embryi trhali a rozpadavali. V skupine oSetrenej Betadinom bola
priemernd hmotnost’ embrya 1,607 g, hmotnost’ srdca 19 mg a pecene 29 mg. Zaznamenali sme
viacero malformaénych zmien, orgdny boli ulozené mimo telovej dutiny embrya (otvorena
telova dutina), peceit a srdce boli neformované, v dvoch pripadoch dokonca chybal lalok
pecene. Zistili sme, Ze jodovany povidon nepriaznivo vplyval na peceit vyvijajicich sa embryi,
aj ked’ bola v priemere zo vsetkych skupin najvicsia.

V skupine oSetrenej nanocasticami striebra v kombinacii s extraktom rastliny Stachys recta L.
bola zaznamenana prezivatelnost’ 95 %. Priemerna hmotnost’ embrya bola 1,692 g, hmotnost’

srdca bola 22 mg a hmotnost’ pecene 31 mg.

Diskusia

V s§tadii Bomfirm a kol. (5) sa uvadza, Ze pri expozicii vajecnej Skrupiny etanolom po dobu 30
sekund nie st pozorované Ziadne rozdiely v Zivotaschopnosti embryi, pri ¢asovom odstupe 5
minut vedu k zniZeniu zivotaschopnosti embryi az o 20 %. Turtoi a Borda (6) uvadzaju, ze
inaktivacia buniek UV-C ziarenim je zaloZena na poskodeni nukleovych kyselin DNA a RNA.
Sposobuje rozbitie niektorych vézieb a tvorbu pyrimidinovych dimérov, ktoré zabraiuju
replik4cii buniek. Mikroorganizmy tak stracaju schopnost’ sa mnozit, st vSak nazive. Tato
vlastnost’ UV-C Ziarenia odliSuje tuto metddu od inych foriem dekontaminacie, kde hrozi riziko
zadrziavania €inidiel na Skrupindch, resp. ich prenikanie do obsahu vajec. To potencionalne
mdze spdsobit’ toxicitu v pripade l'udskej konzumadcie. Tato Stidia uvadza, ze prave UV-C
ziarenie by malo byt stale viac a viac preferované a pouzivané pri vyskume a spracovani. Stidia
tykajica sa aplikacie peroxidu vodika ako prostriedku na dezinfekciu stanovuje minimalnu
koncentraciu u¢inného roztoku peroxidu vodika na 5 %. Tato §tdia Sheldona a kol. (7) vSak
nezaznamenala ziadny vyznamny rozdiel v liahnivosti. Motola a kol. (8) uviedol oSetrenie
peroxidom vodika za spiiajuci kritéria uspesnej dezinfekcie. Uginnost’ dezinfekcie peroxidom
vodika stanovil na 90-100%. Hasani v §tadii z roku 2021 (9) opisuje, Ze najsilnejSiu

antimikrobidlnu schopnost ma roztok koncentracie 3 % peroxidu vodika, zaroven vSak

176



pripusta, ze vysoké koncentracie roztoku moézu vykazovat nepriaznivé ucinky na vajeéné
Skrupiny.

Stadia Sylte a kol. (10) udava Betadine ako pridavni latku na dezinfekciu, avsak s dobrymi
vysledkami pre oSetrenie vajecnej Skrupiny. Jeho pouzitie spdsobilo minimalnu embryotoxicitu,
¢o dokazuje jeho bezpecné pozitie. V studii uvadza, ze roztokom Betadine sa mu podarilo znizit’
pocet baktérii, nie vSak ich eliminaciu. Pripisuje roztoku Betadine i antifungalne vlastnosti.
Stadia Grodzik a kol. (11) sledovala vplyv nanocastic striebra na vyvoj kuracicho embrya.
Nanocastice boli injikované do oplodnenych kuracich vajecna 5., 11., a 17. embryonalny den.
Autori uvadzaji, Ze embryd v porovnani s kontrolnou skupinou boli vicsie (2 %). Zaroven
nanocastice koloidného striebra neovplyvnili zdravy vyvin kuracieho embrya, teda nesledovali

ziadne malformacné zmeny.

Zaver

Bola pozorovana 5 % mortalita pri aplikacii roztoku AgNO3 s extraktom rastliny Stachys recta
L., 6 % mortalita pri aplikacii 1,5 % peroxidu vodika a UV-C Ziarenia. Dalej bolo zistené 17 %
riziko vzniku malformacii pri 1,5 % peroxidu vodika, 23 % riziko vzniku pecenovych deformit
pri aplikécii komeréného pripravku Betadine. Ziadna z pouZitych latok nemala negativny vplyv
na vyvin srdca. Z nasej analyzy vyplyva, Ze najvhodnejSia metdda oSetrenia je expozicia UV-C
Ziarenia a pouzitie roztoku AgNO3 s extraktom rastliny Stachys recta L. Zistené informacie

mozZu byt uzitocné pre rozmnoZzovacie chovy, chovatel'a, ako aj pre vedecké timy pracujuce s

7w

vta¢imi embryami. Zaroven chovatel mdéze spravnym oSetrenim vajecnej Skrupiny predist’

tomu, aby sa z chovu dostalo infikované vajce, ktoré by mohlo byt zdrojom prenosu nékaz.
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Suhrn

Vtacie embrya predstavuju vynikajuci model na pozorovanie skorého embryondlneho vyvoja v
podmienkach ex utero. Viacsina $tadii pouziva techniku vo vajeénej Skrupine (in ovo), ale
niektoré §tadie sleduju vyvoj vtacicho embrya mimo prirodzenej vaje¢nej Skrupiny (€x ovo),
napr. pri vyvoji umelych krvnych ciev alebo pri genetickych manipulaciach. Kazda metdéda ma
vSak ur¢ité obmedzenia, ktoré v kone¢nom dosledku ovplyviiuju vysledky experimentalnej
prace.

KPacové slova: in ovo kultivdcia, ex ovo kultivdcia, vtacie embryo

Summary

Avian embryos represent an excellent model for observing the early development of embryos
under ex utero conditions. Most studies use the technique in the eggshell (in ovo), but some
studies follow the development of the bird embryo outside the natural eggshell (ex ovo), e.g.,
in the development of artificial blood vessels or for genetic manipulations. However, each
method has some limitations that ultimately affect the results of experimental work.

Key words: in ovo cultivation, ex ovo cultivation, avian embryo

Uvod

Zvieracie modely zohravaju klI'ai¢ovu ulohu v zdkladnom a medicinskom vyskume, v oblasti
objavovania liekov, regeneracnej mediciny a vyskumu rakoviny. Prave pouzitie vtaieho
embrya ako experimentalneho modelu sa v poslednych rokoch stalo atraktivnou alternativou k
in vivo testom, vzhladom na coraz viac kladeny doraz minimalizacie pouZzivania
experimentalnych zvierat v akychkol'vek vyskumoch. Hlavné dovody zvaZovania alternativ st

spojené s etickou otazkou, minimalizaciou nakladov, Casom, zdkonmi a verejnou mienkou (4,

5, 6).
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V porovnani s inymi experimentalnymi zvieracimi modelmi ako st mysSi, vta¢ie embryo
poskytuje dostatok tkanivového materidlu na analyzu, je sebesta¢né a vyzaduje iba kontrolu

inkubac¢ného systému (12).

Inkubacia vtacich vajec

Viacsiu Cast’ vyvinu vtacich embryi zabera vyvin po zneseni vajca, teda Stddium inkubécie.
Premena neSpecializovanych buniek na Specifické bunky nastdva pocas prvych dvoch dni po
zneseni vajca, kedy je embryo nachylné na zmeny vonkajSieho prostredia. Prave preto pri
inkubécii akychkol'vek vajec je nevyhnutné dodrziavat’ idealnu teplotu, vlhkost,, ventilaciu a

pravidelné otacanie vajec, aby sme zabranili thynu a roznym malformécidm embryi (2).

Kultivacia in ovo

Vtacie embrya sa vyuzivaju ako v in ovo tak aj v ex ovo experimentalnych metdédach. Vacsina
studii vyuziva techniku ,,windowing®, ktord umoziuje pozorovanie morfologickych zmien po
aplikécii chemickych latok pocas embryonalneho vyvinu priamo vo vajecnej Skrupine (1).
Oplodnené vajicka st zvyc€ajne inkubované tri dni s automatickym otd¢anim, ktoré zabezpecuje
pomaly, ale neustaly pohyb vajec. Na treti den je vytvoreny otvor na tupom konci vajca, ktory
je prekryty vhodnym krycim materidlom. Vajcia st nésledne ponechané v inkubatore az do
zacCiatku experimentu bez automatického otacania. Vd’aka vytvoreniu otvoru sa vo vajci meni

tlak a brani rasticej chorioalantoickej membrane (CAM) spéjat’ sa so Skrupinou (7, 8).

In ovo kultivacia v porovnani s ex ovo metddou predstavuje pre embryo fyziologické prostredie,
preto je CastejSie vyuzivana na dlhSie trvajiice experimenty. Vysledkom je menej vyvojovych
abnormalit a umoznenie prirodzené¢ho vyliahnutia (7). Taktiez pri kultivacii in ovo vyvijajtce
embryo netrpi nedostatkom vapnika a experiment, v tomto smere nebude ovplyvneny (9).
Medzi nevyhody tohto pristupu patri obmedzeny pristup a viditeInost’ chorioalantoicke;j
membrany, ¢i samotného embrya (9). Vytvoreny otvor musi byt pomerne velky, aby bolo
mozné zobrazit’ celé embryo (najméd v neskorych $tadiach) a taktiez velké otvory sa tazko
utesiiuju, ¢o moze viest' k problémom so sterilitou a prezivatel'nost'ou (3).

Mozné komplikécie moze sposobit’ samotné vytvaranie otvoru do Skrupiny, kedy neopatrnym
zaobchadzanim praskne celd Skrupina alebo Ciastocky Skrupiny vpadnuté na CAM poskodia
alebo znemoznia angiogenézu. Hoci metoda in ovo moze byt idealna v skorych embryonalnych

Stadiach, zobrazenie celého embrya v neskorych stadiach je komplikované.
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Kultivacia ex ovo

Ex ovo metdda je vyuzivana v embryologii, genetickej manipulécii, toxikologii, ¢i regeneracnej
medicine (11). Podstatou je odstranenie pdvodnej vajecnej Skrupiny s naslednym presunutim
embryi do novych kultivacnych nadob podobnych vaje¢nej Skrupine na treti den inkubacie (7,
10). Odstranenim vajec¢nej Skrupiny, technika ex ovo umoziiuje manipulaciu s vyvijajicimi
embryami v ur¢itych Specifickych stadiach (3).

Tento typ kultivacie umozituje dokonalt vizualizaciu a v podstate neobmedzeny pristup k
chorioalantoickej membrane, ¢o dovol'uje priame sledovanie vplyvu patogénov ¢i testovanie
niekol’kych vzoriek na vaskulatiru vyvijajuceho sa embrya (7, 8). Na druhej strane sledovanie
embryonalneho vyvoja az do vyliahnutia pomocou ex ovo metdédy potrebuje ndjst’ optimalnu
rovnovahu viacerych faktorov. Ide najmé o potrebu kyslika, vapnika a vlhkosti vzhI'adom na
predpokladant vysSiu mortalitu, kvoli rozsiahlejSiemu vysychaniu embryi alebo véicSiemu
riziku infekcie (9), ¢i dramaticky meniacemu sa metabolizmu v ré6znych §tadiach (10).

Ex ovo kultivacia oproti in ovo kultivacii ma podstatne vys$iu mieru mortality (9). Ked'ze
embrya v novom umelom prostredi nie su vyzivované prirodzene zo Skrupiny, deficit vapnika
byva &astou komplikaciou a aj dovodom deformacie konéatin (10, 11). Dalsou prekazkou je
samotné presuvanie embrya do nového prostredia, ktoré je spajané s nizkou prezivatelnostou
v dosledku Eastych ruptiir membrany Zitka pri jeho vylievani. Tento faktor dokazeme ovplyvnit
zvysenou opatrnost'ou pocas praskania Skrupiny vajicka a umiestnenim embrya do stiesneného

zakriveného priestoru namiesto plochej Petriho misky (8).

Zaver

In ovo a ex ovo metddy inkubacie ndm umoZiuji rozny pristup a manipulaciu s vtac¢imi
embryami. V sucasnosti medzi nimi existuju jasné rozdiely v ur€itych aspektoch ako je
napriklad prezivatel'nost. Dosiahnutie nizsej mortality vtacich embryi v podmienkach ex ovo,
dokaze znizit' celkovy pocet nasadovych vajec potrebnych pre experiment a zarovein zvysit
pocetnost’ skupin v danom experimente. NeZiadliice negativne vplyvy ovplyviiujuce priebeh

obidvoch typov inkubécie vta¢ich vajec st stale predmetom diskusii a vyskumov.
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Suhrn

Asistencia laserom je najuspes$nejSia U vestibularne retinovanych o¢nych zubov a palatinalne
retinovanych o¢nych zubov v pozicii v alfa uhle. Odport¢a sa zhotovenie parodotalneho
obvizu alebo dolepenie gombika pre moznost aplikacie ortodontickej sily, aby nedoslo k tvorbe
granula¢ného tkaniva. Vyhodou je zniZzenie krvacania v opera¢nom poli vplyvom laseru,
dekontaminacia, stimulacia spontannej erupcie, elegantny chirurgicky zékrok a psychologicky
pozitivny efekt bez zanechania traumatickej skusenosti. Low laser stimulacia k autonémnemu

spontannemu prerezavaniu je V sucasnosti predmetom d’alsej stadie.

Summary

Laser assistance in surgical eruption of canines is most successful in vestibular position of
canines and palatine location of the canines in alpha angle. It is recommended to make a
periodotal cure or glue a button for the possibility of applying orthodontic force to prevent the
formation of granulation tissue. The advantage is the reduction of bleeding in the operating field
under the influence of the laser, decontamination, stimulation of spontaneous eruption, elegant
surgery and psychological positive effect without leaving a traumatic experience. Low laser

stimulation to autonomous spontaneous eruption of canines is currently examined.

Uvod
Cel'ust’ osifikuje endezmélne ako prva z kosti lebky, od 6. fetalneho tyzdiia. Osifikaéné jadro

sa nachadza na hranici tela a processus frontalis, ako aj v os incisivum (1, 2). Okrem
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perzistencie sutura incisiva a razstepovych vrodenych vad medzi premaxilou a maxilou sa
moze vyskytnut' komunikacia canalis infraorbitalis so sinus maxillaris alebo rozne tvarové
variacie foramen infraorbitale na facies anterior maxillae (3). Retencia o¢ného zuba je
anomalia, kedy zaloZzeny zub neprerezal po fyziologickom obdobi uréenom na jeho prerezanie
(4). Termin je mozné pouzit’, ak by zub este fyziologicky mohol prerezat, ale jeho ulozenie je
anomalne, moznost prerezania do dutiny ustnej je velmi nepravdepodobna. Frekvencia
v populacii je 1,5 — 2% (5). Vicsina pripadov V literatire je palatinalna lokalizacia a
jednostranna retencia o¢nych zubov (6). Pri¢iny poruchy prerezavania zubov st problém v

erup¢nej drahe zuba a diskrepancia v zubnom obluku (7).

Material a metody

V stadii bol pouzity zubny laser Fotona Lightwalker, Er:YAG, ktorym bol nasmerovany 1G¢
do lokality, ktora bola vysledkom 3D RTG analyzy. Lokalizacia zuba bola porovnana s vopred
pripravenym anatomickym preparatom na vizualizaciu anatomickych pomerov pred zakrokom.
Bol monitorovany klinicky stav 14 pacientov podla schémy 1 - 8 - 16 tyzden — 1 - 3 - 6
mesiacov. Situaciu sme zaznamenali fotoaparatom Olympus smart 14 mp, 24 mm a na
kontrolnom 3D RTG. Podla peridontalnej Strbiny bola zvazena aplikacia mechanickej

ortodontickej sily na zub.

Vysledky

Obr. 1 Situacia in vivo po aplikacii laseru na retinovany o¢ny zub palatinalne v zéne |. a po 3 mesiacoch po

aplikacii mechanickej sily elastickou nitkou (8); (Ohlasdent, zubna ambulancia, MDDr. Rozpravkova)
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Asistencia laserom je najrychlejsia u vestibularne retinovanych o¢nych zubov a palatinalne
retinovanych o¢nych zubov v zéne |. Vyhodou oSetrenia laserom je znizenie krvacania v
opera¢nom poli vplyvom laseru, dekontaminacia, stimuldcia spontannej erupcie, elegantny
chirurgicky zakrok a psychologicky pozitivny efekt bez zanechania traumatickej skusenosti.
Low laser stimulacia k autondmnemu spontannemu prerezavaniu je V sucasnosti predmetom

d’alsej stadie.

Diskusia

Chirurgické oSetrenie laserom je najispesnejsie U vestibularne retinovanych o¢nych zubov a
palatinalne retinovanych o¢nych zubov v alfa uhle alebo zéne I. (9). Bola potvrdena vyznamna
signifikantnd  zavislost medzi dizkou lie¢by a anterioposteridrnou poziciou zuba
v horizontélnej rovine. Medzi dizkou liecby a vekom pacienta nie je signifikantna zavislost.
Medzi a inklinaciou o¢ného zuba bola zistena mierna zavislost’ (5). Lie¢ba sa vyrazne predlzuje

v pripade retencie o¢ného zuba palatinalne v zone 11 (7).

zona Ill. — mezidIné od linie vedouci mezi stfednim
a lateraInim rfezakem

McSherry, P.; Richardson A.: Ectopic eruption of the maxillary canine quantified in three dimensions on cephalometric
radiographs between the agens of 5 and 15 years. Eur. J. Orthodont. 1999, 21, &.1, 5. 41-48

Obr. 2 Pozicia mesialne od vertikalnej linie vedenej medzi hrotmi korefiov zubov prvého a druhého rezaka (7)

Zaver

Vicsina pripadov liecenych laserom bola palatinalna lokalizacia a jednostranna retencia ocného
zuba. Dizka lie¢by zavisela od pozicie vo vztahu k zéne 111, kedy bola naroénejsia a dlhsia.
Asistencia laserom je najaspesnejsia U vestibularne retinovanych o¢nych zubov a palatinalne
retinovanych o¢nych zubov v alfa uhle alebo zone I. Je potrebné dostato¢ne spristupnit’ erupénu
drahu retinovaného zuba, hlavne odstranit’ kostné tkanivo. Vyhodou je znizenie krvacania v

operacnom poli vplyvom laseru, dekontaminacia, stimulacia spontannej erupcie, elegantny
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chirurgicky zakrok a psychologicky pozitivny efekt bez zanechania traumatickej sktsenosti.

Low laser stimulacia k autondmnemu spontannemu prerezavaniu je V sucasnosti predmetom

daliej studie.
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DETEKCIA APOPTOTICKYCH ZMIEN V BOVINNYCH
LYMFOCYTOCH PO KRATKODOBEJ EXPOZICII MOSPILANU®
20SP

CLINIC DETECTION OF APOPTOTIC CHANGES IN BOVINE
LYMPHOCYTES AFTER SHORT-TERM EXPOSURE TO MOSPILAN® 20SP

Viera Schwarzbacherova, Beata HoleCkova, Martina Galdikova, Jana HaluSkova,
Jaroslav Bu€an, Dagmara Dolnikova
Katedra biologie a fyziologie UVLF v KoSiciach, Komenského 73, KoSice
viera.schwarzbacherova@uvlf.sk

Suhrn

Acetamiprid je neonikotinoidovy insekticid, ktory ma Siroké vyuzitie hlavne Vv
pol'nohospodarstve na nicenie réznych Skodcov, ale 1 v domdcich oblastiach proti Sirokému
spektru hmyzu. Potencidlnu cytotoxicitu sme hodnotili metédou dvojitého farbenia akridin
oranz/etidium bromid (AO/EtBr) v lymfocytoch periférnej krvi hovéddzieho dobytka in vitro.
Komerc¢ne dostupny pripravok sme testovali v koncentraciach 1,5; 3,0; 6,0; 12,0; 25,0 ug-ml'1
po dobu 4 h. Analyza vysledkov nezistila $tatisticky vyznamné zmeny indukcie apoptdzy ani
u jedného donora; cytotoxicky efekt nebol potvrdeny.

KPuacové slova: apoptoza, acetamiprid, cytotoxicita, lymfocyty

Summary

Acetamiprid is a neonicotinoid insecticide, which is widely used in agriculture for the
destruction of various pests, but also in domestic areas against a wide range of insects. We
evaluated the potential cytotoxicity by the acridine orange/ethidium bromide (AO/EtBr) double
staining method in bovine peripheral blood lymphocytes in vitro. We evaluated the
commercially available insecticide formulation in concentrations of 1.5; 3.0; 6.0; 12.0; 25.0
ng-ml? for 4 h. Analysis of the results did not detect statistically significant changes in the
induction of apoptosis in any donor; the cytotoxic effect was not confirmed.

Key words: apoptosis, acetamiprid, cytotoxicity, lymphocytes
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Uvod

Acetamiprid je neonikotinoidovy insekticid, ktory je najmenej toxicky neonikotinoid pre
opel'ovace. Sucasne je ako posledny neonikotinoid vol'ne dostupny; ostatné neonikotinoidy st
vEU zakazane. Neonikotinoidy pdsobia na postsynaptické nikotinové receptory pre
acetylcholin nachadzajice sa v CNS hmyzu. Spociatku stimuluji receptor a spdsobuji
depolariza¢nu blokadu, ktora neskor vedie k smrti v dosledku paralyzy (5) Neonikotinoidy maju
relativne nizke riziko pre necielové organizmy a zivotné prostredie, vysoku cielovu
Specifickost’ vo¢i hmyzu a univerzalnost’ aplikaénych metod.

Apoptéza bola charakterizovand ako typ programovanej bunkovej smrti spojenej s
charakteristickymi morfologickymi a biochemickymi zmenami buniek. Detekcia apoptozy
zahfna najcastejSie metody stvisiace s membranovymi zmenami (detekcia Annexin V, dvojité
farbenie AO/EtBr), fragmentaciou DNA (TUNEL test, ,,DNA ladder test), cytotoxicitou a
bunkovou proliferaciou, mitochondrialnym poskodenim (MTT test), imunologickou detekciou
(cytochrom c detekcia pomocou Western blotu) a analyzami zaloZenymi na mechanizme
indukcie apoptozy (detekcia proteinu p53, syntéza opravy DNA) (1). V naSej praci sme sa
zamerali na vyhodnotenie kratkodobého vplyvu povoleného neonikotinoidového insekticidu

Mospilan® 20SP na bovinné lymfocyty in vitro pouzitim dvojitého farbenia AO/EtBr.

Material a metody

Zdravym byckom (kriZence Holsteinského dobytka, 1 rok) bola odobratéa celd krv. Lymfocyty
sa izolovali pomocou Histopaque-1077, premyli a kultivovali v kultivatnom médiu v
koncentracii 2x10° na ml pri 37 ° C pocas 24 h (9). Na posledné 4 h kultivacie bol pridany do
kultivaéného média testovany insekticid Mospilan® 20SP v koncentraciach 1,5; 3; 6; 12 a 25
pg-ml? rozpusteny vo vode, ktora sluzila aj ako negativna kontrola. Po 24 h kultivécii sa
lymfocyty dvakrat premyli v PBS, scentrifugovali (3500 ot/min) a sediment obsahujuci bunky
sa pouzil na farbenie. K bunkdm bola pridana zmes akridinovej oranzovej (100 mg-ml™) a
etidiumbromidu (100 mg-ml?) v pomere 1: 1 (3). Skla boli analyzované pomocou
fluorescen¢ného mikroskopu Nicon Eclipse vybaveného CCD kamerou a softvérom LUCIA
FISH. Analyzovalo sa celkom 100 buniek z troch nezavislych kultir na koncentraciu. Pre
zmeny frekvencie jednotlivych $tadii apoptickych buniek zistenych AO/EtBr farbenim bola
pouzitd metdda ANOVA s Dunettovym aposteridrnym testom.
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Vysledky

Vysledky indukcie apoptozy po 4 h expozicii Mospilanu® 20SP u zvierata ¢. 1 st zobrazené
v tab. 1. Zistili sme, ze Ziadna z koncentracii Statisticky vyznamne neindukovala apoptozu. Po
4 h expozicii doslo najprv k postupnému zvyseniu poétu zivych buniek (1,5 a 3 pg-ml?; 72,23
% a 77,75 %); pri vyssich testovanych koncentraciach k postupnému znizovaniu. Frekvencia
buniek v $tadiu skorej apoptdzy dosiahla svoje maximum pri koncentracii 6 pg-ml? (16,72 %),
nasledne uz len klesala. Pocet buniek v $tddiu neskorej apoptozy pri prvych dvoch testovanych
koncentraciach klesal, ale od koncentracie 6 pg-ml™? zagal stipat’ a dosiahol svoje maximum

pri koncentracii 12 ug-ml™? (22,96 %).

Zvieral % buniek

Koncentracia | Zivé £ SD Skora apoptoza + SD | Neskora apoptéza + SD
(ng-ml?)

Kontrola 68,66 = 4,981 14,00 + 4,598 17,34 + 5,523

1,5 72,23 £ 1,067 14,11 +£1,93 13,66 = 0,8854

3 77,75 £ 1,096 10,13 £1,742 12,12 +2,086

6 66,85+ 8,316 16,72 + 6,437 16,43 £2,82

12 62,08 4,373 14,95 + 2,872 22,96 £ 2,374

25 67,83 3,173 12,55 £ 1,759 19,62 + 2,996

Tab. 1 Indukcia apoptdzy po 4 h expozicii Mospilanu® 20SP v bovinnych lymfocytoch u zvierat’a &.1

Zviera 2 % buniek

Koncentracia | Zivé = SD Skora apoptoza = SD | Neskora apoptoza = SD
(ng-ml)

Kontrola 63,39 + 8,207 10,78 £2,759 25,83+ 6,219

1,5 58,81+ 7,77 12,90 + 4,337 28,29 £ 4,199

3 56,33 £4,621 15,61 + 1,529 28,06 + 4,682

6 63,43 £ 4,661 13,71 + 1,442 22,86 + 3,347

12 54,38 +£3,428 12,08 + 3,075 33,54 +2,262

25 54,73 + 3,626 12,05 + 3,693 33,22 +£0,7901

Tab. 2 Indukcia apoptdzy po 4 h expozicii Mospilanu® 20SP v bovinnych lymfocytoch u zvierat’a §.2.
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Vysledky indukcie apoptozy po 4 h expozicii Mospilanu 20SP u zvierat’a ¢. 2 st zobrazené v
tab. 2. Nezistili sme $tatisticky vyznamne zmenené hodnoty indukcie apoptdzy. Po 4 h expozicii
doslo k postupnému zniZzovaniu poétu Zivych buniek okrem koncentracie 6 pg-ml™? (63,43 %),
kedy sa pocet zivych buniek zvysil. Frekvencia buniek v stadiu skorej apoptdzy dosiahla svoje
maximum pri koncentracii 3 pg-ml™? (15,61 %), nasledne uz len klesala. Pocet buniek v §tadiu
neskorej apoptozy klesal len pri koncentracii 6 pg-ml™ (22,86 %), pri ostatnych koncentraciach

sme zaznamenali narast a svoje maximum dosiahol pri koncentracii 12 pg-ml™? (33,54 %).

Diskusia

Apoptdza, programovana bunkova smrt’ je nevyhnutna na udrzanie homeostazy organizmu.
Dalsou funkciou je odstranenie nenavratne poskodenych buniek, buniek napadnutych virusom
alebo buniek s mutaciou DNA (11). Farbenie apoptotickych buniek fluorescenénymi farbivami,
ako je AO/EtBr sa povazuje za vhodnl metodu analyzy zmien jadrovej morfologie (8). Farbenie
AO/EB na zéklade jadrovej morfoldgie (perinuklearna kondenzécia chromatinu, jadrovy kolaps
a pripadna fragmentacia) nam umoznuje rozlisit’ niekol’ko subpopulacii apoptotickych buniek.
Navyse vzhl'ad tychto buniek vo svetelnej mikroskopii ako je zaoblenie buniek, povrchové
Skvrny a zmrStenie, poskytuje Uplny morfologicky profil apoptotickej bunky (7).

Vysoka hladina apoptotickych buniek bola detegovana po expozicii viacerym pesticidom, napr.
DDT (6), imidaklopridom (4) a mnohym inym.

Vysledky podla Schwarzbacherova et al. (10) ukazuju, Ze komerény pripravok na baze
tiaklopridu (neonikotinoidovy insekticid) v testovanych koncentraciach indukoval zmeny
zivotaschopnosti bovinnych lymfocytov po 4-hodinovom pdsobeni in vitro. Pomocou testu
Annexin V a TUNEL zistili pokles zivotaschopnosti buniek (az o 29 % buniek v neskorej
apoptoze) a vyskyt apoptozy v koncentraciach v rozmedzi od 30 do 240 pg-ml'. Podobné
vysledky ziskali Calderon-Segura et al. (2), ktori exponovali I'udské periférne lymfocyty
pripravkom Calypso®. Mnoho prac potvrdilo, Ze expozicia pesticidom modZe sposobit
produkciu reaktivnych foriem kyslika (ROS), ¢o ma za nasledok vznik oxidaéného stresu.
Predpoklada sa, Zze neonikotinoidy posobia na mitochondrie, ktoré sa poskodia a nasledne

produkuju zvysené mnozstvo ROS (12).
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Zaver

Detekcia apoptdzy pomocou dvojitého farbenia AO/EtBr nebola Statisticky vyznamnd; zmeny

v jednotlivych kategoriach buniek vSak boli pozorované. Pre potvrdenie resp. vyvratenie

moznych cytotoxickych ucinkov insekticidu je potrebné vykonat’ este d’alSie experimenty.
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STIMULACIA ANGIOTENZINOVYCH RECEPTOROV TYPU 2 A JEJ
VPLYV NA OBNOVU VASKULATURY PO ZAVAZNEJ TRAUME
MIECHY

STIMULATION OF THE ANGIOTENSIN TYPE 2 RECEPTOR CAN
IMPROVE VASCULAR RECOVERY FOLLOWING SEVERE SPINAL
CORD INJURY

Jana Snopkova, Veronika Liptakova, Erika Hvozdikova, Jaroslav Pavel
Neurobiologicky ustav, Biomedicinske centrum SAV, v.v.i., goltésovej 4, KosSice

snopkova@saske.sk

Suhrn

Trauma miechy predstavuje zdvazny klinicky stav, ktory postihnutym pacientom sposobuje
trvalé funkéné deficity. Napriek dlhodobému intenzivnemu vyskumu vSak doposial’ neexistuje
spolahlivd a klinicky akceptovana liecba umoziujuca asponn cCiastoéné obmedzenie
neurologickej dysfunkcie. Vzhl'adom k tomu, Ze naruSenie vaskularnej siete miechy po traume
vedie k iniciacii mnohych autodestruktivnych procesov, ktoré vyrazne prispievaji k degradacii
tkaniva, sa za rozhodujuce terapeutické ciele povazuju prave proangiogénne stratégie. V nasej
praci sme sa preto venovali stimulacii AT, receptorov v kontexte regeneracie vaskularnej siete
miechy po zdvaznej kompresii miechy u potkanov. Cielom prace bolo posudit’ mozny vplyv
stimuldcie tychto receptorov na tvorbu novych ciev, ich integraciu do funkc¢nej
neurovaskulatury a jej dopad na celkové funkéné vylepSenie.

KPacové slova: trauma miechy, ATz receptor, revaskularizacia

Summary

Spinal cord injury is a severe clinical condition that leads to permanent functional deficits in
patients. Despite long-term research, there is still no reliable and clinically accepted treatment
that can even partially limit neurological dysfunction. Considering that the disruption of the
vascular network of the spinal cord after trauma leads to the initiation of many autodestructive
processes that significantly contribute to tissue degradation, proangiogenic strategies are

considered as crucial therapeutic targets. Our study focused on the stimulation of AT receptors
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in order to promote the regeneration of the vascular network in the spinal cord after severe
compression in rats. The study assessed the potential impact of the stimulation of these
receptors on the formation of new blood vessels, their integration into the functional
neurovasculature, and their overall effect on functional improvement.

Key words: spinal cord injury, AT> receptor, revascularization

Uvod

Neurony st bunky extrémne citlivé na hypoxické podmienky, a preto kontinudlny privod
kyslika z krvi je kI'i¢ovym faktorom zabezpecujucim funkcénost’ nervového tkaniva. NaruSenie
vaskularnej siete miechy po traume vSak vedie k ischémii a naslednému rozvoju mnohych
akutnych aj chronickych patofyziologickych mechanizmov, ktoré vyznamne prispievaji k
postupnej degeneracii nervového tkaniva (5). Podpora tvorby novych ciev, tzv. angiogenéza a
regeneracia reverzibilne poskodenej neurovaskulatury predstavuje sl'ubny terapeuticky ciel,
ktory by mohol vyraznym sposobom prispiet’ k funkénému vylepSeniu (2). Napriek tomu, Ze
po traume miechy dochadza k iniciacii endogénnych neuroprotektivnych a regenera¢nych
mechanizmov, ich rozsah je vyrazne obmedzeny a v podstatnej miere zavisi na zavaznosti
primarneho poranenia. Pocas posledného desatrocia sa ukazalo, Ze priame manipulacie r6znych
signalnych drah mo6zu dostato¢ne podporit’ procesy neuroregeneracie (4). Jednou z nich je tzv.
protektivne rameno renin-angiotenzinového systému — AT: receptory. NaSe preliminarne
vysledky poukdzali na to, ze aktivacia tychto receptorov v obdobi ich prechodnej expresie
podnecuje procesy vaskularnej regeneracie, a preto sme sa v tejto praci venovali prave ucinku
stimulacie AT, receptorov na podporu procesu angiogenézy poskodeného tkaniva miechy a jej

dopadu na celkové funkéné vylepSenie.

Material a metody

V stadii sme pracovali s dospelymi samicami potkanov kmena Wistar s hmotnost'ou od 250g
do 300g, ktoré sme nahodne rozdelili do Styroch skupin, a to: (a) intaktnd kontrolna skupina,
n=14, (b) traumatické poranenie miechy — TPM, n=14, (c) TPM + stimulacia AT> receptorov,
n=14 a (d) TPM + blokovanie ATz receptorov, n=14. Ako experimentalny model poranenia
miechy sme vyuzili optimalizovany model zavaznej kompresie miechy — 40g kompresia
trvajuca 15min na urovni Th9. Kontinualna stimulacia, resp. blokovanie AT> receptorov bola
uskuto¢nena od 14. do 28. post-traumatického diia prostrednictvom selektivneho agonistu

CGP42112 (0,1mg/kg/de), resp. antagonistu PD123319 (1mg/kg/dett). Styri tyzdne od traumy
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sme pomocou BBB lokomocnej Skaly analyzovali funkénui motoricki obnovu zadnych
konc¢atin v korelacii s latenciou neurondlnej odpovede ziskanej meranim motorickych
evokovanych potencidlov. Hodnotili sme tiez zmeny v mikcii, vahe, tlaku a srdcovej frekvencii
experimentalnych zvierat. Génovu analyzu klicovych proangiogénnych markerov ako su
vaskularny endotelovy rastovy faktor (VEGF-A), VEGF-A receptor, angiopoetin 1 a 2 (Angptl
a Angpt2) a PECAM sme uskutocnili kvantitativnou RT-PCR a vybrané proteiny analyzovali
prostrednictvom ELISA metody, a to v epicentre 1ézie a prilahlych rostro-kaudalnych
segmentoch. Mieru vaskularneho posSkodenia v tkanive miechy sme stanovali pomocou
imunofluorescenéného znacenia proteinu RECA-1. Ziskané vysledky boli vyhodnotené v

Statistickom programe GraphPad Prism 8 a prezentované ako priemer £ SEM.

Vysledky

Selektivna stimulédcia AT. receptorov viedla k upreguldcii génovej expresie klicovych
proangiogénnych rastovych faktorov VEGF-A a jeho receptora, Angptl, Angpt2 a vaskularnej
signalnej adhéznej molekuly PECAM, a to predovSetkym v epicentre lézie a v jej
bezprostrednom okoli (Obr. 1). Rovnaky trend sme pozorovali aj pri analyze proteinovej irovne
vybranych markerov. Vyrazné rozdiely boli zaznamenané pri VEGF-A, ktorého hladiny sa vo
vSetkych analyzovanych segmentoch pohybovali po samotnej traume pod kontrolnou tiroviiou
1938+80 pg/mol, zatial’ co po stimulécii doslo k ich signifikantnému navySeniu, a to najmé v
kranidlnych segmentoch. Signifikantné zmeny sme po stimulacii pozorovali taktiez pri
receptoroch VEGF-A, a to nad epicentrom lézie — 61,83 + 5,3 pg/ml vs. 45,1 + 5,6 pg/ml, a
taktiez kaudalnych segmentoch miechy — 64,1 £ 4,6 pg/ml vs. 52,6 + 3,7 pg/ml. V porovnani
s kontrolnou skupinou sme najvyraznejSie cievne poskodenie zaznamenali v mieste 1ézie
a kaudalnej oblasti, a to predovsetkym v dorzalnej bielej hmote (Obr. 2). Tieto morfologické

zmeny korelovali s celkovym histopatologickym obrazom.
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Obr. 2 Heat mapa génovej expresie kl'icovych proangiogénnych markerov 28 dni po TPM

Obr. 3 Morfologické zmeny vo vaskulatiire miechy $tyri tyZdne po traume
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U zvierat po stimulacii AT2 receptorov sme v porovnani s traumou samotnou zaznamenali
vyrazné vylepSenie v lokomocnej aktivite ich zadnych koncatin (BBB skore: 10,45 bodov vs.
9,05 bodov), ktoré signifikantne korelovalo (Pearsonov r=-0,908) s evidentne kratSou latenciou
neuronalnej odpovede (7,4 ms vs. 10,8 ms). Okrem lokomoc¢nych zmien boli u zvierat
zaznamenané aj rozdiely v obnove mocovej funkcie. Po stimuldcii sa zvieratdm mikcia
prinavratila v priemere o Sest’ dni rychlejsie. Po blokovani AT> receptora sme obnovu mikcie v
sledovanom obdobi pozorovali iba u 75% zvierat. Rovnako sme detegovali vyrazny rozdiel v
hmotnosti zvierat oproti ich predoperacnej vahe. Po stimulacii doslo Styri tyZdne k nérastu
hmotnosti priblizne o 5%, avsak po kompresii samotnej, ako aj po blokovani bol pozorovany

jej ubytok (Obr.3). Pozorované pozitivne uc¢inky stimulacie boli potla¢ené pri blokovani AT>

receptora.
VYBRANE PARAMETRE FUNKCNEJ OBNOVY
TPM AT:R stimulacia AT:R blokovanie
Finalne BBB skore 9.05+0.25 10.45+0.34 9.03 +0.33
Latencia neuronilnej odpovede (ms) 108+ 1.7 7.4+0.6 10.0+0.3
Dizka obnovy mikcie po TPM 26 dni 20 dni -
Finilna vs. povodna hmotnost’ (%) -1.84 +0.02 5,22 +0.04 -3.09 +0.03
Obr. 4 Vybrané parametre pozorovanej funkénej obnovy
Diskusia

Po traume miechy dochadza k poSkodeniu mikrocirkuldcie a naruSeniu hematoencefalickej
bariéry, ¢o vedie k rozvoju sekundarnych zmien zodpovednych za degradaciu tkaniva. Aj
napriek tomu, Ze mechanické poskodenie iniciuje proces endogénnej revaskularizacie, ta nie je
dostatocna, pretoze inhibi¢né prostredie lézie brani integracii novovzniknutych ciev do
funk¢nej vaskulatiry miechy (6). Nedostatond integracia novych ciev do funk¢nej kapilarnej
siete ma za nasledok ich vyraznu redukciu (3). Nervové tkanivo je vSak vysoko zavislé na
kontinualnej dodavke kyslika, a preto je adekvatne prekrvenie zdsadnym aspektom pre
zachovanie jeho funk¢énosti. Na inicidcii a regulacii angiogenézy sa vyrazné podiel'aji VEGF-
A a Angpt2, zatial’ ¢o Angptl prispieva k stabilizacii a maturacii krvnych ciev (7). Stimulacia
AT, receptorov, ktoré zohravaju ulohu v regeneracnych procesoch, viedla k upregulacii

proangiogénnych markerov, a to ako na génovej tak aj na fyziologicky relevantnej proteinovej
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urovni. Stimulécia v poskodenom tkanive miechy prispela k tvorbe novych ciev pomocou
expresie  VEGF-A a jeho receptorov, a taktiez podporila vznik prepojeni medzi
novovzniknutymi cievami a bunkami nervového tkaniva prostrednictvom regulacie Angptl.
Nové cievy vytvaraju vhodné prostredie pre remodelaciu poSkodeného tkaniva a prerastanie
novych axénov. Reorganizicia neurondlnej siete mé pritom priamy vplyv na odozvu
motorickych evokovanych potencidlov (1). LepSie prekrvenie zabezpecuje dostatok zivin
potrebnych pre spravne fungovanie tkaniva, a preto sme po stimulacii AT, receptorov
zaznamenali vyraznu redukciu jeho straty a vyraznejSie zachovanie integrity sivej a bielej
hmoty. Od mnozstva funkéne zachovaného tkaniva je zavisly aj celkovy neurologicky obraz,
¢o sme pozorovali aj v naSich experimentoch, kedy sme po stimulacii pozorovali rychlejsiu
neurondlnu odpoved’, ktord vyrazne korelovala s motorickym vylepSenim zadnych koncatin a

rovnako tak s funkénou obnovou mikcie.

Zaver

Stimulacia AT receptorov v poskodenej mieche prispela k tvorbe a integracii novych ciev, a
tym zvysila regeneracny potencial tkaniva s efektom na celkové funkéné vylepSenie. Mézeme
ju teda oznacit’ sa sI'ubného adepta pri vyvoji adekvatnej terapeutickej stratégie vhodnej aj pre

Klinicku prax.
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DILATACIA A VOLVULUS ZALUDKA.
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GASTRIC DILATATION AND VOLVULUS
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Suhrn

Dilatacia a volvulus zaludka st pomerne Casto sa vyskytujucim, zivot ohrozujicim stavom
velkych plemien psov. Etioldgia nie je znama, avSak urCité fenotypické a enviromentéalne
rizikové faktory boli identifikované. Pitva 6 mesacnej fenky Novofundlandského psa, ktora
uhynula bez predchadzajucich klinickych priznakov preukézala dilataciu a volvulus Zaludka,
s kongesciou sleziny a dislokaciou cCriev aj sleziny. Morfologicky obraz srdca poukazoval na
periférne cirkula¢né zlyhanie.

KPucové slova: pes, dilaticia a volvulus Zaltdka, nahly uhyn

Summary

Gastric dilatation and volvulus (GDV) is a common emergency condition in large and giant
breed dogs that is associated with high morbidity and mortality. The aetiology is unknown, but
several phenotypic and environmental risk factors have been identified for developing GDV.
The necropsy of 6 months old Newfoundland female puppy which died with no previous
clinical symptoms revealed the severe gastric dilatation and volvulus with displacement and
congestion of the spleen and by dislocation of intestine. The morphological appearance of heart
indicates to peripheral circulatory failure.

Key words: dog, gastric dilatation and volvulus, sudden death
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Introduction

Gastric dilatation and volvulus (GDV) is an enlargement of the stomach associated with rotation

on mesenteric axis (Fig 1).

ssophagus ezaphagus
Normal position of Rotation of the GDv
stomach stomach

Fig. 1 Anatomic position of stomach during gastric dilation and volvulus in the dog.

Source: https://bullmastiff.us/health-rescue/bloat/

It is a life-threatening disorder most commonly seen in large, deep-chested dogs, although any
dog may be affected. In its early stage, the stomach fills with gas, causing a simple gastric
dilatation or "bloat". Sometimes, the condition progresses no further than a bloat. A GDV,
however, is a progression of the bloat into a volvulus, in which the huge, gas-filled stomach
twists upon itself so that both the entrance and exit of the stomach become blocked. This is an
emergency that requires urgent surgery to correct (3).

The aetiology of gastric dilation and volvulus is unknown, but several phenotypic and
environmental risk factors have been identified for developing GDV. No sex predisposition
exists, and dogs appear to be at increased risk with advancing age. Other reported
predisposing factors include lean body condition, deep/narrow thoracic conformation, a first-
degree relative with a history of GDV, stress, aggressive or fearful behaviour, once daily
feeding, dry food, and rapid consumption of food, previous splenic disease, and increased
gastric ligament laxity (4).

In our work the necropsy results of 6 months old Newfoundland female puppy with gastric

dilatation and volvulus are presented.

Material and Method

6 months old Newfoundland female puppy was found dead with no previous clinical symptoms

by owner. He supposed the puppy was poisoned. He asked for the necropsy.
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Results

The necropsy revealed disproportionality of the body in the meaning of severe abdominal
enlargement; the abdomen was very hard. There was a discharge of turbid secretion from the
oral cavity. After opening of the abdominal cavity the severe gastric dilatation was observed.
There was also the dislocation and congestion of the spleen which was localized on the right

side of the body between stomach, liver and diaphragm (Fig. 2).

Fig. 2 Severe gastric dilatation and displacement of the spleen were found. Source: Own picture

According to the edges and colour of the spleen, the diagnosis of severe splenomegaly caused
by congestion was accepted. There was also the distention and displacement of part the
intestines (duodenum) was observed on the right side of the body, close to the diaphragm and
/or oesophagus. The rest of the intestine was found on the left side of the abdomen and partially
beneath cranial edge of the stomach, were its severe hyperaemia even congestion were also
detected. The eccentric left ventricular hypertrophy and dilatation of right ventricle were also
observed.

Discussion

The syndrome of GDV occur relatively common in dogs, und uncommonly in cats. The gas
that contributes to the development of dilatation is probably the result of aerophagia, and
possibly the evolution of carbon dioxide by physiological mechanism. Inability to relieve the
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accumulation of food, fluid and gas in the stomach causes the organ to dilate and alter its intra
- abdominal position, so that its long axis rotates from a transverse left-right orientation to one
paralleling that of abdomen. In simple dilatation the oesophagus is not physically completely
occluded, the spleen remains on the left side, and the duodenum is only slightly displaced
dorsally and toward the midline. Repeated episode of gastric dilatation probably compromise
splenic venous return during period when the stomach is distended and eventually leads to
spleen ischemia and segmental infarcts (1).

For reasons that are not fully clear, gastric dilatation may converted to gastric volvulus, which
Is presented in this work. The stomach rotates about oesophagus in a clockwise direction, as
viewed from the caudal aspect. The greater curvature of distended organ moves ventrally and
caudally and then rotates dorsally to the right. This forces the pylorus and terminal duodenum
cranially to the right and clockwise to the oesophagus (7). In our case, the whole intestine was
dislocated, the part one was seen immediately after the opening of the abdominal cavity which
points to its abnormal position. Depending on the degree of volvulus, the spleen which follows
the ligamentum gastrolienale, usually ends up lying in a right-ventral position between the
stomach, liver and diaphragm, which was observed also in our case. Spleen bens to the V shape
by tension on its ligaments, becomes extremely congested and may undergo torsion, infarction
and rupture (5). The oesophagus becomes completely occluded which may involve rotation of
up 270-360°. Venous infarction of gastric mucosa ensues, as volvulus progressively constricts
outflow of blood from the stomach. The gastric wall is oedematous and dark red to black and
there is blood content in the lumen of stomach. Ischemic mucosa becomes necrotic and the
stomach may rupture. Hemoperitoneum may occur as a result of avulsion of gastric blood
vessels (1). These pathologic changes were not found in our case. The stomach wall was a little
thick, but only mild red discoloration was found in approximately half of the stomach wall.
Distension and displacement of the stomach cause obstruction of the caudal vena cava and
portal vein resulting in venous stasis and sequestration of blood in splanchnic, renal, and
posterior muscular capillary beds. It results in cardiac arrhythmias, mainly ventricular in origin
and occur in approximately 40% of patients with GDV (8). The decrease in circulating blood
volume (venous return) and subsequent decrease in cardiac output, arterial blood pressure, and
tissue perfusion culminate in hypovolemic shock. Endotoxemia, a consequence of portal vein
occlusion, contributes to the shock syndrome. The release of myocardial depressant factors
from ischemic pancreatic tissue impairs the clearance of endotoxins by the reticuloendothelial

system as well as causing direct cardio depressant effects (Lees et al., 1977, cit. 2; 1). The
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morphology of the heart in our case points to peripheral circulatory failure which is
characterized by reduction in the effective circulating blood volume with insufficient venous
return and reduced cardiac output. Acute haemorrhages and shock are examples of the form of
circulatory failure (1).

The mortality rates for GDV are reported to be as high as 15-25%. Prognostic indicators such
as recumbence, depression or coma on presentation, gastric necrosis, and arrhythmia all

increase mortality (6).

Conclusion

In this work the cause of sudden, unexpected death of young 6 month old female puppy of
Newfoundland breed was described. During necropsy the gastric dilatation and volvulus were
found. This pathological diagnosis was supported by displacement and congestion of the spleen
and by dislocation of intestine. The morphological appearance of heart indicates to peripheral

circulatory failure.
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HISTOLOGICKE A IMUNOHISTOCHEMICKE HODNOTENIE
REGENERACIE KOSTNEHO TKANIVA POMOCOU
HYDROXYAPATITOVEJ KOSTNEJ PLATNICKY

HISTOLOGICAL AND IMMUNOHISTOCHEMICAL EVALUATION OF
BONE TISSUE REGENERATION USING HYDROXYAPATITE BONE
PLATE

Veronika Simaiov4, Jana Teleky
Katedra morfologickych disciplin, UVLF v Kosiciach, Komenského 73, KoSice

veronika.simaiova@uuvlf.sk

Suhrn

V poslednych rokoch, s prudkym rozvojom biologickych materidlov a potreby modernej
regenerativnej mediciny, nadhradné biomaterialy pre vyskum kosti, ktoré boli aplikované do
oblasti defektov na mandibule st Coraz viac predmetom zdujmu vedcov po celom svete.
Hydroxyapatitové keramické leSenia maju plne prijatelné fdzové zlozenie, mikroStruktiru a
pevnost’ v tlaku na ich pouZitie v regenerativnej medicine. Nami pouZivand inovativna
hydroxyapatitova keramika bola pripravena metédou paskového odlievania, ktord umoziuje
varidciu tvaru vzoriek po formovani hydroxyapatitovej pasty do foriem kyseliny polymliecnej
a vytlageni na 3D tlagiarni. Ugelom naSej kvalitativnej §tidie bolo zhodnotit’ regeneradny
potencial inovativneho keramického biomaterialu pripraveného touto metdédou v terapii
defektov kortikalnej kosti sanky u piatich dospelych oSipanych. Kostné defekty sanky boli
hodnotené v ¢asovych obdobiach po 3, 4, 5 a 6 mesiacoch a porovnané s kontrolnou vzorkou
zdravej kortikalnej kosti z opacnej strany sanky. Vysledky histologického, ako aj
imunohistochemického vySetrenia potvrdili pozitivny regeneraény potencial keramickych

implantatov po oSetreni kostnych defektov dolnej cel'uste na modeli prasacej mandibuly.

KPucové slova: kostny defekt, sanka, hydroxyapatit, oSipana
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Summary

In recent years, with the rapid development of biological materials and the need for modern
regenerative medicine, substitute biomaterials for bone research that have been applied to the
area of defects on the mandible are increasingly the subject of interest of scientists around the
world. Hydroxyapatite ceramic scaffolds have fully acceptable phase composition,
microstructure and compressive strength for their use in regenerative medicine. The innovative
hydroxyapatite ceramic used by us was prepared by the tape casting method, which allows the
variation of the shape of the samples after forming the hydroxyapatite paste into polylactic acid
molds and printing them on a 3D printer. The purpose of our qualitative study was to evaluate
the regenerative potential of the innovative ceramic biomaterial prepared by this method in the
therapy of cortical bone defects of the mandible in five adult pigs. Bone defects of the sled were
evaluated at time periods of 3, 4, 5, and 6 months and compared with a control sample of healthy
cortical bone from the opposite side of the mandible. The results of histological as well as
immunohistochemical examination confirmed the positive regenerative potential of ceramic

implants after the treatment of bone defects of the lower jaw on the porcine mandible model.

Key words: bone defect, mandible, hydroxyapatite, pig

Uvod

Mandibula je kostené leSenie, ktoré tvori spodnu tretinu tvare. Nestvisi len s udrZiavanim
kontury a tvaru tvare, ale uzko stvisi aj so Zuvanim, artikulaciou a recou pacienta. Poranenie,
nador, infekcia, funk¢éna atrofia, vrodené ochorenie, periodontitida a iatrogénne poranenia (ako
je nadmernd osteotomia pri plastickej chirurgii s hypertrofiou dolnej ¢el'uste) mézu viest’ k
ubytku kostnej hmoty tkaniva v ustnej dutine, ¢o ovplyviiuje vzhl'ad tvare pacienta rézneho
stupiia a zodpovedajucej ordlnej funkcie (19). Tieto skuto¢nosti nevyhnutne prinaSaji velk
psychicku zat'az pre pacientov a traumu, mnohi pacienti moézu pocitovat’ bolest’, menejcennost,
excentricitu, atd. Vzhl'adom na smer vyskumu bola rekonstrukcia defektov dolnej Cel'uste
neustalym zadujmom (14, 7, 11). Hladanie ide4lneho sposobu opravy kostného defektu bola
predmetom dlhodobého usilia pribuznych disciplin. Tradi¢ny autologny kostny Step je zlatym
Standardom pre kostny Step (20). Nedostatok zdrojov a komplikécie darcov (ako je chronicka
bolest’ a hypofunkcia) vSak obmedzuju ich aplikdciu a st nachylné na sekundarnu kostnu
resorpciu (1, 16). V stcasnosti sa v klinickej praxi bezne pouzivaju aloStepy a xenogénne Stepy.

Aby sa znizila indukcia zdvaznej imunitnej rejekcie hostitel'a, alogénna kost’ je Casto oSetrend
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zmrazenim, lyofilizaciou, dekalcifikdciou alebo inym chemickym oSetrenim a jej bunkové
zlozky su vacsinou nekrotické. Preto mé alogénny Step od autostepu urcité rozdiely v aspektoch
osteogenézy, prejavu v procese hojenia a imunitnej odpovede (2, 18). Idedlna ndhrada kostného
Stepu by mala byt: osteokonduktivna, osteoinduktivna, biokompatibilna, bioresorbovatel'na,
Strukturalne podobna kosti, lahko pouzite'na a ndkladovo efektivna. Zaroven méze vcas tvorit’
kostné vézbové rozhranie s kostnym tkanivom, casom sa rozlozit a nakoniec byt Uplne
nahradeny autolégnym kostnym tkanivom (5, 6). Biomateridly zahfnaja tri typy: kovové
materidly (titdn a jeho zliatiny), anorganické materialy (bioaktivna keramika, hydroxyapatit) a
organické materidly.

Biomateridly nielenze maji alebo plnia urCité biologické funkcie, ale maji aj dobru
biokompatibilitu. Existuje vS§ak mnoho druhov biomaterialov aplikovanych na defekty dolne;j

¢el'uste, ktorych vlastnosti sa mézu menit’.

Material a metody

V préaci bolo pouzitych pat’ dospelych samic osipanych plemena Large White (n=5) (Farma PD
Agro Michalovce, Slovenské republika). Experiment bol schvaleny Statnou veterinarnou a
potravinovou spravou SR ¢. 4650/17-221. Zvieratam v celkovej anestéze boli vytvorené
jednostranné defekty kortikalnej kosti pomocou extraordlneho pristupu k sanke. Chirurgicky
rez bol vedeny v rostralnej Casti tela sanky stibeZne s jej ventralnym okrajom na pravej strane
sanky na Urovni prvého a druhého premolara. Okrajové kostné defekty na pravej strane
exponované¢ho mandibularneho tela boli vytvorené pomocou reverzibilnej pilky na kosti
chladenej 0,9 % sterilnym fyziologickym roztokom. Vytvorené defekty mali dizku 1,6 cm
(predozadny), 0,8 cm Sirku (bukélne-lingvalne) a 0,4 cm hribku (spodny okraj-vyska obrysu).
Sterilna hydroxyapatitova keramicka platiia (HA) s dizkou 1,5 cm, $irkou 0,7 cm a hraibkou 0,3
cm bola vlozena na vyplnenie okrajového defektu na pravej strane sanky. Pre stimuléciu hojenia
defektu bola vel'mi dolezita pritomnost’ krvi z okolitého kostného tkaniva. Nativna kost’ na
lavej strane mandibulérneho tela slizila ako kontrola. Po skon¢eni monitorovacieho obdobia
boli zvierata usmrtené jednotlivo v réznych casovych obdobiach po 3, 4, 5 a 6 mesiacoch v
sulade so zdkonmi welfare zvierat. Zo zahojeného miesta defektu kosti na tele sdnky boli
odobraté vzorky tkaniva, ktoré boli nasledne posudené histologicky a imunohistochemicky. Po
fixacii v 4% formaldehyde bolo odobraté tkanivo velkosti 10 mm x 10 mm prenesené do
dekalcifikatného roztoku Chelaton (Slavus) na dobu 3 - 6 tyzdiov. Tkanivo bolo d’alej

spracované do parafinovych blockov. Po narezani na mikrotome na 4 pm rezy a deparafinécii
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boli rezy ofarbené Hematoxylin- Eozinom. Sériové rezy boli ofarbené imunohistochemicky,
kvoli detekcii pritomnosti kolagénu typu I pomocou metddy pre imunohistochemicku reakciu
primarnou krali¢ou polyklonalnou protilatkou proti kolagénu I (ab233080, Abcam, Cambridge,
UK) po dobu 60 minut pri izbovej teplote vo vlhkej komorke a nasledne boli rezy inkubované
so supravou sekundarnych protilatok DB DET SYS, DB, detekénd suprava HRP -
krali¢i/mysaci dudlny systém (DB Biotech, KoSice, SR) poc¢as 30 minut pri izbovej teplote vo
vlhkej komorke. Nasledoval krok na vizualizaciu reakcie s pouzitim Cerstvo pripraveného

chromogénového systému DAB (3,3'-diaminobenzidin) (DAKO, North America, USA).

Vysledky

Histologicka analyza regeneracie kosti v rostralnej Casti sanky v mieste okrajového defektu
poukézala na rozdiely v intramembrandznej kostnej regenerdcii v Stadiu kostnej remodelécie
podl'a dizky pooperaéného obdobia. Po prislusnych intervaloch hojenia (3., 4., 5., 6. mesiac)
neboli zistené Ziadne makroskopické defekty. Nové tkanivo u vsetkych lieCenych defektov
okrajovej Casti sanky siahalo hlboko do priestoru defektu. Mikroskopicka analyza potvrdila
vyznamnu regeneraciu kompaktného (kortikalneho) kostného tkaniva na zrelt, hubovita kost'.
Toto pozorovanie viedlo k dodato¢nej analyze detailov kostnej remodelacie v jednotlivych
Casovych obdobiach pri skimani regeneracie sanky. Pozorovali sme regenerujice sa kostné
tkanivo s pritomnostou kostnych buniek osteoblastov, osteocytov a mineralizované matrice.
Povrch kosti bol relativne hladky a neboli pozorované Ziadne zvySky hydroxyapatitovych
keramickych platni¢iek. V mieste vytvoreného defektu bola keramicka platnicka celkom
degradovana a defekt bol uplne vyplneny novovytvorenym, regenerovanym kostnym tkanivom.
Nové kostné tkanivo sa zacalo formovat’ od okraja ako lamelarna kost” a postupovalo do stredu
defektu, kde bol kalus nahradeny kompaktnou kostou. Podla $tadia vyvoja kosti vyplnala
nezrela kost (tkané kostné tkanivo) len Cast’ priestoru v mieste defektu. Resorpcia osteoklastmi
a novotvorba kosti osteoblastmi je typickd pre prestavbu kosti. V zone nezrelej kosti bola
pozorovand kostna matrica s vel'kym mnoZstvom osteoblastov, neusporiadanych kolagénovych
vlakien a cementovych linii. Kostnd matrica s cementovymi liniami bola charakteristicka pre
nezrelé, vyvijajuce sa kostné tkanivo (Obr. 1 A, ¢ierna Sipka, 50 pm), zatial’ Co v zrelej kosti
prevladali ostedny s typickym usporiadanim osteocytov a Haversovym systémom v strede (Obr.
1 B, modra $ipka, 50 pm ). Imunohistochemicka detekcia kolagénu typu I v kostnom defekte
na tele sanky 3, 4, 5 a 6 mesiacov po implantécii hydroxyapatitovej keramickej platnicky u
osipanej ukazala pritomnost’ kolagénu typu I v kostnej matrici kompaktnej kosti, v hubovite;

206



kosti, okolo dutin kostnej drene, ako aj v okoli a vo vnutri ostednov i laktinach osteocytov (Obr.

1 C, D, zelena Sipka, 50 um).

Obr. 1 Histologicka analyza regeneracie kosti v rostralnej ¢asti sanky v mieste okrajového defektu

Diskusia

Bolo vykonanych mnoho stadii s cielom vyvinit najvhodnejsi a prispdsobivy material na
regeneraciu kostného tkaniva. Mozné st vSak kratkodobé a dlhodobé komplikacie (12). Kost’
zlozend z krysStdlov kolagénu a fosforeCnanu vépenatého apatitu je druhym najcastejSie
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transplantovanym orgdnom na svete, ktory zivému telu poskytuje tuhost’, pevnost’ a urcity
stupen elasticity (22).

Biokeramika je druh anorganickych nekovovych materidlov. Pretoze hlavnymi zlozkami
kostného tkaniva st hydroxyapatit (HAp), typické biomateridly kalciumfosfatovej keramiky
(CaP) a bioaktivnych skiel (BG) sa uz mnoho rokov Siroko pouzivaju ako kostné nahrady. Ich
mimika mineradlnej fazy dodava kosti bioaktivitu pre tvorbu nového tkaniva (3, 10). HAp,
biokeramika fosfore¢nanu vapenatého, je zédkladnou zlozkou pre regeneraciu kosti s dobrou
biokompatibilitou, bioaktivitou a kostnou vodivostou, ktora sa Siroko pouziva v biomedicine a
materidloch na opravu kostnych defektov (4, 15). Na vyhodnotenie regeneracie
kraniomaxilofacialnej kosti sa pouZivaju malé zvieracie modely (mys$, potkan a kralik), ako aj
vel'ké zvieracie modely (pes, koza, ovca a prasa). Pri vybere velkého zvieraciecho modelu je
dolezité, aby fyziologické procesy vratane hojenia kosti v prislusnom zvieracom modeli
optimalne zodpovedali situdcii ¢loveka. Okrem toho musia vel'ké zvieracie modely umoznit’
vytvorenie defektu kritickej velkosti v mieste, kde je kostnd Struktura podobna l'udskej
kraniomaxilofacidlnej kosti. Vzhl'adom na tieto poziadavky, predstavuju osipané, a najma
miniprasiatka vynikajici zvieraci model, ktory sa ma pouzit’ v zavereénej faze predklinického
testovania biomaterialov alebo produktov tkanivového inzinierstva (8, 21). Vyhoda mini-
osipanych oproti inym zvieracim modelom je, Ze ich anatomické a fyziologické vlastnosti
kraniofacidlnych kosti s porovnatel'nejSie s 'ud'mi v porovnani s inymi zvieracimi modelmi.
Proces hojenia kosti u o$ipanych je rovnaky ako u I'udi (13, 17). Mnohé predchadzajuice stadie
naznacuji, Ze biochemické vlastnosti novovytvorenej kosti boli podobné vlastnostiam
okolitého kostného tkaniva, pretoZe kost’ je dynamicka Struktura, ktord prechadza neustalou
prestavbou. Kazdé oSetrenie fraktiry alebo kostného defektu zavisi od pouzitého materialu a
oSetrovanej oblasti tela; vel'mi dolezity je aj typ osifikacie (9). Morfologické a klinické

hodnotenia skimanych kosti nepreukazali Ziadne znamky zédpalu alebo infekcie.

Zaver

Zaverom mozeme zhodnotit’, Ze Gspesnost’ regeneracie marginalnych kostnych defektov zavisi
od mnohych Specifickych faktorov. Je tu nutnost’ pritomnosti kostnych buniek na jednej strane
a pouzitia vhodného biomateridlu na strane druhej. V nasej $tudii sme implantovali acelularnu
hydroxyapatitova keramicku platni¢ku do miesta vytvorenych kostnych defektov pravostranne
v rostralnej Casti tela sanky. Histologicky sme potvrdili nové tkanivo u vSetkych lieCenych

defektov okrajovej Casti sanky, ktoré siahalo hlboko do priestoru defektu. Mikroskopicka
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analyza potvrdila vyznamna regeneraciu kompaktného (kortikalneho) kostného tkaniva na
zrelu, huboviti kost. V zoéne nezrelej kosti bola pozorovand kostnd matrica s velkym
mnozstvom osteoblastov, neusporiadanych kolagénovych vlékien a cementovych linii. Kostna
matrica s cementovymi liniami bola charakteristicka pre nezrelé, vyvijajace sa kostné tkanivo,
zatial’ ¢o v zrelej kosti prevladali osteony s typickym usporiadanim osteocytov a Haversovym
systémom v strede. Imunohistochemicky sme potvrdili pritomnost’ kolagénu typu I v kostnom
defekte na tele sanky 3, 4, 5 a 6 mesiacov po implantacii HA keramickej platnicky u oSipane;.
Kolagén typu I sa vyskytoval v kostnej matrici kompaktnej kosti, v hubovitej kosti, okolo dutin

kostnej drene, ako aj v okoli a vo vnutri osteénov i lakiinach osteocytov.
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Suhrn

Kuraci model predstavuje vhodné prostredie pre skiimanie adipokinov a pre pochopenie ich
vzajomnych vztahov a funkcii v organizme. Adiponektin je jednym z najpreskiimanejSich
adipokinov apdsobi ako negativny regulator obezity u vtdkov. Dal§im vyznamnym
adipokinom je leptin, avSak jeho funkcia vo vtaCom organizme je stale predmetom vyskumu.
Chemerin sa podiela hlavne na kontrole oxidacného stresu a hoci je zndme, Ze sa nachddza aj
Vo vaje¢nikoch vtakov, jeho loha v embryonalnom vyvoji je zatial’ nejasna. Apelin ovplyviiuje
krvné cievy a obehovy systém, no jeho ulohu v reprodukcii a vyvoji organizmu je potrebné este
preskiumat’. Visfatin sa podiel'a na regulacii rastu svalov, metabolizmu, prijmu potravy a
reprodukénych funkcii. Existencia a funkcia niektorych druhov adipokinov v kuracom embryu
je v sucCasnosti stale otdzna a je predmetom d’alSieho vyskumu.

KPuacové slova: adipokiny, tukové tkanivo, leptin, chemerin, adiponektin

Summary

The chicken model represents a suitable environment for investigating adipokines and
understanding their interrelationships and functions in the organism. Adiponectin is one of the
most studied adipokines and acts as a negative regulator of obesity in birds. Another important
adipokine is leptin, but its function in the bird organism is still a subject of research. Chemerin
is mainly involved in the control of oxidative stress, and although it is known to be found in the
ovaries of birds, its role in embryonic development is still unclear. Apelin affects blood vessels
and the circulatory system, but its role in the reproduction and development of the organism
still needs to be investigated. Visfatin is involved in the regulation of muscle growth,
metabolism, food intake and reproductive functions. The existence and function of some types
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of adipokines in the chicken embryo is currently still questionable and is the subject of further
research.

Key words: adipokines, adipose tissue, leptin, chemerin, adiponectin

Uvod

Tukové tkanivo je vol'né spojivové tkanivo, ktoré sa deli na dva typy, t.j. biele a hnedé tukové
tkanivo, ktoré sa odliSuju farbou, tvarom, vel’kost'ou a vnutrobunkovou Struktiarou (Richard et
al. 2020). Biele tukové tkanivo (WAT) je dolezitym priestorom tvorby adipokinov a je
zakladnym kamenom homeostazy energetického metabolizmu. Vtacim gendémom chyba
charakteristicky gén pre hnedé adipocyty a tato vlastnost’ robi z vtdkov idedlny zvieraci model
na Stidium WAT v nepritomnosti hnedych adipocytov (Bernardi et al. 2021). Adipocyty st
klasifikované na zaklade ich sekre¢ného pdvodu, diferenciacie, distriblicie a bunkovych
charakteristik (Chaudhry et al. 2023), ¢o z nich robi potencidlny terapeuticky ciel na nové

stratégie farmakologickej liecby ako aj diagnostické nastroje (Bernardi et al. 2021).

Prehl’ad vybranych adipokinov u vtakov

Adiponektin

Gén adiponektinu kurciat koduje polypeptid s 240 aminokyselinami (30kDa). Kuracia cDNA
adiponektinu je zo 65-68% homologna s cDNA rdznych cicav€ich adiponektinov. Gén
adiponektinu je okrem tukového tkaniva exprimovany aj v peceni, diencefale, prednej
hypofyze, oblickach, vaje¢nikoch, slezine a kostrovom svale (Bernardi et al. 2021).
Plazmatické hladiny adiponektinu s nizSie u 8-tyzdiovych kurciat, ktoré maju viac hmoty
brusného tukového vankasa v pomere k telesnej hmotnosti ako u 4-tyzdnovych kurciat, ¢o
naznacuje, ze adipozita alebo vek ovplyviiuju plazmatické hladiny adiponektinu u kurciat
(Mellouk et al. 2018). Aminokyselinové zlozenie adiponektinovych receptorov AdipoR1 a
AdipoR2 je na 91 % a 82 % podobné ako u cicav¢ich verzii. Rovnako ako u cicavcov, viazba
adiponektinu u kurciat spista mnohé signalne drahy, vratane AMPK, MAPK, aktivovan¢ho
p38, ERK1/2 a PAR alfa. Tieto drdhy su spojené s metabolickymi funkciami, ako je
uvol'novanie inzulinu, inhibicia syntézy lipidov, absorpcia glukézy a reprodukéné procesy. U

kur¢iat je adiponektin nevyhnutnym negativnym reguladtorom obezity (Bernardi et al. 2021).

Apelin
U kuracich embryi apelin reguluje vyvoj srdca a obehového systému, angiogenézu a tvorbu
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krvnych ciev. Vajecniky sliepok obsahuju aj apelinové signdlne drahy, ktoré su dolezité pri
tvorbe vajec. Zial’, v sti€asnosti nie su v literatire ziadne d’alSie informacie tykajice sa expresie

apelinu a jeho receptora v reprodukénom systéme vtakov (Bernardi et al. 2023).

Leptin

Biele tukové tkanivo vylucuje a produkuje leptin, ktory je nevyhnutny pre kontrolu
energetického metabolizmu, prijmu potravy a telesnej hmotnosti (Ge et al. 2018). Az
donedavna bol kuraci leptinovy polypeptid nedetekovatelny v krvi o vyvolalo otazku o jeho
pritomnosti v periférnej cirkulécii (Bernardi et al. 2021). Ukazalo sa, ze vtacie LEP proteiny
zdielaju iba 2630 % identitu s 'udskym LEP (Mellouk et al. 2018). V sucasnosti nie je zname
ako funguju molekularne drahy prenosu signalu sprostredkované LEP-R v adipocytoch.
Knockdown LEP-R u kur¢iat ovplyviiuje expresiu mRNA génov spojenych s metabolizmom
mastnych kyselin, ako je CPT1 (karnitin palmitoyltransferaza 1) a gény zapojené do prenosu
signalu, ako st JAK2, STAT3 a SOCS3(Bernardi et al. 2021). Nedavna S$tadia navyse
nepreukdzala ziadny vplyv kuracieho leptinového peptidu na prijem potravy alebo spravanie,
¢o naznacuje, ze kuraci leptin nie je dostatocny na sprostredkovanie uc¢inkov na chut’ do jedla
v mozgu (Sims et al. 2017). Uloha leptinu vo vta¢ich druhoch je viak stale nejasné a je potrebné
vykonat’ d’alSie Stadie (Bernardi et al. 2021).

Chemerin

Chemerin je adipdzny cytokin, ktory bol predtym znamy ako tazaroténom indukovany gén 2
(T1IG2) a protein odpovedajuci na receptor kyseliny retinovej 2 (RARRES?2). U r6znych druhov
vtakov sa chemerin a jeho receptory exprimuju v periférnych tkanivach a ovarialnych bunkach
(Mellouk et al. 2018). Na rozdiel od cicavcov je plazmaticky chemerin u moriek a kurciat
spojeny skor s chudnutim ako s vykrmom a méze zohravat’ ulohu pri kontrole oxida¢ného stresu
u vtakov. Bolo preukazané, Ze chemerin a jeho receptor su pritomné vo vaje¢nikoch vtacich
druhov. Aj ked’ kuracie embryo obsahuje aj chemerinovy systém, jeho funkcia v embryonalnom

vyvoji je v sicasnosti nejasné (Bernardi et al. 2021).

Visfatin
Kuraci visfatinovy protein ma vysokt podobnost’ s aminokyselinovymi sekvenciami l'udi (94
%), hlodavcov (94 %) a inych agronomickych druhov (94 %) (Mellouk et al. 2018). mMRNA

visfatinu sa nachddza v mozgu, srdci, Creve, oblickach, peceni, pl'icach, svaloch a tiez v
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tukovom tkanive (Bernardi et al. 2021). U vtakov je uloha visfatinu stale nepreskimana, ale na
zaklade jeho vysokej expresie vo svaloch, mézeme predpokladat’, Zze mdze posobit’ ako myokin
(Li et al. 2017). Visfatin sa taktieZ podiel'a na regulacii rastu svalov, metabolizmu, prijmu
potravy a reprodukénych funkcii. Jeho centralna injekcia u kurciat vyvolala zvySenie prijmu
potravy, ¢o naznacuje, ze je silnym orexigénnym faktorom. Okrem toho doplnenie kuracieho
krmiva kyselinou chenodeoxycholovou vyvolalo znizenie prijmu krmiva a telesnej hmotnosti
spojené so zniZzenim expresie visfatinu v peCeni, Co naznacuje jeho potencialnu ulohu v
lipogenéze pecene. Visfatin pdsobi aj v reprodukénych tkanivach, ako su ovaridlne (bunky
theca a granulézové bunky) a bunky semennikov (Sertoliho bunky, Leydigove bunky a
spermie). PresnejSie povedané, visfatin inhibuje produkciu progesteronu indukovanu IGF1 v
granuloznych bunkdch sliepok a jeho hladiny proteinu v semennikoch a plazme sa zvySuju u
dospelych v porovnani s prepubertdlnymi kuratami, ¢o naznacuje potencidlnu ulohu pri

regulacii produkcie testosteronu (Mellouk et al. 2018).

Zaver

Adipokiny s bioaktivne molekuly, ktoré maji rozne Géinky na zdravie a choroby. Hraju
doleziti ulohu pri reguldcii metabolizmu, zapalu, imunity, kardiovaskuldrnych funkcii
arakoviny. Typ a mnozstvo adipokinov produkovanych tukovym tkanivom zavisi od typu
adipocytov, ich velkosti, po¢tu, umiestnenia a interakcie s inymi bunkami (Clemente-Suaréz et
al. 2023). Adipokiny st teda sl'ubnymi kandidatmi pre nové stratégie farmakologickej liecby aj
ako diagnostické néstroje. V porovnani s cicavcami vykazuji vtaky niekol'ko jedine¢nych
fyziologickych vlastnosti, ktoré z nich robia zaujimavy model pre porovnéavacie Studie

endokrinnej kontroly metabolizmu, adipozity a reprodukénych funkcii.
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Suhrn

Biocementy na baze zmesi fosfore¢nan vapenaty/monetit (TTCPM) s pridavkom medu boli
pripravené zmieSanim praskovej a medovej zlozky v koncentracii medu (do 10 hmotn.%) .
Proces tuhnutia cementov nebol ovplyvneny pridavkom medu a ¢as tuhnutia ~ 4 mintty
zodpovedal rychlo tuhnicim kalciumfosfatovym cementom (CPC). Zmes cementového prasku
sa uplne transformovala na deficitny nanohydroxyapatit po 24 hodinach tvrdnutia v
simulovanej telovej tekutine (SBF). Tlakovd pevnost’ cementov s medom sa zniZovala s
obsahom medu v cemente. Antibakterialne aktivity boli zistené pre cementy s medovymi
roztokmi na Escherichia coli, pricom vel'mi nizke antibakteridlne aktivity boli zistené pre
Staphylococcus aureus pre vSetky cementy. Bola overena zvySena antioxidacna inhibi¢na
aktivita kompozitnych extraktov. Testovanie cytotoxicity in vitro potvrdilo necytotoxick
povahu extraktov cementov s medom. Pozitivny synergicky u¢inok medu a CPC na bioaktivitu
cementov potvrdzuje, Ze by tieto kompozity mohli byt vhodnymi terapeutickymi kandidatmi
pri liecbe kostnych defektov.

Kruacové slova: biokompozit, med, mechanické vlastnosti, mikrostruktira, cytotoxicita

Summary

Honey-containing calcium phosphate/monetite (TTCPM) based biocements were prepared by
mixing the powder and honey components with honey concentration (<10 wt%). The setting
process of the cements was not affected by the addition of honey, and the setting time of ~4

minutes corresponded to fast-setting calcium phosphate cements (CPC). The cement powder
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mixture was completely transformed into calcium deficient nanohydroxyapatite (nHA) after 24
h of hardening in simulated body fluid (SBF). The compressive strength of the cements with
honey decreased with the honey content in the cement. Antibacterial activities were detected
for the cements with honey solutions against Escherichia coli, while very low antibacterial
activities were detected for all cements against Staphylococcus aureus. The increased
antioxidant inhibitory activity of the composite extracts was verified. In vitro cytotoxicity
testing confirmed the non-cytotoxic nature of the honey cement extracts. The positive
synergistic effect of honey and CPC on the bioactivity of the cements confirms that these
composites could be potential therapeutic candidates for the treatment of bone defects.

Key words: biocomposite, honey, mechanical properties, microstructure, cytotoxicity

Uvod

Kostné defekty (>2 cm v priemere u l'udi) sa nedaji spontanne opravit reparacnymi
mechanizmami a potrebuji pomoc zvonku vo forme Stepov alebo opory (scaffolds) s
prislusnymi biologickymi a mechanickymi vlastnost’ami (najlepSie doplnené o bunky a rastové
faktory) (1,2). Na svete sa roéne vykonaju takmer 2 miliény kostnych tepov. Ziadny ,,scaffold*
sa vSak nepovazuje za najlepSicho kandidata na hojenie velkych kostnych defektov, pretoze
hojenie kostného tkaniva je ovplyvnené vekom pacienta, jeho Zivotnym Stylom a celkovym
zdravotnym stavom (3). Kalciumfosfatové cementy (CPCs) patria do skupiny biomateriélov,
ktoré sa vyznacuju vynikajicou biokompatibilitou a osteokonduktivitou, necytotoxicitou a
bioresorpciou, €o ich predurcuje na mozné vyuzitie v l'udskom organizme na opravu a nahradu
kosti (4). CPC vo vSeobecnosti pozostavajl z praskovej a tekutej zlozky, ktoré sa zmieSaju na
vytvorenie pasty, ktord ma schopnost sa prispdsobit’ tvaru kostného defektu (5). Tento
kalciumfosfatovy cement je zloZeny zo zmesi zasaditého fosfore¢nanu vapenatého (TTCP) a
kyslého brushitu, resp. monetitu (DCPA), ktoré sa pocas tuhnutia cementu transformuju na
nanokrystalicky kalcium-deficitny hydroxyapatit (CDHA). CDHA je chemicky a Struktirne
podobny mineralnemu zlozeniu kosti. Med obsahuje viac ako 200 latok a je jednou z
najkomplexnejSich prirodnych potravin (6). Zistilo sa, Zze med stimuluje hojenie ran a popalenin
a je ucinny aj pri liecbe infikovanych ran (7). Ciel'om tejto prace bolo preskiimat’ a vyhodnotit’
vlastnosti inovativneho kompozitného cementu na baze TTCP/monetit s pridavkom medu, kde
fosforeCnany vépenaté podporuju bioaktivitu buniek prostrednictvom vapnikovych a

fosforecnanovych i6nov a na druhej strane vplyv medu na vlastnosti cementu a jeho interakciu
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s bunkami. V praci bol skimany vplyv pridavku medu (dva druhy medu) na proces tuhnutia,

mikro$truktiru, mechanické a antibakterialne vlastnosti a in vitro cytotoxicitu cementov.

Material a metody

Priprava praskovej cementovej zmesi a cementovej pasty

Praskova zmes fosforeCnan vépenaty/monetit cement (molarny pomer Ca/P = 1,67) sa
syntetizovala in situ zmieSanim fosforecnanu vapenatého (TTCP) so zriedenym etanolovym
roztokom kyseliny ortofosforecnej. Konec¢na praskova zmes bola zlozend z TTCP a monetitu
(DCPA) v ekvimolarnom pomere. Ako kvapalné zlozka na pripravu cementovych past sa pouzil
2 % roztok NaH2PQOg4, v ktorom boli rozpustené aj medy. Boli pouzité dva druhy lekarskeho
medu, na baze manuky (Activon ®, lekarsky stupefi) a gastanovy med (Vivamel ®, lekarsky
stupen). Ich obsahy v tekutej zlozke boli 5 a 10 hmotn. %, pomer prasku ku kvapaline (P/L) bol
2. Cementy pripravené s 5 a 10 hmotn. % medu v tekutej zlozke boli oznac¢ené ako M5, VS5,

resp. M10 a V10.

Charakterizacia mikroStruktury, ¢as tuhnutia a mechanické vlastnosti

Pevnost’ v tlaku (CS) cementov bola merana na univerzalnom testovacom stroji (LR5K Plus,
Lloyd Instruments Ltd.). Vzorky boli pripravené z cementovych past vtlaCenych do valcovej
formy (6 mm D % 12 mm H), nasledne boli vytvrdzované v 100% vlhkosti pri 37 °C a namécané
v simulovanej telovej tekutine (SBF) pri 37 °C/7 dni. Fazové zloZenie vzoriek bolo
charakterizované pomocou rontgenovej difrakénej analyzy (RTG) a FTIR spektroskopie.
Mikrostruktura cementov bola pozorovana pomocou skenovacej elektronovej mikroskopie
(SEM). Morfologia cCastic fosforecnanu vapenatého v cementoch bola analyzovana pomocou
transmisnej elektronovej mikroskopie (TEM).

Konec¢né ¢asy tuhnutia (ST) cementovych past boli stanovené pomocou Vicatovho zariadenia
so zatazou 400 g (podla normy ISO 1566). Zmeny v koncentracii vapenatych a
fosfore¢nanovych i6nov uvolnenych z cementov pocas namacania cementovych vzoriek v
roztoku SBF pri 37 °C (400 mg/15 ml roztoku) sa analyzovali pomocou ICP (Horiba Activa)
po filtracii membranovym filtrom (PVDF, velkost' pdérov 45 pum, Millipore), pri ¢asoch

namacania 0, 2, 4, 6, 24, 48 a 168 h.

In vitro testovanie cytotoxicity extraktov

Hustota, distribucia a morfologia buniek sa hodnotili po 2 dioch kultivacie pomocou zivého /
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mrftveho fluorescenéného farbenia s pouzitim invertovaného optického fluorescenéného
mikroskopu (Leica DM IL LED).

Na stanovenie cytotoxicity extraktov boli bunky MC3T3E1 resuspendované v kultivaénom
médiu a hustota buniek bola upravena na 1,0 x 10° buniek /ml vo fTasti¢ke. Cementové pasty
boli ponorené do kultivaéného média (0,2 g/ml kultivaéného média) (podl'a ISO 10993-
12:2012) (8) na 24 hodin pri 37 °C. Nasledne sa kultivaéné médium v jamkach nahradilo 100
ul 100 % extraktu. VSetky experimenty sa uskutocnili 3x a bunky v jamkach s kompletnym
kultivatnym médiom bez extraktu sa povazovali za negativnu kontrolu (NC). Po 24 hodinach
kultivacie boli extrakty nahradené Cerstvym kultivacnym médiom a bola vyhodnotena in vitro
cytotoxicita (1SO 10993-5: 2009) (9). Stanovenie dlhodobej cytotoxicity cementovo-medovych

past sa uskutocénilo po 7 a 14 dioch kultivacie MSC potkanov.

Antibakterialna aktivita vzoriek cementu a medu

Antibakterialna aktivita vzoriek cementu s medom bola skimana pomocou dvoch bakteridlnych
kmenov: Gram-negativnej Escherichia coli ATCC 11303 a Gram-pozitivneho Staphylococcus
aureus CCM 5776 (Ceska sbirka mikroorganismi, Brno, Ceské republika). Testované vzorky
boli pouzité vo formach: 1 ml neriedené¢ho medu lekarskeho, 1 g cementovej pasty TTCPM, 1
g pasty V10 alebo M10. Pasty boli pripravené zo sterilnych praskov a tekutin za aseptickych
podmienok. Ku kazdej ¢erstvo pripravenej vzorke sa pridali celkom 3 ml bakterialnej suspenzie
BHI bujonu a premiesali sa. BHI bujon (3 ml) so S. aureus a E. coli sa povazoval za negativnu
kontrolu (NC), BHI bujon (3 ml) bez bakteridlnych kmenov bol povazovany za slepy pokus.
Vzorky baktérii sa kultivovali v inkubatore pri 37 °C pocas 24 hodin. Po 30 minutach inkubacie
pri 37 °C sa merala absorbancia formazanu metabolizovaného aktivnymi baktériami z tetrazolia

pomocou UV-VIS spektrofotometra pri 490 nm (Shimadzu).

Vysledky

RTG spektra cementov po vytvrdnuti pocas 1 a 7 dni v SBF pri 37 °C st zndzornené na obrazku
1 a,b. Vo vsetkych spektrach bol identifikovany nanokrystalicky hydroxyapatit (HAP) (PDF4
01-071-5048) a nenasli sa ziadne stopy po inych sekundarnych fazach. Chemicka analyza
findlnej nanohydroxyapatitovej fazy pomocou ICP preukazala tvorbu hydroxyapatitu s
deficitom vapnika s moldrnym pomerom Ca/P = 1,64 + 0,02. Vysledky ukézali, ze velkost’

krysStalov nezavisela od pridavku medu v cementoch a priemerna velkost” kryStalov bola ~ 29
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a 33 nm pre vytvrdnuté cementy po 1 a 7 diioch. FTIR analyza cementov M10 a V10 po 7 diioch
namacania v SBF pri 37 °C potvrdila vysledky RTG analyzy (Obr. 1c).

— V10 —M10 c

=—=TTCPME==MS = V5 =M1 == V10 a

—TTCPM = M§ VE =—=MI0 =—VI0 b
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Obr. 1 RTG spektra TTCM a cementov s medom po 1 (a) a 7 (b) diioch namagania pri 37 °C v SBF po 24
hodinach bez vzniku sekundarnych faz bez ohl'adu na pridavok medu a FTIR spektra (c) cementov M10 a V10
po 7 ditoch namacania pri 37 °C v SBF.

Morfologia castic HAP v cementoch M5 a M10 po 7 dinoch namécania v SBF bola
charakterizovana pomocou TEM (Obr. 2). Ihlicovita morfologia HAP prevladala v cementoch
bez ohl'adu na druh alebo koncentraciu medu v cementovej matrici. Okrem toho bol v
cementoch pozorovany niz$i pocet vel'mi jemnych sférickych castic HAP (vel'kost 5 — 10 nm).
Zvysky stien so stipcovito usporiadanymi ihlickovitymi ¢asticami HAP povodne najdenymi v

mikrostrukturach okolo pérov mozno najst’ na Obr. 2 ¢ (aglomerat Castic vel’kosti ~ 300 nm).

Obr. 2 Morfologia HAP ¢astic v cementoch po 7 diioch namacania pri 37 °C v SBF : (a) — M5; (b, ¢ ) — M10;
vybrana oblast elektronovej difrakcie podrobne s prislusnymi ¢iarami HAP; biela Sipka — ¢ast’ steny poru so
stipcovitymi ¢asticami HAP, ¢ierna $ipka — aglomerat vel'mi jemnych 10 — 20 nm gulovitych ¢astic HAP, biely
oval — aglomerat ihlickovitych castic HAP.

Zdanliva hustota vytvrdnutych cementov bola nezavisla od pridania medu do cementu a bola
blizka 52 + 2 % teoretickej hustoty HAP. CS cementu TTCPM bola 42 + 2 MPa a s pridavkom
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5 hmotn.% medu sa zniZila na 35 £ 5 MPa a 26 + 4 MPa pre cementy V10 a M10. Kone¢ny ¢as
tuhnutia TTCPM a cementov s medom bol 4 + 1 min, a nezavisel od typu pouzitého pridavku
medu.

Obrazky ziskané nasim farbenim zivych/mftvych buniek (Obr. 3a — ¢) jasne preukazuji dobru
adhéziu buniek MC3T3E1 na povrchu cementovych vzoriek po 48 hodinach kultivacie, pretoze
sa nenasli ziadne mrtve bunky. Hustota buniek a ich rozloZenie na povrchoch boli pre cementy
takmer identické, bunky boli dobre rozprestreté a ¢iastocne prepojené filopddiami, ¢o potvrdilo

necytotoxickt povahu povrchov vzoriek, bez ohl'adu na typ cementu.

150 jum

Obr. 3 Farbenie zivych/mitvych buniek buniek MC3T3E1 na povrchu cementovych vzoriek po 48 hodinne;j
kultivacii v cementovych extraktoch (a — c) preukazalo dobru adhéziu buniek na cementové povrchy bez

pozorovania mftvych buniek.

Antibakteridlna aktivita pasty TTCP/med sa skiimala pomocou dvoch bakteridlnych
kmenov: Escherichia coli ako gramnegativny kmen a Staphylococcus aureus ako
grampozitivny kmen. E. coli bola citlivej$ia na extrakty z cementu a tvrdniicu kvapalinu s
medom. V pripade E. coli predstavuje relativna inhibicia bakterialnej aktivity (RIA) vsetkych
testovanych vzoriek interval v rozsahu 55 — 70 % vo vztahu k NC, ¢o je v kontraste s

inhibiciou S. Aureus, kde RIA extraktov cementu V10 a M10 boli 12 a 5 % (Statisticky

W

vyznamny rozdiel, p < 0,05), zatial' Co extrakt TTCPM mal takmer nulovu RIA. Tekuté zlozky
gaStanového a manukového medu mali RIA 55 a 70 % pre E. Coli (Statisticky vyznamny

rozdiel, p < 0,05) a 65 a 30 % pre S. Aureus ( Obr. 4 a, b).
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Obr. 4 Relativna inhibicia bakterialnej aktivity (RIA) cementovych extraktov pre Escherichia coli (a)

a Staphylococcus aureus (b) vo vzorkach cementu
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Diskusia

V literatire je len vel'mi malo informécii o vplyve medu na materidlové charakteristiky alebo
vlastnosti kalcium fosfatovych cementov (CPC), ako aj na spravanie sa osteoblastickych buniek
in vitro po pridani medu k CPC. Medy obsahuju vysokt koncentraciu cukrov, najmi fruktdzy
a glukoézy, ¢o bolo namerané v manukovom a gastanovom mede (82, resp. 87 hmotn. %
cukrov), pricom podiel inych U¢innych latok je v desatindich %. Tieto zliceniny mdzu
ovplyviiovat’ mikrostrukturu cementov s pridavkom medu. Tvorba ihlickovitych castic HAP
bola preukazana po pridani glukdzy do reakénej zmesi za alkalickych podmienok pri 70 °C a
vysledky ukazali, Ze vys§ia teplota zrazania podporovala prediZovanie a rast krystadlov HAP
pozdiz osi ¢ (10). Na druhej strane, v roztokoch podas precipitacie hydroxyapatitu za
neutrdlnych podmienok sa preukazali stabilné komplexy medzi iénmi Ca” alebo fosfitovymi
i6nmi a glukézou, ¢o spdsobilo zjemnenie Castic hydroxyapatitu. Po pridani glukézy k cerstvo
precipitovanym c¢asticiam hydroxyapatitu sa preukdzalo zjemnenie a znizenie velkosti
krystalikov v smere osi ¢. Adsorbovana gluko6za pritom silno interagovala s OH skupinami v
hydroxyapatite a naznacila sa tvorba hydroxidu vapenatého a uhli¢itanu vapenatého (11).
Slabsia vdzba medzi HAP aglomerdtmi a cementovou matricou, ako aj adsorpcia roznych
organickych latok na povrchoch castic HAP pravdepodobne znizovala sudrznost’ nanocastic a
celkovli pevnost’ cementovej matrice, ¢o dokumentovalo pokles pevnosti v tlaku cementov
s medmi. RIA pre E. coli boli takmer 50 — 60 % vo vsetkych testovanych vzorkach. Z nasho
porovnania, pridanie medu malo zdanlivo maly vplyv na RIA. Preto antibakteridlna aktivita
cementov pre E. coli méze suvisiet’ s uvolnovanim Ca(OH)2 pocas transformacie cementu.
Absolutne opacné vysledky boli zistené pre S. aureus , kde napriek tomu, Ze antimikrobialna
aktivita pre cement TTCPM bola vel'mi nizka, cementy V10 a M10 mali hodnoty RIA
Statisticky vyznamne vysSie ako 0 (p < 0,05), ale ovel'a nizSie ako hodnoty RIA roztokov
gastanového alebo manukového medu (Statisticky vyznamny rozdiel, p < 0,001). Tieto
vysledky poukazuju na priamy vplyv pridavku medu na antimikrobidlne vlastnosti cementov s
ohl'adom na S. Aureus , ¢o moze byt dosledok mnozstva polyfenolov uvolnenych z cementov
a koncentracie metylglyoxalu alebo H2O2 v extraktoch. Ukdzalo sa, Ze manukovy med ma
schopnost potlacat’ meticilin-rezistentny S. aureus a ma synergicky ucinok s antibiotikami, ¢im
zlepSuje ich antimikrobialne vlastnosti (12). Okrem toho ma vysSiu antimikrobidlnu aktivitu
proti grampozitivnym baktéridm v porovnani s gramnegativnymi baktériami ( E. coli).

Pozitivny uc¢inok medu v spojeni s CPC sa prejavil aj vy$Sou in vitro osteogénnou aktivitou
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buniek v extraktoch, pricom ziskany kompozitny systém by mohol byt vhodny na opravu
kostnych defektov.

Zaver

Pripravil sa novy biocement na baze praskovej zmesi fosforeCnan vapenaty/monetit s
pridavkom medu, s cielom zistit’ vplyv medu na vysledné vlastnosti cementu. Skiimanim bolo
zistené, ze proces tuhnutia cementov nebol ovplyvneny pridanim tekutej zlozky obsahujicej
med v necytotoxickej koncentracii (do 10 hmotn.%), a ze doba tuhnutia priblizne 4 minuaty
zodpovedala rychlo tuhnucemu CPC. Povodna zmes fosforecnanového cementového prasku sa
po 24 hodinach vytvrdzovania v SBF uplne transformovala na nanohydroxyapatit s deficitom
vapnika. V cementoch s medom sa pozoroval rast dlhych ihlickovitych castic
nanohydroxyapatitu, ktoré obklopovali povodné Castice fosforeCnanu vapenatého. Tlakova
pevnost’ cementov s medom sa znizovala s obsahom medu v cemente. Antibakterialna aktivita
cementov s medom na Escherichia coli sa nelisila od antibakterialnej aktivity roztokov medu
alebo cementu TTCPM, ¢o mozZe suvisiet’ s uvoliovanim hydroxidu véapenatého pocas premeny
cementu. Vo vSetkych cementoch sa vSak zistila velmi nizka antibakteridlna aktivita
na Staphylococcus aureus. V budtcnosti by sme chceeli potvrdit’ nase in vitro experimenty, ktoré
naznacuju pozitivny vplyv medu s biocementom na hojenie kostnych defektov, na zvieracich

in vivo modeloch.
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Suhrn

Temporomandibularny (TMK) kib je integralnou su¢astou Zuvacieho organu a zabezpeduje
spojenie sanky s nepohyblivymi kostami lebky. Ide o obojstranny kib, ktory pracuje
synchrénne. Sucastou kibu je kibova platni¢ka (discus articularis) fibrozneho charakteru,
ktorej ulohou je minimalizovat nestlad medzi sankovym kondylom a spankovou kost'ou.
Ugelom tejto prace bolo posudit disk u domécej osipanej morfometricky a pomocou
kompresného testu.

KPucové slova: spankovosankovy kib, discus articularis, kompresny test, morfometria

Summary

The temporomandibular joint is an integral part of the chewing organ and ensures the
connection of the mandible with immobile skull bones. It is a double-sided joint that works
synchronously. Part of this joint is a fibrocartilaginous disc, whose role is to minimizes the
incongruity between the articulation of the temporal bone and mandibular condyle. The purpose
of this study was to evaluate the disc morphometrically and compression test was done.

Key words: temporomandibular joint disc, temporomandibular joint, compression, pigs

Uvod

Temporomandibularny kib sa nachadza v tvarovej oblasti lebky, v regio articulationis
temporomandibularis, rostralne od oblasti usnice, v Zuvacej oblasti (regio masseterica). Kib
predstavuje integralnu sucast’ zuvacieho orgénu a zabezpecuje spojenie sanky s nepohyblivymi

lebeénymi kostami (2). Ide o obojstranny kib, ktory funguje synchrénne. ZloZitost' kibu
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spodiva V jeho stavbe. Na tvorbe kibu sa podiel'a processus condylaris capitis mandibulae
a fossa mandibulae pars squamosis ossis temporalis spolu s tuberculum articulare spankovej
kosti. Kibova jamka a hlavica st pokryté vizivovou chrupkou, ktora je bohata na kolagén.
Sucast'ou kibu je kibovy disk (discus articularis), ktorého ulohou je kompenzovat’ tlakové sily
pdsobiace na kibové plochy, zaroveii minimalizuje nestilad medzi nimi (3). Disk a synovialna
tekutina vo vnutri kibového ptizdra maju za ulohu zabezpegovat® hladké pohyby v kibe. Disk je
priecne ovalny, v strednej zéne vel'mi tenky a na obvode hruby cca 5 mm. Je z velkej Casti
avaskularny, vysoko vlaknity a obsahuje nizky podiel glykdézaminoglykanov a vysoky podiel
kolagénu. Disk rozdel'uje kibovii dutinu na dve samostatné dutiny: hornt a dolnii. Kolateralne
vizy disku a kibové puzdro udrziavaju disk v spravnej polohe, tiez obmedzuja jeho pohyb
v stilade s pohybom sanky. Tieto Struktiry st zodpovedné tiez za dynamickl a staticka
stabilizaciu disku (4). Cielom prace bolo posudit’ morfologické a mechanické vlastnosti

kibovych diskov u domacich oipanych.

Material a metody

V préci sme pouzili 16 hlav Cerstvo zabitych oSipanych plemena Slovenskd biela uslachtild,
ktoré nam poskytol bitinok v Kosiciach. Vek osipanych bol 6 mesiacov, zvierata boli
samic¢ieho pohlavia a vSetky boli klinicky zdravé. Za ucelom ziskania diskov TMK pre ich
nasledné morfometrické a mechanické posudenie, bola vykonana anatomicka pitva. Pomocou
skalpela sme viedli rez od pristredného oéného kutika az po Gstny kutik. Dalsi rez bol vedeny
od toho istého ustneho kutika smerom ventralnym, ku okraju sanky. Posledny rez sme vykonali
od bo¢ného o¢ného kutika ku usSnici. Takymto spdsobom sme si ohranicili priestor, ktory sme
pomocou pinzety a skalpela zbavili koze, podkozia a tuku. Dalej sme odstranili vietky svaly
nachadzajuce sa na boc¢nej ploche sanky. Pre lepsi pristup k spankovosankovému kibu, sme
odstranili svaly v okoli jarmového oblika a pomocou velkych noznic sme odstranili ¢ast
jarmovej kosti a jarmového obluka. Pomocou skalpela a pinzety sme odstranili prislusné svaly,
aby oblast’ kibu bola o najmenej nimi ohrani¢ena a najlepsie pristupna. Po vykibeni TMK sa
nam bez deformdcie oddelil disk od hlavice sanky. Uz pri tomto kroku sme vedeli prvotne
posudit vzhlad disku ajeho uchytenie v kibe. Pomocou skalpela a pinzety sme opatrne
vypreparovali disk spolu s okolitym tkanivom. Nasledne sme okolité tkanivo dokladne
odstranili, aby nam zostal samotny disk. Discus articularis sme posudzovali adspekéne, ked’
sme hodnotili jeho tvar, $truktaru, farbu a metricky sme zistovali jeho Sirkové a dizkové

parametre. Ciselné udaje sme ziskali digitdlnym posuvnym meradlom s rozsahom merania 0-
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200 mm a presnostou + 0,01 mm. Pre zvySenie presnosti sme kazdy rozmer zmerali trikrat
aztychto merani sme spravili aritmeticky priemer. Ziskané hodnoty sme vyjadrovali
v milimetroch. Po morfometrickom posudeni sme disky vlozili do 50ml Falcon skimaviek (na
72 hodin), s roztokom PBS - fosfatovy pufer, ¢o je fosfatovy roztok s 0,15 M NaCl. Disky
v PBS roztoku si uchovali svoje prirodzené vlastnosti, ktoré boli potrebné na vykonanie
mechanického posudenia pomocou kompresnej skusky. Kompresnii skusku jednotlivych
diskov sme vykonali pomocou S$pecialneho pristroja Inspect 5 table blue na Katedre
biomedicinskeho inZinierstva a merania, Strojnickej fakulty Technickej univerzity v KoSiciach,
kde sme medzi dve kompresné platnic¢ky vlozili disk a nasledne po jeho kompresii nam pocitac
vygeneroval jednotlivé hodnoty konkrétneho disku, potrebné ku vyhotoveniu grafu. Pristroj
sme nastavili na rychlost’ kompresie 2 mm za 1 minttu s poc¢iatocnou silou 5 N a maximalnou

(konecnou) silou 5000 N.

Obr. 1 Discus articularis u svine domacej

Vysledky a diskusia

Vysledkom adspekéného postdenia 32 kibovych diskov bolo, Ze discus articularis sa javil ako
tuha, elasticka, bledoruzova az biela Struktara. Tvar disku bol z dorzalneho pohl'adu ovalny,
z bo¢ného pohl'adu bikonkavny, ako to uvadzaju vo svojej praci aj Herring (1) a Vapniarsky
a kol. (5). Meranim diskov sme zistili, Ze priemerna hodnota pravého disku v sledovanej
skupine zvierat bola 28,04 mm x 16,86 mm (3irka x diZka), priemerna hodnota Favého disku
bola 29,03 mm x 18,36 mm. Lokalizacia disku bola na oboch stranach rovnaka, t.j. centralne
v temporomandibularnom kibe. Lowe a kol. (3) merali velkosti diskov u 3, 6 a 9 mesaénych
oSipanych. Priemerné hodnoty velkosti diskov u 6 mesacnych oSipanych udavaju 27,0 + 0,1
mm (§irka) a 15,0 + 0,2 mm (dizka). Kompresnou skiiskou sme sledovali mechanicku vlastnost’
diskov, pevnost’. Rozpdtie hodndt stlacenia diskov u domécej oSipanej sa pohyboval od 2,30957

mm do 5,121114 mm. Priebeh vacSiny kriviek bol v norme (Graf. 1), prva krivka ¢. 7.9
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a posledné dve krivky ¢. 5.8 a ¢. 17.22 sa priebehom odliSuju od normy. Presnu pri¢inu tychto
odchylok si vysvetlujeme tak, ze prislusné disky (krivka ¢. 7.9) boli v porovnani s ostatnymi
krehkejsie a disky (krivka ¢. 5.8 a ¢. 17.22) boli zase pevnejsSie. Lowe a kol. (3) vo svojej praci
tiez sledovali pevnost’ diskov pomocou kompresie. Vysledky ich kompresnych merani ukazali,
ze disky v sledovanej skupine zvierat vykazovali rovnakl pevnost, a teda neboli Statisticky

vyznamné.
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Graf 1. Pevnost’ discus articularis u svine domacej stanovena kompresnou skiiskou

Zaver

Vysledky nasej prace ukazuju, ze metrické rozdiely medzi diskami o$ipanych na pravej a l'avej
strane lebky nie su Statisticky vyznamné. Pevnost’ diskov stanovena kompresnou skuskou sa
pohybuje v rozpiti od 2,30957 mm do 5,121114 mm. Mierne odchylky sme zaznamenali len
pri 3 diskoch.
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Suhrn

Predklinické Studie zavisia na tradiénych bunkovych kultirach a animalnych modeloch,
fyziologia ktorych nezodpoveda humanne;j fyziologii. Vysledkom je vysoka netspesnost’ lieciv
testovanych v klinickych S$tadiach. Technologia organ na Ccipe kombinuje poznatky
mikrofluidného inzinierstva, bunkovej biologie a materialovej vedy za i¢elom simulacie in vivo
bunkového a tkanivového prostredia v in vitro podmienkach. Ciel'om technoldgie organ na Cipe
je poskytnutie rychlejSich arelevantnejSich  vysledkov pri  testovani lieCiv a
tvorba patofyziologickych modelov.

Kruacové slova: Organ-on-a-Chip, alternativne modely

Summary

Preclinical studies depend on traditional cell cultures and animal models whose physiology
does not correspond to human physiology. The result is a high rate of failure of drugs tested in
clinical trials. The organ-on-a-chip technology combines the knowledge of microfluidic
engineering, cell biology and material science in order to simulate the in vivo cellular and tissue
environment in in vitro conditions. The goal of organ-on-a-chip technology is to provide faster
and more relevant results in drug testing and the creation of pathophysiological models.

Key words: Organ-on-a-Chip, alternative models

Uvod
Konvenéné metddy predklinického testovania lie¢iv zavisia na bunkovych kultarach a

animalnych modeloch. Tieto modely vSak plne nereprezentuju l'udsku fyziologiu.
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Vyvoj novych lie€iv je finan¢ne naro¢nym procesom, navyse prechadza niekol’kymi naro¢nymi
fazami testovania v predklinickych a klinickych stadiach. Priblizne 59% lieciv, ktoré vstupia
do procesu klinickych Studii pokroc¢ia do fazy 11, do fazy III postipi 21% a iba 10% lie€iv ziska
povolenie regulacnych autorit. Medzi hlavné zlyhania lieCiv v klinickych stidiach sa zaradzuje
vyskyt neziaducich ucinkov, ako aj nedostato¢na klinickd ucinnost. Animalne modely
vyuzivané v predklinickych stadiach poskytuju nedostatocnu predikciu efektivity a bezpecnosti
lieciv (7). Organ na ¢ipe (OOC) predstavuje potencidlnu alternativu testovania na animalnych
modeloch, ich ulohou je napodobniovat’ vlastnosti a fyziologické funkcie komplexnych tkaniv
alebo organov v in vitro podmienkach (5).

Platforma predstavuje mikrofluidné zariadenie napodobnujuce fyzioldgiu a funkcionalitu
ludskych organov na Cipe za vyuzitia Pudskych buniek (3). Integruje Strukturalnu
a fyziologicku diverzitu 'udskych tkaniv a orgdnovych jednotiek, teda aspekty, ktoré¢ tradi¢né
bunkové kultiry nie su na fyziologickej trovni schopné reprodukovat’ (5). OOC pozostava
z mikrofluidnych kanalov, komdérok pre bunkové kultiry a komponentov napodobnujtcich in
vivo mikroprostredie (3). Mikrofluidné zariadenia st vyrobené z opticky transparentnych
materialov (2). Transparentnost’ zariadenia dovoluje vizualizaciu pocas celého procesu
testovania lieCiva na bunkovej urovni. Moznosti OOC poskytuju moznosti pre diagnostické
alie¢ebné pristupy Specifické pre pacienta (5). Hlavnou Strukturou je mikrokanal
s kontrolovanym prietokom pre rast buniek — bunkovych kultar, primarnych buniek,
kmenovych buniek (9). OOC navySe poskytuje moznost' zakomponovania jedného alebo
viacerych organovych Struktur v ramci jedného zariadenia (5). Technoldgia prepaja poznatky
bunkovej bioldgie, inzinierstva, materialovej vedy (2). OOC systém predstavuje platformu pre

Stadium fyziologickych procesov, vyvoja lie¢iv a ich testovania (2).

Mikrofluidika

Mikrofluidika zabezpecuje manipuldciu s tekutinami za kontrolovaného prietoku. Vnutorny
priemer asponi jedného z komponentov pritom musi byt mensi ako Imm. Vdaka integracii
mikrofluidiky je mozné skimat’ aj vlastnosti tekutin v inych ako makroskopickych systémoch.
ZmenSujuce sa rozmery systému maji vplyv na sily pdsobiace na tekutinu, napriklad
Z gravitacie na povrchové napdtie. Integracioa mikrofluidiky v ramci Cipu zabezpecuje
modelovanie fyziologického prostredia prostrednictvom kontrolovaného prietoku kvapaliny

a teda zasobovanie zivinami (6).
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Materialy

Vyber materidlu pre vyrobu Cipu zdvisi od niekol'kych faktorov ako funkcionalita, stratégia
vyroby ¢i biokompatibilita. Va¢sina OOC zariadeni je vyrobena z kombinacie materialov.
NajcCastejSie vyuzivané materidly su polydimetylsiloxan, sklo, polymetylmetakrylat alebo
polykarbonat. Kazdy material ma svoje vyhody a nevyhody ako priepustnost’ plynov, opticka
transparentnost’, elasticita, biokompatibilita, absorpcia malych molekul, permeabilita, ¢i cenova

efektivita. Vyber sa va¢Sinou zameriava na funkcionalitu, pristup a vyvojovu fazu produktu (4).

Aplikacia

Aplikdcia OOC ma pomerne Siroky zaber aplikdcie v predklinickych Studidch
a personalizovanej medicine. Doterajsi progres priniesol pl'ica na ¢ipe, oblicku na Cipe alebo
peceii na Cipe. Renalne disfunkcie su ¢astym vysledkom virdlnych infekcii, ktorych patogenéza
vSak zatial' zostdva neodhalend. Wang a kol. (8) indukovali oblickovu disfunkciu na ¢ipe
prostrednictvom Pseudorabies virusu, pricom sledoval regula¢nt disfunkciu erektolytov (8).
Ahn a kol. predstavil endometrium na ¢ipe s troma vrstvami — epitelom, stromov a krvnymi
cievami. Model endometria dokdzal reagovat na hormonélne zmeny, pricom vykazoval
klucové vlastnosti proliferativnej a sekrecnej fazy menstruacného cyklu. Vyuzity bol pri
testovani efektivity a bezpeCnosti antikoncepcie. Predpokladd sa, Ze vytvorené zariadenie
mozno uplatnit’ nielen pri testovani lieCiv a toxicity, ale aj ako pokro€ily in vitro model

implantacie embrya a v oblasti personalizovanej mediciny (1).

Zaver

Technolégia OOC je zaujimavym konceptom najmé pre farmaceutické spolo¢nosti. Ideou je
zaradenie reprezentatnych orgdnovych Struktir celého T'udského tela do jedného
mikrofludného zariadenia. Navyse, moZné je aj integrovanie funk&nych biosenzorov na analyzu
vysledkov priamo na ¢ipe. Napriek tomu, Ze ku dosiahnutiu vysoko funkénych OOC vedie este
dlha cesta, Siroké moznosti vyuzitia, ktoré technoldgia ponuka predpovedajt, ze si v oblasti

farmakologie a personalizovanej mediciny ndjdu svoje miesto.
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Suhrn

Neplodnost’ je choroba reprodukéného systému charakterizovana zlyhanim klinickej gravidity
po 12 alebo viac mesiacoch pravidelného a nechrdneného pohlavného styku. Neplodnost’ moze
byt’ priméarna alebo sekundarna. Primarna neplodnost’ je neschopnost’ dosiahnut’ spontdnne
klinické tehotenstvo. Sekundarna neplodnost’ je definovand ako neschopnost’ dosiahnut
spontanne klinické tehotenstvo po predchadzajicej spontannej gravidite. Vyhodnotili sme
hysterosalpingografické (HSG) vySetrenia 49 Zien vo veku 24 — 42 rokov. HSG bola vykonana
za antiseptickych podmienok pomocou Standardnych postupov. Z celkového poctu bolo
28 pacientiek (57,16 %) bez nalezu a 21 (42,84 %) malo patologicky nalez. 5 nalezov bolo na
urovni maternice (24 % z nalezov). 16 zien malo patologicky nalez na tirovni vajickovodov
(76 % patologii), z toho u 15 (93,75 z patologickych zmien vajickovodov) boli okluzivne
zmeny. Proximalna okluzia v oblasti pars uterina a isthmus tubae uterinae tvorila viac ako
polovicu pripadov (53,33 %) okluzivnych zmien vajic¢kovodov. Patologia vajickovodov je
jednou z hlavnych pri¢in neplodnosti zZien.

Krlaéové slova: neplodnost, vajickovody, tuba uterina, patologia, oklazia,

hysterosalpingografia, HSG
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Summary

Infertility is a disease of the reproductive system characterized by the failure to establish a
clinical pregnancy after 12 or more months of regular and unprotected sexual intercourse.
Infertility can be primary or secondary. Primary infertility is inability to achieve a spontaneous
clinical pregnancy. Secondary infertility is defined as the inability to achieve a spontaneous
clinical pregnancy following a previous spontaneous pregnancy. We evaluated
hysterosalpingographic (HSG) examinations of 49 women 24-42 years old. HSG was
performed under antiseptic conditions using standard procedures. There were 28 patients
(57,16 %) that had no findings and 21 (42,84 %) had pathological findings. 5 findings were at
the level of the uterus (24 % of pathological findings). 16 women had pathological findings at
the level of fallopian tubes (76 % of pathologies), of which 15 (93,75 % of pathological changes
in fallopian tubes) had occlusive changes. Proximal occlusion in the area of pars uterina and
isthmus tubae uterinae accounted for more than half of the cases (53.33%) of occlusive changes
in fallopian tubes. Fallopian tube pathology is one of the causes of female infertility.

Key words: infertility, fallopian tubes, uterine tube, pathology, occlusion,
hysterosalpingography, HSG

Uvod

Neplodnost’ je kritickym problémom pre pary v plodnom veku na celom svete a problém
neplodnosti bol vzdy primarnou vyzvou pre reprodukénti medicinu. V dosledku zmien
zivotného Stylu a pritomnosti réznych enviromentalnych stresov sa vyskyt neplodnosti
vyznamne zvysil a stal sa tretim najzavaznej$im ochorenim po rakovine a srdcovocievnych
chorobach (11, 3). Podla Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) je neplodnost’
Specifickym chorobnym subjektom a vzhl'adom na jej vyskyt by sa mala povaZzovat za socidlnu
chorobu (2). Literatira na tato tému vSak neposkytuje jednotni a struénu definiciu. Jedna
Z najnovsich definicii navrhnuta WHO a Medzinarodnym vyborom pre monitorovanie
technologie asistovanej reprodukcie (I(CMART) sa klinicka neplodnost’ povazuje za ,,chorobu‘
reprodukéného systému definovani nedosiahnutim klinického tehotenstva po 12 a viac
mesiacoch pravidelného nechraneného pohlavného styku pre Zeny do 35 rokov a po Siestich
a viac mesiacoch pre zeny nad 35 rokov (5, 16).

Neplodnost’ mdze byt primarna alebo sekundarna. Primarna infertilita je, ked’ Zena nie je
schopna a v minulosti ani nebola schopna vynosit’ dieta, a to alebo z dovodu neschopnosti
otehotniet, alebo z dévodu neschopnosti vynosit’ a porodit’ Zivo narodené dieta. Sekundarna
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infertilita je, ked’ Zena taktiez nie je schopna vynosit’ dieta, a to alebo z dévodu neschopnosti
otehotniet’, alebo z dovodu neschopnosti vynosit’ a porodit’ zivo narodené diet’a, ale v minulosti.
mala aspon jedno predchadzajtce tehotenstvo resp. porodila zivé dieta (6, 10).

Sekundarna neplodnost’ je najbeznejSou formou Zenskej neplodnosti na celom svete, najma
Vv rozvojovych krajinach, ¢asto v dosledku infekcii reprodukéného traktu (15).

Z morfologicko-funkéného hladiska hovorime o infertilite na urovni reprodukénych organov,
tzv. ,,pravd neplodnost®. Majoritné zastipenie v 32 % pripadov tu zohravaju faktory
neplodnosti na urovni vajeCnikov. Neplodnost' na urovni vajickovodov (tzv. ,,tubarna

%¢

neplodnost™) predstavuje 25 — 30 % pripadov zenskej neplodnosti, nasledovana
endometridozou, faktormi na Grovni maternice spolo¢ne s abnormalitami cervix uteri.
V menSom pocte pripadov porucha vznikd na trovni iného ako reprodukcéného systému,
hovorime o tzv. ,nepravej neplodnosti. St to predovsetkym stavy spojené s endokrinnou
patologiou v tizkom vztahu s poruchami na trovni hypothalamu, hypofyzy ¢i Stitnej zlazy
a nadobliciek, d’alej psychické priciny, ako bolo dokézané poslednymi Studiami a iné (8 ,10).
Siroké spektrum porich moéze interferovat’ s vhodnou funkciou vaji¢kovodov. Blokada tuba
uterina moze byt bud’ vrodend malformécia alebo ziskané abnormality, ktoré zahtiiaji kfce,
polypy, hlienové zatky, infekciu, zjazvenie, endometriozu alebo iné faktory (1). Patologia
vajickovodov sa moéZe vyskytnit' v ktorejkol'vek Casti trubice — v proximadlnej, stredne;j,
distalnej alebo na viacerych miestach — a moze byt prechodna (obStrukcia) alebo trvalad
(okluzia) a jednostrannd alebo obojstranna. (7).

Obstrukcia je ¢asovo obmedzeny proces, ktory moZe byt reverzibilny. Mechanické pric¢iny
obstrukcie vajickovodov zahfiaju kfce alebo upchatie amorfnym materidlom (napr hlienové
zatky). Okluzia vajickovodov je trvalé organické poskodenie, ako je salpingitis isthmica nodosa

(SIN), tuberkul6za a hydrosalpinx (7, 13).

Material a metody

Ziskali sme vysledky 49 neplodnych Zien vo veku od 24 do 42 rokov, ktoré podstupili
hysterosalpingografické vysetrenie v obdobi od januara 2018 do decembra 2018 na II.
gynekologicko- porodnickej klinike SZU vo Fakultnej nemocnici s poliklinikou F. D.
Roosevelta v Banskej Bystrici.

Hysterosalpingografia (HSG) je metddou fluoroskopického vySetrenia, v rdmci ktor¢ho sa

prostrednictvom kanyly zavddza posvovou cestou, konkrétne cez cervikalny kanal do dutiny
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maternice kontrastna latka, vd’aka ktorej je pod RTG kontrolou vizualizovana dutina maternice,
vajickovody a z Casti aj dutina malej panvy.

HSG bola vykonana za aseptickych podmienok pomocou $tandardnych postupov odporti¢anych
ACOG (American College of Obstetrics and Gynaecology). Postup napriklad opisali
Onwuchekwa a Oriji (12).

Vysledky

a/ Vekova a klinicka charakteristika pacientiek

V stbore 49 infertilnych zien patrilo 8 pacientick do vekovej kategorie 24 — 29 rokov, 30
pacientiek bolo vo vekovej kategorii 30 — 36 rokov a 11 vo veku 37 — 42 rokov (Graf 1). Z nich
bolo 39 primarne infertilnych (79,6 %) a 10 zien bolo sekundarne infertilnych (20,4 %).
V celom vySetrovanom subore bolo vysetrenie pomerne dobre tolerované, len maly pocet
pacientiek pocit'oval slabu bolest’ v oblasti podbruska a objavilo sa slabé vaginalne krvacanie
(4 % pripadov).

b/ Hysterosalpingografické nalezy

V sledovanom stubore z celkového poctu 49 HSG vySetreni bolo 28 pacientick bez
patologického nalezu (57,14 %). V 21 pripadoch (42,84 %) sme zaznamenali patologicky nélez,
z toho u 5 pacientiek boli nalezy na urovni maternice (24 % z patologickych nalezov, resp.
10,2 % zo vSetkych vySetreni). NajcastejSie to boli kongenitalne abnormality — jedno/dvojroha
maternica alebo hypoplazia maternice a nalez fibroidov v dutine maternice. U 16 pacientiek
(76 % z patologickych nalezov resp. 32,66 % pripadov zo sledovaného suboru) sa jednalo

0 abnormality na Grovni vajickovodov (Graf 2).

\

28; 57%

A\

023-29 @30-36 m37-42 OBezndlezu [@Maternica B Vajickovody
Graf 1. Poéty pacientiek a ich percentualne Graf 2. Vyskyt patologickych nalezov
vyjadrenie v jednotlivych vekovych skupinach vo vySetrovanom subore a ich percentualne
vysetrovaného siiboru vyjadrenie
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NajcastejSie pozorovanymi zmenami v anatomii vajickovodov boli okluzivne zmeny, ktoré
tvorili celkovo 93,75 % (n = 15) pripadov, pricom okluzia bola najcastejSie pozorovana v oblasti
lavého vajic¢kovodu (n = 6; 37,5 %), potom v oblasti pravého vaji¢kovodu (n = 5; 31 %) a este
menej bilateralna oklizia (n =4; 25 %). Len v jednom pripade (6,25 %) bol nalez tvoreny inou
ako okluzivnou zmenou. V tomto pripade to bol zachyt zrastov v malej panve (Graf 3).

Pri okluzivnych zmenach vajickovodov sa jednalo vo viac ako polovici pripadov (53,33 %,
n = 8) o proximalnu okliziu v oblasti pars uterina a isthmus tubae uterinae. Pomerne ¢astym
nalezom je aj okluzia ampullae tubae uterinae (40 %, n = 6). Len v 1 pripade (6,67 %) bola

okltizia pozorovana distalne na urovni infundibulum a fimbrae tubae uterinae (Graf 4).
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1;6%
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B Oklazia ampulla
tubae uterinae
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OBilater. oklizia [OPrava okliizia B Lavaokluzia HIné fimbriae TU
Graf 3. Vyskyt patologickych nalezov vaji¢kovodov Graf 4. Lokalizacia okluzii vaji¢kovodov
vo vySetrovanom subore a ich percentualne Vo vySetrovanom subore a ich percentualne

vyjadrenie vyjadrenie

Diskusia

Systém vnutornych pohlavnych orgénov Zeny je sistavou organov, ktoré zabezpecuju procesy
ludskej reprodukcie. Patologické néalezy na vnatornych pohlavnych organoch su
potenciondlnou pri¢inou neplodnosti. Pri  patologiach vajickovodov, ktoré vedi
k morfologickej zmene ich stavby, sa rozvija tzv. tubarna infertilita.

V naSej praci sme zistili patologicky nalez u 21 pacientiek, ¢o je 42,84 % pacientiek z
vysetrovaného suboru. Z toho boli 10,2 % (24 % z patologickych néalezov) nalezy na irovni
maternice a 32,66 % (76 % z patologickych nalezov) na urovni vajickovodov. NajcastejSim
nalezom bola okluzia v oblasti l'avého vajickovodu (37,5 %) a najmenej nalezov bolo z
bilateralnej okluzie vajickovodov (25 %). V ramci vajickovodu bola vo viac ako polovici
pripadov oklizia proximalnej Casti vajickovodov — Vv pars uterina a isthmus tubae uterinae
(spolu 53,3 %), ¢astym nalezom bola aj okltizia ampullae tubae uterinae (40 %). K podobnym
vysledkom dospeli Joshi a Joshi (9) v populacii indickych zien, ktori evidovali medzi

patologickymi nalezmi 20 % nalezov na urovni maternice, 76 % na rovni tuba uterina a 4 %
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rozne iné priiny. Porovnatelne Onwuchekwa a Oriji (12) zistili patologiu vajic¢kovodov
u 27,6 % vysetrovanych Zien, ¢o je len o trochu menej ako my.

Najcastejsim nalezom v praci Onwuchekwu a Orijiho (12) bola unilateralna oklizia vlavo
(31% ), ¢o je v korelacii s nasimi vysledkami (37,25%). Joshi a Joshi (9) pozorovali podobne
ako my okluziu v proximalnych ¢astiach vajickovodov, ale na rozdiel od nés zistili najCastejSie
bilatéralnu okluziu (35 %), potom oklaziu pravého vajickovodu (11 %) a nakoniec okluziu
lavého vajickovodu. Posledni autori zistili tiez ako pri¢inu nepriechodnosti vajickovodov
v 30 % pripadoch peritubalne adhézie, my sme zrasty v malej panve pozorovali iba v 6,25 %
pripadoch nepriechodnosti vajickovodov.

Toufig so spoluautormi (14) zistili u24 % pacientiek abnormality maternice a 42,7 %
abnormality tykajuce sa vajickovodov. Pri vajic¢kovodoch zistili u 14,9 % pacientiek bilaterdlnu
blokadu a pri 23 % unilateralnu blokddu. Rozdielne vysledky od naSich zistili pri lokalizacii
blokady na vajickovode, pretoze viacej blokad zistili na distalnom konci (23 %) vajickovodu
ako na proximalnom konci (16,2 %).

Pri porovnani vysledkov nasej prace a prac inych autorov zroznych lokalit sveta mozno
konstatovat’ ¢iastocne korelaciu, Ciastoéne nie. Ako tieZ vyplyva z literatary, je nevyhnutné
Studovat’ pri¢iny neplodnosti lokélne, pretoze sa liSia v zavislosti od charakteristik miestne;j
populacie (faktory socio-kultirne a hygienické - napriklad aj vyssi vyskyt sexualne prenosnych
chorob, Zivotosprava a celkovy zdravotny stav) a podla toho sa riadit’ (4, 14). Nase vysledky
boli ovplyvnené tym, Ze k vySetreniu boli indikované len neplodné pacientky a védc¢Sinou pri

podozreni na patoldgiu vajickovodov.

Zaver

HSG je diagnosticky test pouzivany na postudenie priechodnosti vajickovodov. Tato metdda
poskytuje cenné informacie o vnatornej anatdmii a vnutornej architektire vajickovodov, ktoré
sa bert do uvahy pri diferencidlnej diagnostike patologickych stavov, spravnej intervencii a
primeranej liecbe. Na ziklade naSich vysledkov mdzeme konStatovat, ze zo vSetkych
pacientiek malo 42,8 % patologicky nalez a z tohto po¢tu malo 24 % nalez na trovni maternice
a 76% malo nalez na Girovni vaji¢kovodov. Proximalna okluzia v oblasti pars uterina a isthmus
tubae uterinae tvorila viac ako polovicu pripadov (53,33 %) okluzivnych zmien vajickovodov.
Patoldgia vaji¢kovodov je potencialne hlavnou pri¢inou neplodnosti Zien.
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Suhrn

Vysledny efekt kazdej interven¢nej procedury zavisi najmi na presnosti jej realizécie.
Intramuskularna aplikacia botulotoxinu sa pouziva v liecbe spasticity, najcastejSie po cievnej
mozgovej prihode. Na zvySenie terapeutického efektu a eliminaciu neziaducich komplikacii je
nevyhnutné exaktné umiestnenie injek¢nej ihly v svale. Ultrasonografia umoziuje neinvazivne
zobrazenie svalu a jeho okolia, ale aj zobrazenie samotnej ihly, ¢im vyrazne zdokonal'uje cely
intervenény postup. Na vybranych svaloch ramena sme anatomickou a ultrasonografickou
Studiou charakterizovali miesta optimalne na aplikdciu botulotoxinovej liecby. Svaly ramena st
typické relativne ¢astym vyskytom réznych anatomickych variacii. Tieto mo6zu byt naviac
spojené s alteraciou Standardného priebehu nervovo-cievnych Struktar. Prave v takychto
pripadoch je ultrasonografick4 navigacia obzvlast’ uZitocna.

KPacové slova: botulotoxin, svaly ramena, spasticita, ultrasonografia

Summary

The effectiveness of each interventional procedure ultimately relies on its precise
implementation. Botulinum toxin is commonly administered intramuscularly to treat spasticity,
most often after a stroke. Achieving optimal therapeutic outcomes and preventing
complications necessitates precise needle placement within the muscle. Ultrasonography
facilitates non-invasive imaging of the muscle and surrounding structures, including real-time

visualization of the needle, thereby enhancing the entire interventional process. Our anatomical
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and ultrasound study aimed to identify the optimal injection sites for botulinum toxin treatment
on selected arm muscles. However, shoulder muscles often demonstrate anatomical variations
that can impact the course of neurovascular structures. In such instances, ultrasound guidance
proves particularly advantageous.

Key words: botulinum toxin, arm muscles, spasticity, ultrasonography

Uvod

Ultrasonografia je zobrazovacia vySetrovacia metéda, ktora vyuziva odrazy ultrazvukovych vin
od rozhrania tkaniv s rozdielnou akustickou impedanciou. Zakladnou ultrazvukovou modalitou,
ktord informuje o topograficko-anatomickych vzt'ahoch je dynamické zobrazenie B-mod
(Brightness mode), pri ktorom vznika dvojrozmerny obraz zachytenim velkého mnozstva
vedl'a seba umiestnenych odrazov, ktorym je v zavislosti na intenzite odrazenej viny priradeny
na monitore prislusny odtient Sedi. Pri vySetreni sa ziskava dynamicky obraz zobrazovanych
Casti T'udského tela v redlnom case, ¢o dovoluje zvolit' najvhodnejSiu rovinu zobrazenia.
Ultrasonografia je v klinickej praxi predmetom trvalého zaujmu najméa z dévodu jej relativne
rychlej dostupnosti, absencie ionizacného ziarenia a absolitnych kontraindikécii, ako aj
z dovodu neustaleho zdokonal'ovania pristrojovej techniky. Okrem Standardnej diagnostiky
réznych ochoreni sa uplatiiuje aj pri realizécii rozliénych intervenénych zakrokov ako su napr.
odber vzoriek na histopatologické vysetrenie, aspiracia tekutiny, aplikdcia regionalnej anestézie
alebo intramuskularna aplikécia botulotoxinu. Podévanie botulotoxinu priamo do svalu je
metodou prvej volby v liecbe fokalnej, multifokalnej a segmentalnej spasticity. Poskytuje
ulavu od bolesti, znizuje mimovol'né pohyby a poméha obnovit’ pasivne aj aktivne funkcie
svalu (6). Cielom naSej prace bolo ur€it’ bezpecny pristup ako aj miesto podania botulotoxinu

do m. biceps brachii, m. brachialis a m. triceps brachii pri terapii spasticity.

Material a metodika

Stadia sa uskutoénila na Lekarskej fakulte Univerzity Pavla Jozefa Safarika v Kogiciach. Na
Ustave anatomie bola vykonana anatomicka pitva svalov ramena (kaddver muzského pohlavia,
65 rokov, 176 cm) s detailnym ozrejmenim topografickych vztahov v danej oblasti, bol
sledovany priebeh hlavnych nervovo-cievnych Struktar a boli odporucané potencidlne vhodné
pristupy a miesta na intramuskuldrnu aplikaciu botulotoxinu. Na Neurologickej klinike
prebehlo po podpisani informovaného suhlasu ultrasonografické zobrazenie vybranych svalov

ramena na zdravom dobrovolnikovi (muz, 24 rokov, 175 cm), ktory bol anamnesticky bez
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traumatickych a inych zmien hornych koncatin. Ultrasonografické skenovanie v sede z
predného aj zadného pristupu bolo prevedené radiolégom a neurolégom na ultrazvukovom
pristroji Esaote - MyLabEight eXP. Bola pouzita linearna ultrazvukova sonda s frekvenciou 9
az 15 MHz a svaly boli zobrazené v celom rozsahu od ich odstupu po tpon v transverzalnej a

sagitalnej rovine.

Vysledky

Na zéklade anatomickej pitvy svalov ramena boli vytipované potencidlne vhodné miesta na
intramuskularnu aplikéciu botulotoxinu. V pripade m. biceps brachii bola doporucena aplikacia
do spolo¢ného bruska svalu v rozsahu strednej tretiny ramennej kosti pristupom spredu, kolmo
na dlhl os hornej koncatiny. V m. brachialis bola uré¢ena vhodna oblast’ v jeho distalnej polovici,
asi 3-4 cm nad lakt'ovou jamou, pristupom zboku, laterdlne od bruska resp. uponovej slachy m.
biceps brachii, kolmo na dlhu os hornej koncatiny. V m. triceps brachii bola navrhnuta ako
vyhovujuca jeho stredna tretina, pristupom zozadu, kolmo na dlhu os ramennej kosti, priblizne
v polovici jej dizky. Vsetky tri svaly boli dobre pristupné ultrasonografickému zobrazeniu v
celom rozsahu. Svalové vlakna boli usporiadané paralelne vedla seba a zobrazovali sa ako
tmavé (hypoechogénne) Struktiry, naopak fascie a viazivové septd boli svetlé (hyperechogénne).
M. biceps brachii a m. brachialis boli vizualizované z predného pristupu, m. triceps brachii
zozadu. Okrem samotnych svalov boli sledované aj okolité Struktury, t. j. cievy, nervy, kosti a
podkozie. Nasledne bola ultrazvukovd sonda cielene polohovana do vysSie uvedenych
navrhovanych pozicii a bola zhodnotena nielen morfologia svalov v danych miestach, ale aj
odportcany pristup do danych oblasti. VSetky tri svaly boli v danych lokalitach optimélne
zobrazitelné a navrhované pristupy pod ultrasonografickou kontrolou boli vyhodnotené ako

bezpecné a vyhovujtce.
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Obr. 1 Ultrasonograficky obraz ventralnych svalov ramena, USG sonda polohovana v strede dizky ramennej

kosti, pristup spredu, kolmo na dlhi os hornej koncatiny.

Diskusia

Svaly ramena tvoria jednu zo Styroch skupin svalov hornej koncatiny. Prebiehaju okolo
ramennej kosti, na ktorej ¢iasto¢ne zacinajl, niektoré z nich vSak odstupuju aj kranidlnejSie od
lopatky. Upinaju sa prevazne na kosti predlaktia tak, Ze premostuju laktovy kib. V tomto kibe
vykonévaju flexiu alebo extenziu, podl'a ¢oho sa delia do dvoch hlavnych funkénych skupin.
Skupina flexorov je lokalizovana ventralne. Patri do nej povrchovy m. biceps brachii a hlboky
m. brachialis. Topograficky patri do tejto skupiny aj m. coracobrachialis. Do skupiny
extenzorov, ktord sa nachadza dorzalne, patri m. triceps brachii a maly, funkéne nevyznamny,
m. anconeus. V literatire boli popisané rozmanité anatomické varidcie svalov ramena, tykali sa
atypickych miest odstupu a iponu, zmien v pocte hlav, ale aj segmentécie alebo duplikacie
jednotlivych svalov (2, 4, 5). Naviac, boli zaznamenané aj rozlicne anatomické varidcie
nervovo-cievnych Struktar hornej koncatiny (1, 3).

Pri intramuskularnej aplikacii botulotoxinu je potrebné podat’ ho presne do uréeného svalu
a neposkodit’ okolité Struktary. Na dosiahnutie tychto ciel'ov sa pouZzivajl viaceré lokalizacné
techniky ako palpécia a orientacia podl'a typickych anatomickych bodov, elektromyografia,
elektricka stimulacia a rozne radiologické modality, prip. ich kombinécia. VSetky tieto metddy

maju urcité limitacie, v pripade ultrasonografickej navigdcie su potrebné asponn zdkladné
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znalosti topografickej anatomie a vedomosti o principoch ultrazvukového zobrazovania.
Ultrasonografia méa vyhodu v tom, ze umoziuje detailne lokalizovat’ sval a urcit’ jeho vel'kost’,
zasadna vyhoda spociva v moznosti priamo detegovat’ ihlu ako aj vSetky Struktary v jej okoli.
Ultrasonograficka vizualizacia je mimoriadne prospesnd pri odhalovani svalovych, ale aj
nervovo-cievnych anatomickych wvaridcii pri planovani aj samotnom uskutoéiovani

interven¢nych procedur.

Zaver

Ultrasonografické zobrazovanie jednotlivych Struktir I'udského tela je bezpecnou metddou pri
vykonavani Sirokého spektra intervenénych vykonov. Anatomickou a ultrasonografickou
Studiou vybranych svalov ramena sme urcili vhodné lokality ako aj pristupy pre

intramuskularnu aplikaciu botulotoxinu pri liecbe spasticity.
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