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POROVNANIE HISTOLOGICKYCH FIXACNYCH TECHNIK
PRI SPRACOVANI EMBRYOLOGICKEHO MATERIALU

COMPARISON OF HISTOLOGICAL FIXATION TECHNIQUES
IN THE PROCESSING OF EMBRYOLOGICAL MATERIAL

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

viera.almasiova@uvlf.sk

Abstract

Fixation prevents tissue autolysis and maintains molecular integrity for subsequent
investigation using various histopathological methods, including histochemical and
immunohistochemical analysis. We decided to compare two fixation solutions, modified
Davidson's fixative and neutral buffered formalin. These are the most commonly used solutions
for routine tissue fixation in histological practice, as well as for the fixation of extremely
sensitive embryonic tissues. When comparing the differences in the structure of various
embryonic organs, we found that tissue fixed in modified Davidson's fixative had significantly

better preserved original structure compared to tissue fixed in neutral buffered formalin.

Uvod

Pri spracovani vzoriek na ucely svetelnej mikroskopie v histologii a embryologii je kritickym
krokom na zachovanie Struktiry tkaniva kvalitnd fixacia (1). Cielom fixacie je zabranit
autolyze tkaniva a udrzat’ jeho Strukturdlnu integritu pre nasledné vysetrovanie prostrednictvom
roznych histologickych metod, vratane histochemickej a imunohistochemickej analyzy (2).
Rozhodli sme sa porovnat’ rozdiely medzi dvoma fixaénymi roztokmi, a to modifikovanym
Davidsonovym fixativom (mDF) a formalinom (10 % neutrdlny pufrovany formalin, NPF),
ktoré sa najcastejSie pouzivaju pri rutinnej fixacii tkaniv v histologickej praxi ako aj fixacii
embryondlnych tkaniv, ktoré su ztohto pohl'adu mimoriadne citlivé. K najdolezitejSim
kritériam dobrého fixativa patria zachovanie povodnej Struktary tkaniva, dobra kvalita
histologického farbenia rezov, kompatibilita s histochemickou (HC), imunohistochemickou
(IHC) analyzou a minimalna pritomnost™ artefaktov v tkanive (3). Rozhodli sme sa porovnat’

rozdiely vo fixacii embryologického materidlu, ktory bol osetreny mDF a NPF.



Material a metédy

V pokuse sme pouzili embrya ziskané z oplodnenych vajec Kury domacej (Gallus gallus
domesticus) z certifikovaného chovu Parovské Héje v Nitre. Inkubacia prebehla za
Standardnych podmienok v inkubatore River system ET49 automatic. Kuracie embrya boli na
9. embryondlny den vybraté z vajca a po odstraneni vSetkych obalov usmrtené cervikalnou
dislokaciou. 20 embryi bolo imerzne fixovanych v modifikovanom Davidsonovom roztoku

(mDF) a 20 embryi vo formaline (10 % neutralny pufrovany formalin, NPF).

e NPF: 4 % formaldehyd vo fosfatom pufrovanom fyziologickom roztoku
e mDF: 37 — 40 % formaldehyd (30%), 95 — 100% etanol (15 %), 'adova kyselina octova
(5%), destilovana voda (50%).

Tkanivo bolo spracované rutinnym spdsobom zaliatim do paraplastu a tkanivové rezy (7 um)
boli ofarbené prehl'adnou metédou hematoxylin — eozin (HE) a fotodokumentované svetelnym

mikroskopom Zeiss Axio Lab Al s kamerou Axio Cam ERc 5.

Vysledky a diskusia

Pri porovnéavani rozdielov v Struktire réznych embryonalnych organov sme medzi vzorkami
ziskanymi roznou fixaciou zistili, ze tkanivo fixované v modifikovanom Davidsonovom
roztoku malo oproti tkanivu fixovanému v 10 % neutrdlnom pufrovanom formaline vyrazne
lepSie zachovanu pdvodnu Struktiru. Ako reprezentativnu oblast’ sme si vybrali sietnicu oka,
ktora je voci fixdcii mimoriadne citliva (Obr. 1). V tkanive fixovanom mDF sme zaznamenali
iba minimalne artefakty v podobe mierneho scvrkavania buniek a naslednou tvorbou drobnych
prazdnych priestorov. Naopak vo vzorke fixovanej klasickym spésobom v NPF boli pritomné
vyrazné trhliny aprazdne miesta, ktoré wvznikli v dosledku intenzivneho scvrkavania
tkanivovych komponentov. VeI'mi podobné zistenia pozorovali aj autori, ktori sa zamerali na
fixdciu oka ainych opuzdrenych organov (4-7). Predpokladame, Ze vdaka svojmu
Specifickému zloZzeniu md mDF rychlejSiu penetraéni schopnost do centra vzorky, ¢o
napomaha zachovat’ jej povodnu Struktiru v dosledku zamedzenia skorého enzymatického
rozkladu (autolyzy) tkaniva s naslednym scvrknutim. Preto je mDF obzvlast vhodny pre
opuzdrené organy ako su oko, semenniky, lymfatické uzliny a rozne d’alSie citlivé tkaniva.
Modifikovany Davidsonov roztok okrem rychlej penetracie do tkaniv zaroven dokaze aj vel'mi
dobre zachovat’ povodnu antigenicitu tkanivovych zloziek, ¢o je kritické pri IHC metodach (7).

Dolezitym kritériom na dosiahnutie Ziadaného vysledku pri fixacii mDF je ale striktné



dodrzanie optimalneho Casu fixacie, ktory je do 24 hod. pre bezné histopatologické vySetrenie,
48 — 72 hod. pre IHC. DlhSia fixacia (> 72 hod.) mdze viest’ k scvrknutiu tkaniva a znizenej
detekovatel'nosti antigénov. Po fix4cii mDF sa tkaniva zvyc¢ajne kratko oplachnu vo vode
a pokial' sa ithned” d’alej nespracuvaji, moézu sa nasledne skladovat v 10 % neutralnom
pufrovanom formaline, aby sa zabranilo poSkodeniu ich Strukturalnej integrity. Mierne zahriatie
fixatného roztoku (~37 °C) prispieva ku zlepSeniu jeho penetraénych schopnosti (8). Sthrn

zakladnych charakteristik a rozdielov v NPF a mDF je zhrnuty do prehl'adnej tabul’ky (Tab. 1).
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Obr. 1 Rez sietnicou kuracieho embrya na 9. den inkubdcie (Hematoxylin-eozin, zv. 200x), NPF
— tkanivo fixované v neutralnom pufrovanom formaline s vyraznymi artefaktami, mDF — tkanivo

fixované v modifikovanom Davidsonovom roztoku s minimalnymi artefaktami.

Kritérium posudzovania | NPF mDF
Mechanizmus fixacie Tvorba krizovych vézieb medzi | Tvorba krizovych vézieb medzi
molekulami proteinov molekulami proteinov (formaldehyd) +

koagulacia (metanol) + pH modulacia

(kyselina octova)

Scvrkéavanie tkaniva Vyrazné Minimalne

Kompatibilita Dobra Vel'mi dobra

sHC aIHC

Cas fixacie 24h +, dlhSia fixacia 12 - 24 h, dlhSia fixacia
nespdsobuje scvrkavanie spdsobuje scvrkavanie

PouZzitie Nevhodny pre citlivy | Vhodny pre citlivy embryologicky
embryologicky material | material aopuzdrené organy: oko,
a opuzdrené organy mozog, lymfaticka uzlina, semennik ...

Tab. 1 Prehlad hlavnych charakteristik porovnavanych fixacnych roztokov.
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Sthrn

Zatial ¢o formalin zostdva Standardom pre rutinné spracovanie vzoriek na histologické
vySetrenie vd’aka dobrej dostupnosti a dlhodobym sktisenostiam, mDF mo6ze byt vel'mi dobrou
volbou najméd v pripadoch, kedy je ziadica detailna morfologickd, histochemicka a
imunohistochemickd analyza. Modifikovany Davidsonov roztok vdaka svojmu zlozeniu
poskytuje rychlu penetraciu do tkaniv s vynikajucim zachovanim povodnej Struktary tkaniva,
ako aj antigenicity tkanivovych zloziek, ¢o je kritické najmid pri spracovani citlivého
embryologického materialu, organov pokrytych hrubym vézivovym obalom ako aj materidlu

urceného na histochemicku a imunohistochemicku analyzu.
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DEVELOPMENT OF AVIAN THYROID GLAND

Sandra Andraskova, Viera Almasiova, Patricia Hudakova, Teleky Jana,
Katarina Holovska
Katedra morfologickych disciplin, UVLF v Kosiciach, Komenského 73, KoSice, SR

sandra.andraskova@uvlf.sk

Abstract

The aim of this study was to describe the morphological changes during dynamic development
of the avian thyroid gland. Specifically, we focused on morphogenesis of this endocrine gland
in chicken embryo. The endocrine system of an organism is responsible for the coordination of
general metabolic processes and the regulation of the development and function of many organs
of the body. On the second day of incubation of chick embryo development, thyroid gland
appeared as a median outpocketing at the bottom of the primitive pharynx. By the fifth day,
thyroid gland was already a two-lobed structure moving to its definitive position, and by the

time of hatching, it is functioning and nearly fully formed.

Uvod

Endokrinny systém organizmu je zodpovedny za koordinaciu metabolickych procesov,
regulaciu vyvoja a funkcie mnohych organov tela. Tento zlozity mechanizmus zavisi od
posobenia horménov, ktoré uvoliiuju zl'azy s vnitornou sekréciou.

O vyvoji jednotlivych organovych systémov vtakov z morfologického pohladu, existuje len
prekvapivo maélo poznatkov. Stitna Zlaza je podas embryogenézy vtikov jednou
z najaktivnejSich endokrinnych zliaz. Je dolezita pri reguldcii bazdlneho metabolizmu a svoj
vplyv uplatiluje prostrednictvom produkcie tyroxinu. Rast embrya, merany telesnou
hmotnostou, velkostou kostry, rastom svalov a rastom chrupky a kosti, je v neskorom
embryonalnom vyvoji vyrazne ovplyviiovany prave horménmi §titnej zl'azy (1). Specifickym
faktorom vylucovanym hypofyzou, stimulujicim Stitnu zlazu je tyreotropny hormon.
U kuracieho embrya sa interakcia medzi hypofyzou a Stitnou Zl'azou nadvizuje priblizne na
jedenasty denl inkubécie. Dovtedy je funkcia Stitnej zI'azy nezéavisla od adenohypofyzy (2).
Stitna 7laza vtakov je dvojlaloéna $truktira, leZiaca ventralne od hltana v spodnej ¢asti krku.

Nikdy nie je v izkom kontakte s priedusnicou, ako je to u cicavcov. Lavy lalok lezi pripojeny
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k ventralnemu povrchu lavej krénej tepny, zvonka priedusnice a paZeraka, vnutorne k
jugularnej zile a pred syrinxom. Pravy lalok je pripojeny podobne k pravej jugulérnej zile (3).

Stitna 7Paza vznika evaginaciou dna hltana a svoju folikularnu $truktaru dosahuje v polovici
inkubacnej doby kedy zacCina aj jej sekre¢na funkcia. Skladé sa z folikulov, z ktorych kazdy
pozostava z limenu obsahujuceho koloid. Folikuly Stitnej Zl'azy st vystlané jednou vrstvou
kubickych epitelovych buniek. Masa folikulov §titnej zl'azy je obklopena rozsiahlym cievnym

zasobenim (4).

Vyvojova morfolégia Stitnej zlazy

Stitna ZI'aza je jednou z prvych endokrinnych Zliaz, ktoré sa v kuracom embryu vyvijaji. Uz na
druhy deini inkubacie sa javi ako medidlny vybezok na dne primitivneho hltana medzi kupolou
a tuberculum impar. Na piaty denl inkubacie ma uz dvojlalo¢nu Struktaru, postupne sa posuva
do svojej definitivnej polohy a diferencuju sa v nej folikuly. V Case liahnutia je Stitna zl'aza uz

plne funk¢na a definitivne sformovana (4).

Rana embryogenéza

Stitna Zl'aza je endodermového povodu (5). Lokalizacia tkaniva tvoriaceho §titnu Pazu sa
sustred'uje do prednej Casti blastodermu. V §tadidch primitivneho pruzku a po vytvoreni
hlavového zahybu sa na Stitnu Zl'azu transformuja iba lateralne Casti blastodermu. To ma za
nasledok bilateralnu lokalizéciu S$titnej zlazy v kuracom embryu, ato uz po 72 hodinach
inkubécie. Zl'aza sa spociatku sklad4 iba z jednej vrstvy vysokych cylindrickych buniek. Na
Stvrty den epitelovy zaklad Stitnej Zzlazy vyrastd zo steny hltana, s ktorého limenom vSak
docasne zostava prepojeny pomocou kanalika (ductus thyreoglossus) (6). Coskoro sa toto
spojenie s traviacim traktom prerusi a rozdeli sa na dvojlalo¢nt Struktaru (7). V strede sa zuzuje
a postupne sa predlzuje smerom k tretiemu aortdlnemu obliku. Zuzenie, z ktorého vznika
isthmus sa prehlbuje ¢im su jej laloky takmer oddelené a zarovei sa posuvaju kranidlne pred
treti aortdlny obluk. Odtial' dochadza k jej rozsiahlej vaskularizacii prostrednictvom
podklai¢nych artérii. Az do 6. dia S§titna zl'aza pozostdva vylucne z epitelu endodermového
povodu. Od Siesteho az do jedenasteho dia inkubdcie prenikd do zl'azy aj mezenchym bohaty
na kapilary. Mezenchym postupne zatlaca zlazovy epitel do tramcov alebo povrazcov (8). Stitna
7l'aza 8-diového kuracieho embrya ma dizku priblizne 0,4 mm a pozostava z neluminizovanych
povrazcov buniek, krvnych sinusoid a malého mnozstva spojivového tkaniva (9). Do
dvanasteho embryondlneho dna zaklad Stitnej zlazy doteraz usporiadany do povrazcov sa

postupne luminizuje a diferencuje na folikuly (9).
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Obdobie rastu a zaciatok funkcie

Stitna I'aza za¢ina fungovat’ v polovici inkubaéného obdobia. Nasved&uje tomu vyskyt kvapiek
koloidu vo folikuloch $titnej zl'azy, kedy je uz Stitna zl'aza schopna akumulovat’ jod. Hladiny
jodu v plazme sa zvysuju od 10. diia inkubdacie az do vyliahnutia (10). V tomto ¢ase st primarne
folikuly plne diferencované. Secernujtice folikuly st vystlané kubickymi bunkami s periférne
ulozenymi jadrami.

Pocas druhej polovice inkubécie moZzno v §titnej zI'aze pozorovat’ vSetky Stadia tvorby folikulov
(8), vratane Stadii typickych pre dospelu Zl'azu. Na trindsty den je vnutro Zl'azy tvorené vel'kou
dutinou (11). Na 14. deni st folikuly vystlané vysokymi cylindrickymi bunkami, v ktorych sa
akumuluji sekrecné granuly. Po pdtnastom dni folikuly rastd ¢o do velkosti a poctu ato v
dosledku fazie folikulov, ako aj proliferacie epitelovych buniek. V 16-diiovom kuracom
embryu je vdcsina folikulov v kontakte s cievnymi sinusoidami (9). Vysoky cylindricky epitel
je spojeny so zvySenou aktivitou. V Case vyliahnutia st interfolikularne bunky vacsie ako bunky
v samotnych folikuloch. Vo v§eobecnosti je tkanivo §titnej zI'azy v ¢ase vyliahnutia kompaktné.
Endotelova vystelka kapilar zostdva medzi folikulmi a tvori bazalnu membranu pre folikularne
bunky (4). Zl'aza je zarovei obalena kapsulou spojivového tkaniva, z ktorej do parenchymu

odstupuju jemné trabekuly.

Stitna 7Paza v ¢ase liahnutia

Na 20.-21. den inkubacie je Stitna zl'aza plne vytvorena a aktivna. Definitivnu polohu Stitnej
zl'azy u vtakov opisal Forsyth (3), ktory skimal §titne Zl'azy tridsiatich Styroch r6znych druhov
prevazne dospelych vtakov. VSeobecné poloha je takmer rovnaka ako u embrya v polovici

inkubacnej doby, teda pozdiz vnutornej jugularnej Zily na spojeni podkl'i¢nej a krénej tepny.

Diskusia

Existuje mnoho opisov pévodu a vyvoja Stitnej zl'azy, ale vSetci autori sa zhoduju na tom, ze
sa vyvija z endodermového zhrubnutia na dne hltana (4, 8). Cas vzniku evaginacie bol rozne
uvadzany réznymi autormi. Venzke (8) zaznamenal sféricky vybezok faryngeédlneho epitelu u
30- az 36-hodinového kurcat’a. Seessel (13) uviedol prvii zndmku pritomnosti Stitnej Zl'azy na
konci druhého dia inkubécie. Primordium bolo pozorované u kurciat inkubovanych 42 hodin
(4), 54 hodin (14) a 3 dni (11, 12). Zlaza bola v tomto §tadiu opisana ako prichlbina v tvare
tanierika, vy¢nievajlica zo strednej sagitalnej rovne steny hltana s rozmerom 0,15 mm (8).
Mnohi autori pozorovali, Ze transformacia na dvojlalo¢nat Struktaru prebieha na piaty denl

inkubacie kuracieho embrya (8, 12, 14).
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Carpenter (9) opisal $titnu zl'azu 8-ditlového kuracieho embrya dlhu od 0,34 do 0,40 mm, ktora
pozostava zo spletitych povrazcov buniek, krvnych sinusoid a stdp spojivového tkaniva. Podl'a
Bernarda (11) 13-diiové zl'aza stale pozostava z epitelovych platniciek, v ktorych sa vSak uz
zacinaju objavovat koloidné kvapdcky. Seessel (13) opisal zI'azu na deviaty den inkubacie ako
siet’ pevnych valcovitych povrazcov s hrabkou 15 az 25 mikrometrov.

Na zéklade pociatocnej sekrécie injekéne podaného radiojodu (1'%) folikulmi Stitnej Zlazy
embryonalneho kurc¢ata King a May (1) dospeli k zaveru, Ze sekre¢na funkcia za¢ina jedenasty
inkubacny den. Podl'a Nillsona (5) sa ukladanie jodu za¢ina po 10 ditoch inkubacie. Prvy vyskyt
primarnych (definitivnych) folikulov sa pozoroval na 11. deni (4, 14). V rovnakom case zacina

aj ich sekre¢na funkcia.

Obr 1. Ranny vyvoj Stitnej zlazy u kuracieho embrya (Modifikované podla Yoshikawu, 1930)

A1 parasagitalny rez 2,5-diiového embrya zobrazujuci polohu Stitnej Zlazy, A> detail
zobrazujuci Strukturu Stitnej zlazy; B, sagitalny rez 3-dnového embrya. 1, Stitna zlaza, 2, hitan
(pazerak); 3, truncus arteriosus; 4, prvy aortalny obluk; 5, srdce; 6, cylindricky epitel; 7,

ventralna aorta; 8, notochorda

Suhrn
Stitna Zlaza je jednym z najaktivnej§ich endokrinnych organov. Hlavnou tulohou tohoto

zlozitého a chulostivého koordinaéného mechanizmu je pdsobenim horménov udrziavat
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vSeobecne normalnu metabolickt aktivitu v organizme. Mnohé embryondlne histogenetické
procesy mdzu byt ovplyvnené endokrinnymi faktormi. Vzhl'adom k tomu, ze o endokrinnych
vztahoch u vtafieho embrya existuje prekvapivo malo poznatkov, naSim cielom bolo
komplexne preStudovat’ priebeh vyvoja stitnej zZI'azy u kuracieho embrya . Nasledne sa chceme
zamerat’ na morfologické aspekty zmien vo vyvoji tejto zl'azy u kuraciecho embrya a to po

vystaveni neionizujicemu elektromagnetickému Ziareniu.
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VYUZITIE IMUNOHISTOCHEMIE PRI HODNOTENI VPLYVU
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Abstract

Immunohistochemistry is a highly specialized diagnostic method that can detect various
intestinal diseases, differentially diagnose pathological conditions, evaluate the course of
carcinogenesis, and others. According to literature flaxseed could affect the gut of experimental
animals. Therefore, our study was aimed at observing the expression of proliferation marker
and apoptosis in the intestine of fattening pigs, which were fed flaxseed mixed in the feed for 3
and 6 weeks. The measured results show that 6-week application of flaxseed in pig feed

increased proliferation, but did not affect apoptosis, of intestinal epithelial cells.

Uvod

Imunohistochémia je vysoko-Specializovand diagnosticka metoda, ktord dokaze odhalit’ rozne
ochorenia Criev, diferencidlne diagnostikovat’® patologické stavy, hodnotit priebeh
karcinogenézy, detekovat’ histomorfologické zmeny a iné (1). PCNA (proliferating cell nuclear
antigen) je v ¢reve ale aj celom organizme kI'i€ovy protein, ktory slizi ako marker bunkového
delenia alebo proliferacie a moze sluzit’ ako pomocny diagnosticky marker (2). Kaspaza-3
(caspase-3) zohrava v ¢reve kl'a¢ovu tlohu ako hlavny vykonavatel’ apoptozy (programovane;j
bunkovej smrti), o je nevyhnutné pre udrzanie zdravej Crevnej bariéry a homeostazy (3).
Crevny epitel predstavuje teda vysoko citlivé miesto, ktorého zdravie je potrebné podporovat
pridavanim zdraviu prospesnych nutraceutik ako je napriklad 'an. Canové semienka st bohaté
na rozpustnu aj nerozpustnu vlakninu, n-3 polynenasytené mastné kyseliny (PNMK), lignany
a iné. V Studiach na animalnych modeloch I'an preukazal protizapalové, protinadorové a d’alSie
beneficné ucCinky (4-6) medzi ktoré patri aj ovplyvnenie kvality brav€ového misa (7) ako
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vystupnej suroviny pre vyzivu I'udi. Uroven uéinku priddvaného Panu zavisi od jeho odrody,
pretoze sa liSia v pomere n-6/n-3 PNMK a skrmovaného mnozstva. Niektori autori zaznamenali
ze 2% podiel l'anového semena v krmive neovplyviiuje kvalitu ani obsah intramuskularneho
tuku (8) a na druhej strane ini autori tvrdia, ze prili§ vysoky podiel I'anu nad 15% negativne
ovplyviiuje skladovatel'nost’ misa (9).

Nasa $tudia bola zamerand na pozorovanie expresie markerov proliferacie (PCNA) a apoptozy
(kaspaza 3) v ¢reve vykrmovych oSipanych, ktorym bol poddvany l'an namieSany v krmive

(davka 10%) po dobu 3 a 6 tyzdiov.

Material a metody

V experimente bolo pouzitych 18 vykrmovych oSipanych plemena Landras, ktoré boli zaradené
do pokusu 3 a 6 tyzdnov pred porazkou na bitunku (Stanica vykrmnosti a jatocnej hodnoty
oSipanych, s.r.o., SpiSské Vlachy, SR). Pocas experimentu bol pokusnym oSipanym
primiesavany do krmiva l'an (odrody Libra; obsah kyseliny alfa-linolénovej = 57%) po dobu 3
(skupina T3; n=6) alebo 6 tyzdiov (skupina T6; n=6) pred pordzkou. Kontrolnd skupina (K;
n=6) bola kfmena vyluéne §tandardnym krmivom pre vykrmové osipané OS-06 (Dom krmiv,
Spisské Vlachy, SR) v davke 3kg/kus/den. Lanové semeno bolo Srotované a podavané v 10%
koncentrécii kontinudlne namieSané v krmive. Po dosiahnuti jato¢nej hmotnosti (+120 kg) boli
zvieratd odporazené na bitinku aboli im odobrat¢é vzorky duodena ajejuna na
imunohistochemicku analyzu antigénov PCNA a caspase 3. Vzorky boli fixované v 4%
paraformaldehyde, dehydratované a =zaliate do parafinu. Rezy s hrubkou 5 um boli
deparafinizované, rehydratované, nasledovalo odkrytie vdzobnych miest, blokovanie aktivity
endogénnej peroxidazy a neSpecifického viazania, aplik4cia primarnych protilatok anti-PCNA
a anti-cas 3 (Santa Cruz Biotechnology, USA) s riedenim 1:250 a inkubovali cez noc pri 4°C.
Dalej boli aplikované znagené sekundarne protilatky (Dako, Denmark). Farebna reakcia bola
navodena diaminobenzidinom, rezy boli kontrastne podfarbené hematoxylinom a zaliate do
DPX. Po odfotografovani kamerou s mikroskopom sme intenzitu reakcia kvantitativne
zhodnotili v programe Image] software. Intenzita reakcie bola vyjadrena indexom ROD
(relative optical density) diaminobenzidinovej (hnedej) reakcie a bola prepocitand pomocou
vzorca (10). Vysledky boli Statisticky spracované v programe Graph Pad Prism 5.0 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA). Na zistenie rozdielov medzi
skupinami sme pouzili Unpaired T-test. Sledované diferencie (Mean = SEM) boli povazované

za Statisticky vyznamné pri p < 0,05 a oznacené indexom *,** kde * =p <0,05; ** =p <0,01.
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Vysledky a diskusia

Lanové semeno mé blahodarné ucinky na zdravie zvierat a I'udi, ¢o bolo dokdzané v mnohych
studiach (4-6). Mechanizmus akym pdsobi na ¢revo zvierat je stale aktudlnou otazkou, ktorou
sme sa zaoberali aj v naSej Studii. Pozorovali sme vybrané markery proliferacie a apoptozy
buniek duodena a jejuna oSipanych. Z nameranych vysledkov vyplyva (Obr. 1), ze aplikacia
lanu po dobu 6 tyzdilom stimulovala expresiu PCNA v duodene aj jejune oSipanych

v porovnani s kontrolou (p < 0,01) alebo s 3-tyzdiiovou aplikaciou (p < 0,05).

PCNA Kaspaza 3
5 Kok % kk 1ok 3
K* T3 K" T3
45 % % %
4 2,5
35 2
3
a a
O 25 Q15
4 4
2
15 1
! 0.5
0.5
0 0
PCNA - duodenum PCNA - jejunum cas 3 - duodenum cas 3 - jejunum
mK =uT3 mT6 mK T3 mT6

Obr. 1 Intenzita imunohistochemickej reakcie (ROD) v duodene a jejune vykrmovych
oSipanych. K - kontrolna skupina; T3 - skupina s pridavkom lanu po dobu 3 tyzdnov; T6 -
skupina s pridavkom lanu po dobu 6 tyzdnov;, PCNA - proliferacny nuklearny antigén, cas 3 -
kaspaza 3; priemerné hodnoty (Mean = SEM) su Statisticky vyznamné pri * = p < 0,05; ** =p
<0,01.

Na druhej strana expresia kaspazy 3 nebola ani v jednej z experimentalnych skupin vyznamne
ovplyvnena, aj ked’ hodnota ROD bola vyssia oproti kontrole. Reprezentativne fotografie oboch
markerov st uvedené na Obr. 2, kde aj vizudlne mo6Zzeme zhodnotit’, ze vyraznejSia reakcia
PCNA bola najmi v skupine T6 oproti ostatnym skupinam. Co sa tyka kaspazy 3, tam rozdiely
bolo mozné od¢itat’ iba hodnotenim ROD. Pri PCNA pozitivna (hnedd) reakcia bola situovana
v jadrach zl'azovych buniek a pri kaspaze 3 bola reakcia ststredend na ¢revny epitel rovnako
v duodene aj jejune. Zhu akol. (11) pozorovali ¢revny epitel u prasiat s navodenym
poskodenim ¢reva pomocou lipopolysacharidu (LPS), kde zistili, ze n-3 PNMK, Specialne
kyselina EPA a DHA pochadzajtica z I'anu, maju protektivny i¢inok na ¢revo prasiat cestou
modulacie nekroptézy a TLR4/NOD signalnej drahy. Czech a kol. (12) sledovali oSipané vo
vykrme, ktorym podavali 'an v 2, 4 a 6% koncentracii. Autori konStatovali ze 4% podiel 'anu
sa zd4 byt optimalny pre zdravie o$ipanych a vyzivové vlastnosti brav€ového misa, pretoze pri

vysSom podiele T'anu v krmive nastava potreba pridat antioxidaéné aditiva do krmiva
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zvieratam. Tento experiment trval pocas celého vykrmu oSipanych, t.j. 90 — 100 dni. V naSej
studii aplikéacia 'anu trvala 3 a 6 tyzdnov pred pordzkou na bitinku, preto sa da konstatovat’, ze

kratSia doba skrmovania ma lepSie Gi€inky na zdravie oSipanych.

duodenum

jejunum
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jejunum
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Obr. 2 Vybrané fotografie IHC farbenia v duodene a jejune vykrmovych osSipanych. K -

oow
D

kontrolna skupina; T3 - skupina s pridavkom lanu po dobu 3 tyzdnov; T6 - skupina s pridavkom

lanu po dobu 6 tyzdnov, PCNA - proliferacny nukledarny antigén, cas 3 -kaspaza 3.

Stuhrn
Z vysledkov vyplyva, ze 6-tyzdiiova aplikacia 'anu v krmive oSipanych zvysila proliferaciu,

ale neovplyvnila apoptézu buniek crevného epitelu.
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Abstract

Omega-3 PUFAs, especially docosahexaenoic acid (DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA),
are known for their numerous health benefits, primarily due to their anti-inflammatory effects.
Enterolactone (EL) also exerts protective effects against certain types of cancer. This study
aimed to determine the potential protective effects of DHA, EPA, and EL on the uterus. Uterine
horns were collected, cultured, and subjected to immunohistochemical analysis of heat shock
proteins (HSPs). HSP 70 expression was lower in the surface epithelium of the DHA group,
while it was higher in the stroma of the EL group and the myometrium of the DHA group. EPA

did not significantly affect any of the uterine structures.

Uvod

Kyselina dokozahexaénova (DHA) akyselina eikozapentaénova (EPA) st omega-3
polynenasytené mastné kyseliny (PNMK), ktorych suplementécia pocas gravidity mé priaznivy
ucinok na neurologicky vyvoj plodu, vyvoj re¢i, paméti, udrzanie pozornosti ¢i zrakovu ostrost’.
Pridavok DHA a EPA vykazuje protizdpalovy ufinok a moéze znizit' riziko preeklampsie,
pred¢asného porodu ¢i poporodnej depresie (1). Zaroven tieto kyseliny podporuju fertilitu tym,
ze zlepSuji hormonalnu rovnovahu, kvalitu oocytov a implantaciu zarodku (2). Rozne Studie
preukazali, Ze potrava bohata na n-3 PNMK podporuje plodnost’ samic, zatial’ ¢o ich nedostatok
v kombinacii s nadmernym prijmom n-6 PNMK je spojeny so zvySenym rizikom pred¢asného
porodu aabortu (3, 4). Konzumacia n-3 PNMK rastlinného povodu navySe vykazuje

protektivny ucinok voci rozvoju rakoviny endometria (5). Enterolakton (EL) patri medzi
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fytoestrogény a ma mnoho prospesSnych vlastnosti, ako je inhibicia proliferacie rakovinovych
buniek a metastaz. Zaroven ma antioxidacny ucinok, ¢im brani poSkodeniu DNA a peroxidacii
lipidov pri rakovine. Jeho antikarcinogénny uc¢inok bol preukazany pri rakovine prsnika a
vajecnikov (6, 7, 8). Protein tepelné¢ho Soku 70 (HSP 70) plni dolezita ulohu pri kontrolovane;j
zéapalovej reakcii, a to indukovanim produkcie cytokinov, tumor nekrotizujuceho faktora alfa,
interleukinu 1-beta a interleukinu 6 v bunkéch imunitného systému (9). Cielom tejto Stadie je
preto stanovenie mozného protektivneho a protizdpalového tc¢inku DHA, EPA a EL na

maternicu mysi ako modelového zvierat’a.

Material a Metody

V studii boli pouzité 6-8 tyzdiové samice mysi (BALB/c; Velaz s.r.0., CR; n=12), ktorym boli
odobraté rohy maternice (n=24). Rohy maternic boli do 30 minut transportované (pri 4 °C) vo
fosfatovom pufrovanom roztoku (PBS) na kultivaciu. Nasledne boli umiestnené do sterilnej 24-
jamkovej platni¢ky (1 roh na jamku) s kultivacnym médiom (DMEM/F12 1:1, Sigma-Aldrich;
1 ml) obohatenym o 10 % fetalneho bovinného séra (FBS; Sigma) a 1% antibioticko-
antimykotického roztoku (ATB-ATM; Sigma). Vzorky boli inkubované 24 hod pri 37 °C. Na
druhy deni bolo kultivacné médium nahradené cerstvym (DMEM + 10% FBS + 1% ATB-ATM)
s aditivami DHA (10 mg/ml), EPA (10 mg/ml), EL (1 IU/ml) a bez pridania aditiv (kontrola;
K). Po 24-hodinovej kultivacii (37 °C) boli excizie rohov maternic fixované v 4%
paraformaldehyde, dehydratované vzostupnou radou alkoholov a xylénov, zaliate do paraplastu
a narezan¢ sankovym mikrotomom (Reichert, Raktsko) na polotenké rezy (3 — 5 um). Po
histologickom spracovani boli rezy maternic deparafinizované, rehydratované, s naslednym
odkrytim védzbovych miest, blokovanim aktivity endogénnej peroxiddzy a nespecifického
viazania. V d’alSom kroku prebehla aplikacia primarnych protilatok anti-HSP 70 (1:250; Santa
Cruz Biotechnology Inc., USA). Po uplynuti inkubécie (4 °C, cez noc) boli rezy premyté s
naslednou aplikaciou sekundarnych protildtok (goat anti-mouse secondary antibodies; Dako
REAL™ EnVision™/HRP, Rabbit/Mouse (ENV), ready-to-use, Dansko). Na vizualizaciu bol
pouzity diaminobenzidin (Dako REAL™ DAB+ Chromogen, Dako). Rezy boli kontrastne
podfarbené hematoxylinom, dehydratované radou alkoholov a xylénov, nasledne zaliate do
Pertexu (Histolab Products AB, Svédsko). Zobrazovacou technikou (NIS Elements Br k
mikroskopu Nikon Eclipse E200 s digitdlnou kamerou ProgResCapture Pro 2.7.7) boli po
vysuseni preparatov vytvorené mikrofotografie. Prostrednictvom ImageJ software (National
Institutes of Health, Bethesda, USA) sa vyhodnotila intenzita imunoreakcie. Pozitivna hneda

DAB+ reakcia sa hodnotila v sivej Skale (grey level, GL) a bola vyjadrenéd indexom relativnej
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optickej denzity (ROD).Vysledky boli Statisticky spracované v programe GraphPad Prism 3
(USA) s uvedenim priemeru a $tandardnej chyby (MeantSEM). Statisticka vyznamnost
rozdielu medzi skupinami bola hodnotend Tukeyho post hoc testom a je uvedena na rovni

p<0,05, p<0,01 a p<0,001.

Odobratie rohov Zaciatok Aplikacia Ukonéenie kultivicie a
maternice kultivacie aditiv uloZenie do 4% PF
]

\Y/‘\Y/‘\Y7

30 minat 24 hodin 24 hodin

Obr. 1 Schéma pokusu

Vysledky

Vplyv aditiv DHA, EPA a EL na pritomnost’ markera HSP 70 (protein tepelné¢ho Soku 70) v
bunkach maternic mysi bol kvantitativne vyjadreny prostrednictvom relativnej optickej denzity
(ROD) a je znazorneny na obrazku 2. Pozitivna imunohistochemicka (IHC) reakcia sa prejavila
tmavohnedym sfarbenim v cytoplazme. Pritomnost HSP 70 v bunkach povrchového epitelu
bola v DHA skupine nizSia v porovnani s kontrolou (p<0,05). V EPA a EL skupine neboli
v porovnani s kontrolnymi mySami zaznamenané Ziadne signifikantné zmeny. EL v porovnani
s DHA (p<0,001) a EPA (p<0,01) zvysil ROD HSP 70. Rozdiel medzi efektom PNMK (DHA,
EPA) bol nesignifikantny. V oblasti stromy iba EL zvysil ROD HSP 70 oproti kontrole (p<0,05)
aj DHA a EPA (obidva p<0,01), pricom medzi PNMK nebol vyznamnej$i rozdiel zaznamenany.
Expresia HSP 70 v oblasti endometridlnych Zliaz nebola v porovnani s kontrolou vyznamne
ovplyvnena ziadnym z aditiv. Efekt EL bol zvySeny v porovnani s DHA (1<0,05) aj EPA
(P<0,01). V oblasti myometria samic mysi bola IHC reakcia silnejSia v DHA skupine (p<0,001)
v porovnani s kontrolnymi mySami, kde nebol zaznamenany vyraznejs$i vplyv EPA ani EL
(obidva ns). Expresia HSP 70 vSak bola vyrazne potlacena pridavkom EPA, a to v porovnani

s DHA (p<0,001) a EL (p<0,01).
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Obr. 2 Vplyv DHA, EPA a EL na expresiu HSP 70 (vyjadrené v ROD) v bunkdch maternice
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mysi,; xyz — porovnanie s kontrolou, abc — porovnanie medzi experimentalnymi skupinami, kde

x,a - p<0,05; y,b - p<0,01; z,c - p<0,001.

Diskusia

Maternica, podobne ako aj d’alSie organy, podlieha transformacii vplyvom posobenia ro6znych
chemickych ¢i environmentalnych faktorov alebo stresu. Preto je na mieste skiimat’ G¢inok
pridavnych latok, u ktorych sa predpoklada ich protektivne posobenie voci ur¢itému toxickému
agensu. Tepelny stres negativne ovplyviiuje reprodukcény aparat samic aje pri¢inou aj ich
sezonnej neplodnosti. Hypertermia vyvolana prostredim sposobuje zvysSenie hladiny proteinov
tepelného Soku (HSP). U prasniciek vystavenych tepelnému stresu v periimplantaénom obdobi
bola ohrozena zivotaschopnost’ embryi (10). Zaroven HSP plni d6lezit ulohu pri kontrolovanej
zéapalovej reakcii, ktora je potrebna pri implantacii oplodneného vajicka a rast trofoblastu (11).
HSP70 spdsobuje zapalova reakciu indukovanim produkcie cytokinov, tumor nekrotizujiceho
faktora alfa, interleukinu 1-beta a interleukinu 6 v bunkdch imunitného systému (9).

V nasej praci sme zaznamenali, Ze po podani DHA doslo v povrchovom epiteli maternice k
znizeniu expresie HSP 70. Tento nalez naznacuje, ze DHA v tejto vrstve tlmi nadmernu stresova
a zépalovu signalizaciu. Znizenie expresie HSP 70 v povrchovom epiteli tak mdze predstavovat’
ochranny mechanizmus, ktory brani rozvoju lokalneho zépalu a vytvara stabilnejSie

mikroprostredie. V povrchovom epiteli sa prejavil protizapalovy a protektivny potencial DHA.
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Mnoh¢é vedecké stadie naznacuju, ze bunky maternice obsahuji mnozstvo HSP27, HSP60,
HSP70 a HSP90, ¢o naznacuje ich mozné zapojenie v procese gravidity. Je zname, ze HSP je
uzko prepojeny s decidualizdciou, implantdciou, placentidciou a zaroven s dysregulaciou pri
zlyhani implantacie a inymi feto-maternadlnymi komplikéciami (11). Prave tento fakt poskytuje
dolezity kontext pre interpretaciu nasich vysledkov. Zistili sme, ze aplikdcia DHA v oblasti
myometria a EL v strome maternice viedla k zvySenej expresii HSP 70 namiesto ocakavaného
potlacenia. Tento jav mozno vysvetlit' tak, ze sledované latky nepdsobia len pasivne
protektivne, ale aktivne stimuluju prirodzenu obranyschopnost’ tkaniva. ZvySena expresia HSP
70 po podani DHA a EL tak méze predstavovat’ mechanizmus posilnenia maternice, kedy sa
tkanivo stava odolnej$im voci potencidlnym stresovym faktorom. Zaujimavym zistenim vSak
je, ze na rozdiel od DHA suplementidcia EPA nemala na expresiu HSP 70 v sledovanych
Struktarach maternice vyznamny vplyv. Tento rozdiel v posobeni dvoch pribuznych n-3 PNMK

naznacuje vysoku mieru selektivity v bunkovej odpovedi maternice.

Suhrn

Vysledky nasej prace preukazali, Ze suplementacia DHA vykazuje tkanivovo Specificky u¢inok
na expresiu HSP 70 v maternici. V oblasti povrchového epitelu bolo zistené signifikantné
potlacenie expresie HSP 70, ¢o naznacuje vyrazny antiinflamacny potencial. Naopak, v oblasti
myometria DHA expresiu HSP 70 podporila. Podévanie EL zvysilo expresiu HSP 70 v oblasti
stromy, zatial’ co pridavok EPA nevyvolal Ziadne signifikantné zmeny. Endometridlne zl'azy na
pridanie aditiv nereagovali. ZvySend expresia HSP 70 v strome a myometriu pravdepodobne

odzrkadl'uje pritomnost’ tychto proteinov, nakolko su sucastou fyziologického prostredia

maternice.
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Abstract

In our study, we investigated how older age influences and modifies the response of the liver
parenchyma in rats after exposure to fractionated whole-brain radiation (fWBI). Young adult
male Wistar rats (4 months old) received fWBI with a total dose of 32 Gy administered in 4
fractions (dose 8 Gy per fraction) once a week on the same day for 4 consecutive weeks. Six
months after fWBI, we detected an increase in inflammatory markers by analyzing of
immunofluorescent stained slides. The influence of older age as a possible radioprotective

factor in the development of radiation-induced changes cannot be ruled out.

Uvod

V klinickej radioterapii sa u pacientov s metastazujucimi nadormi mozgu a nddormi hlavy
a krku najviac pouziva kranidlne frakcionované oziarenie. VedlajSie UCinky Zziarenia su
zmiernené alebo eliminované technikou tvarovania ozarovacieho pola pomocou tieniacich
blokov okolo zdravych tkaniv aorganov. V experimentalnych Stidiach na animalnych
modeloch sa uvedend technika Casto nepouZziva, preto su zdravé organy nechranené a
exponované voci ziareniu. Hoci absorbovana davka ziarenia je nizsia, vyvolava Siroké spektrum
odpovedi aj vo vzdialenejSich organoch, napr. v pe€eni (1, 2). Po oziareni dochadza v peceni
k rychlejSiemu starnutiu a apoptéze alebo nekréze hepatocytov, Kupferovych a Itoovych
buniek, zmendm endotelovych buniek (napr. edém, zuZenie limenu, kongescia a hemoragia
sinusoidalnych kapilar) a ukladanim kolagénu v Disseho priestore veduce k zvySenej
fibrotizacii a nasledne cirhoze pecene (1, 2, 3). V klinickych a predklinickych Stadiach bola po
expozicii terapeutickymi davkami ionizujiceho Ziarenia popisand zvySena regeneracna
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schopnost’” veduca ku kompenzacnej hypertrofii pecefiového parenchymu (4, 5). Jednym
z faktorov, ktory ovplyviiuje odpoved’ organizmu je aj vys$si vek v Case oZiarenia (6)
Cielom naSej Stadie bolo vySetrit ako dlhodobejSie prezivanie potkanov po kranidlnom

ionov 71 i ovplyvni peCenovy y jmé z 1 javov zapalu.
frakcionovanom oziareni ovplyvni peceno arenchym, najma z hl'adiska prejavov zapal

Material a metody

V experimente sme pouzili starSie dospelé, biele samce potkanov, kment Wistar (n=20), ktoré
mali na zaciatku experimentu vek Styri mesiace (Obr. 1). Potkany sme rozdelili na kontrolnu
skupinu (n=10) a druht skupinu (n=10) sme ozarovali frakcionovanou davkou (cD=32 Gy,
rozdelenou na 4 frakcie, 1 frakcia=8 Gy), 1-krat za tyzden. Na ozarovanie sme pouzili linedrny
urychl'ova¢ Clinac iX (Varian Medical Systems, Inc., Palo Alto, CA, USA) s energiou 6 MeV.
Po Siestich mesiacoch sme uoboch skupin vykonali celotelova transkardidlnu perfiziu
pomocou fyziologického roztoku a nasledne 4 % paraformaldehydu. Po dekapitéacii a vybrati
peceni sme narezali sériové, sagitdlne kryorezy, ktoré sme farbili imunofluorescencne.
V preparatoch sme identifikovali marker Kupferovych buniek-ionized calcium-binding adaptor
molecule (Ibal) a fotili na fluorescen¢nom konfokalnom mikroskope Olympus Fluoview FV10i
(Olympus, Japonsko). Pomocou obrazovej analyzy (program Image J; Bethesda, MD, USA)
sme hodnotili pocet Ibal-imunoreaktivnych (Ibal-IR) (celkovy pocet IR-buniek/cm?). Ked'ze

analyza preparatov este nie je ukoncend, vo vysledkovej Casti uvadzame len orientacné nélezy.

= perfuzia odobratie
organov

T Oziarenie

==
= e

vek: 4 mes.

vek: 10 mes.

Obr. 1 Schéma experimentalneho dizajnu.
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Obr. 2 Mikrofotografie kryorezov z peceni kontrolnych (K) a ozZiarenych (Oz) potkanov
vySetrovanych Sest mesiacov po frakcionovanom oziareni celkovou davkou cD=32 Gy. Pecene
boli farbené imunofluorescencne na identifikovanie markera Kupferovych buniek-ionized
calcium-binding adaptor molecule (Ibal). Po oziareni doslo kzvyseniu poctu Ibal-IR

Kupferovych buniek.

Vysledky a diskusia

Kupferove bunky su vel'mi citlivé na oziarenie a po expozicii dochadza k ich aktivéacii, ktora
vedie k uvol'neniu mediatorov zapalu, napr. interleukinu-6 (IL-6) a tumor necrosis factor-alpha
(TNF-a). Produkuju aj growth factor-beta 1 (TGF-B1) aktivujuci Itoove bunky, ktoré¢ zacnu
nadmerne tvorit’ zlozky extracelularnej matrix, resp. dochddza ku zvySenej fibrotizacii (7).
V naSom experimente sme predbezne zistili ndrast Kupferovych buniek po oziareni, ktory
mozeme interpretovat’ ako zvySent zapalovu odpoved (8, 9) (Obr. 2). Vysledky vysSetrenia
krvnej plazmy ukdézali, Ze po oziareni doslo k zmenam parametrov oxidacného stresu, napr.
poskodeniu mitochondrii, zvySenou potrebou energie a poklesom proteosyntézy. Mozno
predpokladat’, Ze po oziareni doslo k poklesu proliferacnej a nasledne regeneracnej schopnosti
pecenového parenchymu. Na konkrétnejSie zavery je potrebné vykonat detailnejSiu
morfometrickll analyzu preparatov a vysledky korelovat’ s d’al§imi vySetreniami, napr.

magnetickou rezonan¢nou spekroskopiou.

Suhrn
Porovnanim vysledkov naSich §tadii sme dospeli k zaveru, Ze odlisné zmeny moézu byt
spdsobené nielen cielovou oZarovanou oblast'ou, vel'kostou frakcie, celkovej davky a dobou

prezivania po ziareni. Svoju ulohu zohral aj vys$s$i vek potkanov v Case ozarovania.
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Histopatologické zmeny v mozgu su zvycajne uzko spojené s funkénymi zmenami, ktoré su
z klinického hladiska vel'mi zdvazné. Prave funkéné, kognitivnhe zmeny u pacientov po
radioterapii primdrnych a metastdzujucich nadorov mozgu st prognosticky nepriaznivé

a zhorSuju kvalitu ich Zivota.
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Abstract

Anatomy is one of the most important subjects in medical schools. The key to learning is to
improve long-term retention of the most important knowledge. Students' memory and
imagination can be improved by using mnemonics and creativity. Mnemonics and creativity are
a combination of memory techniques with creative thinking, which significantly improves both
memory and comprehension of the material. Mnemonics are strategies that help to remember
information better by linking it to something familiar, meaningful, or fun. Creativity in learning
means the ability to create new connections and ideas. It helps in learning by making

information more interesting and personal.

Uvod

Mnemotechnické pomocky spolu s kreativitou tvoria silny nastroj na ucenie sa. NajCastejSimi
typmi mnemotechnickych pomdcok st akrony (rozpamitanie sa pomocou prvych pismen slov),
rymy a basni¢ky (ucivo v rytmickej forme), vizualizacia (predstava réznych aj neobvyklych
obrazov), asociacie (prepajanie novych informacii s uz znamymi). Ich vyhodou je, ze znizuji
naro¢nost’ ucenia a udrzuju dlhodobu pamét’. Najviac pouzivanymi kreativnymi pomockami
su: kreslenie a vizualne poznamky, vymyslanie pribehov k u¢ivu, dramatizécia, ucenie sa cez
hry alebo simulacie. Vyhodou kreativnych pomdcok je, ze podporuju hlbsie pochopenie, nie
len memorovanie. Najlepsi efekt vSak vznikd, ked’ sa tieto dve oblasti spoja. Prepojenie
mnemotechnik a kreativity, vytvaranie vlastnych mnemotechnickych pomocok, pouzivanie
fantazie pri tvorbe asociécii alebo zapajanie emdcii a humoru mé zna¢ny vyznam pre efektivne
ucenie. Pouzivanie tychto nastrojov zlepSuje pamit a koncentraciu, skracuje Cas ucenia,
zvysuje motivaciu a podporuje kritické myslenie. Namiesto pasivneho memorovania umoziuju

aktivne zapojenie mozgu, ¢o vedie k lepSim a trvacnejSim vysledkom (1).
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Udenie sa a anatomia

Anatomia je predmet, ktory ma nezastupite'né miesto na lekéarskych fakultach, ma Studentom
poskytnait’ informécie o anatomickych $trukturach a vztahoch v Pudskom tele. Studenti musia
rozpoznat a pomenovat cCasti a Struktiry l'udského tela pouzitim presnej anatomicke;j
nomenklatury. Podrobna systematicka anatomia a topografické vzt'ahy organov a Struktir su
pre Studentov ddlezité, pomahaji im uplne pochopit’ I'udské telo. Tradi¢ny pristup k vyucbe
anatomie sa vplyvom informacnych technoldgii postupne meni, i ked’ stale plati, ze klasicka
pitva je najlepSim sposobom, ako sa ju naucit. Povaha anatomie sa za posledné desatrocie
zmenila v désledku obrovského pokroku v anatomickom zobrazovani a vyucbe, ale aj novou
generaciou Studentov, ktori sa ucia inak ako Studenti minulych rokov. V sulade s novymi
trendami vo vyu¢bovych metddach je potrebné venovat viacsiu pozornost’ kvalite, hibke a
efektivnosti vzdeldvania. Moderné néstroje uréené na podporu vzdelavacieho procesu ponukaji
moznosti, ktoré umoziuju ucitelom efektivnejSie prezentovat’ vyucbu. Ked'ze predstavivost’ je
vel'mi dolezitym aspektom pri uceni sa anatémie, na ozivenie vyucby sa pouzivaju aj simulacné
a virtualizané metddy. Pomocou 3D virtudlnych modelov si Studenti moézu predstavit
anatomické Struktary tak, ako su ulozené v skuto¢nom tele a dosiahnut’ vel'mi vysoku presnost’
zobrazenia (2). Studium je proces, ktory uréuje, o sa nau¢ime a ¢o si zapamitame tak, aby sme
si to vedeli neskdr vybavit. Nie je to jednorazova zélezitost, ale systematickd cinnost
zahriiujuica pladnovanie, Citanie, tvorbu pozndmok a hlavne opakovanie. Cielom ucenia sa je
ulozit’ informécie do dlhodobej paméte. Skutocné ucenie sa preukazuje schopnostou ziskané
informacie neskor pouzit' a reprodukovat. V kontexte paméti sa tento pristup zhoduje s

principmi, ako s koncentrécia, organizacia, elaboracia a pravidelné opakovanie.

Teoretické aspekty ucenia sa

Bloomova taxondémia je jednoduchy spdsob, ako rozdelit trovne ucenia a myslenia od
najlahSich po najnarocnejSie: zapamitat’ si (nieCo len zopakovat), pochopit’ (rozumiet,
vysvetlit' vlastnymi slovami), pouzit' (v praxi), analyzovat' (rozdelit’ informacie na casti
a skimat’ ich), hodnotit’ (posudit, ¢o je spravne alebo lepsie), tvorit’ (vytvorit’ nieCo nove).
Bloomova taxondmia ukazuje, ako sa z obycajného zapamitania dostat’ az k tvorivému
mysleniu. Je pouziteI'nd aj v anatomii, a to na kategorizaciu cielov vyucby predmetu a na
hodnotenie kognitivnych objektivnych kompetencii a afektivneho ciela (3). Kompetencia
vedomosti sa ziskava pozorovanim a vybavovanim si informéacii. Otadzky pre Studentov mdzu
zacinat’ slovami: vymenujte, definujte, opiste, identifikujte, ukazte, oznacte, pomenujte... €o,
kde atd’. Tato kompetencia je v anatomii najdolezitejSia, pretoze opis organov a ich Casti je
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hlavnym obsahom tohto predmetu. Kompetencia porozumenie sa preukazuje porozumenim
informdcii, interpretaciou faktov, porovndvanim, kontrastovanim, usporiadanim alebo
zoskupovanim. Studenti si mozu tato kompetenciu precvicovat’ otizkami za¢inajucimi sa na:
zhriite, porovnajte, spojte, rozliSte, odhadnite, diferencujete... Tretou Bloomovou
kompetenciou pouzivanou v anatomii je aplikdacia, ktora sa preukazuje zrucnostami:
pouzivanie informacii, rieSenie problémov a pouzivanie pozadovanych zruc¢nosti alebo
vedomosti. Studenti preukazujii svoje vedomosti odpoved’ami na otizky zalinajlicimi sa
slovami: demonstrujte, dopliite, znazornite, nakreslite, rieste, klasifikujte... Afektivnym cielom
z Bloomovej taxondmie je vnimanie javov s vedomim, ochotou pocuvat’ a selektivnou
pozornost'ou, napr. ked’ Student uci ostatnych Studentov a ukazuje im anatomické Struktury.

Vseobecnym problémom pri u€eni sa anatdmie je, ze si vyzaduje vel'a memorovania zdanlivo
komplikovanej anatomickej nomenklatary. Tento problém sa tyka asociativneho ucenia, ktoré
vedie k presnej reprodukecii alebo vybavovaniu si informécii. RozliSuje ucenie sa na dva typy:
hibkové a povrchové ucenie. Hibkovym pristupom sa vedomosti stavajii osobnymi a
relevantnymi pre redlne vyuzitie. Povrchovy pristup k uceniu sa spoliecha na memorovanie a
nevedie k hlbSiemu porozumeniu. Oba tieto typy ucenia sa mo6zu pouzivat pri uCeni sa
anatomie. Hibkové uéenie je dblezité pre pochopenie problematickych detailov a vzajomnych
vztahov medzi organmi a ich Strukturami. Povrchové ucenie vedie k rychlemu zapamétaniu si

anatomickych pojmov, je to spdsob, akym sa da l'ahSie naucit’ zlozitd nomenklatara (4).

Diskusia

Je dolezité si uvedomit, Zze ziadny Student nemd zlu pamit’, pretoze ,.zla pamét™ je len
vysledkom nedostato¢nej pozornosti. Vac¢Sina Studentov ma naozaj dobru pamit’, ale ju
nepouziva efektivne. Nikto Studentov nenaucil, ako pamit pouzivat. VCasné opakovanie
novych veci je najlepsi sposob ucenia sa. Pamét’ funguje na zdklade asociacii, takze Studenti by
mali aktivne pracovat’ na vytvoreni nejakej Sikovnej asociacie medzi dvoma alebo viacerymi
faktami tak, aby si dani vedomost’ mohli zapamétat’. Cielom je byt kreativny, vymysliet’ si
napr. obrazok, ktory spaja jednotlivé fakty, najlepsie nieCo nezvyc€ajné alebo kuridzne, aby sa
to dalo lepSie zapamatat’ (5).

Fox sa zaoberal dimenziami $tylu vyucby. Predpokladal, Ze neexistuje jeden univerzalny
spdsob, a tak vytvoril koncept Styroch roznych osobnych tedrii. Pre anatémiu je pouZziteI'né jeho
teoria transferu. Podl'a tejto tedrie je vyucba o poskytovani informdcii Studentom, pricom

kritickym prvkom je ndjdenie najlepSiecho spdsobu Strukturovania informacii. Pouzivanie
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mnemotechnickych pomocok je velmi dobry spdsob, ako podporovat predstavivost a
zlepSovat’ zapamitavanie prostrednictvom asociacii (6).

Vysokoskolské vzdelavanie kladie doraz na individualne ucenie sa a individualizované
hodnotenie. Hlavnym problémom vysokoskolského vzdelavania je absencia vyucby
vSeobecnych ucebnych zru¢nosti ako sa ucit’. Ucenie sa je pritom nevyhnutnd a prirodzena
Pudska Cinnost’. Je dolezité ucit’ sa spdsobom, ktory maximalizuje ucenie, ale minimalizuje ¢as
traveny ucenim sa. Idealny Student je ten, ktory ma flexibilitu prispdsobit’ sa roznym pristupom
pri stretnuti sa s novou situaciou alebo problémom. Podla Hirani a Varin je ucenie
najefektivnejsie vtedy, ked’ Student pocituje uspokojenie z hl'adiska zvladnutia zru¢nosti, seba-

rozvoja a sebaucty (7).

Sthrn

Hlavnou vyzvou vyucby anatomie je zabezpeCit' si dlhodobé uchovanie vedomosti.
Mnemotechnické pomdcky a stimulacia predstavivosti spolu s hibkovym uéenim zlepsuji
pamat’ pocas procesu ucenia sa. Spomenuté metédy pomahaju Studentom naucit’ sa Struktury
I'udského tela zaujimavejSim spdsobom. Mdze to byt’ uzitocné nielen pre ucitel'ov a Studentov
anatoémie, ale aj pre iné predmety, najmé cudzie jazyky. Hra so slovami je osvedCeny spdsob,
ako si dlhodobo uchovat’ terminolégiu v pamiti. Zabavné je aj zlepSovanie paméiti pomocou
predstavivosti. Aktivita a kreativita spolu so skiisenostami posiliiuju proces ucenia sa, Studenti

sa ucia bez stresu, pomaha im to pri uceni sa a zapamaitavani si.
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Abstract

The femoral artery, the main arterial trunk of the thigh, exhibits clinically relevant branching
variations. This report describes a direct origin of the lateral circumflex femoral artery from the
femoral artery, identified during routine anatomical dissection of a 70-year-old male cadaver.
In contrast to its usual origin from the profunda femoris artery, the variant vessel arose directly
from the femoral artery on the left side, 45 mm distal to the inguinal ligament. Awareness of
this anatomical variation may support anatomical orientation in the inguinofemoral region and
may help reduce the risk of inadvertent vascular injury during diagnostic and surgical

procedures.

Uvod

A. femoralis (AF) predstavuje hlavnua tepnu stehna a je priamym pokracovanim a. iliaca externa
distalne od /ig. inguinale (1). AF sa z hl'adiska priebehu deli na tri useky. Proximalny tsek sa
nachadza v trigonum femorale a fossa iliopectinea, stredny usek prebieha za m. sartorius
a distalny usek je lokalizovany v canalis adductorius (2, 3). Z kmena AF odstupuju viaceré
vetvy, ktoré zabezpeCuju vaskularizaciu prilahlych oblasti. Medzi hlavné vetvy patri a.
epigastrica superficialis, ktord pokracuje kranialne k pupku, a. circumflexa ilium superficialis
smerujuca k spina iliaca anterior superior, aa. pudendae externae zéasobujuce vonkajSie
pohlavné organy, a. genus descendens podielajlica sa na tvorbe rete articulare genus, a a.
profunda femoris (APF), ktora zostupuje do hlbSich vrstiev stehna (4). Z kmena APF

Standardne odstupujt a. circumflexa femoris medialis, ktora pokracuje mediadlne a deli sa na r.
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superficialis, r. profundus, r. ascendens, r. descendens a r. acetabularis, a a. circumflexa
femoris lateralis (ACFL), ktora smeruje laterdlne a deli sa na r. ascendens, r. descendens a r.
transversus (5). Topografické pomery a vetvenie AF st klinicky vyznamné pri diagnostickych,
chirurgickych a intervennych vykonoch v oblasti dolnej koncatiny. Napriek typickému
anatomickému usporiadaniu sa v priebehu a vetveni AF mo6zu vyskytovat’ variacie, ktorych
znalost’ je dolezitd pre spravnu anatomicku orientdciu a minimalizéciu rizika iatrogénneho
poranenia. Jednou z takychto variacii je aj priamy odstup ACFL z AF, ktory bol identifikovany

pri anatomickej pitve.

Material a metody

Na Ustave anatéomie LF UPJS v Kogiciach bola na vyu¢bové tdely v sulade s platnymi
inStitucionalnymi predpismi realizovand anatomickd pitva kadaveru muzského pohlavia vo
veku 70 rokov. Kadaver nevykazoval zndmky zjavnej vonkajsej patologie a bol kratko po smrti
fixovany roztokom na baze alkoholu. Pri disekcii z ventralneho pristupu bola bilateradlne v
oblasti proximalneho stehna odpreparovand koza a podkozné tkanivo. Nasledne boli
identifikované hlavné nervovocievne Struktary, a to v. saphena magna, a. et v. femoralis a n.
femoralis. V dalsom kroku boli vypreparované vetvy odstupujlice z proximalneho tseku AF.
Tym istym pristupom bola néasledne vykonana aj disekcia APF na obidvoch dolnych
koncatinach. Na zaver boli pomocou posuvného meradla zmerané¢ vzdialenosti odstupu
jednotlivych vetiev, pricom ako referen¢ny bod sluzil stred lig. inguinale. Zéaroven bola

zhotovena fotodokumentacia anatomickej variacie.

Vysledky

Pri anatomickej pitve bol v oblasti proximalneho stehna vl'avo identifikovany priamy odstup
ACFL z AF. ACFL odstupovala z lateralnej steny AF 45 mm distalne od lig. inguinale a po
kratkom priebehu (5 mm) sa rozdelila na 7. ascendens a r. descendens. Z proximalnej Casti 7.
ascendens odstupovala po 15 mm ten$ia vetva smerujuca pozdiZ lig. inguinale laterokranialne
k spina iliaca anterior superior, ktora topograficky zodpovedala priebehu a. circumflexa ilium

superficialis. Z r. descendens odstupoval po 48 mm r. transversus (Obr. 1).
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Obr. 1 Atypicky odstup ACFL z AF, pohlad spredu na proximalnu cast' lavého stehna; af: a.
femoralis, acfl: a. circumflexa femoris lateralis, ra: ramus ascendens, rd: ramus descendens,
rt: ramus transversus, acis. a. circumflexa ilium superficialis, aei: a. epigastrica inferior, acip:
a. circumflexa ilium profunda, vf: v. femoralis, nf: n. femoralis, vcis: v. circumflexa ilium

superficialis; vcis je mierne odtiahnuta nadol pre lepsiu prehladnost.
APF odstupovala z AF mediodorzéalne v rovnakej vyske ako ACFL a vydévala a. circumflexa

femoris medialis, pricom vetva zodpovedajuca ACFL z jej kmena neodstupovala (Obr. 2). Pravé

stehno bolo bez néalezu cievnych varidcii.
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Obr. 2 Odstup APF z AF, pohlad spredu na proximalnu cast' lavého stehna; af: a. femoralis,
apf: a. profunda femoris, acfm: a. circumflexa femoris medialis, acfl: a. circumflexa femoris
lateralis, ra: ramus ascendens, rd: ramus descendens, acis: a. circumflexa ilium superficialis,
aei: a. epigastrica inferior, vf: v. femoralis, nf: n. femoralis, af je mierne odtiahnuta lateradlne,

vf je pretata a odtiahnutd nadol a lateralne pre lepsiu prehladnost

Diskusia

V dostupne;j literatare je priamy odstup ACFL z AF popisovany ako jedna z anatomickych
varidcii artériového vetvenia v oblasti proximalneho stehna; jeho frekvencia sa v jednotlivych
suboroch 1isi. Podla dostupnych tidajov sa frekvencia odstupu ACFL z AF uvadza v rozmedzi

4,6-25 %, o poukazuje na zna¢nu variabilitu medzi jednotlivymi Studiami a populéciami (6,7).
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Manjappa a Prasanna v kadaverdznej $tadii na 40 dolnych koncatinach v indickej populacii
zistili odstup ACFL z AF v 22,5 % pripadov, priCom priemernd vzdialenost’ odstupu od /ig.
inguinale bola 55 mm (8). Siddharth a kol. zaznamenali priamy odstup tejto tepny z AF v 16 %
pripadov v subore 100 dolnych koncatin severoamerickej populacie, avSak priemernd
vzdialenost’ odstupu od /ig. inguinale nebola v danej Stadii uvedend (9). Vasquez a kol. zistili
tento typ anatomickej variacie v 4,6 % pripadov v kadaver6znom subore z Anglicka (439
dolnych koncatin), pricom udaj o priemernej vzdialenosti odstupu od /ig. inguinale taktiez
nebol uvedeny (6). Z klinického hl'adiska méa tato anatomicka varidcia vyznam najmai preto, ze
ACFL méze byt pri odstupe z AF pocas chirurgickych a inych intervenénych vykonov mylne
povazovana za APF (8). Varidcie priebehu a topografickych vztahov ACFL mo6zu tiez zvySovat’
riziko netimyselného cievneho poSkodenia pri blokddach n. femoralis (10). Znalost tejto
variability preto prispieva k presnejSej orientacii v ingvinofemoralnej oblasti a mdze znizit
riziko iatrogénneho poranenia pri diagnostickych a terapeutickych vykonoch. Perspektivou
d’alSieho vyskumu je rozsirenie stiboru dolnych koncatin s cielom presnejsie urcit’ frekvenciu
tejto anatomickej variacie a vytvorit podklad pre Statistické zhodnotenie jej vyskytu v

slovenskej populécii.

Suhrn

Priamy odstup ACFL z AF predstavuje neobvykly typ arteridlneho vetvenia v oblasti stehna.
Dokumentacia takychto nalezov rozSiruje poznatky o variabilite cievneho rieCiska a ma
prakticky vyznam pre anatomicka orientaciu, interpretdciu zobrazovacich vySetreni aj

realizdciu invazivnych vykonov v oblasti proximalneho stehna.
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Abstract

This study focuses on the isolation of primary cell cultures derived from canine mammary gland
tumors. Tumor samples were collected under sterile conditions and processed using enzymatic
and mechanical dissociation methods to obtain viable cells. The isolated cells were cultured in
appropriate growth media to support their proliferation and maintenance. The establishment of
primary cultures provides a valuable in vitro model for studying tumor biology, including cell
behavior, drug response, and molecular mechanisms. These models may contribute to improved

understanding and treatment strategies for canine mammary tumors.

Uvod

Nédory mlie¢nej zl'azy patria medzi najcastejSie diagnostikované neoplazie u feniek, pricom
ich biologické spravanie je vel'mi variabilné — od benignych 1€ézii az po vysoko agresivne
maligne formy so schopnostou metastdzovat. Vzhl'adom na ich vyskyt a podobnost’ s
karcinomom prsnika u l'udi predstavuju vyznamny model nielen vo veterindrnej, ale aj v
komparativnej medicine. Stadium tychto nadorov si vyzaduje detailné poznanie bunkovych a
molekularnych mechanizmov, ktoré sa podiel'ajii na ich vzniku, raste a progresii (3). Jednou z
dolezitych metdd vyskumu je izolacia primérnych bunkovych kultar priamo z nadorového
tkaniva. Proces izolacie zahfiia mechanické a enzymatické spracovanie tkaniva s cielom ziskat’
zivotaschopné bunky, ktoré st nésledne kultivované v kontrolovanych podmienkach in vitro.
Takto pripravené primarne kultiry poskytuji cenny nastroj na skimanie biologickych vlastnosti
nadorovych buniek, testovanie ucinnosti lieiv a analyzu signdlnych drah. Zaroven umoziuju
lepSie pochopenie patogenézy nadorov mliecnej zl'azy u psa a mozu prispiet’ k vyvoju novych

terapeutickych pristupov a diagnostickych metod (4).
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Material a metody

Odber vzorky tkaniva z naddoru mliecnej ZPazy psa

Chirurgické odstranenie nadorového tkaniva mliecnej zl'azy u psov predstavuje zékladny a
najucinnejsi spdsob liecby. V pripade malych, solitarnych a dobre ohrani¢enych nadorov je
mozné pristupit’ k lokéalnej excizii, pri ktorej sa odstranuje samotny ndador spolu s
bezpecnostnym lemom zdravého tkaniva. Ak je postihnuta jedna mlie¢na Zl'aza, vykonava sa
jednoducha mastektomia. Castejie sa viak pristupuje k regionalnej mastektomii, pri ktorej sa
odstranuje niekol’ko anatomicky stvisiacich mliecnych zliaz spolu s prisluSnou lymfatickou
uzlinou, najmd ak existuje podozrenie na malignitu. Pri viacerych nadoroch alebo pri
rozsiahlejSom postihnuti mliecnej 1iSty sa indikuje radik4dlna mastektomia, ktorda moze byt

jednostranna alebo obojstranna.

Izolacia primarnych bunkovych kultiar

Po odstraneni nddorového tkaniva, ktoré sa ponori v PBS, nasleduje proces jeho spracovania.
Cast’ tkaniva sa pouzila na histologické vysetrenie nadoru. Izolacia primarnych bunkovych
kultar bola vykonana v biologickom bezpecnostnom boxe za sterilnych podmienok, aby sa
predislo kontaminéacii. Zvys$né tkanivo bolo mechanicky disociované pomocou chirurgickych
nastrojov na malé kusky a cely proces sa zacal natrdvenim prostrednictvom enzymatickej
digescie. Pouzilo sa 4,5 ml Earlovho vyvazeného sol'ného roztoku 0,5 ml 1% kolagendzy IV
(Gibco, USA), 0,1 ml antibioticko-antimykotického roztoku(ATB/ATM) a 0,01 ml gentamicinu
(Sigma, USA). Travenie trvalo 1-2 hodiny v inkubatore za teploty 37 °C. Po tomto Case bol
enzym neutralizovany rovnakym objemom fetalneho bovinného séra (FBS; Sigma, USA), teda
v pomere 1:1. Natravené tkanivo sa presitkovalo cez bunkové sitko s velkost'ou poérov 100 pm.
Falkonka s roztokom sa vlozila do centrifugy na 7 minuat pri 1200 ot/min. Bunkovy sediment
bol nésledne resuspendovany v 1 ml kultivaéného média Dulbecco’s modified Eagle’s medium
High Glucose (DMEM s vysokym obsahom glukézy; Sigma, USA). Bunky budi nasadené do
kultivacnej fTaSe s plochou 25 cm? (T25) a udrziavané v zvlhéenej atmosfére obsahujucej 5 %

CO, pri 37 °C.

Morfologia, kultivacia a kryokonzervacia primarnych bunkovych kultir

Nédorové bunky mlie¢nej Zl'azy boli kultivované v médiu DMEM s vysokym obsahom gluko6zy
suplementovanom 10 % FBS, 2 % roztokom ATB/ATM, 0,1 % gentamicinom a 1 % L-
glutaminom za Standardnych kultivaénych podmienok (5 % CO: pri 37 °C) az do vytvorenia

monovrstvy. Kultivaéné médium bolo vymienané kazdé 2-3 dni inkubdacie. Adhezivne
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vlastnosti, morfoldgia a expanzna kapacita buniek, boli hodnotené 48 hodin po izolacii, 7. den
po izolacii a v pasazi P1, pomocou inverzného mikroskopu Zeiss Axiovert 200 vybaveného
digitalnym systémom zaznamu obrazu. Po dosiahnuti konfluencie buniek na trovni 80-90 %
boli bunky primarnej kultury pasazované s cielom zaloZenia pasaze 1 (P1). Pasdzovanie
prebehlo vyliatim média z kultivacnej fl'aSe, premytim PBS a pridanim 1 ml 0,05% trypsinu
(Sigma, USA). To malo za nasledok enzymatickl disociaciu adherentnych buniek, ktorad
prebehla pocas 3-5 mintt v inkubéatore pri teplote 37°C. Po tomto case sme bunky skontrolovali
pod mikroskopom, ¢i su dostato¢ne uvolnené. K uvolnenym bunkam sme pridali 1 ml FBS
alebo rovnaké mnozstvo kultivaéného média s obsahom FBS, ¢o spdsobi deaktivaciu enzymu.
Nasledne sme bunky prenesli do falkonky a vlozili do centrifugy po dobu 7 minut pri 1200
ot/min. Supernatant bol odstraneny a na resuspendovanie bunkového sedimentu bol pridany 1
ml kultivacného média DMEM s vysokym obsahom gluko6zy. Nasledne boli bunky pocitané v
4 % roztoku trypanovej modrej pomocou hemocytometra pod inverznym mikroskopom. Cast’
bunkového sedimentu bola nasadend do kultivacnej fl'ase s plochou 75 cm? (T75) na d’alSie
experimenty. Zvysna Cast’ bunkového sedimentu bola opédtovne centrifugovana (1200 ot./min
pocas 7 minut) a resuspendovand v zmrazovacom médiu zloZzenom z 50 % DMEM High
Glucose, 40 % FBS a 10 % dimetylsulfoxidu (DMSO). Bunky v kryogénnych skiimavkach boli
zmrazované rychlostou 1 °C/min v zmrazovacom kontajneri Mr.Frosty pri =80 °C pocas 24

hodin a nasledne skladované v tekutom dusiku.

Vysledky a diskusia

Histologické vySetrenie potvrdilo pritomnost’ karcinosarkomu, teda nadoru tvoreného
kombinaciou epitelovej aj mezenchymovej zlozky. Z karcinosarkdmu mlie¢nej zl'azy u psa sa
uspesne podarilo izolovat’ primédrne bunkové kultary. Izolované bunky vykazovali schopnost’
adherencie, rastu a proliferacie v podmienkach in vitro, o potvrdzuje ich zivotaschopnost’ a
vhodnost’ na d’alSie experimentalne vyuzitie. Po 48 hodinach sme pozorovali, Ze izolované
bunky karcinosarkomu psa boli riedko rozptylené a prevazne adherované jednotlivo alebo v
malych zhlukoch. Mali pretiahnuty az vretenovity tvar s nizkou hustotou (Obr. 1A). Nasledne
bunky vykazovali zvySenu proliferaciu a vytvarali hustejSiu, ¢iastocne konfluentnu vrstvu.
Dominovali vretenovité morfoldgie so zac¢inajicou organizaciou do zvizkov a kontaktmi medzi
bunkami (Obr. 1B). Pri konfluencii buniek 80-90 % sme bunky pasdzovali na subkultiru, kde
na Obr. 1C mézeme vidiet’ bunky v pasazi 1 (P1) po 24 hodinach inkubdacie za Standardnych
podmienok, pricom sme zaznamenali kompaktni monovrstvu buniek, ktoré su zvacsené,

heterogénne a tvoria usporiadané Struktary. Pozorovana morfologicka réznorodost’ buniek
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zaroven odrazala heterogénny charakter povodného nadoru. Ziskané kultary tak predstavuju

vhodny model na d’alSie stidium biologickych vlastnosti tohto typu néddoru a jeho sprévania.

Obr. 1 Morfologia primarnych bunkovych kultur psieho karcinosarkomu v roznych casovych
bodoch kultivacie. A - 48 hodin po izolacii buniek;, B - 7 dni po izolacii buniek; C - bunky
v pasazi Pl po 24 h kultivacii.

Postup izoléacie buniek bol podobny aj pri zdravom tkanive mliecnej Zl'azy, kde boli bunky
izolované kombinaciou mechanickej fragmentécie a enzymatickej digescie, pricom na rozklad
extracelularnej matrix bola pouzitd kolagendza. Ziskand bunkova suspenzia bola nasledne
resuspendovana a kultivovana v médiu (DMEM s vysokym obsahom glukézy) doplnenom o
fetdlne bovinné sérum, inzulin, hydrokortizéon a epidermalny rastovy faktor (EGF). Takto
nastavené¢ podmienky umoznili selektivhu podporu rastu epitelovych buniek a sucasne
obmedzili proliferaciu fibroblastov (3). Pri izolacii buniek z nadoru mliecnej zI'azy bolo tkanivo
najskor mechanicky disociované na malé fragmenty a nasledne podrobené enzymatickej
digescii kolagenazou pri 37 °C pocas niekol’kych hodin. Po ukonceni travenia bol enzym
inaktivovany pridanim média obsahujuceho fetalne bovinné sérum. Nasledne bola bunkova
suspenzia prefiltrovana cez bunkové sitkd (zvycajne 70-100 um) a centrifugovand. Ziskany
bunkovy sediment bol resuspendovany v Standardnom kultivacénom médiu (napr. DMEM alebo
RPMI-1640) doplnenom o 10 % fetdlneho bovinného séra a antibiotikd a bunky boli
kultivované za Standardnych podmienok (37 °C, 5 % CO:). Vysledkom bola heterogénna
populécia buniek odrazajica zlozenie nadorového tkaniva (4). Velmi podobny postup bol
vyuzity aj pri d’alSej izolacii buniek z nadorového tkaniva mliecnej zl'azy, kde prebiehala
mechanickd fragmentidcia a naslednd enzymaticka digescia kolagenazou. Opakovanou
kultivéaciou a adaptaciou na in vitro podmienky doslo k postupnej selekcii stabilnych bunkovych
linii s homogénnejSimi vlastnostami, ktoré boli nasledne vyuzité na d’alSiu morfologicku a

molekularnu charakterizaciu (1).
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Izolécia primarnych bunkovych kultur z nddoru mlie¢nej zl'azy u psa spociva v odbere tkaniva,
jeho mechanickom a enzymatickom rozruseni a naslednom kultivovani uvol'nenych buniek v
vhodnom médiu za sterilnych podmienok. Takto ziskané bunky si zachovavaji vlastnosti
povodného nadoru, o umoziuje ich vyuzitie na vyskum biologického spravania nadoru aj

testovanie terapeutickych pristupov.
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Abstract

Bone tissue is a mineralized supporting connective tissue characterized by high mechanical
strength and an essential role in structural support, protection, and mineral homeostasis. Due to
the complex composition of bone tissue, various histological staining methods are required for
selective visualization of different components of bone tissue. In this study, several staining
techniques were compared, each method provides specific diagnostic advantages in evaluating
bone morphology, mineralization and ossification, contributing to accurate histomorphological

observation and description.

Uvod

Kostné tkanivo je tvrdé oporné spojivové tkanivo, ktoré sa vyznacCuje vysokym stupniom
mineralizacie. Je zdrojom a zasobariiou vapnika a mineralnych latok. Kostné tkanivo poskytuje
pevnu oporu pre mékké tkaniva, ma protektivnu funkciu a podiel’a sa na udrziavani homeostazy
mineralnych latok. Dekalcifikacia predstavuje zakladny krok pri histologickom spracovani
tvrdych tkaniv, pri ktorom sa chemickym odstranenim vapenatych soli pomocou kyselin alebo
chelatacnych Cinidiel (najmd EDTA) dosiahne zmékcenie vzorky umoznujuce jej rezanie
mikrotomom na tenké histologické rezy pri suCasnom zachovani organickej zlozky tkaniva (1).
Kolagén typu I predstavuje dominantni Cast’ vlaknitej organickej zlozky extracelularneho
matrixu kostného tkaniva. Je syntetizovany predovsSetkym osteoblastami a zabezpecuje
mechanickl integritu, pevnost’ v tahu a architektonickii oporu kostného matrixu, pricom
zaroven vytvara substrat pre ukladanie anorganickej zlozky medzibunkovej hmoty kostného
tkaniva, predovSetkym kryStalikov hydroxyapatitu. V primarnom (nezrelom, vldknitom)
kostnom tkanive st kolagénové vlakna usporiadané nepravidelne, s dezorganizovanou

priestorovou orientaciou, ¢o je charakteristické pre rychlu tvorbu kostného tkaniva pocas rastu,
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reparacie alebo patologickych procesov. Naopak, v sekundarnom (lamelarnom, zrelom)
kostnom tkanive su kolagénové vlakna usporiadané vysoko organizovane v paralelne
orientovanych mikroskopickych kostnych lamelach (lamellae osseum), priCom ich presna
architektonicka distribucia podmienuje optimalne biomechanické vlastnosti, vyssiu rezistenciu
voc¢i mechanickému zat'azeniu a fyziologicka remodeléciu kostného tkaniva (2).

Z hladiska roznorodosti a komplexnosti zloZenia kostného tkaniva je nevyhnutné vyuzit’ rozne
selektivne histologické metody farbenia, ktoré umoziuji vizualizaciu Specifickych Struktur,
ako su kolagénové vlakna, osteoid, mineralizovany matrix, osteocyty, osteoblasty, osteoklasty
¢i zlozky amorfnej medzibunkovej hmoty, ¢im poskytuji detailné informacie o morfologii,
stupni mineralizacie, remodelacii a patologickych zmenach kostného tkaniva. Kombinacia
konvenénych histologickych, histochemickych a imunohistochemickych metéd je preto
zdsadna pre presnu adetailni histomorfologicki analyzu a spravnu interpretaciu

fyziologickych aj patologickych procesov v kostnom tkanive.

Material a metody

Vzorky boli fixované v 10 % neutrdlnom pufrovanom formaline pri laboratornej teplote. Po
fixacii boli vzorky dekalcifikované v 25% roztoku EDTA (CentralChem, Slovensko).
Ukoncenie dekalcifikdcie bolo overované mechanickym testovanim (ihla/pinzeta). Po
dekalcifikécii boli tkaniva spracované vo vzostupnom rade etanolu, precistené v xyléne a zaliate

do parafinu (1).

Farbiaca metéoda podl’a Schmorla

Schmorlovo farbenie patri medzi Specialne histologické metddy pouzivané na vizualizaciu
kompaktného kostného tkaniva, najma lakin osteocytov, kostnych kandlikov a lamelarnej
organizacie osteonov v brusenych kostnych rezoch. Metoda je zaloZzena na pouziti dvoch
farbiacich zloziek — amoniakalneho thioninu a nasyteného vodného roztoku kyseliny pikrove;.
Thionin precipituje v lakuinach a kanalikoch a farbi ich tmavohnedo az ¢ierno, zatial’ ¢o kyselina
pikrova vytvara pikraty v kostnom matrixe, ktory ziskava zltohnedé az hnedozIté sfarbenie.
Lakuny osteocytov a kostné kanaliky su zobrazené tmavohnedo az Cierno, lamely kompaktného
kostného tkaniva nadobudaji hnedé az tmavohnedé sfarbenie, pricom kostny matrix sa farbi
zltohnedo az hnedozlto. Kontrastné odliSenie umoznuje detailné histomorfologické hodnotenie

ostednov, Haversovych systémov a celkovej mikroarchitektury kostného tkaniva (3).
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Farbiaca metoda Massonov modry trichrom

Massonov modry trichrom patri medzi trichrémové histologické metody farbenia vyuzivané na
diferenciaciu spojivového a kostného tkaniva. Umoziuje zvyraznenie kolagénovych vlakien,
osteoidu a kostného matrixu, ktoré sa farbia modro vd’aka vidzbe anilinovej modrej na
kolagénové vlakna, zatial’ Co cytoplazma a svalové Struktiry sa farbia Cerveno a jadra buniek
tmavo, az modroc¢ierno. Metoda farbenia je vhodna najmé na hodnotenie organizéacie kostného

matrixu, remodelacie a novotvorby kostného tkaniva (4).

Zakladna farbiaca metoda H-E

Farbenie hematoxylinom a eozinom (H&E) predstavuje Standardni metdodu rutinného
histologického hodnotenia morfologie tkaniv. Tato kombinacia farbiv umoziuje jasnu
vizualizaciu bunkovych aj extracelularnych Strukturdlnych detailov. Jadra bunkovych Struktar
sa farbia bazickym farbivom hematoxylin tmavomodro az fialovo - bazofilne. Kolagén typu I,
ktory tvori hlavnll organicku zlozku kostného matrixu sa farbi intenzivne ruzovo az ¢erveno —
eozinofilne/acidofilne. Osteoid sa farbi homogénne eozinofilne, priCom byva menej intenzivne
sfarbeny ako mineralizovana kost’. V primarnom kostnom tkanive je osteoid ¢asto pritomny vo
vacSom mnozstve a jeho nepravidelné usporiadanie spolu s dezorganizovanou orientaciou
kolagénovych vldkien odraza rychlu novotvorbu kosti. Mineralizovany kostny matrix sa farbi
intenzivnejSie eozinofilne, pricom umoziiuje odliSenie od osteoidu a hodnotenie stupna
mineralizacie. H&E farbenie tak poskytuje zakladné informécie o Struktire primarneho

kostného tkaniva, celkovej bunkovej aktivite, osteogenéze a priebehu kostnej remodelacie (5).

Farbiaca metoda podl’a Ralisa

Farbiaca metdda podl'a RaliSa je modifikovanou tetrachromovou metodou, poskytuje dobré
vysledky na Cerstvo fixovanom, dekalcifikovanom kostnom tkanive zaliatom do parafinu.
Osteoid sa znazornuje intenzivne modro a mineralizované kostné tkanivo sa farbi na ¢erveno.
Nedostato¢ne alebo ciastocne mineralizovand kost' sa farbi svetlomodro alebo ruzovo a
bunkovéa populacia je jasne kontrastna a identifikovatelna. Schopnost odlisit osteoid od
mineralizovanej kosti, spojivového tkaniva a chrupky umoziuje jednoduchu diagnostiku

priebehu procesu osifikacie, osteomalécie alebo osteoidnych nadorov (1).

Farbiaca metéoda podl’a Kossa
Farbiaca metdoda podla Kossa sluzi na dokaz vapnika v kostnom tkanive na zaklade

impregnacie v soliach dusi¢nanu strieborného. Vyrazne mineralizované Casti kostného tkaniva

46



obsahujuce vapenaté soli - uhli¢itany a fosfore¢nany sa impregnuju na ¢ierno. Bunkové jadra
a organické zlozky medzibunkovej hmoty a nekalcifikované kostné tkanivo sa znazoriuju

ruzovo-¢erveno (1).

Farbiaca metéda AZAN

AZAN trichrom predstavuje trichromovu histologicki metdodu vyuzivani na diferenciaciu
buniek a extracelularneho matrixu. V kostnom tkanive umoziiuje zvyraznenie kolagénovych
vlékien, osteoidu a kostného matrixu, ktoré sa farbia modro, zatial’ ¢o cytoplazma a bunkové
elementy nadobudaji Cervené az oranzové odtiene. Metdda farbenia je vhodna najmi na

hodnotenie organizacie kostného matrixu a Struktiry spojivovych zloziek kostného tkaniva (6).

Farbiaca metoda Goldnerov zeleny trichrom

Goldnerov zeleny trichrom predstavuje trichrémovu histologicku metédu vyuzivani najma pri
analyze kostného tkaniva a umoziiujlicu spolahlivé rozliSenie mineralizovaného kostného
matrixu od osteoidu. Ide o modifikaciu Massonovho trichrému, pri ktorej sa mineralizované
kostné tkanivo a kolagénové vlakna farbia zeleno, zatial' co osteoid, cytoplazma a svalové
Struktary nadobtdaju Cervené az oranzovocervené sfarbenie. Bunkové jadra sa zobrazuju
tmavohnedo kvoli pouzitiu Weigertovho zelezitého hematoxylinu. Metdda je vhodna najma na
hodnotenie osteogenézy, remodelacie kostného tkaniva, stupnia mineralizacie a na diferenciaciu
novotvorené¢ho esSte nemineralizovaného matrixu od zrelého mineralizovaného kostného

tkaniva (7).

Vysledky

Obr. 1 Reprezentativne mikrofotografie kompaktného kostného tkaniva. A. Schmorl, B.

Modifikovany Massonov modry trichrom, C. Hematoxylin-eozin. Zvicsenie 40x.
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Obr. 2 Reprezentativne mikrofotografie primarneho kostného tkaniva a osteoidu pocas
embryonalnej osifikacie. A. Farbenie podla Ralisa, B. Farbenie podla Kossa, C. Farbenie

AZAN, D. Farbenie Goldnerov zeleny trichrom. Zvicsenie 40x.

Stuhrn

Histologické farbiace metddy predstavuji nevyhnutny nastroj pri hodnoteni kostného tkaniva,
ked'ze umoznuju detailni vizualizdciu jeho komplexnej mikrostruktiry, zahfiajlcej
mineralizovanu aj organicku zlozku, bunkové elementy a Specializovany extracelularny matrix.
Kombinécia roznych farbiacich metdod umoziuje komplexné hodnotenie morfologickych,
Strukturdlnych ale aj funkénych zmien kostného tkaniva a predstavuje zékladny predpoklad pre
spravnu interpretdciu fyziologickych aj patologickych procesov v experimentalnom aj

klinickom vyskume.
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Abstract

This study aimed to assess how faecal microbiota transplantation (FMT) from different donors
affects the gut barrier. Specifically, we evaluated the impact of microbiota derived from healthy
children and children with autism spectrum disorder (ASD) on the intestinal mucosa of adult
male mice, both with and without a genetic predisposition to ASD (Shank3b/"). We observed
changes in goblet cell (GC) distribution suggesting an adaptive response to microbial
alterations. This was most pronounced in the colon, indicating its higher sensitivity to ASD-
associated microbiota and a compensatory effort to maintain epithelial integrity. Although the
ileum showed milder changes, these consistent effects suggest that microbial influences extend
throughout the gastrointestinal tract and may contribute to the gastrointestinal symptoms

commonly seen in autism.

Uvod

ASD je heterogénna porucha neurovyvinu s multifaktoridlnou etiologiou, ktord zahtna
interakcie medzi génmi a prostredim a vyznacuje sa deficitmi v socidlnej komunikacii a
obmedzenym, repetitivnym spravanim, ako je definované v DSM-5-TR (1-3). Jedinci s ASD
CastejSie vykazuju selektivitu v stravovani a gastrointestinalne (GI) symptomy, pricom az 70%
z nich trpi problémami, ako st zapcha, hnacka a bolesti brucha (4-9), ako aj zvySenym
bakteridlnym prerastanim v tenkom creve (10-12). Tieto poruchy st Coraz viac spajané s
dysbiozou Crevnej mikrobioty a jej interakciami v rdmci osi ¢revo—mozog, €o prispieva k

zhorSenej Crevnej priepustnosti, imunitnej dysregulacii a zapalu (13, 14).

50



Crevna epitelova bariéra je kIi¢ové pre udrzanie homeostazy tym, Ze reguluje priepustnost’ a
zabranuje translokdcii Skodlivych latok (15, 16). Pri ASD mdze jej naruSenie, Casto spojené
s dysbiozou, umoznit’ vstup endotoxinov, do krvného obehu, ¢o spusta imunitnu aktivaciu a
prispieva k gastrointestindlnym aj neurobehavioralnym symptémom (17-19).

FMT je nova terapia, ktord obnovuje mikrobialnu rovnovéhu prenosom mikrobioty od zdravych
darcov. Ukdzalo sa, Ze zlepSuje zlozenie ¢revnej mikrobioty, posilituje bariérova funkciu a
znizuje zépal (20-22), o z nej robi sl'ubny pristup k ASD, hoci jej Specifické u¢inky na integritu
¢revnej bariéry zostavaji nedostatocne preskiimané (21, 23, 24).

Tato Studia preto hodnoti vplyv FMT na integritu ¢revnej bariéry u oséb s ASD, pricom sa

zameriava na Struktiru sliznice ¢reva a produkciu hlienu poharikovitymi bunkami.

Material a metody

Do stadie bolo zaradenych pét’ experimentalnych skupin laboratérnych zvierat (mys), ktoré boli
definované na zéklade genotypu a podmienok manipulacie. Zvierata boli rozdelené do skupin
bez predispozicie k ASD (WT) a skupin s predispoziciou k ASD, knockoutom Shank3b-/- (KO).
V ramci kazdého genotypu boli vytvorené podskupiny podl’a manipulécie: skupina s placebom
(WT + PLACEBO), skupiny, ktoré dostali FMT od neurotypickych deti (WT + CTRL; KO +
CTRL) a skupiny s FMT od deti s ASD (WT + ASD; KO + ASD). Tento dizajn umoznil
posudenie genetického pozadia (divoky typ vs. knockout) aj vplyvu FMT asociovanej s ASD
na morfolégiu Creva.

Na detekciu neutralnych mukéznych latok a mucinov bola pouzita PAS reakcia s kontrastnym
farbenim jadier Mayerovym hematoxylinom, pricom pohdrikové bunky a glykokalyx sa

zafarbili fuchsiovo a jadra tmavomodro.

Vysledky a diskusia

Této Stidia skumala vplyv FMT s ASD a FMT s CTRL na produkciu mucinu ¢revnymi GCs u
mys$i WT aj KO. Pocet GCs obsahujucich (produkujucich) celkovo neutrdlne muciny sa v ileu
medzi vSetkymi experimentdlnymi skupinami Statisticky vyznamne lisil (Graf ¢. 1), avSak v
hrubom creve nedoslo k Statisticky vyznamnym zmendm (Graf €. 2). Vyrazny narast poctu
PAS-pozitivnych GCs bol zisteny iba v epitely ¢revnych klkov ilea skupiny KO + ASD, a to
nielen v porovnani so skupinou WT + PLACEBO, ale aj so skupinou WT + ASD a KO + CTRL
(Graf ¢. 1 A). Naopak, vo vSetkych experimentalnych skupinach (WT + CTRL, KO + CTRL,
WT+ASD, KO + ASD) bolo v porovnani so skupinou WT + PLACEBO pozorované vyznamné
znizenie poc¢tu PAS-pozitivnych GCs v epitely Lieberkiihnovych krypt ilea (Graf ¢. 1 B).

51



A Produkcia neutradlneho hlienu v érevnych klkoch B Produkcia neutrdlneho hlienu v Lieberkiihnovych
tenkého éreva (ileum) kryptach tenkého éreva (ileum)
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KO+CTRL
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Podet PAS pozitivhych GCs
Pocet PAS poztivnych GCs

Graf & 1 Grafy znazoriujuce priemerny pocet PAS-pozitivnych poharikovych buniek (GCs)
vileu pre jednotlivé skupiny. A: Pocet PAS-pozitivnych GCs bol signifikantne zvyseny v klkoch
ilea v skupine KO + ASD v porovnani so skupinami WT + PLACEBO, WT + CTRL, WT + ASD
a KO + CTRL (*** oznacuje Statisticky vyznamny rozdiel oproti ileu WT + PLACEBO pri p <
0,001; *** oznacuje Statisticky vyznamny rozdiel oproti ileu WT + CTRL pri p < 0,001; A44
oznacuje Statisticky vyznamny rozdiel oproti ileu WT + ASD pri p < 0,001, 000 oznacuje
Statisticky vyznamny rozdiel oproti ileu KO + CTRL pri p < 0,001). B: Naopak, pozorovali sme
pokles PAS-pozitivnych GCs v Lieberkiihnovych kryptach vo vsetkych experimentalnych
skupinach (WT + CTRL, KO + CTRL, WT + ASD a KO + ASD) v porovnani so skupinou WT
+ PLACEBO (*** oznacuje Statisticky vyznamny rozdiel oproti ileu WT + PLACEBO pri p <
0,001). Udaje sii vyjadrené ako M + S.E.M.; na Statistickii analyzu bol pouzity ANOVA test a

Tukey—Kramerov post hoc test.

Produkcia neutralneho hlienu v Lieberkiihnovych
60,00 kryptach hrubého éreva (colon)

= WT+PLACEBO

E WT+CTRL
KO+CTRL

= WT+ASD

= KO+ASD

Pocet PAS pozitivnych GCs

40,375

Graf ¢ 2 Graf znazoriujuci priemerny pocet PAS-pozitivnych GC v hrubom creve pre kaZdy
stav. Udaje sii uvedené ako M + S.E.M. Pouzili sa ANOVA a Tukeyho—Kramerov test.

Nasa histopatologicka analyza odhalila, Ze sliznica ilea v skupine WT + PLACEBO zostala z

vel'kej Casti neporusena, zatial’ co skupina KO + ASD vykazovala najvyraznejSie poskodenie
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sliznice, vratane odlupovania epitelu, splostenia klkov a infiltracie leukocytov. Analyza GCs
ukdzala zniZeny pocet PAS-pozitivnych buniek v kryptdch vo vSetkych experimentalnych
skupinach v porovnani so skupinou WT + PLACEBO. Mysi KO + ASD vsak vykazovali
zvyseny pocet PAS-pozitivnych buniek v epitelu klkov, ¢o naznacuje moznii kompenzacnu
produkciu mucinu. Podobna kompenzacna hyperpldzia GCs bola zaznamenana pri chronickych
zapalovych stavoch (25). Nase vysledky vSak naznacujui, Ze tento mechanizmus nemusi byt
uplne ucinny, ked’ze zvyseny pocet GCs v klkoch nezabranil poskodeniu sliznice. Mucin6zna
bariéra je dynamicky regulovana nielen prostrednictvom nepretrzit¢ho uvolnovania mucinu z
GCs, ale aj prostrednictvom degradacie komenzalnymi aj patogénnymi baktériami (26).

Za fyziologickych podmienok sa GCs vo velkom mnozstve nachadzaju v kryptach, kde
prispievaju k obnovovaniu hlienu. Pri naruSeni mikrobioty dochddza k posunu rovnovahy, ¢o
vedie k zvySenému vyskytu GC v ¢revnych klkoch, ako bolo pozorované v tejto Stadii.
Hyperpldzia a redistribucia GCs st dobre zndme ochranné mechanizmy pri mikrobidlnej
nerovnovahe a zapale (25). Primarnou funkciou GCs v ¢revnych klkoch je ochrana epitelového
povrchu pred mikrobidlnymi utokmi, zatial’ Co krypty su Specializované na regeneraciu buniek
a vyzaduju menej hlienu. Tato epitelova hlienova vrstva predstavuje prva liniu obrany proti
bakterialnej invazii a zabranuje priamym interakcidam medzi mikrébmi v limene Creva a

epitelovymi bunkami (27).

Suhrn

Vysledky ziskané¢ z prezentovaného experimentu podporuju myslienku, Ze mikrobiomové
intervencie, ako FMT, m6zu ovplyvnit integritu ¢revnej bariéry a GI symptomy spojené s ASD.
Na objasnenie mechanizmov ¢revnej permeability a ich ulohy v ASD je vSak potrebny d’alsi
vyskum. LepSie pochopenie tychto procesov moze viest k novym terapiam obnovujicim

¢revni homeostazu a zmiernujucim GI dysfunkcie pri ASD.
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Abstract

The study evaluated angiogenesis and biocompatibility of a polyhydroxybutyrate—chitosan
(PHB/CHIT) scaffold using the chorioallantoic membrane of quail embryos. The material was
implanted onto the CAM under different experimental modifications. Immunohistochemical
analysis (WGA, SNA, QHI1, a-SMA, PHH3) revealed vascular ingrowth into the scaffold and
active cellular proliferation. Early endothelial interaction occurred at the scaffold interface,
while QH1 confirmed endothelial cell infiltration. VEGF-A induced the strongest angiogenic
response. Increased a-SMA indicated tissue remodelling, and PHH3 confirmed proliferative
activity. Results demonstrate that PHB/CHIT supports vascularization and shows promise for

tissue engineering applications.

Uvod

Chorioalantoicka membrana (CAM) vtacieho embrya predstavuje alternativny animalny model,
ktory tvori medzistupent medzi jednoduchymi in vitro a komplexnymi in vivo modelovymi
systémami (1). Uplatnenie nachddza najmd v oblasti bioinZinierstva, Studia tkanivovych
transplantatov, nadorovej biologie a genomiky (2). CAM model je vhodny na hodnotenie
angiogénneho potencialu a biokompatibility inovativnych materialov, pricom klIa¢ovym
aspektom hodnotenia je identifikacia bunkovych procesov prebiehajucich na rozhrani materialu
a hostiteI'ského tkaniva (3). Imunohistochemicka analyza umoziiuje s vysokou mierou presnosti
monitorovat’ formovanie ciev, migraciu buniek a procesy hojenia prostrednictvom Specifickych
markerov, ¢im poskytuje detailny pohl'ad na mechanizmy, ktorymi implantovany material
ovplyviiuje okolit¢ mikroprostredie (3, 4). V ramci Stadie sme hodnotili angiogénnu odpoved
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CAM prepeli¢icho embrya po implantacii acelularneho materialu na baze polyhydroxybutyratu
a chitosanu (PHB/CHIT), urc¢eného pre klinické vyuzitie v regeneracii tvrdych tkaniv, ako

nevyhnutny predpoklad stanovenia jeho biokompatibility.

Material a metédy

Polyhydroxybutyrat-chitosanovy kompozit (PHB/CHIT) bol pripraveny podla metody
Medvecky a kol. (5). Oplodnené vajcia prepelice japonskej (Coturnix coturnix japonica, n =
158) boli ziskané a transportované z farmy Malad Ida (KosSice, Slovensko). Néasledne boli
inkubované za Standardnych podmienok (38,2 + 0,5 °C, 58 % relativna vlhkost’) v liahni
s natenym obehom vzduchu. Po 56 hodindch inkubécie boli embrya prenesené do sterilnych 6-
jamkovych kultivaénych platni (TPP, Svajéiarsko) pomocou techniky ex ovo. Embrya boli
nasledne inkubované za upravenych podmienok (38,2 + 0,5 °C, 60 % relativna vlhkost’) az do
dna implantacie. Na embryonalny deni 6 (ED6) bol testovany material implantovany na povrch
CAM v nasledovnych experimentalnych variantoch: (i) bez upravy (PHB/CHIT), (ii) oSetreny
vo fyziologickom roztoku (PHB/CHIT+PHY; 0,9 % NacCl), (ii1) s pridavkom rastového faktora
VEGF-A (PHB/CHIT+VEGF-A; 25 ng/mL PBS; Sigma-Aldrich, USA) a (iv) s inhibitorom
angiogenézy (PHB/CHIT+ANGIOSTATIN; 47 pg/mL PBS; Human Angiostatin, Prolytix,
USA). Testované materialy boli analyzované s ciel'om zhodnotit’ biokompatibilitu materidlu vo
vzt'ahu k vaskulatire CAM na ED9. Formadcia ciev v okoli biomateridlu a invazia buniek do
poérov implantatu boli hodnotené pomocou imunohistochemickych markerov: WGA (Wheat
germ agglutinin) a SNA (Sambucus nigra agglutinin) pre embryonalny endotel, QH1 pre
endotelové bunky a hemangioblasty, a-SMA (4lpha smooth muscle actin) pre myofibroblasty
a PHH3 (Phospho-Histone H3) pre proliferacnt aktivitu buniek. Imunohistochemické farbenie
bolo realizované na komplexe CAM-material. Primarne protilatky boli inkubované cez noc pri
teplote 4 °C. Nasledne boli rezy premyté v roztoku PBS a inkubované s prisluSnymi
sekundarnymi protilatkami v tme pri izbovej teplote. Jadra buniek boli kontrastne dofarbené
farbivom HOECHST (1:80 000; Sigma-Aldrich, USA) pocas 10 minut. Po naslednom
premyvani v PBS boli rezy dehydrované v alkoholovom rade a uzavreté do média Vectashield
(Vector Laboratories Inc., USA). Fluorescenne znacené rezy prepelicej CAM s
implantovanym PHB/CHIT boli analyzované a dokumentované pomocou fluorescencného
mikroskopu Olympus BX53 (Olympus, Tokio, Japonsko) a digitalnej kamery Olympus DP74

(softvér cellSense).
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Vysledky

Imunohistochemickou analyzou angiogénnej odpovede CAM na implantovany PHB/CHIT boli
detegované markery stvisiace s angiogenézou a biokompatibilitou. WGA signalizoval skora
tvorbu cievnych Struktir najmd na rozhrani biomateridlu, priCom pri skupine
PHB/CHIT+VEGF-A bola vaskularna invazia pozorovana hlbSie v materiali. SNA-pozitivne
bunky indikovali pokrocilejSie Stadia tvorby ciev a boli pritomné na periférii aj vnutri
biomateridlu, najmd pri VEGF-A skupine. Lektinové znacenie potvrdilo prebiehajicu
angiogenézu a pritomnost’ endotelovych buniek na povrchu aj v péroch materidlu. V okoli
biomaterialov bola detegovana zvySend expresia o-SMA, ¢o poukazuje na aktivaciu
myofibroblastov a fibrotickii odpoved’ CAM. PHH3-pozitivne bunky boli pritomné na povrchu
aj vo vnutri porov vsetkych vzoriek, pricom najvysSia proliferdcia bola zaznamenana v
neoSetrenom PHB/CHIT, najnizSia v skupine PHB/CHIT+PHY. Marker QHI1 potvrdil
pritomnost’ endotelovych buniek a hemangioblastov v okoli aj vnutri materialu, ako aj

penetraciu vaskularnych struktir do materidlu, ¢o naznacuje aktivnu vaskularizaciu (Obr. 1).
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Obr. 1 Imunohistochemické hodnotenie angiogenézy a bunkovej odpovede CAM po implantacii
PHB/CHIT. Reprezentativne mikrofotografie znazornuju expresiu markerov WGA, SNA, a-
SMA, QHI a PHH3 v CAM prepelicieho embrya po implantdcii biomateridlu v
experimentdlnych skupinach: (A) PHB/CHIT, (B) PHB/CHIT+PHY, (C) PHB/CHIT+VEGF-A
a (D) PHB/CHIT+ANGIOSTATIN;, biele sipky oznacuju endotelové bunky,; mierka: 1 mm.

Diskusia
CAM vyvijajuceho sa vtacieho embrya predstavuje v sucasnosti l'ahko dostupny a ekonomicky
efektivny modelovy systém, ktory je vd’aka svojej rozsiahlej vaskularizacii vhodny na stadium

angiogenézy a predklinické testovanie biokompatibility a funk¢énosti biomaterialov (6, 7).
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Umoznuje rychlu verifikaciu prerastania krvnych ciev do implantovaného materidlu este pred
jeho testovanim v podmienkach in vivo, ¢im poskytuje dolezité informacie o jeho
regeneracnom potencidli z hladiska angiogenézy a biokompatibility (3). V S§tadii sme
biokompatibilitu acelularneho kompozitu PHB/CHIT hodnotili prostrednictvom analyzy
angiogénnej odpovede CAM prepeliCieho embrya, pricom sme sledovali vplyv réznych tprav
materialu (fyziologicky roztok, VEGF-A a angiostatin). Vysledky preukazali, Zze implantovany
biomaterial podporuje tvorbu cievnych Struktar, priCom charakter a lokalizacia angiogenézy
boli ovplyvnené pritomnostou bioaktivnych faktorov. Vizualizadcia novovzniknutych ciev v
CAM modeli je limitovana dostupnostou druhovo Specifickych markerov. V tejto praci sme
preto vyuzili kombindciu lektinov WGA a SNA, ktoré umoziuji detegovat’ skoré, resp.
pokrocilejsie Stadia diferenciacie endotelu. V stlade s nasimi vysledkami bola WGA-pozitivita
lokalizovana najma na rozhrani materialu a tkaniva, Co naznacuje iniciadlne fazy angiogenézy,
zatial’ Co pritomnost’ SNA-pozitivnych buniek vo vnutri biomateridlu poukazuje na progresiu k
zrel§im cievnym Struktaram (8). Tieto pozorovania koreSponduju s predchadzajicimi Studiami,
ktoré dokumentuju postupnii maturaciu endotelu pocas invazie do biomateridlov. Rozvoj
vaskulatiry vo vnutri biomaterialu bol jednozna¢ne potvrdeny pomocou markera QH1, ktory
je Specificky pre endotelové bunky prepelic. Detekcia QHI-pozitivnych buniek v péroch
biomateridlu naznacuje aktivnu migraciu endotelovych buniek a ich zapojenie do formovania
cievnej siete. ZvySena pritomnost’ tychto buniek zarovenl podporuje hypotézu, zZe do implantatu
migruju aj hemangioblasty, Co poukazuje na stcasny priebeh procesov angiogenézy aj
vaskulogenézy. ZvySend expresia o-SMA v okoli implantovanych skafoldov indikuje
pritomnost’ aktivovanych myofibroblastov. Tato bunkova populacia zohrava kl'acovu ulohu v
remodelacii extracelularnej matrix a hojeni tkaniv, pricom jej aktivacia méze byt spojend so
zépalovou odpoved’ou na implantovany material (9). Proliferacné aktivita buniek, hodnotena
pomocou markera PHH3, bola vyrazna vo vSetkych experimentalnych skupinach, pricom
najvyssia bola pozorovana pri neosetrenom PHB/CHIT. Pritomnost’ PHH3 pozitivnych buniek
na povrchu aj vo vnutri pérov biomateridlu poukazuje na aktivnu bunkovu proliferaciu
sprevadzajiicu proces integracie materialu. Uloha PHH3 ako spolahlivého markera mitotickej

aktivity bola potvrdena viacerymi Studiami, ktoré su v sulade s naSimi zisteniami (10).

Suhrn

Prostrednictvom imunohistochemického farbenia a detekcie markerov (WGA, SNA, a-SMA,
PHH3 a QH1) bolo preukazané vrastanie ciev do materialu PHB/CHIT, pri¢om rozsah invazie
bol ovplyvneny upravou materialu, najmd aplikaciou fyziologického roztoku a pro-
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angiogénneho faktora VEGF-A. Tieto zistenia potvrdzuju, Ze proces neovaskularizicie
prebicha priamo vo vnutri biomateridlu, ¢o poukazuje na jeho potencidl podporovat

angiogenézu a integraciu s hostitel'skym tkanivom.
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Abstract

Based on the results of our previous research on the effect of the insecticide acetamiprid on the
digestive system of the shrimp Neocaridina davidi, we performed a histochemical analysis of
the midgut and hepatopancreas with a focus on evidence of accumulation of reserve lipids in
these organs. The occurrence of a stressor in the aquatic environment leads to an increase in the
reserve materials that the organism needs to maintain energy homeostasis in the cells, which
was also proven by the results of our experiment, where we observed a significant increase of

lipids in the organs of the exposed group of shrimp compared to the control group.

Uvod

S rasticim stupfiom znecCistenia prostredia sa zvySuje zdujem o dosledky pdsobenia roznych
druhov cudzorodych latok na zivé systémy, co si vzhl'adom na legislativne a etické obmedzenia
vyzaduje zavedenie novych druhov modelovych organizmov pre vedecké ucely.
Neonikotinoidy (NE) st novou generaciou Siroko pouzivanych insekticidov. Posobia na
postsynaptické nikotinové acetyl-cholinergné receptory hmyzu ako agonisti tychto receptorov,
ktoré sa vyhradne nachadzaju v CNS. Zapri¢ifiuju opakujice sa spazmy a nasledntl paralyzu
hmyzu, vzh'adom na pIné blokovanie Sirenia nervovych vzruchov (1).

NE sa vyznacuju vysSou afinitou k receptorom hmyzu ako u cicavcov, vysokou u¢innost’ou a
jednoduchost’'ou aplikacie. V sladkovodnych organizmoch ako je N. davidi sa mézu xenobiotika
dostat’ do tela cez epidermis a epitel strednej Casti traviaceho systému (2). Traviaci systém N.
davidi sa sklada z predného a zadného ¢reva ektodermového povodu a strednej Casti traviaceho
traktu endodermového povodu, ktord je diferencovana na stredné Crevo a hepatopankreas.

Crevo - intestinum ma rarkovity tvar a zo stredného Creva sa po resorbcii rozlicné xenobiotika
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mozu distribuovat’ prostrednictvom telovych tekutin do celého tela (3, 4). Strukturalne a
ultrastrukturdlne zmeny na tejto Casti traviaceho traktu sa povazuji za uzitocné ukazovatele
priameho uc¢inku réznych xenobiotik na tieto organizmy a st dobrymi markermi
environmentalnych stresorov (5, 6). Cielom prace bolo pozorovat vplyv acetamipridu v
pripravku Mospilan® 20 SP pri koncentracii 1 mg/l vo vodnom prostredi na akumuléaciu

rezervnych lipidov v hepatopankrease a creve N. davidi.

Material a metody

V experimente boli pouzit¢ sladkovodné krevety druhu Neocaridina davidi. Jedince v
experimentalnej skupiny sme vystavili 96 hodinovej expozicii 1 mg/l Mospilanu® 20 SP vo
vodnom prostredi. Krevety z kontrolnej skupiny (n=6) ako aj zo skupiny s pridanim
Mospilanu® 20 SP (n=6) sme po 96 hodinovej expozicii Setrne usmrtili ponorenim do 10%
fixa¢ného roztoku formalinu, izolovali hepatopankreas a ¢revo a preniesli do roztoku TBS.
Nasledne sme pridali zmes BODYPI, DAPI, TBS (¢as farbenia 40 min, v tme). V d’alSom kroku
sme odstranili zmes zo skiimaviek a premyli vzorky po farbeni pridanim roztoku TBS po dobu
2 x 5 minut. Po odstraneni TBS sme pridali 1 kvapku roztoku Vectashield a prekryli sklicka
krycim sklickom. Nésledne sme pozorovali tkanivd konfokdlnym mikroskopom: pri 405 nm

(detekcia DAPI) a 559 nm (BODYPI) (5).

Vysledky a diskusia

Jasna korelacia medzi autofagiou a akumulédciou rezervnych materidlov bola opisand v
organoch roznych ¢lankonozcov (7, 8). V experimente s pesticidom dimetoat bolo pozorované,
ze u jedincov vystavenych dimetoatu sa lipidy akumulovali v cytoplazme D-buniek creva, a B-
bunkach hepatopankreasu, zatial co u jedincov v kontrolnej skupine sa rezervny material
neakumuluje (5). Rovnaky efekt sme pozorovali aj v naSom experinte, kde po 96 hodinove;j
expozicii acetamipridom sme zaznamenali signifikantny néarast ukladania lipidovych kvapiek
oproti kontrolnej skupine (Obr.1). Ukladanie rezervnych materidlov moéze suvisiet' so
skuto¢nostou, ze v organizmoch zijicich v zneCistenom prostredi alebo vystavenych
akymkol'vek stresorom sa zvySuje energeticky vydaj zvierata, ¢o stvisi s detoxikaciou a
vylucovanim Skodlivych latok (9). Mdze to viest k akumuléacii zasobnych materidlov v
orgéanoch, ktoré sa moézu vyuzit’ na udrzanie energetickej homeostazy v bunkach (10). Niektoré
analyzy suvisiace s energetickou bilanciou (akumulacia lipidov, bielkovin a polysacharidov)
boli vykonané na niekol’kych vodnych zivocCichoch (11, 12) Hromadenie rezervnych latok v D-

bunkach creva, kde sa bezne neukladaju, so zvySujicim sa poctom degenerovanych
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mitochondrii a ich Stiepenim u N. davidi teda naznacuje zvladanie stresu spdsobeného vydajom
energie a vyrovnavanie energetického rozpoctu (10, 13). Poskodenia, ku ktorym dochadza v
bunkach a tkanivach pod vplyvom toxickych latok, sa 'ahSie regeneruju v pripade zvyseného
energetického vydaja (14, 15).

Akumulécia zdsobného materialu v bunkach, ktoré nie st na tento ucel urcené, naznacuje
vyrazne zvySeni spotrebu energie organizmom. Hromadenie lipidov v B-bunkach
hepatopankreasu a D-bunkach ¢reva u jedincov N. davidi vystavenych pesticidu tito skuto¢nost’
potvrdzuje (5). U réznych zZivocichov boli opisané rozne a individudlne zdroje energie a
sposoby distribucie energie (16). U N. davidi su materidlom akumulovanym v ¢reve a
hepatopankrease lipidy, ¢o naznacuje zvysSenu lipogenézu a zvySeny energeticky vydaj.
Modzeme konstatovat’, ze pod vplyvom stresoru a intenzivnej spotreby energie (napr. autofagia,
mitochondrialne Stiepenie) sa rezervné materialy mézu akumulovat’ v bunkach, ktoré nie st

typickymi zdsobnymi bunkami (6, 10, 17, 18).

Obr. 1 Hepatopankreas - kontrolna skupina (HC), hepatopankreas - skupina po expozicii
acetamipridom (HE), crevo - kontrolna skupina (IC), crevo - skupina po expozicii
acetamipridom (IE), modra farba pri tomto farbeni predstavuje bunkové jadra, zelend kvapky

lipidov.
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Xenobiotikd, predovsetkym pesticidy mézu vstupovat’ do vodného prostredia a pdsobit’ tak
toxicky na rozlicné necielové organizmy. Vzhladom na obmedzeny vyber modelovych
organizmov vhodnych na testovanie vplyvu akutnej aj dlhodobej expozicie tychto latok vo
vodnom prostredi sa javi druh sladkovodnej krevety Neocaridina davidi vhodnym pre pouzitie
v akvatickych biotestoch. V Stidiach uskutocnenych za posledné roky boli identifikované
Struktary traviaceho traktu N. davidi, reagujlice zmenami na Strukturalnej aj ultrastrukturalne;
urovni ako vhodné ukazovatele toxického ucinku roznych pdvodcov enviromentélnej
kontaminacie vodného prostredia. Crevo a hepatopankreas predstavuju kI'i¢ové miesto pre
absorpciu zivin a tiez vstupni branu pre xenobiotikd z vodného prostredia. Akumulacia
rezervnych materialov (lipidov) v tychto organoch je spojend s vysokym energetickym vyuzitim
suvisiacim s procesmi podporujucimi prezitie (napr. autofagia, mitofagia, mitochondridlne

Stiepenie).
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Abstract

The aim of the study was to investigate the effect of conditioned medium addition to biocement
extract on the osteogenic properties of the rat bone marrow-derived mesenchymal stem cells
(MSCs). Briefly, MSCs were cultured for 7 and 17 days in extracts derived from the basic
tetracalcium phosphate/monetite/calcium sulfate hemihydrate biocement (CAS) and from CAS
extract supplemented with 5% (v/v) of concentrated conditioned medium CM. The CM was
obtained from rat bone marrow MSC cultures after a 48h conditioning period. The results
showed that the addition of CM had a significant positive impact on the osteoblastic
differentiation of MSCs. The improvement in osteogenic properties was due to the synergistic
effect between the higher concentration of calcium ions in extracts released from the calcium

sulfate hemihydrate-containing cement and the bioactive molecules supplied by the CM.

Uvod

Riesenie kostnych defektov vznikajucich v dosledku trazov (zlomenin), patologickych stavov
(nddory, infekcie) alebo vyvojovych portich predstavuje vyznamny klinicky problém v
ortopédii aj v ustnej a maxilofacialnej chirurgii. Rozsiahle kostné 1ézie sa nedokdzu spontdnne
zahojit’, a preto si vyzaduju externy zasah (1). Atraktivita pouzivania kalcium fosfatovych

cementov (CPC) spociva v ich bioaktivite, netoxicite a najmi v schopnosti biodegradacie,
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vd’aka ktorej dochddza k postupnému nahradeniu implantitu v mieste kostné¢ho defektu
novovytvorenym kostnym tkanivom. Vlastnosti tychto biocementov je mozné cielene
upravovat’ pridanim ro6znych latok. Patria sem prirodné materialy, ako st chitosan, alginat,
zelatina, aminokyseliny, celuldza a kolagén, ako aj syntetické polyméry, napriklad poly(laktid-
ko-glykolid), polykaprolaktén, poly(L-mliecna kyselina) a polyetylénglykol (2). Siran
vapenaty vo forme hemihydratu (CSH) je lacnd a 'ahko dostupné surovina. Hoci ma urcité
nevyhody ako kostny ndhradny material napr. horSiu manipulovatel'nost, nizku mechanicka
pevnost’ a v niektorych pripadoch prili§ rychlu resorpciu — jeho vyhodou je schopnost
ovplyvilovat’ expresiu génov suvisiacich s osteoblastmi a zaroven sluzit’ ako nosi¢ rastovych
faktorov a antibiotik (3). Kondicionované médium (KM) z kultivicie mezenchymovych
kmenovych buniek (MKB) predstavuje kultivaéné médium bez pridavku Zivoc¢isneho séra, v
ktorom kmenové bunky proliferuju a prostrednictvom réznych mechanizmov uvolnuju don
biologicky aktivne latky. Toto médium tak obsahuje subor prospeSnych sekrétov
produkovanych bunkami. MKB-KM sa v sucasnosti Coraz viac povazuje za bezpecnejSiu
alternativu k priamej transplantacii buniek, pricom si zachovava vysoku terapeuticktl t€innost’,
moze dosahovat’ regenerany u¢inok porovnatelny s transplantdciou samotnych buniek (4, 5).
MKB-KM, ako nosi¢ biologicky aktivnych molekul, preukazalo svoj terapeuticky potencial v
Sirokej Skale ochoreni. Medzi tieto aplikdcie patria ischemické ochorenia (napriklad cievna
mozgova prihoda ¢i infarkt myokardu), neurodegenerativne poruchy, diabetes mellitus 2. typu,
poranenia miechy, alopécia, akutne aj chronické rany, muzskd infertilita, ako aj poskodenia
pecene, pluc, parodontalnych tkaniv a muskuloskeletdlneho systému (6,7,8,9). KM je mozné
jednoducho ziskat’, skladovat’ pri —80 °C, lyofilizovat, balit’ a transportovat’. Ked’Ze neobsahuje
zivé bunky, nie je potrebna autologna zhoda medzi darcom mezenchymalnych kmenovych
buniek a prijemcom KM (10). Kondicionované médium kmenovych buniek predstavuje bohaty
zdroj dodlezitych rastovych faktorov a cytokinov, ako st napr. vaskuldrny endotelovy rastovy
faktor (VEGF), fibroblastovy rastovy faktor (bFGF), makrofagovy stimulacny protein (MSP),
keratinocytovy rastovy faktor (KGF) a inzulinu podobny rastovy faktor 1 (IGF-1). Tieto
bioaktivne zlozky zohravaju kI"aCovl tllohu pri regeneracii buniek a angiogenéze, teda tvorbe
novych krvnych ciev (11,12).

Ciel'om naSej Studie bolo overit, ¢i pridanie KM do extraktov cementu pozitivne ovplyvni
proliferaciu a osteogénnu diferencidciu potkanich mezenchymalnych kmetovych buniek
(MKB) in vitro. Zaroveil sme sa zamerali na hodnotenie vplyvu pridania KM do extraktu
biocementu na baze CAS na osteogénne vlastnosti MSC ziskanych z kostnej drene potkana v

porovnani s bunkami kultivovanymi v extrakte bez pridavku KM.

66



Material a metody

Priprava biocementu

Praskova zmes cementu na baze tetrakalciumfosfatu/monetitu/siranu vapenatého hemihydratu
(TTCPM/CSH) bola pripravena in situ reakciou TTCP s riedenym roztokom zmesi kyseliny
ortofosforecnej (86 %, analyticka Cistota, Merck, Darmstadt, Nemecko) a kyseliny sirovej (96
%, analytické cCistota, Merck) v 80 obj. % etanole (reakény roztok). Reakcia prebiehala v
planetarnom gul'ovom mlyne s achdtovymi gul'ami a nddobou pocas 30 minut pri laboratorne;j
teplote. Vysledny biocement CAS obsahoval 5 hmotnostnych % siranu véapenatého
hemihydratu (CSH).

Kultivacia buniek a priprava kondicionovaného média

Mezenchymové kmenové bunky potkana (MKB) v pasazi 2 boli nasadené do jamiek 48-
jamkovej kultivac¢nej platnicky (Brand, Wertheim, Nemecko) v hustote 2 x 10* buniek v 400
pL kultivaéného média na jamku. Bunky boli inkubované 24 hodin pri 37 °C, 95 % vlhkosti a
5 % CO2 v kult. médiu s pridavkom 10 % fetalneho bovinného séra (FBS), az kym nevytvorili
semikonfluentni monovrstvu. Po uplynuti tejto doby bolo pévodné médium (odstranené a
nahradené prisluSnymi extraktmi. VSetky experimenty boli realizované v troch opakovaniach.
Ako negativna kontrola (NK) slazili bunky kultivované v kompletnom médiu bez pridavku
extraktu.

Pre pripravu extraktov boli vzorky kalciumfosfatového cementu s CSH (CAS) inkubované v
kompletnom kultivacnom médiu, ktoré pozostavalo z a-modifikovaného Eagleovho
minimélneho esencidlneho média (EMEM; Biosera, Marikina, Filipiny), doplnené¢ho o 10 %
fetalneho bovinného séra (FBS), 1 % antibioticko-antimykotického roztoku a osteogénnych
stimulatorov. Osteogénny koktail obsahoval L-askorbovu kyselinu (50 pg/mL), dexametazén
(50 nM) a B-glycerofostat (10 mM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Pomer materialu k
médiu bol 0,1 g/mL a inkubacia prebiehala 24 hodin pri 37 °C. Dlhodobé sledovanie
cytotoxicity a hodnotenie osteogénnej diferenciacie buniek prebiehalo poc¢as 17 dni kultivacie.
Kondicionované médium (KM) bolo pripravené z kultiry MKB potkana (pasaz 2), ktoré boli
pestované v kultivacnych fl'aSkach s plochou 75 cm? (10 mL média na banku) v médiu bez FBS
a bez fenolovej ¢ervene (DMEM s nizkym obsahom gluko6zy; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) pocas 48 hodin. Nasledne bolo médium centrifugované (400 g, 10 minut), prefiltrované
cez filtre s vel’kostou porov 0,22 um (Merck Millipore, Tullagreen, frsko) a skoncentrované
10-nasobne pomocou filtraénych jednotiek Amicon 3 kDa (Merck, Darmstadt, Nemecko) podla
pokynov vyrobcu. Takto pripravené kondicionované médium bolo pridané do extraktu v

koncentracii 5 % (v/v) z celkového objemu (oznacené¢ ako CAS + CM). Médium bolo
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obnovované dvakrat tyzdenne stcasne s kompletnou vymenou extraktu. Cytotoxicita bola
hodnotena po 7 a 17 dnoch kultivicie MKB potkana v extraktoch s pridavkom
kondicionovaného média (CAS + KM) a bez jeho pridavku (CAS) pomocou MTS testu
(CellTiter Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega, Madison, WI, USA).
Absorbancia formazéanu - vznikd v zivych, enzymaticky aktivnych bunkéch, bola merana
UV/VIS spektrofotometrom pri vinovej dizke 490 nm (Shimadzu, Kyoto, Japonsko).
Proliferacia buniek bola vyjadrena ako percentudlny podiel absorbancie experimentalnych
skupin (oSetrené bunky) vo vztahu k negativnej kontrole (NK; bunky kultivované v
kompletnom médiu s osteogénnymi doplnkami, bez extraktu a bez KM). Pocet, morfologia a
hustota buniek kultivovanych v jednotlivych extraktoch boli sledované pomocou
fluorescenéného farbenia Zivych a mftvych buniek. Fluorescein diacetat farbi Zivotaschopné
bunky na zeleno, zatial’ ¢o propidium jodid preniké cez poskodené membrany mitvych buniek
a sposobuje ich cervené zafarbenie. Fotografie boli ziskané pomocou fluorescen¢ného
mikroskopu (Leica DM IL LED, modry filter, Heerbrugg, Svajéiarsko). Kolagén produkovany
osteoblasticky diferencovanymi bunkami bol detegovany metddou picrosiriova cCervena a
pritomnost’ depozitov hydroxyapatitu bola vizualizovand farbenim alizarinovou cervenou.
Tieto analyzy boli vykonané po 17 dioch kultivacie MKB v extraktoch biocementu s
pridavkom KM aj bez neho. Po odstraneni farbiaceho roztoku a premyti buniek boli vzorky

pozorované pomocou svetelného mikroskopu (Leica DM IL LED, Heerbrugg, Svajéiarsko).

Vysledky a diskusia

Proliferacia, farbenie zivé/mrtve, aktivita ALP, kalciové depozity a farbenie kolagénu [

Po 7 ditoch kultivacie bola vo vSetkych testovanych skupinach pozorovana zniZena proliferacia
buniek v porovnani s negativnou kontrolou (NK) (Obr. 1). Pri predlzenej kultivacii vSak doslo
k narastu proliferacie buniek v testovanych extraktoch. Po 17 ditoch bola vyssia proliferacia v
porovnani s NK aj skupinou CAS zaznamenana v extrakte CAS + KM, ¢o naznacuje synergicky
ucinok zvysenej koncentracie vapenatych ionov a bioaktivnych faktorov pritomnych v CM na
bunky kultivované v tomto extrakte. V pripade aktivity alkalickej fosfatazy (ALP)
diferencovanych buniek vo vSetkych cementovych extraktoch (Obr. 2) bol po 7 dnoch
zaznamenany pokles priemernych hodnét ALP v porovnani s NK. Po 17 dioch kultivacie doslo

k zvySeniu aktivity ALP, najvyraznejSie v extrakte CAS + CM.
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Obr. 1 Proliferacia MKB v cementovych extraktoch po 7 a 17 dnoch kultivacie.
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Obr. 2 ALP aktivita MKB v cementovych extraktoch po 7 a 17 dnoch kultivacie.

Farbenie zivych/mftvych buniek ndm potvrdilo nase zistenia ztestu proliferacie buniek.
Hustejsia populacia navzajom prepojenych buniek, bez viditeI'nych ¢ervenych-mftvych buniek
v pripade populacie buniek v extrakte cementu CAS+CM. Kvalitativne sme dokazali produkciu
kalciovych depozitov a kolagénu bunkami kultivovanymi v oboch typoch cementovych
extraktov. Zistili sme, ze pridavok kondicionovaného média vyrazne ovplyviuje osteoblasticky
diferencované¢ MSC kultivované v extraktoch biocementu CAS v porovnani s extraktmi
samotné¢ho CAS cementu. Po 17 dioch kultivacie bol pozorovany narast aktivity ALP, ako aj
zvySenie zivotaschopnosti buniek. Tento efekt je pravdepodobne sprostredkovany rastovymi
faktormi a bioaktivnymi molekulami pritomnymi v kondicionovanom médiu. Ukézalo sa, Ze uz
5 % (v/v) pridavok 10-nasobne koncentrovaného CM do extraktu biocementu vyznamne
zlepSuje osteogénne vlastnosti in vitro, vratane spravania buniek a zlozenia extracelularnej
matrix, najmd v skupine CAS + CM. Tento pozitivny u¢inok mozno pripisat’ synergickému
posobeniu vapenatych idnov uvolnovanych z cementu s obsahom CSH a bioaktivnych latok

pritomnych v KM na kultivované MSC.
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Obr. 3 Farbenie “Zivé/mrtve” buniek v cementovych extraktoch po 17d kultivacie - Zivé bunky-
zelené, mrtve bunky-cervené (a,d), farbenie kalciovych depozitov alizarinovou cervenou po 17d

kultivacie (b, e), farbenie kolagénu pikrosiriovou cervenou po 17d kultivacie (c, f).

Zaver

V in vitro modeli pouzitim mezenchymovych kmenovych buniek potkana sme pozorovali
zlepSenie osteogénneho potencialu buniek pri kombinécii koncentrovaného kondicionovaného
média s extraktmi biocementu CAS. KI'iCovym zistenim je, ze uz pridavok 5 % (v/v) 10-
nasobne koncentrovaného KM do CAS extraktov vyrazne zlepSuje vysledky po 17 ditoch
kultivacie. Tento efekt sa prejavil najmé zvysSenou aktivitou ALP, vyS$Sou zivotaschopnost'ou
buniek a intenzivnejSou syntézou zloZiek extracelularnej matrice. Uginok je pravdepodobne
dosledkom synergického pdsobenia vapenatych idénov uvoliiovanych z CAS cementu a
rastovych faktorov ¢i bioaktivnych molekal pritomnych v KM. Mozno predpokladat, ze
vyuzitie synergického ucinku predstavuje perspektivny novy pristup v oblasti kostnej
regeneracie, ¢im moze prispiet’ k urychleniu hojenia a skrateniu doby rekonvalescencie v

kostnom tkanivovom inzinierstve. Tento predpoklad je vSak potrebné overit’ na in vivo modeli.
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Abstract

Albendazole and its primary active metabolite sulfoxide, as well as fenbendazole are broad-
spectrum antiparasitics (antihelmintics) of the benzimidazole group, which are used in
veterinary medicine for the treatment of worm infections in various animal species.
Albendazole is also commonly used drug for humans. Fenbendazole is primarily used in
veterinary medicine, although its potential in oncology treatment in humans is being
investigated. In order to analyze the embryotoxic and teratogenic effects of this antiparasitics
in ruminants, is necessary to conduct preliminary studies in laboratory animals. Knowledge of
the embryotoxic and teratogenic effects of these drugs helps to reduce adverse reactions

resulting from their use in pregnant females and in this way production can be increased.

Uvod

Albendazol (ABSZO) a jeho primarny aktivny metabolit sulfoxid, ako aj fenbendazol (FBZ)
su Sirokospektralne antiparazitiké (antihelmintikd) zo skupiny benzimidazolov pouzivanych vo
veterinarnej medicine na liecbu infekcii sposobenych ¢ervami (hlistovce, pasomnice, plucne
cervy) urdznych druhov zvierat. Albendazol je bezne pouzivanym lieckom aj pre ludi.
Fenbendazol sa primarne pouziva vo veterinarnej medicine, hoci sa skima jeho potencial
v onkologickej liecbe u I'udi. Velkym problémom domaécich zvierat su endo- a ektoparazitozy,
ktoré maji negativny dopad na zivoc¢iSnu vyrobu, okrem toho, negativne ovplyviiuju Zivotné
podmienky, prosperitu a zdravie zvierat. V boji proti parazitdzam sa pouzivaju adekvatne
farmakd (1) ardzne profylaktické schémy (2). ESCCAP (European Scientific Counsel
Companion Animal Parasites) je najuznavanejSou organizaciou v Eurdpe, ktord vypracovava

podrobné smernice pre prevenciu (profylaxiu) parazitov u psov, maciek a inych spolocenskych
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zvierat a ich schémy zahfiiaju pravidelné odCervovanie a preventivne pouzivanie ektoparazitik.
Kontrolu endo- a ektoparazitéz je mozné vykonavat’ roznymi liekmi patriacimi do r6znych
farmakologickych skupin, z ktorych jednou z nich st benzimidazoly, kde patri albendazol, aj
fenbendazol (3). Jednym z aspektov, ktoré je potrebné zohladnit’ pred podavanim urcitych
liekov je fyziologicky stav samic, pretoZze niektoré lieky maji schopnost prechédzat
placentarnou bariérou a mézu spdsobit’ malformacie a aj smrt’ embrya (4). Chemoterapia
parazitarnych infekcii mé dva ciele. Prvy zahfila liecbu infikovanej osoby/zvierata s cielom
eliminovat’ infekciu a druhy suvisi s verejnym zdravim a je zamerany na znizenie prenosu
parazitarnej infekcie (5). Albendazol a jeho metabolit sulfoxid, rovnako ako aj fenbendazol sa
vo vysokej miere pouzivaju vo veterinarnej medicine, hlavne u prezavavcov. Kvoli
analyzovaniu embryotoxického a teratogénneho ucinku tohto antiparazitika je potrebné urobit’
predchadzajiice Stadie u laboratornych zvierat. Znalosti embryotoxickych a teratogénnych
ucinkov tychto liekov pomaha znizovat neziaduce reakcie vyplyvajice zich uzivania
u gravidnych samic a tymto sposobom mozno zvysit' produkciu. Pri uzivani benzimidazolov,
sa mdzu vyskytnut’ niektoré neziadice ucinky, ako st embryotoxicita a teratogenita (6, 7, 8, 9,
10, 11). Podl'a Schulza akol. (12), existuju 2 skupiny faktorov, ktor¢ mozu sposobovat’
malformacie. Ide o exogénne, alebo enviromentalne faktory (fyzikdlne, chemické vratane
lieciv, hormondlne, vyzivové ainé¢). Druhé su endogénne faktory dedi¢éného povodu.
Malformacie sposobené exogénnymi faktormi su vysledkom vyvojovych porich pocas
ontogenézy. Neexistuje jediny chemicky produkt, ktory by mal teratogénne vlastnosti rovnake;j
intenzity pre vSetky druhy zvierat. Nie vSetky zlozky farmakologickej skupiny benzimidazolov
vykazuju embryotoxické a teratogénne ucinky. Napriklad Triclabendazol nepreukéazal Ziadne
embryotoxické a teratogénne ucinky u potkanov, ato ani pri pouziti davky 200 mg/kg, ¢o

zodpoveda 20-nasobku odporucanej davky (10).

Material a metody

V stadii boli pouzité perordlne suspenzie liekov: Sulfoxid albendazol (Ricobendazol Oral),
Fenbendazol (Ecomintic 50, Eco Animal Health Southern Africa Ltd). Do pokusu bolo
zaradenych 36 samic novozélandského kralika vo veku 4 mesiacov s hmotnost'ou 1,8 — 2,4 kg.
Zvierata boli kirmené denne 200 g komercnej kfmnej zmesi (Comercial C1) a dostavali vodu ad
libitum. Zvierata boli rozdelené do 5 skupin:

Experimentalne skupiny:

1. skupina: 7 samic, podadvany Sulfoxid albendazolu (ABZSO) v davke 10 mg/kg

2. skupina: 7 samic, podadvany Sulfoxid albendazolu (ABZSO) v davke 20 mg/kg
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3. skupina: 7 samic, podavany Fenbendazol (FBZ) v davke 10 mg/kg

4. skupina: 7 samic, podavany Fenbendazol (FBZ) v davke 20 mg/kg

Kontrolna skupina: 8 samic

Deii pripustenia samic k spareniu so samcom sa v naSom pokuse ratal ako prvy den (,,Deni
jedna®). Na 10. dent sa samiciam v pokusnych skupinach podali lieciva v davkach uvedenych
vyssie. Kontrolnej skupine sa nepodalo ziadne liec¢ivo. Desiaty deii bol zvoleny preto, lebo
v pokuse by mal koreSpondovat’ este s prvym trimestrom gravidity u kralikov a podl'a Aiellon
a kol. (3) st niektoré benzimidazoly su teratogénne a v zavislosti od podanej davky su pocas
tohto obdobia kontraindikované. Lieciva boli podané per os a samice kralika boli ustajnené do
28. dna gravidity, kedy boli samice usmrtené eutanaziou. Po usmrteni sa vykonala laparotomia,
pri ktorej sa odobrali plody inciziou maternice a analyzovali sa aj vajecniky. Incizia maternice
doraz kladol na pritomnost’ neskorych embryonélnych absorpcii a to prostrednictvom analyzy
miesta implantacie. V¢asné embryondlne absorpcie nie je mozné pozorovat’, ale mozno ich
vypocitat’ z rozdielu medzi poctom Zltych teliesok pritomnych vo vajecnikoch a suctom plodov
a neskorych absorpcii pritomnych v rohoch maternice. Odobrané plody boli eutanazované
a podstupili pitvu. Postupovalo sa podl'a upravenej metodologie Staplesa a Schnella (13):

1. Najprv sa previedla fixacia plodov v 70% etylalkohole, v trvani 10 dni.

2. Nasledne sa z hydroxidu draselného (KOH) pripravil 2% roztok v ktorom sa nechali plody
24 hodin, aby prebehla parcidlna maceracia mékkych tkaniv.

3. Plody sa nechali 24 hodin pod tec¢icou vodou a nasledne za pomoci pinzety sa odstranili,
niekedy len uvolnili tkaniva, ktoré uz boli ¢iasto¢ne oddelené.

4. Plody boli umiestnené na 24 hodin do 1% roztoku KOH s farbivom Alizarin Red S (6 mg/ml).
5. Priesvitnost’ plodov sa dosiahla v roztoku obsahujicom glycerol, 70% etylalkohol
a benzylalkohol v pomere 2:2:1. V roztoku sa plody nechali pocas niekol’kych dni, aby sa
dosiahla Upln4 transparentnost’. Po niekol’kych diioch tento roztok bol silno sfarbeny, takze sa
roztok v rovnakom pomere zloziek vymenil za novy az kym sa nedosiahla priesvitnost’ plodov.
6. Na zachovanie (konzervaciu) plodov sa pouzil roztok glycerinu a 70% etylalkoholu v pomere
1:1 s pridanim niekol’kych krystalikov Thymolu, ktory ma silné antiseptické vlastnosti, na

zabranenie rastu hub a plesni.

Vysledky
Z 2 lieiv pouzivanych v tomto experimente Sulfoxid albendazolu (ABZSO) v davke 20 mg/kg
vykazoval vyssi pocet Gplnych absorpcii plodov a dosiahol 65,98% v jednom vrhu. Pri davke
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20 mg/kg Fenbendazolu (FBZ) sa dosiahlo 38,17% absorpcii plodov v jednom vrhu. Pri davke
10 mg/kg ABZSO dosiahol 18,45% absorpcii a FBZ len 7,14%. Pri porovnani hmotnosti
plodov, tak neboli zaznamenané markantné rozdiely ani v jednej zo 4 experimentalnych skupin
s roznym davkovanim ABZSO a FBZ. Pri porovnani externych malformacii sa nenasli ziadne
externé malformacie v skupine s ddvkovanim 10 mg/kg ABZSO. Pri davke 10 mg/kg FBZ sa
naslo 17,43% externych malformécii. Pri davke 20 mg/kg ABZSO sa pozorovalo 60,71%
externych malformacii a pri davke 20 mg/kg s FBZ sa pozorovalo len 7,22% externych
malformdcii. Vyrazné rozdiely boli zistené v skupine s davkou ABZSO 10 mg/kg a 20 mg/kg.
Zvysenim davky sa zvysilo aj percento externych malformacii v porovnani s lie¢ivom FBZ, kde
sa externé malformacie vyskytovali vo vy$Som percente pri niz§ich davkach (10 mg/kg).

Pozorované externé malformécie boli skratenie chvosta (Obr. 2) a nevyvinutie chvosta (Obr. 1).

Obr. 1 Externa malformacia — nevyvinutie chvosta po podani 20 mg/kg ABZSO.

Obr. 2 Externa malformacia — skratenie chvosta po podani 20 mg/kg ABZSO.

Malformacie rebier sa vo vicsej miere 28,57% vyskytovali v skupine s davkou 20 mg ABZSO,
v rovnakej davke FBZ to bolo len 5,00%. Pri davke 10 mg/kg to bolo 19,62% pri ABZSO
a12,16% pri FBZ. Hlavnymi malforméaciami rebier boli celkové nevyvinutie rebier,

nevyvinutie hlavic rebier (caput costae) (Obr. 4), parcidlne nevyvinutie tela rebier a fizia —
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zrastenie rebier medzi sebou (Obr. 3). Zaujimavost'ou bolo, Ze pri zvySenej davke FBZ sa ukazal
znizeny pocet malformadcii rebier. Boli pozorované aj malformdcie stavcov. ZvySeny pocet
malformécii stavcov bol dokazany pri davkach 20 mg/kg ako u ABZSO, tak aj u FBZ. Vyssie
percento - 75% malformacii stavcov bolo pri ddvke 20 mg/kg ABZSO, prirovnakej davke FBZ
to bolo 15,17%. Medzi hlavné malformacie stavcov, ktoré boli pozorované patrili zrastené
stavce, zrastené processus transversus a rozdvojené tela stavcov (Obr. 4). Boli tiez pozorované

malformacie hrudnej kosti a ¢lankov hrudnej kosti.

Obr. 3 Fuzia rebier medzi sebou po podani 10mg/kg ABZSO.

Obr. 4 Rozdvojené telo stavca a nevyvinuta caput costae po podani 10mg/kg ABZSO.

Diskusia

Zvysenie poctu absorpcii, ktoré sa vyskytli pri podani oboch lieciv vo zvySenych davkach su
totozné v porovnani vysledkov od Capece a kol. (6), kedy bol aplikovany ABZSO u potkanov.
Rovnako suhlasia s vysledkami Montovani a kol. (9), ktory aplikoval albendazol u potkanov
a Yoshimura a kol. (10), ktory aplikoval flubendazol tiez u potkanov. Pritomnost ABZSO
v krvi plodov u potkanov a oviec, ukazuje Ze tieto zluCeniny maju schopnost’ prechadzat’
placentarnou bariérou (6). Zvysenie poc¢tu absorpcii ndjdenych a potvrdenych pri zvysenych
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davkach mozno zdovodnit’ aj dlh§im casovym obdobim, pocas ktorého st vyssie koncentracie
v kontakte s embryami. V naSej praci neboli zaznamenané markantné rozdiely v hmotnosti
plodov ani v jednej zo 4 experimentalnych skupin s roznym déavkovanim ABZSO a FBZ, tak
ako vo svojej Studii opisuje Capace a kol. (6). V stadii Capece a kol. (6) ABZSO nesposoboval
malformadcie stavcov v krénej oblasti ani stavcov a rebier v kranialnej Casti hrudnej oblasti, ¢o
je v rozpore s tym, ¢o uviedol Navarro a kol. (7) pri pouziti NTB (netobiminu). To naznacuje,
ze teratogénny ucinok ABZSO nevykazuje Specifickost’ pre urcité typy kosti. V nasom
experimente sa nevyskytli ziadne malformacie stavcov v krénej oblasti a malformacie rebier sa
vyskytli v kranialnej, tak v kaudélnej Casti hrudnej oblasti. Rozdiely v lokalizacii malformacii
stavcov a rebier, ako aj v type malformacii pravdepodobne stivisia so §tddiom embryonélneho
vyvoja, v ktorom liek prichddza do kontaktu s embryom. Piscopo a Smoak (14) zistili, ze
embrya hovddzieho dobytka a potkanov su citlivé na ABZSO, pretoze pritomnost’ tohto lieku
znizuje ich schopnost’ delenia a vedie k morfologickym abnormalitam. Statisticky vyznamné
rozdiely s pri vonkajSich malformaciach iba medzi skupinami s ddvkou 20 mg/kg ABZSO
a 10 mg/kg ABZSO. Okrem toho, v skupine s davkou ABZSO 20 mg/kg niektoré vrhy
vykazovali 100% embryondlnu absorpciu, ¢o d’alej zniZilo pocet analyzovanych vrhov kvoli
absencii plodov v tychto pripadoch. Narast teratogénnej G¢innosti so zvySujucou sa davkou
lieku bola pozorovana u potkanov (6, 9). Moreno a kol. (15) v stadii o ddvkovo zavislej aktivite
albendazolu zistili, ze zvysené koncentracie lieku, alebo jeho metabolitov v plazme koreluji so
zvysenou ucinnost’ou proti niektorym druhom ovcich nematod rezistentnych na benzomidazoly.
Pri celkovych malformaciach skeletu, hoci sa medzi skupinami nezistili Statisticky vyznamné
rozdiely, ABZSO v davke 20 mg/kg vykazoval najvyssiu hodnotu malformacii — 75%. Capece
a kol. (6) dosiahli podobné vysledky u potkanov — 90,9%. Délezitym aspektom, ktory treba
zvazit' je, ze pri hodnoteni celkovych malformadcii skeletu sa beru do tvahy malformacie rebier
aj stavcov a v skupine lieCenej ABZSO 20 mg/kg sa pozorovala pritomnost’ plodov s oboma
typmi malformécii. Pri analyze parametrov v naSom experimente sa nezistili Statisticky
vyznamné rozdiely medzi kontrolnou skupinou a skupinami s roznymi davkami FBZ. Tieto
vysledky st vsulade so Studiou Baroon akol. (16), kde upotkanov pouzitych v stadii
nepozorovali malformécie, nemali dokazy o imrtnosti pri narodeni a dospeli k zaveru, ze FBZ
je ucinny a relativne bezpecny na antihelmintickt liecbu v reprodukénych chovoch. Jednym
z mechanizmov U¢inku benzimidazolov je inhibicia mitotického procesu v désledku ich véazby
na B-tubulin v parazitdrnych bunkach, ¢im blokuji polymerizaciu tubulinu do mikrotubulov

(17, 18, 19). Je mozné, ze nedochadza k bunkovej selekcii, pricom rovnaky proces prebieha aj
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vo vztahu k inym bunkdm, ¢o vedie k malformaciam, problémom v embryondlnom vyvoji

a sposobuje absorpcie embryi.

Sthrn

V naSej praci sme potvrdili, ze ABZSO ma vyssi embryotoxicky a teratogénny uc¢inok ako FBZ.
Analyzované ucinky boli evidentné pri davke 20 mg/kg ABZSO, ¢o vykazuje G€inok zavisly
od vysky davky. V buducich stadiach by sa mohla pouzit’ stredna davka medzi 10 mg/kg a 20
mg/kg, ked’ze najvyssi pocet malformadcii a resorpcii sa vyskytol pri najvyssej davke. Bolo by
zaujimavé Studovat’ r6zne malformacie v r6znom $tadiu embryonalneho vyvoja. V buducnosti
by sa mohli vypracovat’ §tadie na inych druhoch zvierat, napriklad tych, ktoré st uréené na
konzum, s cielom maximalizovat’ mieru produkcie a zaroven sa vyhnat podavaniu ABZSO

v prvej tretine gravidity, ked’ze jeho embryotoxicky a teratogénny ucinok je zrejmy.
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Abstract

Currently, immunohistochemistry (IMCH) is considered a valuable laboratory method used
mainly in histology and pathology. It is used for the detection of specific antigens in the cells
of a tissue section, therefore it is an integral part of biopsies diagnostics. However, if we look
at its history, initially, as one of the modern methods, it was based on histochemistry, when the
regularities of immunological reactions began to be introduced to routine laboratory practice.
The original histochemistry began to appear in the early 1940s thanks to Albert H. Coons, who
developed immunofluorescence techniques for the labeling of antibodies. Today, this method is

the cornerstone of medical diagnostics and ongoing research.

Historia imunohistochémie

Zaklady IMCH, ktoré pouzivame aj dnes sa datuju od roku 1890, kedy Von Behring objavil
sérové protilatky a pouzil ich na liecbu zaskrtu a tetanu. Dr. Kraus v roku 1897 prispel k
zékladom imunologie a nepriamo aj k vyvoju imunohistochémie vyvojom precipitaéného
testu. Hoci priamo nevizualizoval antigény v tkanive pod mikroskopom (o prisSlo neskor s
Coonsom v roku 1941), ukézal, ze protilatky sa daji pouzit’ na detekciu Specifickych latok, o
je podstata modernej imunohistochémie. Neskor v roku 1923 Dr. Michael Heidelberger
kvantifikoval tato reakciu pomocou farbiv pripojenych k antigénom a Dr. John Marrack
vizualizoval reakciu pripojenim farbiv k protilatkam. V roku 1941 Dr. Albert H. Coons vyvinul
prvé fluorescencné protilatkové znacenie, ¢im oficidlne spustil imunohistochémiu pomocou
svetelnej mikroskopie (SM). Imunoelektronova mikroskopia (EM) bola oficidlne spustend v
roku 1959 Dr. SJ Singerom. Chrenovu peroxiddzu (HRP), objavili Nakano a Pierce v 60.
rokoch 20. storocia, kedy sa zistilo, ze komplex peroxidaza-antiperoxiddza zvySuje signal

protilatok. Lekari Faulk a Taylor v roku 1971 pripojili koloidné zlaté znacky k protilatkam a
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Dr. Roth, Bendayan a Orci modifikovali tento EM protokol v roku 1978 s pouzitim proteinu
A. Koloidné zlato sa stalo imuno-EM technikou, ktord sa dodnes Siroko pouziva. V roku 1982
Dr. S.-M. Hsu pridal védzby avidin-biotin, ¢o zvysilo citlivost’ a umoznilo spol'ahliva detekciu
antigénnych miest, ktoré bolo tazké zachovat. Najvyznamnejsim milnikom v modernej
medicine a diagnostike bol objav monoklonélnych protilatok (mAb) Césarom Milsteinom,
Georgesom Kdohlerom a Nielsom Kaj Jerneom, oceneny Nobelovou cenou za fyzioldgiu a
medicinu v roku 1984. Tato technologia zadsadnym spdsobom transformovala IMHC na
precizny diagnosticky nastroj pouzivany denne v patologickej anatomii po celom svete. César
Milstein sa nikdy nepokusil svoj objav patentovat’, pretoze veril, Ze je duSevnym vlastnictvom
Pudstva. Neskor, v 90. rokoch 20. storocia, objavil Roger Y. Tsien a jeho spolupracovnici
modry fluorescencny protein (BFP), zatial co v roku 2000 Shimomura, Chalfie a Tsien
klonovali zeleny fluorescencny protein (GFP) a ziskali Nobelovu cenu. O najnovsi objav v
oblasti konjugacie protilatok Proximity Ligation Assay (PLA) sa zasluzil Simon Fredriksson
a kolektiv v roku 2002. Tato technika vyuziva dve primarne protilatky, z ktorych kazda je

schopna rozpoznat’ rovnaky antigén-protein.

Imunohistochémia ,,dnes*

IMHC méa v klinickej praxi a to hlavne v histopatoldgii a onkologii nezastupitelny vyznam. Jej
Siroké spektrum sa vyuziva na identifikovanie typu rakoviny, ur€enie jej povodu a jej Stadia, na
klasifikaciu podtypu, diagnostiku autoimunitnych ochoreni, identifikaciu infekénych ochoreni

a samozrejme je neodmysliteI'nou sucast’ou vyskumu.

Rozdelenie typov imunohistochemickych metod

Princip IMHC je zalozeny na Specifickej vizbe medzi antigénom, ¢im sa rozumie ciel'ova latka
a protilatkou v tkanivovom reze. V praxi rozliSujeme niekol’ko Specifickych metdd.

Priama metéda (jednostupriova)

Patri medzi najjednoduch$iu metédu. Pri tomto type je primarna protilatka znacend napr.
fluorescencnym farbivom, enzymom alebo kovom priamo proti hI'adanému antigénu.
Nepriama metdoda (dvojstupnova)

Ide komplikovanejsi typ, ktory sa vyznacuje vyssou citlivostou. Pri tejto metode sa vyuziva
primarna protilatka, ¢im sa rozumie neoznacend protilatka (immunoglobulin) alebo sérum a
druhé sekundérna protilatka, ktoré je zna¢ena fluorochrémom alebo enzymom.

Trojstupiiova nepriama metoda
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Tento typ sa vyznacuje zvySenou citlivost pomocou komplexu enzym-protilatka. Medzi
zna¢ené komplexy patria napr.: PAP - peroxidazovo-antiperoxidiazovy komplex. K d’alSim
trojstupiovym metdédam patria ABC- avidin-biotinové metédy, ktoré vyuzivaji vel'mi silnt
afinitu medzi avidinom a biotinom na znacenie. NajmodernejSie metody, ktoré vyuzivaju
polymérne retazce si polymérové metody, prostrednictvom ktorych sa naviaze velké

mnozstva enzymu, ¢im sa dosiahne maximalna citlivost’.

Sposob ziskavania protilatok

Podl'a spdsobu ziskavania protilatok médzeme protilatky rozdelit na monoklonalne alebo
polyklondlne protilatky. Monoklonalne protilatky su imunoglobuliny, ktoré pochadzaju z
jedného klonu plazmatickej bunky. Maju ti istd primarnu Strukttru, Specifickost’ vizbovych
miest a rovnaké vykonné funkcie. Polyklonalne protilatky tvori heterogénna zmes
imunoglobulinov, ktoré su produkované viacerymi klonmi B-lymfocytov. Tieto protilatky su
schopné rozpoznat’ a viazat’ sa na viacero rdznych epitopov na tom istom mieste. Vyrabaju sa

imunizaciou zvierat.

Detekcia protilatok

Samotna vdzba antigénu s protilatkou v tkanivach prebieha bez viditelnej reakcie. Na jej
vizualizdciu v svetelnom mikroskope slizia najpouzivatelnejSie metdody ako
imunofluorescencia a imunoenzymové met6dy. Imunofluorescencia vyuziva fluorescencné
farbiva ako napr. FITC (fluorescein izotiokyanat), TRITC (tetrametylrhodamin izokyanét),
DANSYL (5-naftalén-1-sulfonylchlorid) za pouzitia fluorescenéného mikroskopu.
Imunoenzymové metody su vysokocitlivé diagnostické techniky, ktoré na detekciu interakcie
medzi antigénom a protilatkou vyuzivaju enzymy ako napr. HPR-chrenova peroxidaza,

alkalicka fosfataza, D-galaktozidaza.

Perspertiva imunohistochémie

Buducnost IMHC ma “vzrusujuce” vyhliadky, nakol'ko technologicky pokrok a vyskum
nad’alej formuji tuto nenahraditelnt techniku v laboratornej diagnostike. Jednym z
vyznamnych smerov pre buducnost IMHC je integracia digitadlnej patoldgie a umelej
inteligencie (Al). Digitalna patoldgia umoziiuje skenovanie a analyzu celych tkanivovych
rezov, ¢o umoziuje vysokokapacitné¢ ziskavanie obrazu. Algoritmy umelej inteligencie

preukdzali zna¢ny potencial v patologii pri presnej diagnostike a kvantifikacii IMHC markerov.
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Zaver

Zaverom mozeme konstatovat’, ze umela inteligencia postupne zasahuje do vsetkych odvetvi
nevynimajic medicinu. Jej doteraz vyvinuté algoritmy sluzia lekdrskym Specialistom a to
hlavne v patoldgii na presnent diagnostiku tkanivovych rezov a IMHC markerov. Netreba mat’
vSak obavy ztoho, Ze nahradi pracu patologa alaboratornych pracovnikov, pretoze za

samotnym vysledkom stoji cely tim vysokoodbornych l'udi, ktori nesu zodpovednost’ nad celym

procesom.
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EMBRYONALNY DEN
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Abstract

The aim of our work was to observe the structure of the lumbosacral region in the chick embryo
on embryonic day 14. In this area, we observed well-developed cartilage models of the
vertebrae. The notochord was still present within the vertebral body. The spinal canal was
significantly widened in this area. The developing spinal cord exhibited well-developed dorsal
and ventral horns. On the dorsal side, we observed an intensely stained PAS-positive glycogen

body. Both the spinal cord and its surface were covered by a fibrous layer of pia mater.

Uvod

Vtaky pouzivaju dva rozne druhy pohybu, a to lietanie a chédzu. Z toho dovodu ma ich telo
mnozstvo Specifickych znakov. Patria medzi dvojnohé zvierata (bipedalne), u ktorych sa predné
koncatiny zmenili na kridla. Vyrazné zmeny sa tykaju aj panvovych koncatin, ktorych tvar
zavisi od druhu. Telo vtakov sa ¢leni na 6 zékladnych ¢asti (1). Z morfologického hl'adiska sme
sa zamerali na oblast’ trupu. Dorzalna strana trupu, oznacena ako chrbat, pozostava zo stavcov,
ktoré v dosledku funkénych narokov zréstli v réznom rozsahu. Kaudalna cast’ trupu, tzv.
synsacrum, vznikd zrastom poslednych hrudnych, bedrovych, krizovych a prednych
chvostovych stavcov. Miecha prebieha celym stavcovym kanalom. Je v nej lokalizovanych viac
koordina¢nych a reflexnych funkcii nez u cicavcov (1). Anatomicka stavba tela vratane kostry
a svalstva je adaptovana na chodzu po zadnych koncatinach. Ked’ze tazisko u vtdkov sa
nachadza rostrdlne od miesta Uponu zadnych koncatin, kladie to Specidlne naroky na
udrziavanie rovnovahy. Predpokladd sa, Ze utvary v lumbosakralnej oblasti funguju ako
zmyslovy organ rovnovéhy, ktory sa podiela na riadeni chddze (2). Aj ked’ bola Struktura tejto

oblasti sledovand u mnohych druhov vtakov, ako su kurcata (3), japonské prepelice (4), holuby
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(5), morky (6) a rozne druhy vol'ne zijucich vtakov (7), o jeho ontogenetickom vyvoji je stale
malo informécii.
Ciel'om nasSej prace bolo sledovat’ Struktiiru lumbosakralnej oblasti u kuracieho embrya na 14.

embryondlny deni (ED).

Material a metody

V préci boli pouzité oplodnené kuracie vajcia z certifikovaného chovu Parovské Héje (Nitra).
Vajcia boli inkubované v inkubatore (ET 49 automatic, River Systems, Campodarsego, Italy)
pri Standardnych inkubac¢nych podmienkach (37,5 °C a vlhkosti vzduchu 60 %) po dobu 14.
dni. Na 14. embryonalny deni boli vzorky odobrané a fixované v mDF (Modified Davidson'’s
fluid) a zaliate do parafinu. Nasledne 5-10 um rezy boli ofarbené¢ metédou Massonov trichrom
a na dokaz glykogénu bola pouzitd histochemickd metdéda PAS. Vzorky boli nasledne
fotodokumentované pomocou mikroskopu Olympus CX 43 (Olympus, Japonsko) a kamery

Promicra (Ceska republika).

Vysledky a diskusia

Na 14. ED sme v lumbosakralnej oblasti kuraciecho embrya pozorovali dobre vyvinuty
chrupkovy model stavcov. V tele vyvijajacich sa stavcov bola zachovana notochorda. V tejto
Casti chrbtice sme nezaznamenali ziadne znamky osifikéacie. Osifikacia bola pozorovand v
blizkosti notochordy na stavcoch nachadzajucich sa kranialne. Z literatary je zname, ze stavce
sa zacinaju osifikovat’ kraniokaudalnym smerom. Primarne osifika¢né centrum sa objavi v tele
stavcov, d’alSie su v oblukoch stavca (8). Necker a kol. (9) pozorovali za¢inajiucu osifikaciu
stavcov u embryi holubov na 14. ED. Tento proces pokracoval este prvy tyzden po ich
vyliahnuti. AZ na 3. tyzden boli vietky stavce u holubov osifikované. Dalsie morfologické
zmeny stavcov (suvisiace s pneumatizaciou kosti) prebiehali nad’alej a az na 12. tyzden po
vyliahnuti bola ich Struktira podobna struktire u dospelych jedincov (9).

U kuracich embryi sme na 14. ED pozorovali vyrazne rozSireny stavcovy kanal v
lumbosakralnej oblasti. Vyvijajuca sa miecha mala dobre vyvinuté dorzalne a ventralne rohy. V
tejto oblasti miechy sme v jej dorzalnej Casti pozorovali dobre vyvinuté glykogénové teliesko
(corpus gelatinosum). Teliesko pozostavalo z velkych, intenzivne sa farbiacich PAS-
pozitivnych buniek. Jeho povrch, ako aj povrch miechy, bol pokryty vidzivovou vrstvou pia
mater. Vonkajs$i obal, dura mater spolu s arachnoideou oddel'ovali epidurdlny priestor od
subarachnoidedlneho priestoru. Bolo zistené, Zze bunky glykogénového telieska maju

neurogliovy pdévod. Ide o astrocyty (10, 11), ktorych Struktira je odliSnd od astrocytov
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vyskytujucich sa v mozgu a v mieche (12). Bunky v zrelom glykogénovom teliesku maja
polygonalny tvar, roznu vel’kost a jadro ulozené na periférii. Ich centralna ¢ast’ obsahuje PAS-
pozitivny material, glykogén (6, 13, 14, 15). Bunky na periférii glykogénového telieska su
pravidelne usporiadané, velké, s periférne uloZzenym jadrom (11, 15). Bunky v centralnej Casti
telieska maji r6znu vel’kost’ a nepravidelné usporiadanie (16). Raja a kol. (7) sledovali Struktaru
glykogénového telieska u dospelych brojlerov. Teliesko pozostavalo z dorzalnej a ventralnej
Casti. Ventralna Cast’ uzatvarala centralny kanal miechy a dorzalna Cast’ telieska bola v centralne;
Casti intenzivne vaskularizovana. V teliesku sa nevyskytovalo takmer ziadne spojivové tkanivo.
To bolo pozorované len na periférii ciev. Stanchak a kol. (17) uvadzaju, ze glykogénové teliesko
uplne obklopuje centralny kandl miechy. Je plne integrované do Struktiry miechy a nejde o

samostatny organ nervového systému ani o zl'azu leziacu na jej povrchu.

Sthrn

Aj napriek mnohym vyskumom uloha glykogénového telieska eSte nie je Uplne objasnena.
Existuji rdzne hypotézy o jeho funkcii (17, 18). Medzi naj€astejsie uvadzany predpoklad patri,
ze glykogénové teliesko je organ sluziaci na uskladnenie energie. Tato hypotéza vSak bola na

zéklade experimentov vyvratend (17, 19).
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NEURODEGENERATIVNYCH OCHORENI CLOVEKA AV
EXPERIMENTALNYCH ZVIERACICH MODELOCH

USE OF IMMUNOHISTOCHEMICAL REACTIONS IN THE DIAGNOSTICS OF
NEURODEGENERATIVE HUMAN DISEASES AND IN EXPERIMENTAL ANIMAL
MODELS

Nataliia Hryntsova'-2, Tomas Smolek!, Norbert Zilka'
!nstitute of Neuroimmunology, Slovak Academy of Sciences, Dubravska cesta 9, 84510,
Bratislava, SR
’Morphology Department, Sumy State University, Medical Institute, Rimsky Korsakov 2, Sumy
40007, Ukraine

natalia.gryntsova@gmail.com, natalia.hryntsova@savba.sk

Abstract

Immunohistochemistry is a powerful technique that is used in many areas of pathology research,
including the study of neurodegeneration. The Brain Bank's work on postmortem diagnostics
of human neurodegenerative diseases is based primarily on immunohistochemical methods for
diagnosing neurodegenerative diseases (p62, AT8, 4G8, TDP-43, 4D6, FUS, iba-1 and GFAP

antibodies).

Introduction

Immunohistochemistry is a powerful technique that is used in many areas of pathology research,
including the study of neurodegeneration. Immunohistochemistry has become an important
ancillary technique with the advent of antigen retrieval techniques that allow it to be
conveniently performed on formalin-fixed and paraffin-embedded tissue (1). The Institute of
Neuroimmunology (SAS) is a leading research center in the field of fundamental neurosciences
and immunology in Slovakia. The institute specializes in studying the interactions between the
central nervous system and the immune system. Its primary focus is on neurodegenerative
diseases (Alzheimer's disease, Parkinson's disease, amyotrophic lateral sclerosis, etc.). In 2011,
the Institute of Neuroimmunology established a Brain Bank, which, guided by ethical
principles, closely collaborates with patients and clinicians to donate brain tissue for clinical

diagnostics and experimental scientific research (2). The bank houses a registered collection of
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postmortem brain tissue samples from patients (fixed in 4% paraformaldehyde, as histological
blocks, frozen at 80°C). Based primarily on immunohistochemical methods for diagnosing
neurodegenerative diseases, the Brain Bank's work helps establish definitive diagnoses for
deceased patients. The Brain Bank is open and accessible to the public, healthcare providers,

and researchers, hoping to contribute to society and encourage more people to become donors.

Material and methods

When performing immunohistochemical reactions, we use the standard protocol we described
previously (3). When using different antibodies, the concentration of formic acid and the
incubation time of samples in it, the dilution of primary antibodies, and the type of secondary

antibodies may vary depending on the manufacturer's protocols.

Results

Our work presents immunological markers used in the Institute of Neuroimmunology
laboratory (SAS) for postmortem diagnosis of human neurodegenerative diseases. Specifically,
antibodies such as p62, AT8, 4G8, TDP-43, 4D6, FUS, iba-1, and GFAP are widely used in the
diagnosis of neurodegenerative diseases.

Antibody p62 (SQSTM1/sequestosome-1) is a multifunctional scaffolding protein crucial for
selective autophagy, which targets misfolded or aggregated proteins for degradation in
neurodegenerative diseases. In the context of neurodegeneration, p62 accumulates and is often
found co-localized with pathological inclusions (such as tau, TDP-43, and a-synuclein) in
human diseases and mouse models. p62 is a component of neurofibrillary tangles and neuropil
threads in human Alzheimer's Disease brains where it interacts with phosphorylated tau.
Amyotrophic lateral sclerosis and frontotemporal degeneration: p62 is a hallmark of inclusions
containing phosphorylated TDP-43 (pTDP-43). Parkinson’s Disease/Lewy Body Disease: p62
is involved in microglia activation and is a component of ubiquitin-positive inclusions in Lewy

body diseases (4) (Fig.1).

e

Fig. 1 P-62 protein aggregates in dentate gyrus (Hippocampus anterior) of the patient with

Alzheimer's disease. Staining: immunohistochemical staining p62. Magnification 200x.

86



The AT8 antibody is a widely used mouse monoclonal antibody (IgGlx) that detects
hyperphosphorylated tau protein, a hallmark of neurodegenerative diseases known as
tauopathies, including Alzheimer's disease. It recognizes tau phosphorylated at serine 202 and
threonine 205 (pS202/pT205). AT8 in neurodegenerative research is the standard tool for
identifying tau pathology in human postmortem Alzheimer's brain tissue. Its usage in research
includes: Alzheimer’s Disease: it stains neurofibrillary tangles and dystrophic neurites in human
brains. Mouse Models: ATS is essential for characterizing tau pathology in transgenic mice that
express human tau mutations, such as the P301S model, which are used to study frontotemporal

dementia and other tauopathies (5) (Fig.2).

Fig. 2 Hyperphosphorylated tau protein ATS in the frontal brain cortex of a patient with
Alzheimer's disease (A) and in brainstem of mouse brain with experimental form of Alzheimer's
disease. A - ATS protein aggregates in pyramidal neurons of the frontal cortex,; B - ATS protein
aggregates in neurons of the brainstem. Staining: immunohistochemical staining ATS.

Magnification 200x (for A); 400x (for B).

The 4G8 antibody (clone 4G8) is a widely used monoclonal antibody in neuroscience research
designed to detect amyloid-beta (AP), a protein central to neurodegenerative diseases,
particularly Alzheimer’s disease. It binds specifically to the amino acid residues 17-24 (VFFAE)
of the amyloid-beta peptide. 4GS is extensively used in immunohistochemistry to visualize
amyloid deposits, parenchymal mature plaques, and vascular deposits in human brain with
Alzheimer’s disease. It is useful for detecting plaques in formalin-fixed and paraffin-embedded
human brain tissue. 4G8 has been shown to cross-react with amyloid fibrils formed by other

proteins, such as alpha-synuclein (associated with Parkinson's disease) (6) (Fig.3).
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Fig. 3 Cerebral plagques with amyloid beta peptides in the frontal brain cortex of a patient with

Alzheimer's disease. Staining: immunohistochemical staining 4G8. Magnification 400x.

The 4D6 antibody is a widely used mouse monoclonal antibody that specifically recognizes
human alpha-synuclein. It is crucial in neurodegenerative disease research-particularly in alpha
-synucleinopathies like Parkinson’s disease and Dementia with Lewy Bodies - due to its ability
to detect both monomers and aggregated forms of the protein. The 4D6 antibody binds to alpha-
synuclein, a protein that misfolds and aggregates to form Lewy bodies and Lewy neurites,

which are the pathological hallmarks Parkinson’s disease and dementia with Lewy Bodies (7)

(Fig. 4).

A B
Fig. 4 a-Syn aggregates in hippocampus anterior and midbrain patient with Parkinson's
disease: A - Lewy bodies in neurons of the multiform layer's dentate gyrus (hippocampus

anterior); B - Lewy bodies in neurons of s. nigra. Staining: immunohistochemical staining 4D6.

Magnification 200x (for A); 400x (for B).

TDP-43 (TAR DNA-binding protein 43) is a major pathological protein found in the central
nervous system of humans suffering from several neurodegenerative diseases (Amyotrophic
Lateral Sclerosis, Frontotemporal Dementia, as co-pathology in Alzheimer's Disease,
Parkinson's Disease, Chronic Traumatic Encephalopathy, Huntington's Disease). Its

mislocalization from the nucleus to the cytoplasm, leading to the formation of harmful,
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hyperphosphorylated, and ubiquitinated aggregates, defines a group of conditions known as
TDP-43 proteinopathies (8) (Fig.5).

; ;.’ﬁ.“‘"'

Fig. 5 Pathological TDP-43 aggregates in hippocampus of the patient with Frontotemporal
Dementia. Staining: immunohistochemical staining TDP-43. Magnification 200x.

Ibal antibodies (Ionized calcium-binding adaptor molecule 1) is widely recognized as a marker
for microglia and macrophages in the human central nervous system. In human
neurodegenerative diseases, Ibal antibodies are used extensively in research to visualize, count,
and evaluate the morphology of activated microglia, as their expression is up-regulated during
neuroinflammation and pathological processes. In immunohistochemistry anti-Ibal antibodies
(polyclonal and monoclonal) are standard tools to analyze microglia in post-mortem human

brain samples (9) (Fig.6).
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Fig. 6 Distribution of 1 (IBA1)-immunoreactive (IR) cells: A - in the human midbrain; B - in
the brainstem mouse brain with experimental form of Alzheimer's disease. Staining:

immunohistochemical staining iba-1. Magnification 400x.

Glial fibrillary acidic protein (GFAP) is an intermediate filament protein found in astrocytes. In
neurodegenerative diseases, GFAP expression is upregulated as part of the reactive astrogliosis
process, a common response to central nervous system damage. Anti-GFAP antibodies are
valuable diagnostic tools that have been used to identify biochemically modified forms of GFAP

in human disease and related animal models (10) (Fig.7).
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Fig. 7 Expression GFAP in astrocytes in the frontal brain cortex of a patient with Alzheimer's
disease. Staining: immunohistochemical staining GFAP. Magnification 200x.

Discussion

Immunohistochemistry often plays a decisive role in the modern diagnosis of human
neurodegenerative diseases and is essential for accurate pathological confirmation of patient
diagnoses. Immunohistochemistry allows the identification of specific protein aggregates and
the differentiation of diseases with similar clinical presentations but different pathological

markers.

Summary

Immunohistochemical markers used at the Institute of Neuroimmunology (SAS) reveal the
molecular basis of human neurodegenerative diseases, translating clinical phenotypes into
meaningful pathological findings. Using immunohistochemistry, we combine fundamental
knowledge from pathology with applied research to have the way for more effective treatments

and a healthier future.
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Abstract

The chicken embryo is considered an important experimental model. The ninth day of
incubation represents a stage of intensive organogenesis, during which differentiated organ
systems can be identified histologically. This study aimed to characterize the
micromorphological organization of tissues in the chicken embryo on day 9, focusing on the
differentiation of major organ structures. Histological analysis revealed advanced
differentiation of the central nervous system, cardiovascular system, hepatic parenchyma,
mesonephros, and limb buds. The observed morphological features confirm that day 9 of

incubation is suitable for evaluating the developmental histology of embryonic tissues.

Uvod

Kuracie embryo je povazované za vyznamny experimentdlny model v biologickom,
medicinskom aj farmakologickom vyskume. Medzi jeho vyhody patri jednoduché dostupnost’
pocas celého roka, nizke naklady a poziadavky na realizovanie experimentu ¢i podobnost
s l'udskym embryom na molekulovej, anatomickej a bunkovej trovni (1, 2). Vyvoj prebiecha
mimo tela matky a trva iba 21 dni ¢o umoziuje zrychleny zber udajov pocas experimentu (3,
4). Kombinécia tychto vlastnosti robi z kuracieho embrya flexibilny, efektivny a perspektivny
experimentalny model (1, 2). Kuracie embryo prechadza v priebehu inkubdacie sériou presne
definovanych morfologickych zmien. V deviatom dni inkubacie mézeme pozorovat’ intenzivnu
diferencidciu, pocas ktorej si uz histologicky identifikovatelné viaceré organy a postupne
prebieha ich d’alSia maturacia. V telovej dutine je mozné rozlisit’ jednotlivé organy podla ich
topografie, tvaru a histologickej Struktury, ktord sa v priebehu diferenciacie stale postupne
meni. Prostrednictvom histologického vySetrenia embryonalnych tkaniv mézeme detailne
posudit’ stupenn bunkovej diferenciacie a organizacie vyvijajucich sa organov a tkaniv (5).
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Ciel'om prace bolo charakterizovat’ stupeii diferenciacie tkaniv a organov kuracieho embrya na

9. den inkubacie z histologického hladiska, a to vo vybranych organovych systémoch.

Material a metédy

V praci boli pouzité oplodnené vajcia Kury domacej (Gallus gallus domesticus) pochadzajuce
z certifikovaného chovu Parovské Haje v Nitre. Inkubécia prebehla v inkubatore River system
ET49 automatic, za Standardnych podmienok pri teplote 37,5 °C a vlhkosti vzduchu 60 %. Na
9. den inkubécie boli kuracie embrya odobraté, usmrtené cervikalnou dislokaciou a fixované v
modifikovanom Davidsonovom roztoku (mDF). Vzorky boli nésledne spracované Standardnym
histologickym postupom a fotodokumentované svetelnym mikroskopom Zeiss Axio Lab Al s

kamerou Axio Cam ERc 5.

Vysledky a diskusia

Prostrednictvom svetelnej mikroskopie bolo v ramci vyvoja nervového systému kuracieho
embrya mozné pozorovat’ Struktiry formujiceho sa mozgu ako lobus opticus, myelencephalon,
metencephalon a cerebellum. V hlavovej oblasti bolo mozné d’alej Studovat’ diferenciaciu oka
ako aj hypofyzy (Obr. 1 A, B). V telovej dutine (Obr. 2 A, B) bolo mozné rozoznat’ srdce tvorené
dobre vyvinutym myokardom s vyraznou trabekularizaciou komorovej steny. Endokard bol
tvoreny jednovrstvovym plochym epitelom a tenkou vrstvickou vidziva a v okoli srdca boli
pritomné vel'ké cievne kmene. Intenzivnu vaskularizaciu srdca mézeme pripisovat’ vysokym
metabolickym narokom rastuceho organizmu (5). V kaudodorzélnej cCasti telovej dutiny bol
zretelny mezonefros s dobre diferencovanymi mezonefrickymi telieskami a kanalikmi, ktoré
boli obklopené bohato vaskularizovanym mezenchymom. Kranioventralne od mezonefrosu sa
vyskytovali gonddy v nizkom $tadiu diferencidcie. Pod gonddami bola pritomna slezina takisto
snizkym stupnom diferenciacie. Parenchym pecene bol organizovany do hepatalnych
povrazcov, medzi ktorymi sa nachadzali sinusoidné kapilary. Pritomnost’ hematopoetickych
buniek v peceni poukazovala na vyznam pecene ako docasného krvotvorného organu pocas
embryogenézy (5). V oblasti medzi peceniou aoblickou mezonefros sa vyskytoval
dvojkomorovy zaludok s vyraznou dutinou a relativne vysoko diferencovanymi Strukturami
jeho steny. Kranialne od zaludka boli uloZzené plica, kde bolo moZzné rozoznat' primarne
a sekundarne bronchy, z ktorych sa formovala séria terciarnych prieduSiek — parabronchov
/plucnych jednotiek vtakov. Stena priedusnice aj pazerdka mala tak isto relativne dobre
vyvinuté charakteristické vrstvy typické pre zrely organ. V chrupkovom modeli spindlneho

kanala sa vyskytovala miecha s dobre viditeI'nou sivou a bielou hmotou a centralnym kanalom.
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Na povrchu 9. diiového embrya sa vyskytovala koza s dobre diferencovanymi vrstvami

epidermis a dermis a v dorzalnej oblasti tela aj s pritomnost’ou prekurzorov perovych folikulov.

Obr. 1 A Pozdlzny rez hlavou kuracieho embrya na 9. deri inkubdcie (Hematoxylin-eozin) 100X,
a — oko, b — lobus opticus, c — myelencephalon, d — cerebellum, e — metencephalon; B Pozdfény
rez hypofyzy kuracieho embrya na 9. denn (Hematoxylin-eozin) 100%, a — recessus

infundibularis, b— neurohypofyza, c — adenohypofyza, d— cieva, e — mezenchym.

Obr. 2 A Pozdiny rez telovou dutinou kuracieho embrya na 9. deit inkubdcie (Hematoxylin-
eozin) 40%, a — srdce, b — zlaznaty zaludok, ¢ — svalnaty Zaludok, d — mezonefros, e — pecen, f
— pliica, g — formujiice sa stavce; B Sikmy rez telovou dutinou kuracieho embrya na 9. dei
inkubacie, (Hematoxylin-eozin) 40 %, a — miecha, b — stavce, ¢ — pazerak, d — priedusnica, e —

mezonefros, f— sv. Zaludok, g — srdce, h — pecen, i — cieva, j — gonada, k — slezina, [ — koza.
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Sthrn

Histologickym vySetrenim kuracieho embrya v 9. dni inkubdacie sme potvrdili vysoky stupeni
diferencidcie u vdcSiny vySetrovanych embryondlnych organov. Relativne nizky stupen
diferencidcie sme naopak zaznamenali v gonade a slezine, ¢o koreSponduje s danou periodou
vyvinu embrya. Deviaty deni inkubécie kuracieho embrya mozno povazovat za idealne obdobie
z pohl'adu vyhodnocovania vplyvu roznych faktorov vonkajSieho prostredia, ktoré maja
potencidl celkovo ovplyvnit' organogenézu. Histologické vySetrenie predstavuje dolezity
zéklad pre nasledné imunohistochemické alebo molekulové analyzy vyvinovych procesov v

embryondlnych tkanivach.
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ROZSAH SYMPATICKEJ DENERVACIE PO TRAUMATICKOM PORANENI
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Abstract

Spinal cord injury (SCI) disrupts descending sympathetic control of the hypothalamic—
pituitary—adrenal axis. Angiotensin II modulates this axis via AT; and AT: receptors. We
investigated morphological and receptor-level changes following Th9 SCI in rats. We found
that Th9 SCI (partial sympathoadrenal denervation) induces transient adrenal gland
enlargement associated with zona fasciculata hypertrophy. Autoradiography revealed time-
dependent alterations in receptor expression over 28 days. Comparison with Thl injury at 3
days post-injury showed that the extent of sympathetic denervation critically determines

angiotensin receptor signaling and neuroendocrine responses.

Uvod

Nadoblicky predstavuju vyznamny orgdn neuroendokrinného systému. Ich cinnost je
regulovana viacerymi vzajomne prepojenymi regulacnymi mechanizmami, najma hypotalamo-
hypofyzo-adrendlnou osou, renin-angiotenzin-aldosterébnovym systémom a sympatickym
nervovym systémom (1, 2, 3). Prostrednictvom tychto regulacnych drdh dochadza ku
koordinécii hormonalnej odpovede organizmu na stres a k udrziavaniu vnutorného prostredia
organizmu v stave homeostazy. Traumatické poranenie miechy (TPM) vedie k preruSeniu
zostupnych sympatickych drah a k naruseniu autondmnej regulacie viacerych organov vratane
nadobliciek. Strata sympatickej inervacie moze vyznamne ovplyvnit’ ich funkciu, ¢o sa moze
prejavit’ zmenami v histomorfologickej organizacii jednotlivych kortikalnych zon. Angiotenzin
IT predstavuje vyznamny regulacny faktor HPA osi. Prostrednictvom receptorov AT a AT»
ovplyvituje ~ sekréciu  kortikotropin-uvolfiujicecho  horménu v hypotalame  (4),
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adrenokortikotropného hormoénu v hypofyze (4) a steroidogenézu (5, 6) v kore nadobliciek.
Okrem toho sa podiela aj na reguladcii syntézy a uvolfiovania katecholaminov z drene
nadobliciek (7).

Ciel'om prace bolo analyzovat’ histomorfologické zmeny nadobliCiek a expresiu receptorov
angiotenzinu II v komponentoch HPA osi po TPM u potkanov a zhodnotit’ ich vzt'ah k rozsahu

sympatickej denervacie.

Material a metody

Experiment bol realizovany na dospelych samiciach potkana kmena Wistar (3 mesiace; 250—
320 g) chovanych v Standardnych laboratornych podmienkach s vol'nym pristupom k potrave a
vode. Traumatické poranenie miechy (TPM) bolo navodené kompresnym modelom podla
publikovanych metodik (8, 9, 10). Po dorzélnej laminektomii bolo na miechu aplikované
zéavazie 40 g pocas 15 minut na trovni hrudného segmentu Th9 alebo Th1. Lézia na tirovni Th9
spdsobila parcidlnu sympatoadrenalnu denervéciu, zatial’ ¢o 1ézia na tirovni Th1 viedla k takmer
uplnej strate sympatickej inervéacie nadobli¢iek. Experiment zahfiial intaktné kontroly, sham-
operovan¢ zvierata (laminektomia bez kompresie miechy) a zvierata s TPM na urovni Th9 alebo
Thl (n = 6 v kazdej skupine). Pri 1ézii Th9 boli analyzované casové body 1, 3, 7, 14, 21 a 28
dni po poraneni. V pripade 1ézie Thl bolo prezivanie obmedzené na 3 dni po poraneni.

Objem nadobliciek a jednotlivych kortikdlnych zén bol stanoveny stereologickou metddou
podla Cavalieriho (11). Kryoprotektované nadoblicky boli spracované metddou
systematického nahodného vyberu (kazdy Siesty rez; interval 150 um). Rezy boli nasledne
farbené hematoxylinom a eozinom podla Standardného protokolu. Expresia receptorov
angiotenzinu II bola analyzovana autoradiografickou receptorovou vézbovou metédou podla
Tsutsumiho a Saavedru (1991) (12), ktord umoziuje selektivne stanovenie vazby AT a AT
receptorov v jednotlivych Struktirach HPA osi. Endokrinny profil HPA osi bol hodnoteny
stanovenim koncentracii  kortikotropin-uvoliiujicecho hormoénu, adrenokortikotropného
hormonu, kortikosteronu, aldosteronu a katecholaminov pomocou ELISA testov podla

protokolov vyrobcu.

Vysledky

Po TPM boli v nadoblickach pozorované vyrazné morfologické zmeny. Pocas prvého tyzdia
po poraneni sa prejavilo ich prechodné¢ zvicSenie sprevadzané zmenou zafarbenia.
Morfometricka analyza potvrdila zvySenie objemu nadobliciek, comu zodpovedal aj narast ich

hmotnosti. Detailnd stereologicka analyza jednotlivych kortikalnych zon ukazala, ze zvicSenie
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nadobli¢iek bolo spdsobené predovsetkym hypertrofiou zona fasciculata kory nadobliciek.
Autoradiografickd analyza receptorovej vidzby preukazala Casovo zavislé zmeny expresie
receptorov angiotenzinu II pocas 28-dnového posttraumatického obdobia v jednotlivych
komponentoch HPA osi. Porovnanie 1¢€zii na tirovni Th9 a Thl zéaroven ukazalo, Ze rozsah
sympatickej denervacie vyznamne ovplyviluje receptorovy profil. Parcialna sympatoadrenalna
denervécia po 1ézii Th9 bola charakterizovana dynamickymi zmenami receptorovej expresie,
zatial’ ¢o takmer uplna denervécia pri 1ézii Th1 viedla k vyraznej redukcii receptorov AT aj AT

v centralnych aj periférnych komponentoch HPA osi.

Diskusia

Prechodnd zmena zafarbenia a zvicSenie nadobliCiek patrili medzi najvyraznejSie zmeny
pozorované po zdvaznom nizkotorakalnom TPM. Morfometricka analyza ukazala, ze zvac¢senie
nadobli¢ieck bolo spojené s hypertrofiou zona fasciculata. ZvySené hladiny
adrenokortikotropného horménu naznacuju aktivaciu osi HPA a pravdepodobne prispievaju k
hypertrofii buniek tejto zony (13), pricom stabilné hladiny kortikosteronu poukazuji na
pritomnost’ kompenza¢nych mechanizmov v regulacii glukokortikoidovej odpovede. Zmeny v
expresii receptorov angiotenzinu Il zaroven naznacuju, Ze sympaticka inervacia zohrava
dolezita ulohu pri regulécii citlivosti HPA osi na tito signalizdciu po poraneni miechy.
Narusenie zostupnej sympatickej regulacie tak méze menit’ sposob, akym jednotlivé Struktury
HPA osi reaguju na angiotenzin II, pricom rozsah sympatickej denervacie predstavuje
determinant charakteru tejto odpovede od adaptacnych zmien receptorovej expresie aZ po jej

celkové utlmenie.

Sthrn
Nase vysledky poukazuji na kI'aCovu tlohu sympatickej inervacie pri regulacii receptorove;j
signalizacie angiotenzinu II v HPA osi a jej vplyv na neuroendokrinnt odpoved’ organizmu po

traumatickom poraneni miechy.
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Abstract

Osteochondral defects represent a significant clinical challenge due to their limited healing
capacity. This study aimed to evaluate the regenerative potential of CFG biocement in the
treatment of osteochondral defects. Histomorphological analysis was performed to assess tissue
regeneration. Treated defects showed organized subchondral bone formation with progressive
trabecular maturation and bone marrow development, whereas untreated defects exhibited
disorganized fibrous tissue and incomplete regeneration. In conclusion, CFG biocement
demonstrated promising osteoinductive and osteoconductive properties, supporting its potential

application in osteochondral defect repair.

Uvod

Defekty chrupkového tkaniva Casto postihuji nielen samotné chrupkové tkanivo, ale aj
subchondralnu kost’, ¢o vedie k rozvoju osteoartrézy postihnutého kibu (1, 2). Poskodenie
subchondralnej kosti vedie nielen k rozvoju osteoartrdzy, ale mézu sa vyskytnut' aj d’alSie
ochorenia spojené s poskodenim kibovej chrupky, ako je osteochondréza, jej fragmentacia (chip
fraktury) a kondylarne zlomeniny (3). Regeneracia chrupky, ale aj samotnej subchondralne;j
kosti pri osteochondralnych defektoch/poraneniach, je velkou vyzvou pre -chirurgov
a materidlovych inzinierov. Medzi zndme a pouzivané techniky patri stimuléacia kostnej drene,
mikrofraktiry, subchondrdlne vftanie a abrazivna artroplastika (4, 5). V stcasnosti sa do
popredia dostavaju techniky bioinzinierstva a regenerativne] mediciny s cielom vytvorit
idealne ,,nativne* tkanivo pomocou rdéznych transplantatov (autografty, alotransplantaty,
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xenografty), leSeni (scafoldov) a biocementov, ktoré je mozné obohatit’ o rézne bunkové zlozky
a biologicky aktivne molekuly (6, 7).

Cielom nasej prace bolo zhodnotit’ terapeuticky efekt tetrakalcium fosfatového/monetit
biocementu s pridavkom zloziek medu (glukéza a fruktéoza) — CFG v osteochondralnych

defektoch condylus medialis stehennej kosti u animéalneho modelu svine domace;.

Material a metody

V naSej praci sme sa zamerali na kvalitativne histologické zhodnotenie regeneratov
subchondralnej kosti 6 mesiacov po artificialnom osteochondralnom defekte condylus medialis
stehennej kosti o rozmeroch 10x10 mm, ktory bol u5 svin vyplneny CFG biocementom
auzvySnych 5 svii boli osteochondrilne defekty ponechané na spontdnne vyhojenie.
Reprezentativne vzorky boli fixované v 10% neutrdlnom formaline, dekalcifikované v 25%
roztoku EDTA a nasledne spracované rutinou histologickou metodikou, zaliate do parafinu,
narezané na podlozné sklicka a farbené pomocou hematoxylin-eozinu a vySetrované pod

svetelnym mikroskopom Olympus BX50.

Vysledky

Vo vzorkach z defektov oSetrenych biocementom sme pozorovali v oblasti subchondrélnej kosti
novotvorbu vlaknitého kostného tkaniva s loZziskovymi oblastami lamelarneho kostného
tkaniva. V intertrabekuldrnych priestoroch bolo mozné pozorovat krvné cievy a pritomnu
kostnu dren. Rezy vykazovali typické celularne usporiadanie pre kostné tkanivo. Naopak,
v defektoch ponechanych na spontanne vyhojenie sme pozorovali dezorganizovanu siet
vlaknitej kosti so sporadickymi oblastami lamelarneho kostného tkaniva. Intertrabekuldrne
priestory boli ¢iasto¢ne vyplnené vaskularizovanym spojivovym tkanivom s pocetnymi
krvnymi cievami, ¢o naznacuje tvorbu granulacného tkaniva. TaktieZ sme nepozorovali jasné
osteochondralne rozhranie utejto experimentalnej skupiny. Histomorfologické ndlezy po
terapii osteochondralnych defektov pomocou CFG biocementu poukazovali na regeneraciu
kostného tkaniva sprevadzanou postupnou maturaciou trabekulérnej kosti a tvorbou kostne;j

drene po implantacii biocementu.
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Obr. 1 Mikrofotografia subchondralnej kosti po aplikacii CFG biocementu. Subchondralna

kost' pozostava z oblasti vidknitej kosti (WB) a oblasti zrelSej lamelarnej kosti (LB).
Intertrabekularne priestory su vyplnené kostnou dreniou (BM). Prilahla chrupka (C) je

pritomna na osteochondralnom rozhrani.

Diskusia

Kalcium fosfatové biocementy sa dlhodobo pouzivaju v zubnom lekarstve, implantolégii,
maxilofacialnej chirurgii a ortopedickej rekonstrukénej chirurgii (8). Podl'a dos Santosa a kol.
(9) tieto cementy poskytujt niekol’ko vyhod, ako je moznost pripravy finalnej cementovej pasty
pocas operacie, vynikajuci kontakt medzi kost'ou a cementom a ¢o je najdolezitejSie, material
je biokompatibilny a bioaktivny, ¢o umoziiuje jeho Siroké pouzitie. Okrem inych vyhod moézu
tieto cementy sluzit’ ako nosic¢e réznych latok vratane iénov, liekov, bioaktivnych zlicenin a
buniek (10, 11). Obohatenie kalcium fosfatovych cementov réznymi anorganickymi a
organickymi zlozkami ¢asto modifikovalo a zvySovalo ich regenerany potencial v Stadiach in
vitro a in vivo (12, 13, 14). Regeneracny potencial kalcium fosfatovych biocementov bol
sledovany v artificidlnych osteochondralnych defektoch u sviil a oviec. Bernstein a kol. (15)
testovali ucinok B-TCP obohatené¢ho autolognymi chondrocytmi na animalnom modeli ovce.
U miniprasiat Gotterbram a kol. (16) overovali regeneracny potencial B-TCP+kolagénu a tiez
obohateného o rastové faktory. Tieto biocementy boli porovndvané s nelieCenymi defektmi.

Obaja autori opisovali v pripade neosetrenych defektov nepravidelny vzhl'ad neochrupky, ktora
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vykazovala napriklad zndmky fibrildcie. Z hladiska histologie autori  opisuju
fibrokartilagindzne tkanivo a nie plnohodnotnt hyalinnu chrupku. Regeneréacia subchondralne;
kosti bola, podobne ako v naSom pripade, len Ciasto¢na. OSetrené defekty obohatenymi
biocementmi uspesne regenerovali chrupkové a subchondralne kostné tkanivo, ktoré
vykazovalo svoj typicky lamelarny vzhlad, ktory sme pozorovali aj my po pouziti CFG
biocementu u naSich zvierat. Oba biocementy, ¢i uz CFG alebo B-TCP, ktory bol pouzity
v predmetnych stididch mali vyborné osteoindukéné a osteokonduktivne vlastnosti
a stimulovali tvorbu nového kostného tkaniva. Autori §tadii tiez pozorovali podobne ako my,

ze proces novotvorby kostného tkaniva zacinal z periférie a pokracoval do centra defektu.

Suhrn

Pouzitie CFG biocementu pri lieCbe osteochondralnych defektov viedlo k vyraznejsej
regeneracii  subchondralnej kosti v porovnani so spontdnnym hojenim na zdkladne
kvalitativneho histologického vySetrenia. Vysledky potvrdzuji vysoky regeneracny potencial
kalcium fosfatovych biocementov vdaka ich osteoinduktivnym a osteokonduktivhym

vlastnostiam, a podporuju ich vyuzitie v regeneracnej medicine tvrdych tkaniv.
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Abstract

Equine lymphoma is neoplastic disease with variable clinical and morphological presentation.
A 16-year-old Arabian gelding presented with cachexia, chronic diarrhea, and dyspnoea was
euthanized due to poor prognosis. Necropsy revealed multiple well-demarcated nodules in the
liver. Histologically, there was diffuse infiltration of neoplastic lymphocytes in the liver and
spleen, with destruction of normal tissue architecture and a high mitotic index. Findings

confirmed a lymphoma with multiorgan involvement.

Uvod

Lymfém je najcastej$i maligny nddor hematopoetického systému, ktory vznikd z réznych
foriem lymfocytov a jeho prevalencia je u koni 1-3% a postihuje vSetky vekové kategorie (1,
2). Pre lymfomy je typické ich rychle metastazovanie do okolitych tkaniv a organov z dovodu
cirkulacie neoplastickych lymfocytov v obehu, a kvoli tomu je naro¢né identifikovat’ priméarne
lozisko ochorenia (2). Z toho dovodu je u vacsiny koni lymféom diagnostikovany v pokroc¢ilom
Stadiu, pripadne az post mortem. Symptémy tohto ochorenia zévisia od poskodenia konkrétnych
orgdnov. Medzi casté, no neSpecifické biochemické a hematologické indikéatory patri
neutrofilia, cytopénia, erytrocytéza, hypoalbuminémia, hyperglobulinémia a hyperkalcémia.
Medzi novy biomarker patri enzym tymidinkinaza (1, 2). Intravitalna diagnostika lymfémov je
zalozena na vySetreni suspektnych 1ézii a vypotkov. Definitivna diagnoza je potvrdena
histopatologickym a imunohistochemickycm vySetrenim (2). Histopatologicka klasifikacia
lymfémov je zalozend na fenotypizdcii podla CD znakov a charakteristickych zmien v
cytoplazme buniek. Knottenbelt (2) deli lymfomy na: difizny malobunkovy B/T — lymfém,
difazny velkobunkovy B - lymfom, ktory mozeme rozdelit’ do podkategérii (TCR B - lymfom,
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mixoidny lymfom, vel'kobunkovy imunoblasticky lymfom, lymfoidna granulomaté6za), difizny
velkobunkovy T — lymfém, difizny velkobunkovy lymfém vznikajuci z T lymfocytov,

intravaskuldrny lymfom a vel’ky granuldrny lymfom (2).

Prezentacia pripadu

Na Kliniku koni UVLF v KoSiciach bol prijaty 16 ro¢ny valach Arabského plnokrvnika
sfarbenia belus. Pacient bol prijaty z dovodu dlhotrvajucej kachexie, dva mesiace trvajuce;j
profuznej hnacky a dyspnoe. BCS pacienta po prijati bolo 2. Na zdklade vysledkov klinického,
rektalného a ultrasonografického vySetrenia bruSnej dutiny doplneného o biochemické
a hematologické vySetrenie sme sa rozhodli pre eutanaziu pacienta. Po eutanazii bola vykonana
probatorna laterdlna laparatdmia a torakotomia. Na vSetkych lalokoch pecene boli pritomné
mnohopocetné noduly, ktoré boli dobre ohranicené a na reze homogénne. Priemer tychto
nodulov variroval od 1-5 cm. Slezina, ako hematopoeticky a sekundarny lymfaticky organ bola
dokladne vySetrend a narezana, ale nebola zistend Ziadna zmena v makroskopickej Strukture.
Excizie z patologicky zmenenych organov sme fixovali v 10% neutralnom formaline
(Mikrochem Trade s.r.o., Slovensko). Po fixacii sme vzorky spracovali rutinnou metéodou
zaliatim do parafinu. Histologické preparaty boli farbené hematoxylinom — eozinom a
vySetrované pod svetelnym mikroskopom Zeiss Axio Lab. Al (Carl Zeiss AG, Nemecko) s
adaptérom Axio Cam ICc 5 (Carl Zeiss AG, Nemecko) pre digitalizciu obrazu.

V peceni sme pozorovali difiznu infiltraciu neoplastickych lymfocytov, najméa v sinusoidoch.
Niektoré hepatocyty boli deStruované a bola najdend aj ich vakuolizacia. V okoli v. centralis
boli nachadzané¢ lymfocytarne perivaskularne infiltraty. Slezina nebola makroskopicky
patologicky zmenena, avSak v histopatologickom obraze nebolo mozné odlisit’ ¢lenenie sleziny
na cervenu a bielu pulpu z dovodu masivnej infiltracie lymfocytov. Zaroven sme aj pozorovali
pocetné siderofagy. V predmetnych organoch boli ndjdené difuzne infiltracie neoplastickych
lymfocytov s vysokym mitotickym indexom. Tento nélez koreSponduje s lymfomom.

Multiorganové postihnutie potvrdilo multicentricky lymfom.
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Obr. 1 Morfologicky obraz lymfomu u kona. Detailny zaber na neoplasticky nodul pecenového
parenchymu (A). Mikrofotografia pecenového parenchymu s infiltraciou neoplastickych
lymfocytov v sinusoidach (B). Mikrofotografia sleziny s infiltraciou neoplastickych lymfocytov

a pritomnostou siderofagov (C).

Diskusia

Vo vySetrovanych organoch sme pozorovali vyrazné neoplastické lymfocytarne infiltracie,
ktoré boli prestipené tenkymi okrskami fibrovaskularnej stromy. Na presnejSiu diagnostiku
foriem neoplastickych buniek je potrebné imunohistochemické vySetrenie, ktoré sme
nevykonali z dovodu materidlnych a finanénych obmedzeni. Hepato — splenické lymfomy st
vzacne a existuje len maly pocet pripadov u koni (3, 4). U tychto koni najCastejSie perzistuje
paraneoplasticky syndrom (3). V naSom pripade sme zaznamenali rovnaky histopatologicky
nalez v peceni aj slezine, avSak makroskopicky bola slezina bez vyraznych patologickych
zmien. Z hl'adiska imunohistochemickej diagnostiky sa popisuju oba typy lymfomov (B a T)
postihujtcich pecen a slezinu. Hananeh a kolektiv (4) popisali primarny B — lymfém (CD20+,
CD3-) sleziny vaziaci 51 kg. U tohto kona neboli popisané metastazy na d’alSich organoch.
Naopak T-lymfom (CD3+) bol popisany u 21 ro¢nej kobyly plemena Holandsky teplokrvnik.
Peceni a slezina boli zvdcSené a homogénne s pritomnymi nodulmi. Z hl'adiska intravitalne;
diagnostiky lymfému je v sucasnosti vhodné zaradit’ vySetrenie enzymu tymidinkindza.
Tymidinkinaza (TK) je onkomarker, ktory sa pouziva pri diagnostike lymfomu T'udi, psov a
maciek (5, 6). Predstavuje cytosélovy enzym, ktory je zodpovedny za bunkovu proliferaciu.
Enzym sa v organizme vyskytuje v dvoch formach izoenzymov, a to TK1 a TK2. ZvySena
aktivita TK1 je pocas bunkového cyklu v G1 a S faze. V podstate, TK1 je markerom
neoplastického vzplanutia buniek, a zaroven prognostickym a terapeutickym markerom.

Pacienti s vel'mi vysokou sérovou hladinou majt ¢asto horsSiu prognozu, ako pacienti s nizSimi
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hodnotami. Meranie hladin TK1 mo6ze referovat’ o efektivnosti liecby. Treba vsak podotknut,
ze nie len neoplazie si spojené so zvySenou proliferdciou buniek. Zapal sa tiez vyznacuje
zvysenou proliferadciou buniek (5). V studii Larsdottera a kolektivu (6), ktord sa zaoberala
vyuzitim TK ako prognostického markeru u koni bolo zistené, ze u 23 koni s diagnostikovanym
lymfomom boli sérové hladiny TK signifikatne zvySené v porovnani s koiimi s inou neoplaziou,
zapalom a zdravymi kofimi. Priemerna sérova hodnota TK u koni s lymfémom bola 26,5 U.1-

1. U koni postihnutych zapalom a zdravych koni bola priemerna sérova hodnota TK 1,5 U.I-1.

Suhrn

U nasho pacienta sme boli ntiteni pristupit’ k eutandzii pre rapidne sa zhorsujtci stav a pokrocilé
Stddium ochorenia. Prognéza lymfomov zavisi najméd od Staddia ochorenia a topografickej
lokalizacie 1ézie. V pripade metastdzovania a formovania obrovskych mas je liecba len
paliativneho charakteru a majitefom je odporacand eutandzia. V sucCasnosti existuje malo
zadznamov o Uplnom vylieCeni pacientov, avSak ranna diagnostika tohto ochorenia doplnena
prave pouzitim onkomarkerov, napriklad tymidinkindzy moéze viest k lepSej diagnostike a

naslednej efektivnejSej terapeutickej intervencii.
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Abstract

Given the well-known positive antioxidant, antibacterial, antiviral, anti-inflammatory,
immunomodulatory, and antitumor effects of honey, in our study using a sheep model, we tested
the effect of two concentrations of chestnut honey added to calcium phosphate-based
biocements in the treatment of osteochondral defects. We evaluated the results macroscopically
using a semiquantitative scoring system. The addition of honey in both concentrations
positively affected the healing of osteochondral defects, achieving better results of the scoring
system in numerical values, however, the differences between the individual concentrations of

honey in the biocements were insignificant.

Uvod
V¢eli med je jednou z najkomplexnejSich prirodnych potravin, ktorej hlavnou zlozkou su cukry
(80 %), voda (20%) a d’alSie zlozky zastipené v menSich mnoZstvach : enzymy, aminokyseliny,

bielkoviny, flavonoidy, fenolové kyseliny, organické kyseliny, vitaminy a mineraly (1).
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Polyfenoly zahfiiaju Siroku Skalu fytochemikalii, ktorych potencial v podpore zdravia vedci
rozsiahlo $tuduju. Medzi polyfenoly nachadzajuce sa v mede patria flavonoidy (apigenin,
pinocembrin, kaempferol, kvercetin, galangin, chryzin a hesperetin) a fenolové kyseliny
(kyselina ellagova, kavova, p-kumarova, ferulovéa, 3-hydroxybenzoova, chlorogénova,
rozmarinova, vanilkova, gallova, benzoova a askorbova) (2). Vacsina tychto zlucenin funguje
vzdjomnou interakciou a vytvara cely rad synergickych antioxidaénych vlastnosti.
Protizépalové tcinky medu spocivaju v inhibicii produkcie prozépalovych mediatorov: NO,
PGE2, TNF-a a IL-6 (3.,4). Délezitym faktorom je aj vysoka osmolarita (nizky obsah vody,
vysoka koncentracia cukrov), pritomnost’ v€elieho defenzinu-1 a metylglyoxalu (5). Pozitivne
ucinky medu boli sledované aj v rdmci metabolizmu kosti, aktivity osteoblastov, osteopordzy a
hojenia zlomenin kosti (6). V st¢asnosti pretrvava zdujem o nové terapeutické postupy v
problematike terapie osteochondralnych defektov a hl'adani potencidlne tispesnejSich moznosti
liecby. Cielom tejto prace bolo porovnat’ uc¢innost’ terapie osteochondralnych defektov po
aplikacii dvoch roznych koncentracii gastanového medu v kombindcii s biomateridlmi na baze
tetrakalcium fosfatov na zédklade makroskopického hodnotenia pomocou semikvantitativneho

skorovacieho systému.

Material a metody

In vivo $tadiu sme realizovali na 2 skupinach oviec po 6 kusov plemena Valaska/Merino vo
veku 2 az 2,5 roka. Ovciam sme pomocou OATS kitu vytvorili v celkovej anestézii
osteochondralny defekt v kladke stehnovej kosti. Do vytvorenych osteochondralnych defetov
sme aplikovali biomaterialy CV25 a CV50 pripravené na Ustave materidlového vyskumu SAV
(skupina 1: CV25=TTCP/monetit/lekarsky gaStanovy med 5%, skupina 2: CV50=
TTCP/monetit/lekarsky gastanovy med 10%). Vysledok sme porovnali s defektmi lie€enymi
biomateralom C (TTCP/monetit /bez pridavku medu), nelieCenymi defektmi, ktoré sa vyhojili
spontanne, bez aplikacie biomaterialu a s fyziologickou chrupkou (kontrola). Po 6 mesiacoch
od aplikacie biocementov sme vzorky hodnotili makroskopicky s pouzitim semikvantitativneho
skorovacieho systému podl'a Goebela a kol. (7) so sledovanim nasledovnych parametrov:

I. Farba tkaniva: Hyalinové alebo biele (0), Prevazne biele (>50 %) (1), Prevazne priesvitné
(>50 %) (2), Priesvitné (3), Ziadne reparaéné tkanivo (4). II. Pritomnost krvnych ciev v
novovytvorenom tkanive: Nie (0), Menej ako 25 % (1), 25-50 % (2), 50-75 % (3), viac ako
75 % (4). I11. Povrch novovytvoreného tkaniva: Hladky, homogénny (0), Hladky, heterogénny
(1), Fibrilovany (2), Nekompletné nové tkanivo (3), Ziadne repara¢né tkanivo (4). IV. Vypli
defektu: na trovni s prilahlou chrupkou (0), > 50 % hibka defektu alebo hypertrofia (1), uplna
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hibka defektu (2), poskodenie subchondralnej kosti (3), Ziadne zreparované tkanivo (4). V.
Degeneracia pril'ahlej kibovej chrupky: Normalna (0), Trhliny a/alebo fibrilacie v integra¢ne;
zone (1), Difuzne osteoartrotické zmeny (2), Rozsirenie defektu do prilahlej chrupky (3),
poskodenie subchondralnej kosti (4).

Najlepsi celkovy vysledok je 0 bodov, za najhorsi mozny celkovy vysledok mozeme povazovat
dosiahnutie 20 bodov. Vysledky skorovacich systémov sme vyhodnotili pomocou One-way

ANOVA s Tukey’s post hoc analyzou.

Vysledky

Po 6 mesiacoch od aplikacie biocementov bola kibové dutina bez znamok zapalu, nezistili sme
pritomnost’ vol'nych intrartikularnych teliesok, ani formaciu osteofytov. Demarkacna linia,
ktora oddelovala novovytvorené tkanivo od okolitého tkaniva zdravej chrupky, bola
detekovatelnd. Synovidlna tekutina bola ¢ira avobvyklom mnozstve. Integracia
novovytvorené¢ho tkaniva bola kvalitnd, nové tkanivo nebolo separované od pril'ahlej
fyziologickej chrupky. Povrch novovytvoreného tkaniva bol hladky az jemne nerovny, farebne
mierne odliSitelny od zdravej prirodzenej chrupky. NelieCené, spontanne vyhojené
osteochondralne defekty vykazovali signifikantne horSie zndmky obnovy a len ciasto¢ni
reparaciu vlaknitym, bielym alebo ¢ervenkastym tkanivom s trhlinami, hlbokymi priehlbinami
alebo hrbolmi. Osteochondrilne defekty oSetrené biocementom CV25 a CV50 mali
makroskopicky kvalitnejSie vyhojeny povrchovy vzhl'ad a farbu, ako aj jednotnejSiu Struktaru
a hladsi povrch v porovnani s defektmi oSetrenymi biocementom C bez gaStanového medu.
Napriek tomu rozdiely v celkovom skoére podla semikvantitativneho makroskopického
bodovacieho systému (7) medzi lieenymi skupinami CV25, CV50 a C neboli signifikantné.
Signifikantny rozdiel bol pozorovany vo vSetkych pripadoch medzi lieCenymi defektmi
a kontrolou (p<0,001), medzi lieCenymi defektmi a nelieCenymi defektami (p<0,001).
NajpriaznivejSie hodnoty v skérovacom systéme boli sledované pre biocementy s pridavkom
gastanového medu CV50 s hodnotou 4,8 + 1,48. Celkové skore po aplikécii biocementu CV25
¢inilo 5,2 £ 1,30, po aplikacii biocementu C 7,2 &+ 1,30. NelieCeny defekt vykazoval hodnotu
14,4 £ 2,07, kontrolné vzorky zdravej chrupky hodnotu 0 (Obr. 1).
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Obr. 1 Grafy zobrazuju dosiahnuté bodové hodnoty v makroskopickom skorovacom systéeme
a rozdiely medzi skupinami. a) Osteochondralny defekt osetreny biomaterialom CV25; b)
Osteochondralny defekt osetreny biomaterialom CV50; c) prierez distalnou epifyzou stehnovej

kosti po aplikacii biocementu CV50, *** p < 0,001.

Diskusia

Zapalové medidtory sa povazuju za kritické faktory zohravajuce délezitu ulohu pri destrukcii
chrupky a synovitide s naslednym rozvojom osteoartritidy (8). Vysoké hladiny IL-1p v kibe
indukuji  génova expresiu matrixovych metaloproteindz (MMP), dezintegrinu a
metaloproteinaizy ADAM, ako aj génova expresiu metaloproteinazy s trombospondinom
(ADAMTS) v chondrocytoch a synoviocytoch, ¢im sa urychl'uje rozvoj osteoartritidy v
dosledku primarnej degradacie kolagénovych fibril v chrupke (9). Z tychto dovodov niektori
autori skumali vplyv medu na aktivitu zapalovych mediatorov. Stadia Candiraccci a kol. (10)
uvadza, Zze medovy flavonoidovy extrakt vyznamne potlacil sekréciu prozapalovych cytokinov
vratane TNF-a a interleukinu IL-1B. In vivo §tidia na potkanoch, uskutoénend Husseinom
a kol. (11) uvadza, Ze med znizuje edém a hladinu zapalovych mediatorov, prostaglandinu E2,
TNF-a, oxidu dusnatého a IL-6 v plazme. Ro6zne in vitro a in vivo §tudie naznacuji sl'ubny
ucinok medu v homeostaze chrupky, ato prevazne inhibiciou zdpalu a oxida¢ného stresu.
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Stadia Martineza (12) sledovala G¢inok manukového medu v polymérnom substrate v
regeneracii chrupky auvéadza, ze zaclenenie manukového medu do hydrogélu podporuje
chondrogenézu prostrednictvom zvysSenia expresie COL2AI1, ako aj syntézy GAG a
proteoglykanov; zaroven nezaznamenali ziadny cytotoxicky uc€inok biomaterialu. V nasej stadii
sme sledovali a porovnali 2 r6zne koncentracie gaStanového medu pridaného k biocementom
aplikovanym za Gc¢elom terapie osteochondralnych defektov. Nezaznamenali sme patologické
zmeny alebo iritadciu okolitého chrupkového tkaniva po aplikécii biocementov s pridavkom
gaStanového medu v obidvoch koncentraciach. Osteochondralne defekty oSetrené biocementmi
s pridavkom medu preukazali priaznivejSie hodnoty makroskopického skérovacieho systému
v porovnani s osteochondralnymi defektami oSetrenymi biomaterialom C bez pridavku medu.
Najlepsie vysledky v ramci hodnot makroskopického skorovacieho systému sme zaznamenali
v skupine CV50 s vysSou koncentraciou medu. Rozdiely medzi jednotlivymi skupinami sme
zaznamenali iba v numerickych hodnotach makroskopického semikvantitativneho
skorovacieho systému, avSak Statistické rozdiely medzi pouzitymi biomateridlmi C, CV25

a CV50 neboli signifikantné.

Sthrn

Aplikované biocementy CV25 a CV50 predstavuji vhodné biomaterialy v rieSeni problematiky
regeneracie osteochondralnych defektov. Pridanie gaStanového medu v 5% alebo 10%
koncentracii k biocementom z makroskopického pohladu pozitivne ovplyviiuje hojenie

osteochondralnych defektov, ale bez vyznamného rozdielu medzi jednotlivymi skupinami.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the irritant potential of the venom of a secondarily
hybridized individual of the genus Trimeresurus using the HET-CAM test. The tested venom,
at a concentration of 20,000 ng/ml, was applied to the chorioallantoic membrane of fertilized
eggs in doses of 2, 3, and 5 pl, while vascular reactions - hyperemia, hemorrhage, and
coagulation were monitored. In all experimental groups, a pronounced hemotoxic effect was
observed, characterized by the rapid onset of hemorrhage and coagulation without the presence
of hyperemia. A cumulative score ranging from 13 to 14, according to the Luepke classification,

categorized the tested venom as a strongly irritant substance.

Uvod

Hybridizacia predstavuje dolezity evolu¢ny mechanizmus podielajuc sa na vyvoji mnohych
skupin organizmov. Napriek pretrvavajacim diskusiam o jej vplyve na biodiverzitu, sicasne
genomické analyzy potvrdzuju jej vyskyt naprie¢ Sirokym spektrom taxonov (1). Vznik
hybridnych jedincov v prirode je podmieneny krizenim pribuznych druhov alebo poddruhov,
priCom vyznamnu Ulohu zohrdva najmé prekryvanie ich aredlov vyskytu a environmentéalne
zmeny, ako st klimatické vykyvy ¢i zmeny habitatu (2). Dolezit4 je aj geneticka kompatibilita
rodicovskych jedincov, ako aj behaviordlne a antropogénne faktory, ktoré mézu podporovat

medzidruhové parenie. V kontexte jedovatych hadov rodu Trimeresurus nadobuda Stadium
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hybridizacie osobitny vyznam, ked’ze kombinacia genetickych a fenotypovych vlastnosti méze
ovplyviiovat' charakter jedu, vratane jeho iritacného potencidlu. Hodnotenie tychto
fenotypovych vlastnosti u sekundarne hybridizovanych jedincov je dodlezité pre lepSie
pochopenie variability toxikologickych ti¢inkov jedov a ich vyznamu v medicine a veterinarnej
praxi. Metoda HET-CAM sa vyuziva na hodnotenie iritaného potencialu biologickych latok
vratane hadich jedov. Vd’aka bohato vaskularizovanej chorioalantoickej membrane (CAM),
nizkym nakladom a mensim etickym narokom umoziuje CAM efektivne sledovat’ poSkodenie
cievnych Struktur, ¢o ju predurcuje na hodnotenie u€inkov jedu sekundarne hybridizovaného

jedinca rodu Trimeresurus.

Material a metodika

Oplodnené vajcia nosnic plemena Lohmann Brown z Péarovskych Héjov pri Nitre boli
transportované a skladované pri 15 °C. Po dekontamindcii 70 % etanolom boli inkubované (ET
49 ART 549) pri 37,5 °C a 60 % vlhkosti, ostrym koncom nadol, s automatickym otacanim
kazdé 3 hodiny. Tento moment bol definovany ako EDO. Na ED3 bol cez maly otvor na ostry
pol asepticky odobraty priblizne 2 ml bielka, priCom otvor bol nasledne utesneny parafinom a
vajcia boli vratené do inkubatora (3). Na ED9 bola na tupom pole odstranena Cast’ Skrupiny na
spristupnenie CAM. Neoplodnené vajcia boli vyradené. Po odstraneni membrana papyracea
bol hadi jed aplikovany priamo na cievy CAM v objemoch 2, 3 a 5 ul, zatial’ ¢o kontrolna
skupina dostala 5 pul fyziologického roztoku. Reakcie boli sledované v casoch 0; 0,5; 2 a 5 minut
a vyhodnotené podl'a Luepkeho skérovacieho systému (3). Princip HET-CAM testu spociva v
sledovani akutnych vaskularnych reakcii (hyperémia, hemoragia, koagulacia) po aplikécii latky

na CAM, pri¢om cas ich nastupu urcuje vysledné skore iritacného potencialu (3).

Vysledky a diskusia

HET-CAM test umoznil priame hodnotenie vaskularnej toxicity testovanych latok na
chorioalantoickej membrane. U¢inok bol posudzovany na zaklade vzniku troch kl'aéovych
reakcii — hyperémie, hemoragie a hemokoaguliacie — a casu ich nastupu po aplikécii.
Jednotlivym prejavom boli priradené bodové hodnoty v zavislosti od rychlosti ich vyskytu:
skory nastup do 30 sektind bol hodnoteny najvyssim poctom bodov (hyperémia 5, hemoragia
7, hemokoagulacia 9), stredne rychly nastup v intervale 30—120 sekund strednym skoére (3, 5,
reakcie predstavoval kumulativne skore, ktoré bolo nasledne pouzité na klasifikaciu iritatného
potencialu testovanych latok: hodnoty 9,0-21,0 indikovali silny irita¢ny uc¢inok, 5,0-8,9
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mierny, 1,0-4,9 slaby a hodnoty pod 1,0 zanedbatel'ny tc¢inok (4). Na zéklade vyhodnotenia
podl'a Luepkeho klasifikacného systému bol stanoveny iritaény potenciél jednotlivych davok
roztoku hadieho jedu sekundarne hybridizovaného jedinca rodu Trimeresurus aplikovaného na
chorioalantoicki membréanu. Pocas experimentu boli sledované hlavné vaskularne reakcie —
hyperémia, hemoragia a hemokoagulécia, ktoré predstavuju zakladné ukazovatele poskodenia
cievneho systému v HET-CAM teste. V kontrolnej skupine, kde bol aplikovany fyziologicky
roztok neboli pozorované ziadne vaskularne zmeny a kumulativne skore dosiahlo hodnotu 0,
¢o zodpoveda zanedbateInému iritatnému potencialu. Po aplikacii jedu boli vo vsetkych
testovanych davkach (2 pl, 3 ul a 5 pl) zaznamenané vyrazné patologické zmeny, predovsetkym
vznik hemoragii a hemokoagulacie, pricom hyperémia nebola pozorovana. Pri davkach 2 pl a
3 ul dosiahlo kumulativne skére hodnotu 13, zatial ¢o pri najvyssej davke 5 pl bolo
zaznamenané mierne zvySenie na hodnotu 14. Na zéklade tychto hodndt bol iritaény potencial
vo vsetkych pripadoch klasifikovany ako silny. Ziskané vysledky poukazuji na vyrazny
hemotoxicky ucinok testovaného jedu, ktory sa prejavuje najmé indukciou krvacania a poruch
koagulacie bez vyraznej ucasti hyperémie. Zaroven bol pozorovany mierny nérast ucinku v

zéavislosti od davky, ¢o naznacuje davkovo podmieneny charakter toxického pdsobenia.

Kontrolna skupina

pred aplikaciou

W\
e | )

1

Obr. 1 Vysledky HET-CAM testu kontrolnej skupiny.
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Obr. 2 Vysledky HET-CAM testu pre jednotlivé davky hadieho jedu o koncentracii 20 000 ul/ml.

pred aplikaciou
{4

A

Hybridny jedinec rodu Trimeresurus

5 min

4 B
2 B

0.5 min

N . WA

2 min

U

Jed

Davka Kumulativne | Iritaény
C = 20 000 Hyperémia | Hemoragie | Hemokoagulacia

[ud] skore potencial

pg/ml
Kontrola 0 0 0 0 0 0

2 0 7 6 13 Silny
Trimeresurus

3 0 7 6 13 Silny
Hybrid

5 0 7 7 14 Silny

Tab. 1 Hodnotenie iritacného potencialu jednotlivych davok roztoku hadieho jedu sekundarne
hybridizovaného jedinca rodu Trimeresurus podla Luepkeho hodnotiaceho systému.

Ziskan¢ vysledky poukazuji na vyrazny hemotoxicky charakter jedu sekundarne
hybridizovaného jedinca rodu Trimeresurus, ktory sa prejavil najmid rychlym vznikom
hemoragii a hemokoagulécie. Absencia hyperémie naznacuje, ze ucinok jedu je pravdepodobne
spojeny predovsetkym s priamym poskodenim cievnej steny a ovplyvnenim hemostatickych
procesov, ¢o je v sulade s publikovanymi poznatkami o Uc¢inkoch hadich jedov (5).
Hemoragické zmeny pozorované v ramci experimentu mozu suvisiet' s pritomnostou hadich
venomovych metaloproteindz (SVMP), ktoré st zname schopnostou degradovat zlozky
extracelularnej matrix a nartsat’ integritu cievnych Struktir. Tento mechanizmus vedie k
zvysenej permeabilite ciev a naslednému krvécaniu, ¢o bolo popisané v viacerych Studiach

zameranych na patofyzioldgiu envenomacie (6). Okrem toho moézu zlozky hadieho jedu
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ovplyviiovat’ aj koagula¢ny systém, pricom ich G¢inok moze byt variabilny a zahfiiat” aktivaciu

aj inhibiciu jednotlivych faktorov zrdzania krvi (7).

Suhrn

Ciel'om prace bolo zhodnotit’ iritacny potencial jedu sekundarne hybridizovaného jedinca rodu
Trimeresurus pomocou HET-CAM testu. Po aplikacii troch roznych davok jedu (2, 3 a 5 pl)
boli sledované vaskuldrne reakcie chorioalantoickej membrany, konkrétne hemoragie,
hemokoagulacia a hyperémia. Vo vSetkych testovanych skupinach boli zaznamenané vyrazné
hemoragické zmeny a koagulacia bez pritomnosti hyperémie. Kumulativne skore (13-14)
klasifikovalo jed vo vSetkych pripadoch ako silne iritacny. Vysledky poukazuji na vyrazny

hemotoxicky Gc¢inok jedu a naznacujl jeho vysoku biologicku aktivitu aj pri nizkych davkach.
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Abstract

Short review is focused on anatomy and physiology of enteric nervous system (ENS), the part
of peripheral nervous system, which is involved in autonomic regulation of the activity of
digestive system. The aim of this review is to describe the structure of nerve plexuses
(submucosal and myenteric nerve plexus) and to classify types of neurons of ENS. Mechanisms
of the motility control of gastrointestinal tract and the role of ENS in the regulation of transport
of electrolytes and water are briefly described, as well as the relationship between the central

nervous system and enteric nervous system.

Uvod

Funkcie gastrointestinalneho traktu su riadené autonomnym nervovym systémom, ktory je
tvoreny dvomi antagonisticky pdsobiacimi oddielmi — sympatikovym a parasympatikovym
oddielom autonémneho nervového systému. Cinnost’ gastrointestinélneho traktu je regulovana
aj enterickym nervovym syst¢émom (ENS), ktory je tvoreny dvomi navzijom prepojenymi
nervovymi spletami v stene organov traviaceho traktu (1). ENS je samostatne fungujucou
castou nervového systému, kontroluje motorické funkcie, lokalny prietok krvi, sliznicny

transport a sekréciu a ovplyviiuje imunitné a endokrinné funkcie (2).

Struktiira enterického nervového systému

ENS pozostava z plexus myentericus Auerbachi, ktory je ulozeny vo vrstve hladkej svaloviny
v stene tradviaceho traktu — tumica muscularis externa — medzi vnltornou cirkularnou
a vonkajSou longitudindlnou podvrstvou, azplexus submucosus, ktory sa nachadza
v podslizni¢nom vizive — tela submucosa v stene traviacej trubice. Plexus submucosus je d’alej
rozdeleny na tri samostatné zlozky: vnutorny plexus submucosus Meissneri, ulozeny pod
svalovou vrstvou sliznice — lamina muscularis mucosae, vonkaj$i plexus submucosus

Schabadaschi lokalizovany v tesnej blizkosti cirkularnej svalovej podvrstvy tunica muscularis,
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a stredny plexus nachadzajuci sa medzi nimi (3, 4). Viac nez 2/3 neurénov myenterického plexu
inervuju hladkd svalovinu traviacej trubice, necela 1/3 inervuje podslizni¢nu splet’ a samotnu
sliznicu traviacej rury. Podslizni¢énd nervova splet’ obsahuje menej neurénov nez plexus
myentericus, jeho nervové ganglia su mensie a intergangliové spojenia slabsie. Vacsina tychto
neurénov inervuje sliznicu a podsliznicné vézivo, len 10% neurénov je prepojenych

s myenterickym plexom (5).

Typy neurénov v enterickom nervovom systéme

V ENS sa nachadzaj rozne typy neurénov:

1. Primarne aferentné neurdny — tiez nazyvané enterické primarne aferentné neurdny
(EPANSs). Nachadzaju sa v gangliach tvoriacich plexus myentericus aj plexus submucosus. Tieto
neurdny reaguju na luminalne chemické podnety, na mechanicku deforméciu sliznice, a na
rozpinanie traviacej riry a svalové napétie (6). Tvoria priblizne 30% myenterickych neurénov
a asi 14% neurénov plexus submucosus. Vybezky tychto neurénov zasahuju do ¢revnych klkov
a vetvia sa v ramci oboch nervovych plexov. Cast’ tychto neurénov ma dlhé descendentné
vlékna, ktoré vytvaraju synapsy s aboralnymi myenterickymi gangliami (7).

2. Excita¢né motorické neurony cirkuliarnej svalovej podvrstvy (14%) — vysielaji findlny
motoricky impulz k cirkularnej svalovine, prijimaju rychle aj pomalé impulzy z okolitych
primarnych aferentnych neurénov, ako aj excitaéné impulzy z descendentnych interneurénov.
Bohato sa vetvia v cirkularnej podvrstve hladkej svaloviny tunica muscularis. Ich
neurotransmitery acetylcholin a tachykinin pdsobia priamo na hladkua svalovinu (8, 9, 10).

3. Inhibi¢né motorické neurény cirkulirnej svalovej podvrstvy (17%) — prijimaju impulzy
z primdrnych aferentnych neurénov. Vetvia sa v cirkularnej svalovej podvrstve tunica
muscularis, kde st ich axény v kontakte s excitacnymi motorickymi neuronmi. Vyuzivaju
viacero mechanizmov inhibicie — napr. oxid dusnaty, adenozintrifosfat, vazoaktivny
intestindlny peptid (VIP) pdsobiacich priamo na hladka svalovinu alebo nepriamo
prostrednictvom intersticidlnych buniek (8, 9, 10).

4. Motorické neurdony longitudinalnej svalovej podvrstvy (25%) — pomerne velké skupina
malych neurénov s kratkymi vybezkami vetviacimi sa v longitudinalnej podvrstve hladke;j
svaloviny.  Prijimaja  impulzy zenterickych primarnych aferentnych  neurénov
a z ascendentnych a descendentnych vlakien (11).

5. Ascendentné interneurény — mala avSak vel'mi dolezitd skupina neurénov ENS prijima
rychle synaptické impulzy z viacerych ascendentnych interneuronov, ktoré spolu vytvaraju
ascendentnt excita¢nu drahu. TieZ prijimajt rychle a pomalé impulzy z enterickych primarnych
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aferentnych neurdnov. Prebiehaji ordlnym smerom spolu s plexus myentericus a vytvarajiu
synapsy s excitatnymi motorickymi neurénmi (12).

6. Descendentné interneurony (7%) — su rozdelené na niekolko tried podla pritomnosti
roznych neurotransmiterov (napr. acetylcholin, serotonin, oxid dusnaty, vazoaktivny
intestinalny peptid) (13, 14).

7. Sekretomotorické a vazomotorické neurény — existyju 2 malé skupiny
sekretomotorickych neurénov v plexus myentericus — cholinergné neurény a ne-cholinergné
neurdny s obsahom vazoaktivneho intestindlneho polypeptidu. Ich vybezky zasahuji az do
sliznice traviacej rury. Podobné neurdny sa nachadzaju aj v plexus submucosus. Dosahuju az
k myenterickym ganglidm a pravdepodobne zodpovedaji za prepojenie sekrecnych funkcii

a motility Creva (14).

\ *
LM . IN LMMN

Oral Anal

Obr. 1 Typy neuronov v ENS. LM — longitudinalna podvrstva tunica muscularis externa, CM —
cirkularna podvrstva tunica muscularis externa, MP — plexus myentericus, SMP — plexus
submucosus, AN — ascendentné neurony, DIN — descendentné interneurony, EPAN — enterické
primarne aferentné neurony, EMN — excitacné motorické neurony, IMN — inhibicné motorické

neurony, LMMN — motorické neurony longitudinalnej podvrstvy (Costa et al., 1996)

Funkcia enterického nervového systému
ENS mé mnoho tloh — zodpoveda za motilitu gastrointestinalneho traktu, kontroluje sekréciu

zalido¢nej kyseliny, reguluje prestup tekutiny cez epitelovu vystelku a lokalny prietok krvi,
ovplyviluje spracovanie zZivin a ma vplyv aj na imunitny a endokrinny systém c¢reva (15). ENS
tiez prispieva k udrziavaniu suvislej epitelovej vystelky a bariéry medzi limenom creva

a tkanivami steny traviacej rary.
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Kontrola ¢innosti gastrointestinalnej svaloviny

Pomer v akom je pri regulacii motility ¢reva zastipeny ENS a autondémny nervovy systém
zavisi od konkrétnej Casti traviacej rury. Pohyby pazerdka su riadené z centralneho nervového
systému (CNS), zatial’ co pomerne rozsiahly ENS ma len pomocnu funkciu. Pohyby Zaltidka
su primarne myogénne, no CNS ma prostrednictvom mozgového kmena a ezofagogastrického
a gastrogastrického reflexu hlavna ulohu v monitorovani stavu zaludka a nasledne v kontrole
naplne zaludka a sile kontrakcii, ako aj v sekrécii kyseliny chlorovodikovej (16, 17). Naproti
tomu, ENS dominuje v regulécii motility tenkého a hrubého ¢reva, s vynimkou defekacie, ktora
je riadena CNS z centier v lumbosakralnej mieche (15). Uloha enterického nervového systému
v ramci motillity ¢reva spociva predovsetkym v miestnych reflexoch, ako je reflex myentericky
(lokélne roztiahnutie traviacej rury vyvola v priebehu niekol'kych ms kontrakciu svaloviny)
a reflex peristalticky (kontrakcia nad a dilatacia pod miestom mechanického alebo chemického
podrazdenia mukozy posuva traveninu distdlnym smerom). Oba reflexy su zabezpecené
prostrednictvom systému neuronalnych okruhov. Tieto pevne zapojené polysynaptické okruhy
v ENS kontroluju peristaltické¢ pohyby ¢reva. Evokuji odpoved’ na distenziu steny traviacej
rury pozostavajucu z kontrakcie nad miestom distenzie a descendentni inhibiciu intestindlne;j
cirkularnej svaloviny pod aktivacnym bodom. Hlavnu tlohu v iniciacii peristaltického reflexu
ma 5-hydroxytryptamin — serotonin. Pri ochoreniach ¢reva mozu byt’ poskodené aj tieto reflexy
ENS (18, 1). Napriklad u pacientov s obstipaciou bola oslabend najmé ascendentna kontrakcia

hladkej svaloviny bez poruchy descendentnej inhibicie (19).

Regulacia transportu tekutiny

Prostrednictvom epitelovej vystelky ¢reva sa moze vstrebat’ viac tekutiny ako dvojnasobok
celkového objemu krvi denne. Porucha regulacie tohto transportu, ako napriklad pri infekcii
cholery, je Zivot ohrozujtca. Jeden z dovodov nadmerného prestupu vody z [imenu Creva je aj
absorpcia monosacharidov prostrednictvom symportu so sodikovymi ionmi. Tymto spdsobom
sa vstrebava napriklad glukéza. Absorpcia 100g glukdzy nasledne spdsobuje absorpciu asi 1,81
vody (15, 20). Enterické reflexy, prostrednictvom aktivacie sekretomotorickych neurdnov,
transportuju vodu a elektrolyty z intersticia sliznicného védziva do limenu creva. Voda
a elektrolyty sa resorbuji z cirkuldcie a absorbovanej tekutiny. Enterické sekretomotorické
reflexy nepracuji izolovane, kontroluji celkovi rovnovéhu telesnych tekutin. Detektory
objemu krvi atlaku krvi ovplyviiuju aktivitu sympatikového nervového systému,
vazokonstrikciu (15, 21). ,,Sweet taste receptor®, ktory je enterickym receptorom pre glukozu,

sa nachadza na membréane enteroendokrinnych L buniek (22, 23). Stimulaciou tychto buniek
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dochadza k vylucovaniu hormoénov: glukagénu podobny peptid 1 a2 (GLP 1, GLP 2),
oxyntomodulin a peptid YY. Receptory pre GLP 2 sa nachadzaji na sekretomotorickych
neurénoch, ktoré su tymto hormoénom aktivované (23, 24). Aktivaciou enterického receptora
pre glukozu samotnou glukézou alebo umelymi sladidlami stimuluje sekretomotorické neurony
k spatnému transportu vody a elektrolytov do limenu ¢reva. Iné hormonalne produkty L buniek
sa podielaji na dalSich funkcidch: modulacia sekrécie tekutin, inhibicia vyprazdiovania
zalidka, zvySenie pocitu sytosti, stimuldcia obnovy epitelovych buniek a regulacia sekrécie
inzulinu (24, 25, 26). V regulacii rovnovahy telesnych tekutin prostrednictvom miestnych
(ENS) a systémovych (sympatikovych) reflexov nastava chaos, ked’ je v lamene ¢reva pritomné
nadmerné mnozstvo patogénov alebo toxinov, ako napriklad cholera toxin, rotavirus alebo
patogénne kmene E. coli, ktoré stimuluji enterické sekretomotorické neurdny. V takychto
pripadoch vznikaju rézne zavazné hnackovité ochorenia, ktoré napomahaju pri eliminécii

patogénov a ich toxickych produktov (27, 28).

Enteroendokrinny systém

Mnoho funkcii traviaceho systému aj funkcii spojenych s trdvenim, napriklad zabezpecenie
pocitu sytosti, vyzaduje spolupracu ENS a endokrinnych buniek traviaceho systému (nazyva sa
aj enteroendokrinny systém alebo gastroenteropankreaticky hormonélny systém). Podobne ako
ENS, enteroendokrinny systém je rozsiahly — pozostava priblizne z 30tich typov endokrinnych
buniek, ktoré produkuji okolo 100 réznych mediatorov (29). Nervové zakoncenia senzitivnych
neurdnov v sliznici steny traviacej rury nie st v kontakte s crevnym obsahom vd’aka stvislej
epitelovej vystelke. Crevny obsah je detegovany receptormi pritomnymi na povrchu
enteroendokrinnych buniek, ktoré nasledne vylucuji medidtory z ich bazolaterdlneho povrchu

a aktivuju enterické, vagové aj spinalne senzorické neurony (23, 30, 31).
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Obr. 1 Reprezentativne mikrofotografie imunohistochemicky znacenych enteroendokrinnych
buniek produkujucich serotonin v crevnej sliznici (Anti-serotonin). Prehladné zvicsenie 20x

(A), detail crevnej sliznice 60x (B).

Zaver

ENS je autonémna siet’ tvorena myenterickym a submukéznym nervovym plexom, ktora riadi
motilitu, sekréciu a prietok krvi v gastrointestindlnom trakte (1, 3). Prostrednictvom
Specializovanych neurénov areflexov zabezpeCuje nezavisli regulaciu funkcii tenkého

a hrubého c¢reva (15, 18).
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Abstract

The aim of this study was to analyze the impact of implementing inclusive elements into the
teaching of Histology and Embryology at the Faculty of Medicine, Comenius University in
Bratislava on student motivation, engagement, and perception. The newly introduced elements
included the use of name tags, structured checklists, the opportunity for students to take on the
role of a “mini teacher,” and the use of Kahoot quizzes for revision. Evaluation was conducted
using a questionnaire based on a 5-point Likert scale (1 = strongly disagree, 5 = strongly agree),
completed by 144 students (96 Slovak and 48 international). The most positively rated elements
were checklists and Kahoot quizzes, which students perceived as highly useful and motivating.
The mini-teacher role was more frequently utilized by international students. The findings
suggest that the implementation of inclusive teaching elements has a positive effect on student

engagement and the overall quality of teaching.

Uvod

Vyucba histologie a embryologie patri medzi narocné predmety pre Studentov mediciny, a to
najmid z dovodu velkého objemu novych informacii a potreby rozvoja mikroskopickych
identifikaénych schopnosti. Tradi¢né¢ formy vyucby, zalozené na pasivnom prijimani
informécii, mozu viest’ k niz§ej miere zapojenia Studentov a hor§im Studijnym vysledkom (1).
Moderné pedagogické pristupy zdoraziiuju vyznam aktivneho ucenia, spoluprace a spitnej
vazby, ktoré vedu k lepSiemu porozumeniu uciva a vyssej motivacii Studentov (2, 3). Inkluzivne
vzdelavanie zaroven podporuje vytvaranie prostredia, v ktorom sa Studenti citia viac zapojeni
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a akceptovani, ¢o moze znizovat’ uzkost’ a zlepSovat’ ich akademicky vykon. Pred zavedenim
zmien prebiehali praktické cvicenia na Lekarskej fakulte UK v Bratislave formou domacej
pripravy prostrednictvom videi, nasledného kratkeho testovania vedomosti pomocou platformy
Socrative a naslednej diskusie s ucitelom. Hlavnd cast' cviceni bola zamerand na
mikroskopovanie preparatov a ich opis. Medzi identifikované problémy patrilo najma
podvadzanie pri testoch pomocou umelej inteligencie, nizka angazovanost’ Casti Studentov a
zvySenda miera stresu. Cielom tejto prace bolo overit, ¢i zavedenie inkluzivnych a

interaktivnych prvkov dokaze tieto problémy zmiernit’ a zlepsit’ kvalitu vyucby.

Material a metody
Do vyucby histologie a embryoldgie boli implementované nasledovné inkluzivne prvky:

e pouzivanie menoviek na podporu personalizovanej komunikacie,

o vyuzitie check-listov s kI'icovymi Struktirami preparatov,

e moznost Studentov prezentovat’ preparaty v role ,,mini ucitel'a®,

o nahradenie Socrative testov interaktivnymi Kahoot testami.
Studenti si v ramci skupinovej prace rozdelili preparaty a samostatne ich spracovali s podporou
check-listov. Na zaver hodiny prebiehalo opakovanie formou Kahoot testu, ktory mal sutazivy
charakter. Na konci semestra bol realizovany anonymny dotaznik, ktory vyplnilo spolu 144
Studentov (96 slovenskych a 48 zahrani¢nych). Dotaznik obsahoval otdzky hodnotené na
Likertovej skale (1 = Gplne nestihlasim, 5 = uplne stihlasim), a taktiez binarne otazky ano/nie.

Vysledky boli nasledne kvantitativne vyhodnotené.

Vysledky a diskusia

Vysledky ukazali rozdiely vo vnimani jednotlivych prvkov, pricom vicSina z nich bola
hodnotena pozitivne.

Pouzivanie menoviek bolo hodnotené prevazne neutrdlne, avSak Studenti pozitivne vnimali
oslovovanie menom, ¢o prispievalo k zniZeniu anonymity a zlepSeniu interakcie medzi
Studentom a ucitelom. Tento prvok ma vyznam aj z pohladu pedagdga, ked’ze ulahcuje
zapamadtanie si mien Studentov. Najvyssie hodnotenia ziskali check-listy, ktoré Studenti oznacili
ako vel'mi uzitoné pri Stadiu preparatov. Ich efekt mozno vysvetlit' tym, ze Struktarované
vedenie ucenia znizuje kognitivne pretazenie a zlepSuje orientdciu v komplexnom ucive.
Moznost’ vyskasat’ si rolu mini ucitel'a vyuzilo 31 % slovenskych a az 51 % zahrani¢nych
Studentov. Vyssia aktivita zahrani¢nych Studentov moze stvisiet’ s ich motivaciou zapojit’ sa do

vyucby alebo s odlisSnym vzdeldvacim pozadim. Tento prvok sa ukéazal ako efektivny nastroj na
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podporu aktivneho wucenia, ktoré podporuje hlbSie spracovanie informacii a rozvoj
komunika¢nych schopnosti (3). Kahoot testy boli Studentmi hodnotené vel'mi pozitivne. Ich
dynamicky a sut'azivy charakter zvySoval motivaciu a zaroven stazoval vyuzitie necestnych
praktik, napriklad pouzitie umelej inteligencie pocas testovania. Tieto vysledky poukazuju na

vyznam gamifikacie vo vzdelavani, najméd z hl'adiska zvySenia motivacie a angazovanosti

Studentov.

Anketové tvrdenie SVK median INT median
Menovky prispeli k prijemnej atmosfére na praktiku. | 3 3
Citil som sa prijemnejSie, ked” ma ucitel’ oslovoval

menom. ) 4
Check-listy boli pre mna uzitocné pri Studiu

preparatov. > :
Kahoot testy boli motivujucim a prijemnym sposobom

zopakovania uciva. : :
Pozitivne hodnotim nové prvky v uceni. 4 4
Nové prvky v uceni zvacsili moj zaujem o predmet a

zapojenie sa do aktivity pocas praktika. . ‘

Tab.1 Vysledky ankety, kde sa slovenski (SVK) aj zahranicni (INT) Studenti vyjadrili k tvrdeniam
podla Likertovej skaly: 1 = uplne nesuhlasim, 2 = skor nesuhlasim, 3 = neutralny postoj, 4 =

skor suhlasim 5 = uplne suhlasim

4]

4 4

3  svk 3 M svk
2 BNt 2 M INT
1 1

0 0

A 1 B 1

Obr.2 Celkové vnimanie novych prvkov v uceni slovenskymi (SVK) a zahranicnymi (INT)
Studentami. A: pozitivne hodnotenie novych prvkov v uceni, B: zvySenie zdujmu o predmet
vdaka novym prvkom v uceni (1 = uplne nesuhlasim, 2 = skor nesuhlasim, 3 = neutralny postoyj,

4 = skor suihlasim 5 = tiplne suhlasim)
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Celkovo mozno konStatovat, ze zavedené inkluzivne prvky prispeli k zvySeniu aktivity
Studentov, ich motivacie a pozitivnejSiemu vnimaniu predmetu, ¢o podporuje asponn Cast
zaverov, ze aktivne a inkluzivne metddy vyucby vedu k lepSim Studijnym vysledkom a vyssej
spokojnosti Studentov (1). Zaroven sa ukazuje, ze samotné zavedenie jednotlivych aktivit
nemusi byt’ postacujice. Ako vo svojich SirSich reflexidch o internacionalizovanej a inovativnej
vyucbe uvadzaji Pleschova (4) a Simon (5), zmysluplnd transformacia vysokoSkolského
vzdelavania si vyzaduje nielen izolované prvky aktivneho ucenia, ale najmid koherentny
pedagogicky dizajn zosuladeny s potrebami Studentov, kontextom Studijného programu a

inStitucionalnymi podmienkami.

Suhrn

Implementécia inkluzivnych prvkov do vyucby histologie a embryoldgie na LF UK v Bratislave
mala pozitivny vplyv na zapojenie a motivaciu Studentov. Najvyznamnej$i prinos bol
zaznamenany pri pouziti check-listov a interaktivnych Kahoot testov. Vysledky podporuja
pokracovanie v aplikécii tychto prvkov a ich dal$i rozvoj. Inkluzivne a interaktivne pristupy
predstavuju efektivny ndstroj na zlepSenie kvality medicinskeho vzdeldvania a zvladanie

naro¢nych predmetov.
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Abstract

Our study aimed to evaluate the effect of Salvia officinalis L. extract on the gene expression of
CYPIAS isoform in the livers of chicken embryos. The experiment was conducted using a
chicken embryo model, in which various concentrations of an extract prepared from garden
sage and the commercially available Leros extract were applied to fertilized eggs on the 4th
embryonic day (ED). Liver samples were collected on the 9th embryonic day. Gene expression
results demonstrated that sage extract modulated the expression of the selected genes. The
CYPIAS gene showed statistically significant induction at a lower concentration of the
commercial extract. Differences in the intensity and profile of the effect were observed between

the garden sage extract and the commercial extract.

Uvod

Salvia officinalis L. (Salvia lekarska) patri medzi vyznamné lie€ivé rastliny ¢elade Lamiaceae,
ktoré su tradine vyuzivané pre svoje protizapalové, antimikrobidlne, antioxidacné
a adstringentné ucinky. Biologicka aktivita tejto rastliny je podmienena komplexnym obsahom
sekundarnych metabolitov, najma silic (tujon, gafor, 1,8-cineol), diterpénov (karnosol, kyselina
karnosova), fenolovych kyselin (kyselina rozmarinova) a flavonoidov (1). Tieto zluceniny sa
podielaju na ochrane rastliny pred oxidacnym stresom a zarovenn si zodpovedné za jej
farmakologické ucinky. Biosyntéza mnohych sekundarnych metabolitov v S. officinalis je

sprostredkovand enzymovymi systémami zahffiajucimi cytochromy P450. Cytochrémy
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predstavuju  hemoproteiny schopné katalyzovat® oxida¢no-redukéné reakcie, pricom
v rastlinach zohrévaju zdsadnt Glohu najmi pri syntéze terpenoidov a fenolovych zlucenin.
Experimentalny dokaz o ucasti cytochrémov P450 na metabolizme monoterpénov v Salvii
priniesla praca Funk a Croteau (2), ktori izolovali a charakterizovali cytochrém P450-
dependentnt gafor-hydroxylazu z tkanivovych kultur Salvia officinalis. Autori preukazali, ze
hydroxyléacia gaforu prebieha v mikrozomalnej frakcii za ucasti NADPH-dependentného P450

systému.

Material a metédy

Extrakty sme vyhotovovali v troch koncentraciach (100 %, 50 % a 25 %) zo suSenej Salvie
pozbieranej v zdhrade a z komer¢ne dostupného ¢aju Leros. Oplodnené slepacie vajcia (Gallus
gallus domesticus, n = 60) boli ziskané z certifikovaného liaharenského zariadenia (EN ISO
22000; Liaharensky podnik Nitra, as, Parovské Haje, Slovensko) a rozdelené do Styroch skupin
ako pre zahradnu Salviu, tak aj pre Leros, podl'a koncentracie aplikovaného extraktu (K1, S1,
S0,5, S0,25; K2, L1, L0,5,L0,25). Na 4. ED bola prevedena aplikacia extraktov Salvie lekarskej
z univerzitnej zahrady, LEROS a kontrolného roztoku. Na ED9 bola z embryi odobrata pecen,
ktora bola do extrakcie RNA uskladnena pri -70 °C. Celkova RNA bola extrahovana pouzitim
komer¢éného kitu RNeasy Mini Kit (Qiagen, Nemecko). Na prevod izolovanej RNA do
komplementarnej DNA (cDNA) sme pouzili kit High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems, USA) so vstupnou koncentraciou RNA 1000 ng/ul. Na sledovanie
zmeny génovej expresie CYPIAS sme pouzili real time PCR so SYBR Greenom (Power
SYBR™ Green PCR Master Mix, Applied Biosystems, USA). Génova expresia bola hodnotena
metédou 2-AACt s pouzitim génu GAPDH ako endogénnej kontroly. Statisticka analyza bola
vykonana v programe GraphPad Prism (dvojcestna ANOVA, Sidakov test), pricom rozdiely

boli povazované za Statisticky vyznamné pri p < 0,01.

Vysledky

Pri analyze génovej expresie sme zaznamenali Statisticky vyznamnu up-regulaciu v pripade
extraktu zo Salviového caju Leros v koncentracii 0,25 % (1,71; p<0,01). Pri ostatnych
koncentraciach extraktu zo Salviového ¢aju (0,5 % a 1 %) sme zaznamenali nesignifikantni
miernu down-reguldciu. V pripade extraktu pripraveného zo zahradnej Salvie sme pri

koncentraciach 0,25 % a 0,5 % pozorovali miernu nesignifikantni down-regulaciu (Obr. 1).
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Obr. 1 Porovnanie génovej expresie CYPI1AS medzi extraktom pripravenym zo suSenej Salvie
a z komercne dostupného caju (Leros).

Diskusia

Bunky reaguju na stres predovSetkym prostrednictvom molekul klasifikovanych ako stresové
proteiny. Stresové proteiny sa Casto d’alej delia do dvoch vSeobecnych kategorii: proteiny
aktivované iba stresom a proteiny podiel’ajuce sa na reakciach na stres, ako aj na normalne;j
funkcii buniek. Takmer identické stresové proteiny sa exprimuji v najjednoduchsich
prokaryotickych bunkach, ako aj v najzlozitejsich eukaryotickych bunkach. Bunkova stresova
reakcia je evolu¢ne zachovana vo vSetkych zivych organizmoch a hlavna tloha sa pripisuje
indukovanym proteinom tepelného Soku a inym molekuldm, ktoré poskytuji ochranu proti
stresu. Molekularne reakcie vyvolané bunkami urcuja, ¢i sa organizmus prispdsobi, prezije,
alebo ak je poskodeny nenapravitelne, podstipi smrt. Vo vécsine pripadov su tieto reakcie pre
organizmy prospesné, ale niekedy bunky, ako napriklad rakovinové bunky, vyvini obranné
mechanizmy, ktoré interferuju s terapiou. Hoci st stresové reakéné cesty sprostredkované
roznymi spdsobmi v zavislosti od stresového faktora, typu buniek atd’., spolocnou
charakteristikou mnohych ciest, ale najmé tych, kde je hlavnym stresovym faktorom teplo, je
to, Ze su iniciované pritomnost'ou a detekciou denaturovanych proteinov. Podmienky, ako st
vysoké teploty, Casto spdsobuju denaturdciu proteinov, ¢o je mechanizmus, ktory umoznuje
bunkam urcit, kedy su vystavené vysokej teplote, bez potreby Specidlnych tepelne citlivych

proteinov, pretoze denaturované proteiny spustaju stresovi reakciu (3). V pripade vyvijajiceho
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sa kuracieho embrya moze mat’ Salvia (Salvia officinalis) aplikovana in ovo (najma vo vysokych
koncentraciach) vplyv na vyvijajicu sa pecen tym, ze meni metabolické a antioxidacné dréhy,
¢o moze zahfiiat’ aj epigeneticku drahu. Salvia lekarska interaguje s enzymami cytochréomu
P450 (CYP) v peceni, a to predovsetkym prostrednictvom modulacie metabolizmu fazy I. Hoci
je Casto cenena pre svoje antioxida¢né a hepatoprotektivne vlastnosti, Stadie ukazujui, ze moze
indukovat alebo inhibovat Specifické enzymy CYP, najmd CYP2E1, CYP3A4 a CYP2C9 (1).
Shang et al. (4) skimali ulohu CYP1A4 aCYPIAS pri metabolizme T-2 toxinu
v embryondlnych hepatocytoch kurata. Hoci expozicia toxinu viedla k vyraznej indukcii
expresie oboch génov, samotnu hydroxylaciu T-2 toxinu katalyzoval vylu¢ne CYP1AS. Tento
vysledok poukazuje na funkénu divergenciu tychto izoforiem a na dominantnu tlohu CYP1AS
v detoxika¢nych procesoch. MiernejSia odpoved’ v naSom experimente mdze naznacovat’, ze
rastlinné metabolity predstavuju slabsi indukény stimul v porovnani s mykotoxinmi, ale
funguju ako bioaktivne latky, ktor¢ mozu aktivovat v hepatocytoch ochranni reakciu

u vyvijajaceho sa embrya.

Suhrn

Z porovnania ucinku extraktu zo zahradnej Salvie a komer¢ne dostupného extraktu Leros
vyplyva, Ze oba typy extraktu boli schopné ovplyvnit’ expresiu sledovaného génu, avSak ich
ucinok sa lisil v zavislosti od koncentracie a konkrétnej izoformy cytochromu P450. Komercny
extrakt Leros signifikantne ovplyvnil expresiu CYP1AS (up-regulacia) pri niz$ej koncentracii

(0,25 %). ostatné koncentricie ani pri zdhradnej Salvii ani pri ¢aju nemali signifikantny efekt na

génovu expresiu CYP1AS.
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Abstract

This study focuses on the histomorphological analysis of the mucosa of the pars esophagea in
pigs, with emphasis on parakeratosis as an early and potentially reversible stage in the
pathogenesis of gastric ulcers. Parakeratosis was characterized by epithelial hyperplasia,
thickening of the stratum corneum and retention of nuclei in keratinocytes, indicating impaired
differentiation. In advanced stages, erosive lesions with epithelial loss and inflammatory
response were observed. The results confirm that parakeratosis represents a critical pre-
ulcerative stage that may regress after elimination of etiological factors but can progress to

erosion and ulceration under persistent adverse conditions.

Uvod

Zaladoéné vredy osipanych predstavujii viyznamny problém intenzivneho chovu s negativnym
dopadom na welfare zvierat aj ekonomiku produkcie. Naj¢astejSie postihuji pars esophagea,
bezzl'azovu Cast’ zaludka vystlana viacvrstvovym plochym epitelom, ktory je menej chraneny
proti posobeniu kyslého zalidocného obsahu (1, 2). Ochranna funkcia pars esophagea je
zalozené na integrite epitelu, ked’ze tato oblast’ nedisponuje hlienovou ani bikarbonatovou
bariérou. NaruSenie celistvosti epitelu vedie k oslabeniu bariérovej funkcie a zvysenej citlivosti
na chemické poskodenie. Jednym z prvych histologickych prejavov poruchy epitelu je
parakeratdza, definovana ako porucha terminalnej diferenciacie buniek epitelu so zachovanim
jadier v patologicky zhrubnutej parakeratéznej vrstve epitelu (3). Tento proces vedie k
naruseniu fyziologickej organizacie epitelu a zniZeniu jeho mechanicke;j stability. Parakeratoza
je povazovana za skoré pre-ulcerativne a potencialne reverzibilné Stadium, ktoré moze pri

pretrvavani nepriaznivych podmienok progredovat’ do erozivnych 1ézii a naslednej ulceracie (4,
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5). Vyznamnu ulohu pritom zohravaju aj nutricné a environmentalne faktory, najmi jemna
granulometria krmiva, nizky obsah vlakniny a stres (6).

Cielom prace bolo histologicky charakterizovat morfologické zmeny sliznice zaludka
oSipanych so zameranim na parakeratozu ako pre-ulcerativne §tddium a analyzovat’ jej lohu v

patogenéze zaludo¢nych vredov.

Material a metody

Vzorky zaludo¢nej sliznice boli odobraté od 120 oSipanych z komeréného chovu pocas post
mortem vysetrenia, pricom odber bol zamerany na oblast’ pars esophagea. Po odbere boli
vzorky fixované v 10 % pufrovanom formaline a spracované Standardnou histologickou
technikou zahfiiajicou dehydrataciu, zalievanie do parafinu a rezanie na rezy hribky priblizne
5 um. Rezy boli farbené hematoxylinom a eozinom (H&E) a hodnotené svetelnym
mikroskopom. Sledovana bola morfologicka architektira sliznice pars esophagea so
zameranim na pritomnost’ fyziologickej sliznice, parakeratdzy a erozivnych zmien. Hodnotenie
bolo realizované kvalitativne na zaklade integrity epitelu, intraepitelidlnych zmien a charakteru

zéapalovej infiltracie.

Vysledky

Na zaklade histologického vySetrenia boli na sliznici pars esophagea identifikované tri
morfologické stavy: fyziologicka sliznica, parakeratoza a erdzie. Fyziologicka sliznica bola
tvorend dobre diferencovanym viacvrstvovym plochym epitelom so zachovanou stratifikaciou

bez znamok parakeratdzy a lamina propria mucosae nevykazovala zapalové zmeny (Obr. 1).

Obr. 1 Fyziologicka sliznica pars esophagea. EP — viacvrstvovy dlazdicovity epitel, LP — lamina
propria mucosae MM — lamina muscularis mucosae, TS — tela submucosa, TM — tunica

muscularis.
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Parakeratoza bola najcastejSie pozorovanou patologickou zmenou a prejavovala sa
hyperplaziou viacvrstvového dlazdicového epitelu a zhrubnutim stratum corneum so
zachovanou pritomnostou jadier aj v povrchovych vrstvach zmeneného epitelu. Typickym
nalezom boli intraepitelové §trbiny roznej hibky, naznagujuce poruchu medzibunkovej kohézie,
miestami sprevadzané separaciou povrchovych parakeratéznych vrstiev od podkladového

epitelu, bez pritomnosti vyraznej zapalovej infiltracie (Obr. 2).

Obr. 2 Parakeratoza pars esophagea
Erozivne zmeny boli charakterizované stratou krycieho epitelu s expoziciou lamina propria
mucosae, sprevadzané exfolidciou buniek a fragmentaciou epitelu. Na spodine erdzii bola
pritomna akutna zapalova reakcia s dominanciou neutrofilnych granulocytov, miestami aj

lymfoidné agregaty (Obr. 3).

Obr. 3 Erozia pars esophagea.
Diskusia
Vysledky tejto Stadie potvrdzuju, ze parakeratoza predstavuje vyznamné pociatocné Stadium v
patogenéze zalidoCnych vredov u osipanych. Ide o dynamicky a potencialne reverzibilny

proces, pri ktorom je morfologicka kontinuita epitelu zachovana, avsak jeho bariérova funkcia
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je oslabend, Co zvySuje nachylnost sliznice na pdsobenie agresivnych faktorov zaludocného
prostredia. Retencia jadier v stratum corneum poukazuje na poruchu termindlnej diferenciacie
epitelovych buniek a vznik Strukturalne nezrelého epitelu so znizenou mechanickou odolnost'ou
(3). Narusenie medzibunkovej kohézie vedie k tvorbe intraepitelidlnych Strbin, ktoré umoznuju
penetraciu kyslych komponentov Zalidocného obsahu. Porucha epitelovej bariéry vedie k
zvysenej permeabilite pre vodikové i6ny, Co prispieva k poskodeniu povrchovych vrstiev
sliznice (1, 7). Tento mechanizmus predstavuje kI'i¢ovy faktor prechodu k erozivnym 1éziam.
Parakeratéza je povazovana za potencidlne reverzibilny stav, priCom po odstraneni
vyvolévajucich faktorov, najmd upravou nutricnych a manazmentovych podmienok, méze
dojst’ k obnove epitelovej Struktury a zlepSeniu bariérovej funkcie sliznice (4, 8). Pri ich
pretrvavani moze dochédzat k progresii do erozivnych a ulcerativnych 1ézii.

Erozivne 1ézie predstavuju pokrocilé Stadium charakterizované stratou epitelu a akutnou
zéapalovou reakciou s dominanciou neutrofilov, ¢o zodpovedd mechanizmom popisanym v
predchadzajtcich stadiach (2, 5). V niektorych pripadoch boli pritomné aj lymfoidné agregaty,
naznacujuce sprievodni imunitni odpoved’ Prechod z parakeratdozy k erézii predstavuje
kriticky bod v patogenéze ochorenia a odréza zlyhanie bariérovej funkcie epitelu (9).
Vyznamnu tulohu zohravaju aj nutricné faktory, najmi fyzikalna Struktara krmiva, ktord
ovplyvituje kontakt kyseliny so sliznicou (6, 10). Uloha baktérii rodu Helicobacter v
patogenéze gastrickych ulceracii oSipanych zostava nejednoznacné a pravdepodobne ma skor
kofaktorovy vyznam (11, 12). Parakerat6za a erdzie tak predstavuji kontinuum morfologickych

zmien veducich k postupnej destrukcii bariérovej funkcie sliznice pars esophagea.

Suhrn

Parakerat6za sliznice pars esophagea predstavuje skoré a potencialne reverzibilné stadium v
patogenéze zaludocnych vredov u osipanych. Ide o morfologicky prejav narusenej diferenciacie
epitelu, ktory modze regresovat po odstraneni vyvolavajucich faktorov, najmi upravou
nutricnych a manazmentovych podmienok chovu. Pri pretrvavani nepriaznivych podmienok
dochadza k progresii poskodenia, zlyhaniu bariérovej funkcie epitelu a prechodu k erozivnym
1ézidm sprevadzanym zapalovou odpoved’ou. Vysledky potvrdzuji multifaktoridlny charakter
vzniku zaludo¢nych vredov, priCom parakeratéza predstavuje klicovy skory morfologicky
marker znizenej odolnosti sliznice. Jej vcasnd identifikdcia umoziuje implementaciu

preventivnych opatreni a zniZenie vyskytu zalado¢nych 1€zii v chove oSipanych.
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Abstract

Salvia officinalis L. is a traditionally used medicinal plant rich in biologically active
compounds, but they may exhibit potential toxicity at higher doses. The aim of the study was
to assess and compared the effect of extracts prepared from Salvia officinalis cultivated in the
botanical garden and commercial herbal product (Leros) on embryonic liver development. The
chicken embryo was used as an alternative in vivo animal model. Degenerative and necrotic
changes of the liver parenchyma were observed after Leros product administration. The study
contributes to the assessment of the safety of plant extracts during embryonic development and

highlights the need for further research focused on isolated active plant compounds.

Uvod

Rastlinné extrakty su Siroko vyuzivané v tradicnej aj modernej medicine. Mnohé bioaktivne
latky rastlinného povodu vykazuji priaznivé farmakologické ucCinky, avSak pri vyssich
koncentracidch mézu vykazovat' aj toxické alebo embryotoxické uc€inky. V pripade Salvia
officinalis je pozornost venovand najmid obsahu monoterpénu tujonu, ktory je spajany s
potencialnymi toxickymi ti€¢inkami a moéze ovplyviiovat’ rdzne fyziologické procesy organizmu
(1). Pecent patri medzi klI'ai¢ové organy pri hodnoteni u¢inkov biologicky aktivnych latok na
vyvijajuici sa organizmus. Experimentalne Stadie naznacujt, ze vyssie koncentracie extraktov
Salvia officinalis mo6zu ovplyvnit’ oxida¢né parametre a histologicku Struktru tkaniva pecene
embryi, o poukazuje na potrebu dalSiecho skiimania bezpecnosti tychto latok pocas
embryondlneho vyvoja (2). Pri $tadiu embryotoxickych u¢inkov biologicky aktivnych latok sa
vyuziva in vivo alternativny zvieraci model model kuraciecho embrya. Vd’aka jednoduche;j
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manipulécii, Casovej nendrocnosti a porovnatel'nému vyvinu s 'udskym embryom, predstavuje
kuracie embryo vhodny model spinajtici principy 3R (Replacement, Reduction, Refinement;
3). Napriek Sirokému vyuZzivaniu lieCivych rastlin stdle existuje obmedzené mnozstvo
experimentalnych udajov o ich t¢inku pocas embryonalneho vyvoja, najma pokial’ ide o mozné
morfologické a histologické zmeny organov. Tato praca je preto zamerana na experimentalne
hodnotenie ucinku vodného extraktu Salvia officinalis, ziskaného zrdéznych zdrojov, na

embryonalny vyvin pecene kuracieho embrya.

Material a metody

Na experiment bolo pouzitych 60 oplodnenych kuracich vajec plemena Lohmann Brown z
certifikovaného chovu Liaharensky podnik Nitra. Vajcia boli inkubované za Standardnych
podmienok pri teplote 37,5°C + 0,5°C a 60 % relativnej vlhkosti v automatickej liahni a
rozdelené do kontrolnej skupiny a troch experimentalnych skupin. Kontrolnej skupine bol
aplikovany fyziologicky roztok v mnozstve 100 pl/vajce. Rovnaky objem testovanych vzoriek
vodného extraktu (vzorka viate z univerzitnej botanickej zahrady a komer¢ny preparat Leros)
bol aplikovany v koncentraciach 1 %, 0,5 % a 0,25 %. Vzorky boli aplikované na
podskrupinovi membranu (membrana papyracea) na 4. embryonalny defi. Na histologické
vySetrenie boli vzorky pecene odobraté na 9. embryonalny defi a spracované Standardnym
postupom pre pripravu histologickych preparatov farbenych hematoxilin-eozinom, s hrabkou
rezov 7 um. Vzorky boli analyzované pouzitim svetelného mikroskopu Olympus CX 43 s

kamerou.

Vysledky

V kontrolnej skupine pozostaval parenchym z hepatocytov cylindrického tvaru, s okruhlym
euchromatickym jadrom. Bunky na periférii organu boli prevazne kubického tvaru. Hepatocyty
boli usporiadané do acinov, alebo kratkych dvojvrstvovych trdmcov. V centrdlnej casti
acinov/tramcov sa vyskytovali zI€ové kapilary. Peceniové sinusoidy boli vystlané endotelovymi
bunkami. Sinusoidy na periférii organu mali $irSi limen, ako v centralnej Casti peCene. Povrch
organu bol pokryty dlazdicovym epitelom, mezotelom. V experimentalnej skupine Salvia
0,25 a 0,5 % bol pecenovy parenchym bez vyraznych morfologickych zmien. Hepatocyty mali
zachovanu vel'kost’ a tvar, bez zmien v usporiadani acinov/tramcov. Len na niektorych miestach
doslo k miernej dilaticii ZI¢ovych kapilar. V experimentalnej skupine Salvia 1 % bol

pecenovy parenchym bez vyraznych morfologickych zmien. V niektorych ¢astiach organu boli
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pozorované loziskové zmeny. Doslo k rozpadu acinov/tramcov, hepatocyty mali nepravidelny
tvar. Pecenové sinusoidy boli dilatované a v ich limene boli pozorované poskodené bunky.

V experimentalnej skupine s pouzitim sypanej Cajoviny Leros 0,25 %, bola pozorovana
zachovana Struktura parenchymu pecene. Miestami bola pozorovana mierna dilatacia zlcovych
kapilar. V experimentalnej skupine Leros 0,5 % boli zmeny v peceni len v miernom rozsahu.
Struktara acinov/trimcov bola zachovand, miestami nastala mierna dilatacia z1¢ovych kapilar.
V centralnej Casti parenchymu boli loziska, s vakuolizovanymi hepatocytmi a poSkodenymi
acinmi/trdimcami. Pri experimentialnej skupine Leros 1 % boli morfologické zmeny
pozorované v celom parenchyme pe¢ene. Struktira acinov/tramcov bola zastretd, pricom
lokalne doslo aj k ich rozpadu. Mnoh¢ hepatocyty boli dilatované s presvetlenou cytoplazmou.
Na periférii organu mali prevazne kubicky tvar s pyknotickym jadrom. V niektorych pripadoch
sme pozorovali mierne dilatované zZICové kapilary. P6sobenim vilate Salvie bola pozorovana vo
vSetkych experimentalnych skupinach len mierna dilatacia Zl¢ovych kapilar. AvSak v skupine
Salvia 1 % bola pozorovana dilatécia peetiovych sinusoid a rozpad acinov. Na druhej strane,
vplyv sypanej ¢ajoviny (Leros) bol vyraznejsi. Okrem dilatacie zl¢ovych kapilar, boli v
experimentalnej skupine Leros 0,5 % pozorované fokalne vakuolizované hepatocyty a
poskodené aciny. Podobné morfologické zmeny boli pozorované aj v experimentéalnej skupine

Leros 1 %, avSak uz v celom parenchyme pecene.

Diskusia

V sucasnosti sa model kuracieho embrya vyuziva nielen v oblasti vyvojovej bioldgie, ale aj pri
skriningu ucinku lieCiv, hodnoteni embryotoxicity, angiogenézy, hepatotoxicity a Studiu
mechanizmov pdsobenia chemickych latok. Dolezitym aspektom je aj skutocnost, ze do 13.
dna inkubdcie nie je plne vyvinuty nervovy systém schopny vnimania bolesti, ¢o umoziiuje
realizovat’ experimenty v stlade s principmi 3R (Replacement, Reduction, Refinement; 4).
Salvia lekarska obsahuje 3iroké spektrum sekundarnych metabolitov. Medzi hlavné zlozky
silice patria monoterpény, najmé o- a B-tujon, 1,8-cineol a gafor. Okrem toho st pritomné
fenolické zluceniny, ako kyselina rozmarinova, diterpény (kyselina karnozova, karnosol) a
triterpenoidy vratane kyseliny ursolovej. Biologickd aktivita extraktu je vysledkom
synergického posobenia tychto latok (5). Tujon patri medzi najviac diskutované zlozky Salvie
z hl'adiska toxicity. Mechanizmus jeho i¢inku je spajany s moduldciou GABA-A receptorov,
¢o mdze viest’ k neuroexcitacii pri vyssich davkach. Regula¢né dokumenty EMA upozoriuju
na potrebu limitovania prijmu tujénu v potravinach a rastlinnych pripravkoch. Prehl'adové

prace o esencialnych olejoch poukazujii na potencialnu embryo a fetotoxicitu niektorych
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monoterpénov a odporucaju opatrnost’ pri ich uzivani pocas gravidity (6). Hoci vac¢sina udajov
pochéadza zo $tadii na hlodavcoch, biologicka aktivita tychto latok naznacuje mozny vplyv aj
na iné vyvojové modely. PeCen predstavuje v embryonalnom obdobi kIi¢ovy metabolicky a
hematopoeticky organ. V skorych stadiach vyvoja je miestom intenzivnej proliferacie
hepatoblastov a zaroven centrom embryonalnej hematopoézy (7). Pozorované nekrotické
zmeny peceniového parenchymu mdézu stvisiet’ s priamym cytotoxickym ucinkom niektorych
zloziek extraktu, pripadne s indukciou oxidacného stresu. Oxidacny stres je Castym
mechanizmom hepatotoxicity rastlinnych silic a moze viest’ k naruseniu bunkovych membran,
mitochondrialnej dysfunkcii a aktivacii apoptotickych drdh. Al-Ghamdi et al. (2) sledovali
ucinok extraktu Salvie lekarskej na vyvijajucu sa pecenn kuracieho embrya, zaznamenali
degenerativne zmeny hepatocytov a poskodenie peceniového tkaniva pri vyssich koncentraciach

extraktu, pricom autori poukazali na ulohu oxida¢ného poskodenia ako hlavného mechanizmu.

Zaver

Na zaklade zistenych vysledkov m6zeme konStatovat’, ze vodny extrakt Salvie lekdrskej moze
ovplyvnit' embryonalny vyvoj pecene kuracieho embrya. Extrakt z vnate Salvie lekarskej
vykazoval miernejsi toxicky ucinok na vyvin kuraciecho embrya v porovnani s extraktom z
komer¢nej €ajoviny Leros. Pri extrakte Leros boli pozorované vyraznejSie degenerativne zmeny
pecenového parenchymu stvisiace s vyskytom vakuolizacie hepatocytov a poskodenie acinov
v celej Struktire parenchymu peCene. Naopak, pri extrakte z vnate Salvie lekarskej boli
zaznamenané miernejSie morfologické zmeny (dilatacia zl€ovych kapilar a sinusoid). Vysledky
prace poukazuji na potrebu d’alSiecho vyskumu zameraného na izolované bioaktivne zlozky

extraktu, kvantifikaciu ich koncentracie a podrobnejSie hodnotenie mechanizmov pdsobenia.
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Abstract

Immunohistochemistry is a key method for the precise localization and visualization of specific
proteins in tissue structure. The study of oxidative stress allows monitoring of antioxidant
enzymes, especially superoxide dismutase isoforms (SOD), across different cell populations.
This technique provides valuable information about cellular adaptation during embryonic
development, tumour progression, and toxic organ damage. Thanks to the high specificity of
the antibodies, it is possible to identify changes in protein levels that are related to the disruption
of cellular homeostasis. Semi-quantitative evaluation of the intensity of colouring allows the
interpretation of the level of the body's antioxidant response to adverse stimuli. The method
thus combines morphological information with molecular data, which is essential for
understanding disease mechanisms in experimental models. It is therefore considered an

irreplaceable tool in modern biomedicine and toxicology.

Uvod

Reaktivne formy kyslika (ROS) vznikaji ako prirodzeny vedlajsi produkt aerébneho
metabolizmu, najmd v mitochondriach pocas prenosu elektronov v dychacom retazci. Ich
nadmernd produkcia vedie k oxida¢nému poskodeniu lipidov, proteinov a nukleovych kyselin,
¢o nartsa bunkovi homeostazu (1). Na ochranu pred tymto poskodenim bunky vyuzivaju
antioxidacné obranné mechanizmy, medzi ktoré patri aj superoxiddismutdza (SOD).
Mitochondrialna forma SOD (MnSOD) katalyzuje premenu superoxidového aniénu na mene;j
reaktivny peroxid vodika (2). Imunohistochemické metdody umoziiuju detekciu a semi-
kvantitativne hodnotenie expresie SOD priamo v tkanivovych rezoch, ¢im poskytuja

informacie o jej distribucii a intenzite v jednotlivych bunkovych populaciach (3). Viaceré studie
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ukazuju zvysenu expresiu MnSOD v nadorovych tkanivach. Pri kolorektalnom karcinéme bola
pozorovand uz v §tadiu adendmu aj adenokarcindmu a stvisela s progresivnejSimi znakmi
ochorenia. Podobne sa zvySena expresia MnSOD a katalazy preukdzala aj pri zalidocnom
adenokarcinome v porovnani s nenddorovym tkanivom, o moze suvisiet’ s adaptaciou buniek
na zvySeny oxida¢ny stres a rozvojom intestinalneho typu nédoru (4, 2). Tieto poznatky
potvrdzujti, Ze imunohistochemickd analyza antioxidacnych enzymov predstavuje dolezity
nastroj na sledovanie adapticie buniek na oxidacny stres a pochopenie molekuldrnych

mechanizmov progresie ochoreni v experimentalnych modeloch.

VyuZzitie experimentalnych modelov v analyze antioxida¢nej odpovede
Imunohistochemické (IHC) Stidie ukazuju, Ze expresia izoforiem SOD sa vyrazne 1isi podla
typu tkaniva a bunkovej populécie. V 'udskom pankrease bola preukazana vyrazna pritomnost’
SOD1 a SOD2 najmé v acinoch a vyvodoch, zatial’ ¢o SOD3 sa vyskytovala len minimalne (5).
Této tkanivova Specifita sa formuje uz pocas prenatdlneho vyvoja. Na mysich modeloch bola
potvrdena Sirokd, no variabilna distribucia SOD1 v rozvijajacich sa systémoch, od centralnej
nervovej sustavy az po endokrinné Zl'azy, pricom intenzita expresie korelovala s konkrétnym
Stadiom maturdcie organov (6). Sledovanie antioxidatnych enzymov je dolezité aj pri
patologickych stavoch. V mySich modeloch neurodegeneracie spojenej s deficitom SOD2
umoznila imunohistochemicka analyza nielen identifikovat morfologické posSkodenie
neurdnov, ako je vakuolizacia neuropilu, ale aj zachytit’ sprievodna gliovi odpoved’ (7).
Hladiny SOD sa ukazuji taktiez ako citlivy ukazovatel' akutneho metabolického stresu.
Vyskum Park et al. (8) preukazal vyrazny pokles SOD1 a SOD2 v peceni potkanov po zastave
srdca sposobenej nedostatkom kyslika. Tento pokles naznacuje, zZe nahly oxida¢ny stres rychlo
vycerpava zasoby tychto enzymov v tkanive.

Osobitnu kategoériu tvori Studium environmentdlnych a exogénnych toxinov. Napriklad
vystavenie kuracich embryi tazkym kovom, ako je kadmium (Cd), spdsobilo vyrazné znizenie
hladin SOD2 a katalazy, ¢o potvrdzuje priamy negativny vplyv xenobiotik na proteosyntézu
antioxida¢nych enzymov (9). V nadviznosti na tieto poznatky sme sa v naSej Stadii zamerali na
ucinok etanolu v rovnakom modeli, priCom aj my sme vyuzili imunohistochemicku metddu na
sledovanie antioxida¢ného enzymu SOD2 v peceni kuraciecho embrya. Embrya boli vystavené
réznym koncentracidm etanolu pocas 24 a 48 hodin. Po 24 hodindch bola intenzita slabsia,
priCom s rasticou koncentraciou etanolu sa mierne zvySovala. Po 48 hodinach bola

imunoreaktivita SOD2 vo vSetkych skupinach vyraznejSia nez pri kratSej expozicii. Rozdiely
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medzi jednotlivymi koncentraciami etanolu vSak uz neboli vyrazné, ¢o naznacuje, ze
dolezitejsiu ulohu nez samotna koncentracia zohrava dizka posobenia etanolu.

Obrazok €. 1 zobrazuje imunohistochemické farbenie SOD2 v peceni kuracieho embrya po
expozicii réznymi koncentraciami etanolu (5 %, 10 %, 15 %, 20 %) a po dvoch expozi¢nych

casoch (24H a 48H). Pre kazdt skupinu je uvedena negativna kontrola (NEG, vl'avo) a prislusna

experimentalna vzorka (POS, vpravo).

Obr. 1. Imunohistochemicky dokaz SOD2 v hepatalnom parenchyme kuracieho embrya. NEG

— negativna vzorka, POS — pozitivna vzorka, mierka 50 um.
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Vsetky uvedené studie sa zhoduji v metodickom pristupe, kde sa vyuziva vizualizacia pomocou
chromogénneho systému diaminobenzidin—H>O2 (DAB), ktory vytvara typické hnedé sfarbenie
v mieste pritomnosti sledovaného antigénu. Bunkové jadra boli nésledne kontrastne dofarbené
hematoxylinom, ¢o umoziuje lepSiu orientdciu v tkanivovej architektire. Tento postup
umoziuje presnu topograficki analyzu antioxidacnej kapacity, o je nevyhnutné pre

pochopenie mechanizmov progresie ochoreni v roznych experimentalnych stidiach.

Suhrn

Imunohistochémia predstavuje vyznamny nastroj modernej mediciny, ktory umoziuje
lokalizaciu a detekciu Specifickych proteinov priamo v tkanivach. Vd’aka vyuzitiu protilatok
poskytuje cenné informécie o bunkovych a molekularnych procesoch, ktoré sa podiel'ajii na

fyziologickom aj patologickom vyvine organizmu.
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Abstract

“Spitting cobras” of the genus Naja constitute a distinct group of snakes capable of actively
ejecting venom toward the eyes of a predator, where it can induce local tissue damage and
irritation. This study aims to evaluate the vasotoxic, hemotoxic, and cytotoxic effects of Naja
ashei venom using the chick chorioallantoic membrane (CAM) model, supported by
histological analysis. Immediately following exposure, vascular alterations were observed,
while subsequent histological examination revealed extensive tissue damage. The results
confirm the presence of haemotoxins, vasotoxins and cytotoxins in Naja ashei venom and

support similar pathophysiological effects following ocular exposure to the venom.

Uvod

,Pluvajuce kobry“ predstavuju Specificki skupinu hadov z rodu Ngja, ktoré su zname
unikatnym obrannym mechanizmom aktivneho vypudzovania jedu, cielene smerovaného na
oblast’ tvare a o€i predatora. V zasiahnutom oku vyvolava jed ,,pl'uvajicich kobier vyrazné
lokalne poskodenie tkaniv sprevadzané silnou bolest'ou, zdpalom a poruchou integrity rohovky,
¢o moze v zavaznych pripadoch viest’ az k trvalému poSkodeniu zraku (1).
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Cielom tejto experimentalnej Stadie je nadviazat’ na naS predchddzajici vyskum jedov
,pluvajucich kobier*. Pilotna §tiidia vyuzivajica chorioalantoickli membranu (CAM) kuracich
embryi na hodnotenie vazoaktivity ahemotoxicity jedov nam umoznila sledovat
a zdokumentovat’ destruktivny vplyv jedu hada druhu Naja ashei na cievy CAM. Bezprostredne
po aplikacii roztokov jedu na CAM sme pozorovali odkrvenie a vymiznutie jedom
zasiahnutych ciev, ¢o bolo dobre viditeIné vdaka vyraznej farebnej zmene (1). Tento
mechanizmus ucinku jedu nebol okrem ,,pl'uvajucich kobier” zaznamenany pri Ziadnej inej
skupine hadov. Vzhl'adom na to sme sa rozhodli postup zopakovat’ a doplnit’ morfologické
hodnotenie pomocou histologickej analyzy, ¢o nam umoznilo detailnejSie posudenie rozsahu

poskodenia tkaniva.

Material a metody

Experimentalny vyskum bol realizovany na oplodnenych kuracich vajciach (Lohmann Brown,
Gallus gallus domesticus) z certifikovaného chovu (Parovské Haje, Nitra, Slovensko).
Inkubator (ET 49, ART 549) zabezpecoval stabilné podmienky (37,5 °C; vlhkost' 60 %;
automatické otaCanie) pocas 240 hodin inkubécie. Den zaciatku inkubacie oznacujeme ako 0.
embryonalny dent (0. ED). Na 3. ED boli z kazdého vajca asepticky odobraté 2 ml bielka.
Aplikécia jedu prebiehala na 9. ED. Z tupého konca kazdého vajca bola odstranend vrchna cast’
Skrupiny spolu s podskrupinovou blanou, ¢im sa spristupnili a odhalili cievy CAM. Nativny jed
hada druhu Naja ashei bol aplikovany do skupiny 4 vajec v davke 5 ul. V kontrolnej skupine
bolo do 4 vajec aplikovanych 5 pl aqua pro injectione. Bezprostredne po aplikécii jedu boli
pocas intervalu 5 minut sledované a fotograficky dokumentované (Olympus SZ61; Quick Photo
Micro) novovznikajuce vaskularne reakcie (hyperémia, hemoragie, hemokoagulacia) na
cievach CAM. Pomocou bodovacieho syst¢ému podl'a Luepkeho boli jednotlivym reakciam
pridelené hodnoty, z ktorych bolo nésledne vypocitané kumulativne skore a stanoveny iritacny
potencial (2). Z CAM s najvyraznejSim vaskularnym poskodenim, ako aj z kontrolnej skupiny,
boli odobraté vzorky na histologickli analyzu s cielom detailného zhodnotenia jedom
indukovanych patologickych zmien. Vzorky tkaniv boli fixované v Dentsovom roztoku,
zalievané do parafinu, rezané na rezy hrubky 7 pm pomocou mikrotomu a nésledne farbené
hematoxylinom a eozinom (H&E). Preparaty boli montované do trvalého média a histologické
zmeny vo vaskularnej Strukture a okolitych tkanivach boli hodnotené svetelnym mikroskopom

(Olympus CX43) vybavenym digitalnou kamerou (PROMICAM 3-5CP+) pri 20x zvacseni (3).
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Vysledky

Uz v prvych 30 sekundach po aplikacii 5 pl jedu hada druhu Naja ashei na cievy CAM boli
pozorované prejavy hyperémie a vazodilatacie jedom zasiahnutych ciev. V druhej minute po
aplikacii bolo mozné v okoli tychto ciev pozorovat’ mierne krvacanie a postupnu stratu krvi
z limenu ciev az po jej Uplné vymiznutie, ¢o sa na pohl'ad prejavilo ako pritomnost’ ciev bielo-
priesvitnej farby. Jed sa po aplikécii postupne Siril CAM, pricom na rozhrani medzi jedom
zasiahnutou a jedom nezasiahnutou membranou bolo mozné pozorovat jemni hemoragickt
liniu a miestami drobné krvné zrazeniny. Na zaklade stanovené¢ho kumulativneho skoére 14,75
bol vysledny iritacny potencidl pre davku jedu N. ashei 5 pl vyhodnoteny ako silny. V jednom
pripade doslo k vzniku vyraznejSich krvnych zrazenin, ktoré vSak neboli viditelné
v nastavenom zornom poli a na ich zachytenie bolo potrebné pouzit’ slabSie zvicsenie 0,63

(Obr. 1). Z tejto CAM bola nasledne odobratd vzorka na histologicku analyzu.

pred aplikaciou 0.5 min 2 min

Kontrola

Obr. 1 Mikroskopické zmeny na CAM pozorované po aplikacii 5 ul nativneho jedu hada

druhu Naja ashei (1-4) v porovnani s kontrolou, mierka 1 mm.

V porovnani s fyziologickym obrazom kontrolnej CAM (intaktna trojvrstvova architektira,
Obr. 2A) vykazovala experimentalna vzorka vyrazné histologické zmeny. Ektoderm bol fokélne

poskodeny az lokalne chybajici, pricom subektodermalne kapilary mali narusent cievnu stenu.
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Mezoderm vykazoval vyrazni degenerdciu s redukciou vlaknitych Struktir a stratou normalne;j
architektiry. Endoderm bol vyrazne poskodeny a lokalne oddeleny od mezodermu. Pritomna
bola extravazacia erytrocytov indikujiica hemoragiu, ako aj pravdepodobna zapalova infiltracia.
Difuzny vyskyt ovalnych buniek (endotelové a zapalové bunky — monocyty/makrofagy)
poukazuje na poskodenie tkaniva (Obr. 2B-D).

50 um

Obr. 2 Histologicka analyza CAM po pésobeni jedu Naja ashei: CTR (A) a experimentalne
vzorky (B-D); Ec — ektoderm; M — mezoderm; En — endoderm; * — krvné cievy; | — fokalne
narusSenie ektodermu; | — vaskuldrne zmeny. extravazacia erytrocytov, hemoragia, disrupcia
cievnej steny; | — disrupcia endodermu; A — redukcia perivaskuldrneho spojivového tkaniva;

A — mikrotromby; Farbenie H&E,; mierka 50 um.

Diskusia

Zlozenie jedu hadov druhu Naja ashei bolo predmetom sktimania skorSich analyz, kedy
dvojrozmerna elektroforéza a hmotnostna spektrometria MALDI-TOF/TOF (Matrix-Assisted
Laser Desorption/Ionization Time of Flight) odhalili pritomnost’ zloziek zo skupin 3FTx (three-
finger toxiny), PLA> (fosfolipdzy A2), v menSom zastipeni aj proteinov bohatych na cystein,
5'-nukleotiddz, metaloproteinaz a proteinov, ktoré doposial neboli zistené v jede inych
africkych pluvajicich kobier — konkrétne CVF (cobra venom factor) a VNGF (venom nerve

growth factor) (4). Napriek pritomnosti neurotoxickych komponentov boli po aplikacii jedu na
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cievy CAM pozorované vyrazné poskodenia ciev, vaskuldrna iritacia a alteracie CAM, co
poukazuje na vyznamny vazotoxicky a cytotoxicky efekt jedu hada druhu N. ashei. Tieto i€inky
su pravdepodobne sprostredkované PLA> a metaloproteindzami, ktoré nariSaju integritu
cievnej steny a extracelularnej matrix. Vzhl'adom na to, Ze sa jedna o jed tzv. ,,pluvajlcej
kobry“, pre ktoré je charakteristicky lokalny okulotoxicky efekt, je pritomnost vyraznych
lokalnych tkanivovych a vaskularnych poskodeni v sulade s ocakavanym biologickym profilom
tohto typu jedu. Fotografie zhotovené pocas HET-CAM testu demonstruju ti€inok jedu na cievy
CAM amozno predpokladat, Zze podobny mechanizmus sa uplatiiuje aj pri poskodeni
konjuktivalnych ciev po zasiahnuti oka jedom. Priblizne po 1-2 minuatach od aplikacie jedu bolo
mozné pozorovat vznik drobnych krvnych zrazenin, najmd v oblastiach, kde dochadzalo
k slabym hemordgiam. Vyrazne prekrvené cievy sa postupne stavali priehladnymi a krv sa
jemne rozptyl'ovala v ich okoli bez masivneho krvacania. Tento jav bol v literatire popisany
ako tzv. ghost vessels, teda objavenie sa odkrvenych bielo-priesvitnych ciev, ¢o mohlo byt
dosledkom intravaskularnej koagulécie, kedy enzymy ako PLA> a d’alSie proteiny m6zu narusit’
hemostazu a zapriCinit’ vznik trombov, ¢im sa zastavi prietok krvi v postihnutej oblasti. V naSej
predchadzajtcej praci bol hodnoteny vplyv zriedeného jedu hadov druhu Naja ashei na cievy

CAM (1), pricom charakter pozorovanych ucinkov sa zhoduje aj s aktudlnymi vysledkami.

Suhrn

Ziskané vysledky potvrdzuja, ze jed hada druhu Naja ashei vykazuje vyrazny vazotoxicky,
hemotoxicky a cytotoxicky ucinok. Vaskularne zmeny pozorované na cievach CAM, vratane
hyperémie, hemoragii, hemokoagulacie, zmien cievneho tonusu a vzniku tzv. ,,ghost vessels,
poukazuju na vyznamné narusenie integrity cievnej steny a mikrocirkulacie. Tieto G¢inky su
pravdepodobne sprostredkované PLA> a metaloproteinazami hadieho jedu, ktoré vedu k
degradacii extracelularnej matrix, poskodeniu endotelu a naslednym porucham hemostazy,
vratane tvorby krvnych zrazenin. Vysledky histologickej analyzy odhalili pritomnost
rozsiahlych S$trukturdlnych zmien CAM, ako su degeneracia mezodermu, poSkodenie
epitelovych vrstiev a extravazacia erytrocytov. Vzhl'adom na zndmy okulotoxicky charakter
jedu ,,pl'uvajiacich kobier” mozno predpokladat’, ze mechanizmy poskodenia pozorované na
CAM modeli sa uplatiiuju v lokalnych Géinkoch na cievach jedom zasiahnutého oka. Stdia tak
rozSiruje doterajSie poznatky o biologickej aktivite jedu hadov druhu N. ashei a potvrdzuje
vyznam kombinovaného vaskularneho, hemotoxického a cytotoxického pdsobenia jeho
zloziek. Perspektivou d’alSieho vyskumu je experimentalne overenie uc¢inku jedu hadov druhu

N. ashei po inaktivacii Specifickym antiveninom.
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Abstract

Ultrasound examination (USG) of the Temporomandibular Joint (TMJ) is an essential
technique for the assessment of synovial changes and microvascularization changes, as well as
dynamic examination of simultaneous movemment of anatomical structures of TMJ. USG is
suggested as an entry-level diagnostic screening tool. Patients found with TMJ alterations on

USG need to be directed to second-level investigations, such as MRI and CT.

Uvod

Myofascialny bolestivy dysfunkény syndrom temporomandibularneho kibu (TMK) (TMID,
Temporomandibular Joint Disorder, Costenov syndrom) je extrakapsularny, multifaktoridlny
a viacsymptomovy. Pacienti sa stazuju na bolest’ v preaurikuldrnej oblasti, rannti stuhnutost’
zuvacich svalov, zmenenu pohyblivost’ sanky, pritomné su auskultacné fenomény a usné
symptomy (tinnitus, vertigo, otalgia) (1). Obvykle je liecba konzervativna a pouzivaju sa
rozlicné druhy nédhryzovych dldh s docasnym zvySenim zhryzu, mechanické vibracie
ultrazvukom, diadynamické prady, fyzioterapia zuvacich svalov, biostimulacny laser,
magnetoterapia alebo akupunktira a joga (2, 3). Niekedy je indikovand injek¢na aplikacia
anestetik, chondroprotektiv a glukokortikoidov do $truktar kibu. Pri zédvaznej$om postihnuti
kibu a morfologickych zmenach na RTG je nutny chirurgicky pristup s tiplnou nahradou

ektoprotézou (4). Otazkou je pouzitie ultrazvuku pri diagnostike ochoreni TMK.

Material a metody
GE - LOGIQ 3 PRO, ultrazvukovy pristroj na Ustave anatémie LF UPJS, je mnohostranny,
prakticky ultrazvukovy systém vybaveny dopplerom (PW, PDI (power doppler imaging), DPDI

(directional power doppler imaging). Ultrazvukové vysSetrenie bolo vykonané na dvoch
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pacientoch. Zena (F) (40 r.), parafunkcia - zatina zuby. MuZ (M) (41 r.) negativna anamnéza.

Poloha sondy US bola paralelna s Frankfurtskou horizontalnou liniou s otvorenymi tstami.

Vysledky

Vzhl'ad anatomickych Struktur na USG:

Kibova platni¢ka, discus articularis - obratena hypoechogénna C - tvarovana §truktira
Povrch kondylu, condylus mandibulae - hyperechogénny

Spojivové tkaniva - kibovy vak, retrodiskalne tkanivo a svaly (m. pterygoideus lateralis a m.

masseter) — hypo- az hyperechogénne

F: Dynamické USG zobrazenie TMK (zena) —condylus mandibulae sa postiva dopredu — hrabka
discus articularis = 0,9 mm. Bez patologickych zmien TMK a mékkych tkaniv. Koordinovany
pohyb discus articularis a condylus mandibularis. Discus articularis fyziologickych rozmerov.
Parafunkcia zatial nema morfologicky ani fyziologicky prejav v podobe bolesti TMK (Obr. 1).

Preventivne odporucanie: fyzioterapia, joga, zhotovenie nadhryzovej dlahy.

1L 0.09 cm|

Obr. 1 F: Dynamické USG zobrazenie TMK (Zena) — hrubka discus articularis = 0,9 mm.
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M: Dynamické USG zobrazenie TMK (muz) — hrabka discus articularis = 1,6 mm.
Koordinovany pohyb discus articularis a condylus mandibulae.  Discus articularis

fyziologickych rozmerov (Obr. 2)

1L 016 cm)

Obr. 2 M: Dynamické USG zobrazenie TMK (muz) — hrubka discus articularis = 1,6 mm.

Diskusia

Zobrazovanie TMK pomocou USG je vyznamné pomocné vysetrenie pri skorom hodnoteni
zmien TMK. Zobrazovacie vySetrenie TMK je tiez dolezité pri hodnoteni progresie ochorenia
a odpovede na terapeutické postupy (5). Konvencné rontgenové snimky a CT skeny odhaluju
az pokro¢ilé poskodenie TMK, ale neanalyzujii mikké tkaniva ani zmeny kibovej platnicky,
discus articularis ¢i dyskinetické pohyby TMK (6). CT poskytuje presné anatomické detaily,
identifikuje potrebu chirurgického zakroku, ale postrada moznosti dynamického zobrazovania
TMK (7). MRI je dnes povazovana za sucasny zobrazovaci ,,zlaty Standard* na hodnotenie
zépalovych procesov v patologii TMK (8, 9). Sirka kibového priestoru nad 1,950 mm u dospelej
populécie je patologicka a odportuca sa podrobnejsie vySetrenie MRI (10). Okrem toho je tento
udaj rizikovy faktor pre vznik bolesi TMK. Discus articularis vykazuje vo svojom tvare vel'ka
variabilitu. Disk mo6ze predstavovat’ pomerne hruba bikonkévna platnicka alebo méze byt
tvoreny iba tenkou vézivovou, perforovanou vrstvou (10). Variabilita discus articularis je
nezavisla od veku preparatu. Velkost” disku sa pohybuje v rozsahu 21 — 22 mm x 15 — 18 mm.

Hrubka je po obvode 3 —4 mm a v strede 1 — 2 mm (11).

Suhrn
Ultrazvukové vysetrenie (USG) temporomandibularneho kibu (TMK) je nenahraditelné pri

hodnoteni synovialnych zmien, zmien mikrovaskularizacie, ako aj dynamické vySetrenie
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koordinovaného a symetrického pohybu anatomickych Struktar TMK. USG sa odporuca ako
diagnosticky skriningovy ndstroj na vstupnej urovni. Pacienti s patologickymi nalezmi TMK

na USG by mali byt nasmerovani na druhostupiiové vysetrenie, CT alebo MRI.
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Abstract

In this study we evaluated the genotoxic and cytotoxic effects of a mixture of miconazole nitrate
(antifungal drug) and acetamiprid (neonicotinoid insecticide) in bovine lymphocytes in vitro.
Peripheral blood lymphocytes from bovine blood were exposed to concentrations of 0.625 to
25 ng-ml™ for 24 h. The results showed a significant increase in the frequency of micronuclei
(p<0.05; p<0.01) and a decrease in the proliferation index CBPI (cytokinesis-block proliferation
index), which indicates the inhibition of cell proliferation. The percentage of apoptotic cells
increased significantly with increasing concentration in a dose-dependent manner. The
combined action of miconazole and acetamiprid has a genotoxic and cytotoxic effect on bovine

lymphocytes in vitro after 24 h exposure.

Uvod

Pesticidy predstavuju rozsiahlu skupinu chemickych alebo biologickych latok, ktoré sa
pouzivaji na reguléciu populécii organizmov povazovanych za skodlivé v pol'nohospodarstve,
lesnictve, potravinarstve a v oblasti verejného zdravia. Systémovo posobiace neonikotinoidy
patria do skupiny insekticidov, chemicky odvodenych od prirodného alkaloidu nikotinu. Ich
mechanizmus ucinku spociva v pdsobeni na nervovy systém hmyzu prostrednictvom vézby na
nikotinové acetylcholinové receptory (nAChR). Posobia ako agonisti nAChR, avSak
nepodliehaji enzymatickej degradacii acetylcholinesterazou, ¢o vedie k dlhodobej az
permanentnej aktivacii receptorov, paralyze a smrti (1). Imidazoly predstavuju vyznamni
podskupinu azolovych antimykotickych lieCiv, ktoré sa Siroko vyuzivaju vo veterinarne] aj
huméannej medicine na liecbu mykotickych ochoreni. Mechanizmus t¢inku imidazolov spociva
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v inhibicii biosyntézy ergosterolu, ktory je esencialnou zlozkou bunkove; membrany hub
prostrednictvom inhibicie enzymu lanosterol-14a-demetylazy (CYP51) (2). Mikonazol patri
medzi imidazolové antimykotik4 so Sirokym spektrom antimykotického pdsobenia a je jednym
z najcastejsie pouzivanych lieCiv pri lieCbe povrchovych mykotickych ochoreni v humanne;j aj
veterinarnej medicine. Mikrojadrovy test (MN test) patri medzi zakladné cytogenetické metody
vyuzivané na hodnotenie genotoxickych ti¢inkov chemickych latok. Je zalozeny na detekcii
mikrojadier, ktoré vznikajii z acentrickych chromozomalnych fragmentov alebo z celych
chromozdémov, ktoré sa pocas mitdzy nezaradili do dcérskych jadier (3). TUNEL test sa pouziva
na detekcie apoptozy a je zalozeny na identifikacii fragmentacie DNA, ktord predstavuje jeden
z charakteristickych znakov programovanej bunkovej smrti. Apoptotické bunky nésledne
obsahuju fluorescen¢ne pozitivne jadra, ktoré emituji signal pri excitécii prisluSnou vilnovou
dizkou (4). Ciel'om tejto $tudie bolo vyhodnotit’ potencialny cytotoxicky a genotoxicky Gi¢inok
zmesi mikonazol nitratu a acetamipridu na periférne lymfocyty hovéddzieho dobytka v
podmienkach in vitro po 24 h expozicii pomocou detekcie MN, apoptotickych zmien a zmien
v proliferacii buniek. Uginky acetamipridu a mikonazol nitratu boli jednotlivo skimané, ale nie
ich kombinacia. Je zname, ze viaceré latky v prostredi interaguju a mozu svoj U¢inok

potenciovat’ (5, 6).

Material a metody

Od dvoch zdravych byckov (6 mes., krizence HolStajnského dobytka) boli odobraté vzorky
periférnej krvi. Lymfocyty boli kultivované a exponované pocas 24 h réznymi koncentraciami
zmesi Mospilanu® 20SP (20% acetamiprid) a mikonazol nitratu (0,625 - 25 ug-ml™), ako
kontrolu a rozptstadlo sme pouzili DMSO (7). Genotoxicky u¢inok bol studovany pomocou
mikrojadrového testu, ktory sluzil na stanovenie poctu mikrojadier (MN) v dvojjadrovych
bunkach, ¢o je znak poskodenia chromozomov (8). Pomocou indexu CBPI sme hodnotili
cytotoxicitu testovanej zmesi. Fragmentacia DNA bola hodnotena pomocou testu TUNEL,
ktory deteguje zlomy vlakna DNA spojené s programovanou bunkovou smrtou (7). Statisticka
analyza bola vykonana na urcenie vyznamnosti pozorovanych rozdielov medzi kontrolnou a
exponovanou skupinou pomocou Chi-kvadrat testu (MN) a ANOVA+Dunnett post test (CBPI,
TUNEL). Vysledky st nasledovné: * =p <0,05; ** =p <0,01; *** =p <0,001.

Vysledky a diskusia

Indukcia MN bola pozorovana u oboch donorov. U donora 1 sa Statisticky vyznamné zvySenie

zistilo pri koncentraciach 1,25; 2,5 a5 pg-ml™? (p<0,05; p<0,01), zatial' ¢o u donora 2
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vrozmedzi 2,5 - 12,5 pg'ml™ (obr. 1; p<0,05; p<0,01). Expozicia ostatnym testovanym
koncentracidm vykazovala zvySenie, ale bez Statistickej vyznamnosti. Prolifera¢ny index CBPI,
ktory sa hodnoti ako jedna zo sucasti MN testu, vykazoval davkovo zavisly pokles od

koncentracie 1,25 pg-ml™ (Obr. 1; *= p<0,05;**= p<0,01; ***=p<0,001).
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Obr. 1 Zmeny indukcie MN a CBPI po expozicii zmesi mikonazol nitrdtu a Mospilanu® 20SP.

CBMN test predstavuje citlivi a spol’ahlivii metddu na hodnotenie chromozomalnych aberacii,
ktord umoznuje detekciu mikrojadier vznikajucich v désledku poskodenia DNA alebo poruch
segregacie chromozomov pocas bunkového delenia. Vyhodou tejto metody je jej schopnost
zachytit’ rézne typy genotoxického poskodenia a zaroven poskytnat’ informaciu o proliferacii
buniek prostrednictvom vypoctu indexu blokovanej proliferacie (9). Na zéklade naSich
vysledkov MN testu predpokladame, ze pri vysSSich koncentraciach prevazuje cytotoxicky
ucinok nad genotoxickym, ¢o vedie k znizeniu poctu proliferujucich buniek schopnych tvorit
mikrojadra. Podobny, nelinearny priebeh indukcie MN prezentovali aj Galdikova et al. (10),
ktori exponovali bovinné lymfocyty neonikotinoidu tiakloprid v koncentraciach 30 — 480
pg-ml! pocas 24 h a 48 h. Autori sice zaznamenali zvySené poskodenie DNA a narast
chromozomalnych aberacii, avSak nedoslo k signifikantnému zvySeniu mikrojadier, co
pripisuju vyraznému poklesu proliferacie buniek. Podobny cytotoxicky efekt bez vyrazné¢ho
narastu genotoxickych markerov bol zaznamenany aj v §tadii Drazovskej et al. (11), kde
fungicidna formulacia Tango® Super v bovinnych lymfocytoch viedla k poklesu mitotického
indexu, prolifera¢ného indexu a CBPI bez signifikantného zvysenia poskodenia DNA.

Vysledky TUNEL testu preukazali vysoku mieru indukcie apoptotickych zmien u oboch

donorov od najnizsej testovanej koncentracie (obr. 2; p<0,05; p<0,001) v davkovej zavislosti.
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Obr. 2 Indukcia apoptotickych zmien po expozicii zmesi mikonazol nitratu a Mospilanu® 20SP

detegovana pomocou TUNEL assay.

Tieto vysledky poukazuju na vysoku citlivost’ bovinnych lymfocytov na Gc¢inok testovanej
zmesi a naznacuju, ze apoptoéza predstavuje dominantni bunkovi odpoved pri vysSich
koncentraciadch. Podobné vysledky boli ziskané pri testovani pripravku obsahujuceho tiakloprid
pocas 4 h na bovinnych lymfocytoch (12). Autori taktiez detegovali produkciu reaktivnych
foriem kyslika veducej k oxidacii proteinov a poskodeniu samotnej DNA, o predstavuje
kla¢ovy aktivaény krok pre spustenie apoptdzy alebo zastaveniu bunkového cyklu. I pri
sledovani ucinku pripravku obsahujiceho triazolovy fungicid epoxikonazol bola potvrdena
uloha oxida¢ného stresu ako hlavného mechanizmu podiel'ajiiceho sa na indukcii cytotoxicity
(7). Testovanie kombinovanej expozicie viacerym latkam ma prakticky vyznam. V naSom
pripade mikonazol nitrat ako azolové antimykotikum narti$a Struktiru bunkovych membrén a
moze ovplyvnit’ ich permeabilitu. Predpokladdme, Ze moze ulahCit’ vstup acetamipridu do
bunky, ¢im sa zvySuje jeho intracelularna koncentracia a nasledny toxicky uc¢inok. Na vyznam
kombinovaného pdsobenia chemickych latok poukazuju aj experimentalne studie, v ktorych
bola preukdzana vyssia genotoxicita a cytotoxicita zmesi pesticidov v porovnani s jednotlivymi

latkami, ¢o naznacuje mozny synergicky efekt (13).

Sthrn

Expozicia testovanym latkam viedla k zvySeniu frekvencie MN, d’alej poklesu proliferacne;j
aktivity buniek a k vyraznej indukcii apoptdzy, priom zmeny tychto parametrov boli ddvkovo
zavislé. Na zaklade tychto vysledkov predpokladame genotoxicky aj cytotoxicky ucinok zmesi
acetamipridu a mikonazol nitradtu na lymfocyty hoviadzieho dobytka v podmienkach in vitro.
Vysledky prace poukazuji na potencialne riziko kombinovaného posobenia pesticidov a lieciv,
a suCasne zdoraziiuju vyznam hodnotenia ucinkov chemickych zmesi, kedze v redlnych

podmienkach st organizmy vystavené viacerym latkam sucasne.

158



Literatura

Simon-Delso, N. et al.: Environ Sci Poll Res, 2015; 22: 5-34.

Odds, F. C., Brown, A. J. P., Gow, N. A. R.: Trends Microbiol, 2003; 11(6):272-279.
Bolognesi, C., Bonassi, S.: Mutat Res/Rev Mutat Res, 2015; 770:1-16.
Wiodkowic, D. et al. Methods, 2011; 57(3):327-338.

Wang, R. et al. Ecotoxicol Environ Safety, 2023; 263:115237.

Coalova, 1. et al. Environ Toxicol Pharmacol, 2025; 119:104815.
Schwarzbacherova, V. et al.: Environ Sci Poll Res, 2017; 24 (3):2645-2654.
Fenech, M.: Nat Protoc, 2007; 2(5):1084—1104.

9. OECD. Test No. 487, Paris: OECD Publishing, 2016; ISBN 978-92-64-26071-9.
10. Galdikova, M. et al.: J Environ Sci Health, Part B, 2015; 50(10): 698-707.

11. Dréazovska, M. et al.: J Environ Sci Health, Part B, 2016; 51(11):769-776.

12. Schwarzbacherova, V. et al.: Toxicol in Vitro, 2019; 61:104654.

13. Kocaman, A.: Environ Toxicol, 2009; 24(4):389-395.

PN R LD =

Tdto praca vznikla vd'aka financnej podpore vedeckej grantovej agentiiry MSVVaM SR a SAV
VEGA ¢. 1/0240/25.

159
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Abstract
The aim of the study was to compare the intestinal histology of healthy and infected honeybees

(Apis mellifera) to confirm the presence of Nosema spp. spores. Samples of adult workers were
divided into a control (healthy) and an experimental (infected, deceased) group. Histological
sections were examined microscopically. In infected bees, marked disorganisation of the midgut
epithelium, cell vacuolisation and numerous intracellular spores were observed. In the ileum,
spores were mainly present in the lumen without significant epithelial damage. Healthy bees
showed normal intestinal structure without spores. The results confirm the tropism of Nosema

spp. for the midgut epithelium and its role in nosematosis pathogenesis.

Uvod

Viela medonosna (Apis mellifera) je modelovy organizmus, u ktorého infekcia
mikrosporidiami rodu Nosema spp. vyznamne ovplyviiuje Struktaru a funkciu creva.
Histologické Stadie opakovane ukazuji, Ze najvyraznejSie zmeny sa nachadzaju v epiteli
stredného Creva (ventriculus), kde dochadza k intracelularnej replikacii parazita, degeneracii
buniek a naruSeniu integrity epitelu (1, 2). Infekcia N. ceranae spdsobuje vakuolizaciu buniek,
stratu mikroklkov, apoptozu a deStrukciu epitelu, spolu s poruchou peritrofickej membréany a
traviacej funkcie (3, 4). Spory sa nachadzaju prevazne intracelularne v strednom creve, zatial
¢o v zadnych castiach traviaceho traktu su pritomné najma v limene bez vyraznych zmien, ¢o
potvrdzuje tropizmus pre ventriculus (4). Progresia infekcie je sprevadzand dezorganizaciou

epitelu, akumuléaciou spor a poruchami obnovy buniek, ¢o vedie k zniZenej absorpcii Zivin a
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oslabeniu ¢reva (3, 5, 6). Diagnostika nozematdzy zahfiia mikroskopické pocitanie spor
pomocou hemocytometra, histologické hodnotenie poSkodenia ¢reva a farbiace metody na
zvyraznenie spor (7, 8, 9). Celkovo histologické nalezy potvrdzuja, ze Nosema spp. primarne
napada epitel stredného Creva, kde sposobuje Strukturdlne aj funkéné poskodenie veduce k

nozematoze a oslabeniu vcelstva.

Material a metodika
Odber materialu
Vzorky pozostavali z dospelych robotnic vcely medonosnej (Apis mellifera), ktoré boli

rozdelené do kontrolnej skupiny (zdravé jedince) a experimentalnej skupiny (uhynuté jedince s
potvrdenou infekciou Nosema spp.). U vsetkych jedincov bol néasledne preparovany traviaci
trakt so zameranim na stredné ¢revo (ventriculus).

e (=] )

Obr. 1 Zadna cast traviaceho traktu a bodacieho ustrojenstva véely medonosnej: A = bodacie

ustrojenstvo, B = konecnik; C = tenké crevo; D = stredna cast creva (ventriculus).

Parazitologické vySetrenie
Casti ¢reva boli mechanicky homogenizované v destilovanej vode a vzniknuty homogenat bol

vySetreny svetelnym mikroskopom (400%) na detekciu ovalnych, silne refraktilnych spor

Nosema spp. Na ich kvantifikdciu mozno pouzit hemocytometer podl'a Standardného postupu.

Obr. 2 Spory Nosema spp. v homogendate creva vcely medonosnej (400 %).

Histologické spracovanie
Vzorky odobratych tkaniv ur¢ené pre mikroskopické hodnotenie boli fixované v Dentsovom

fixatnom médiu (roztok metanolu a dimetylsulfoxidu v pomere 4 : 1; Sigma-Aldrich, St. Louis,

MO, USA) minimalne 24 hodin po odbere. Nasledne boli vzorky dehydratované v etanolove;j
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rade, prejasnené a zaliate do parafinu. Pomocou rotacného mikrotomu (Leica RM2244, Leica
Microsystems) boli pripravené sériové rezy s hrubkou 7 pum, ktoré boli farbené rutinnou
histologickou metédou hematoxylin-eozin (HE). Jadra buniek boli ofarbené Mayerovym
hematoxylinom (Millipore Sigma, St. Louis, MO, USA) a cytoplazma 1 % eozinom (Eosin G
oY, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Takto spracované histologické rezy boli nasledne
montované do permanentného média (Entellan, Millipore Sigma, St. Louis, MO, USA) za
ucelom vytvorenia trvalych preparatov. VSetky zafarbené preparaty boli hodnotené pomocou
svetelného mikroskopu Olympus CX43 (Olympus, Tokio, Japonsko) s integrovanou digitalnou
kamerou PROMICAM 3-5CP+ (Promicra, Praha, Ceska republika).

Vysledky
Mikroskopické hodnotenie
Pri histologickom vySetreni ilea infikovanych v¢iel bola zistena masivna pritomnost’ spor

Nosema spp. v lumene, ktory bol miestami takmer uplne vyplneny. Malpighiho zl'azy v okoli
nepreukdazali vyrazné poskodenie. V tkanive boli pozorované pocetné ovalne, refraktilné spory.
U zdravych jedincov sa spory v limene nevyskytovali, ¢o potvrdzuje rozdiel medzi zdravymi

a infikovanymi v¢elami (Obr. 4-5).
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Obr. 3-5 Histologické porovnanie ilea vcely medonosnej: (3) infikované ileum s lumenom (*)
vyplnenym sporami Nosema spp. a pritomnymi Malpighiho zlazami (Mt), (4) detail

infikovaného tkaniva, (5) zdravé ileum bez pritomnosti spor. HE.

V histologickych rezoch stredného creva (ventriculus) infikovanych véiel boli pozorované
vyrazné patologické zmeny epitelu. Bunky obsahovali pocetné vyvojové stadia Nosema spp.,
cytoplazma bola zvacSena a vyplnena sporami, jadra boli miestami posunuté a epitel vykazoval
dezorganizaciu a vakuolizaciu (Obr. 6). U zdravych jedincov bola zachovana normélna

Struktara epitelu bez pritomnosti spor a degenerativnych zmien (Obr. 7).
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Obr. 6-7 Ventriculus infikovanej a zdravej véely medonosnej: (6) Silne infikované epitelové
bunky s roznymi intracelularnymi Stadiami parazita, (7) zdravy ventriculus bez pritomnosti

spor. HE.

Diskusia
Ziskané vysledky poukazuji na vyrazné histologické rozdiely medzi zdravymi a infikovanymi

jedincami véely medonosnej (Apis mellifera). NajvyraznejSie zmeny boli v epiteli stredného
Creva (ventriculus), kde bola pozorovana jeho dezorganizacia, vakuolizacia buniek a masivna
intracelularna pritomnost’” spér Nosema spp., ¢o naznacuje naruSenie travenia, zniZenu
absorpciu zivin a oslabenie jedinca. Tieto nalezy su v stlade s Higes et al. (4), ktori potvrdili
vysoky tropizmus Nosema spp. pre epitel ventricula a intracelularnu lokalizaciu parazita so
zvicSenou cytoplazmou buniek a akumulaciou spor. Podobné zmeny boli zaznamenané aj v
nasSich vzorkéch. V ileu boli spory pritomné prevazne v luimene bez vyraznych patologickych
zmien epitelu, ¢o podporuje ich transport zo stredného ¢reva a nie aktivnu infekciu tejto Casti
traviaceho traktu. U zdravych jedincov bola zachovana normalna Strukttra epitelu bez spor a
degenerativnych zmien, o potvrdzuje suvis pozorovanych 1€zii s infekciou Nosema spp. Treba
zohladnit’, ze analyzované jedince boli uhynuté, ¢o mohlo ovplyvnit' kvalitu tkaniv
postmortalnymi zmenami. Napriek tomu lokaliz4cia a charakter 1¢ézii zodpovedaju typickému

obrazu nozematozy, ¢o podporuje ich infekény pévod.

Zaver

Histologické vySetrenie potvrdilo poskodenie epitelu stredného creva (venmtriculus) a
pritomnost’ intraceluldrnych spor Nosema spp.. V infikovanych vzorkach boli pozorované
degenerativne zmeny epitelovych buniek, vratane vakuolizacie a narusenia ich Struktury, ako aj

uvolfiovanie spor do limenu ilea. Tieto nalezy poukazuju na aktivnu infekciu, ktord vedie k
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poskodeniu traviaceho epitelu a naslednému znizeniu funkc¢nosti ¢reva, co moze negativne

ovplyvnit’ celkovy fyziologicky stav vcely.
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Abstract

The effect of probiotic bacteria Bacillus amyloliquefaciens CECT 5940 strain (in Ecobiol
preparation) was evaluated on proliferative activity (as PCNA parameter) of broilers’ pectoralis
major muscle myocytes. A total of 20 000 chicken breed ROSS 308 were randomly divided
into 2 groups (separately placed in two halls on the farm) — experimental group E with Ecobiol
application and control group C. Ecobiol preparation was applied into water from experimental
day 2 to day 6. The experiment lasted 12 days. We conclude that B. amyloliquefaciens CECT
5940 supplementation improves the broiler pectoralis major muscle proliferation due to

significant increase of PCNA expression (pé < 0,05*) — potential meat production marker in

poultry.

Uvod

Jednym z markerov podiel’ajucich sa na proliferacii a regeneracii svalovych buniek je protein
definovany ako proliferujici bunkovy nuklearny antigén (PCNA). Expresia PCNA je silne
spojena s proliferaciou buniek a je regulovand viacerymi transkripénymi faktormi, cytokinmi a
moduldtormi bunkovej signalizacie. PCNA je vysoko exprimovany pocas S-fazy bunkového
cyklu, ktord sa pouziva na oznacenie aktivity proliferacie buniek (1, 2). Vo svalovom tkanive
je expresia PCNA pozorovand najmd vo svalovych kmenovych bunkach zodpovednych za
regeneraciu a hypertrofiu myocytov. U brojlerovych kurciat, ktoré st selektivne chované pre

rychly rast a vysoky vytazok svalov, je expresia PCNA v satelitnych bunkach vysoka, ¢o

165



koreluje so zvySenym rastom svalov pozorovanym u tychto zvierat, vd'aka comu je PCNA
uzitoénym biomarkerom na $tadium vyvoja svalov u hydiny (3). Taktiez mikroorganizmy
s probiotickym ucinkom prospes$ne ovplyviiuji produkéné parametre hydiny akymi s napr.
hmotnostny prirastok, jato¢na vytaznost’ a/alebo podiel svaloviny, a to na osi ¢revo — kostrovy
sval (4). Z tohto dévodu bolo ciel'om prace determinovat’ efekt probiotického kmena Bacillus
amyloliquefaciens CECT 5940 (v pripravku Ecobiol) na proliferacni aktivitu myocytov

pomocou PCNA markera v procesoch myogenézy prsného svalu u kurciat.

Material a metody

Projekt prebiehal v dvoch separovanych halach farmového chovu brojlerovych kurciat (n = 20
000) plemena ROSS 308. V prvej hale sa nachddzali zvieratd experimentalnej skupiny E
s podédvanim probiotika a v druhej hale zvieratd kontrolnej skupiny K. Prvy deii experimentu —
po vyliahnuti boli kurcata (1. dei Zivota) experimentalnej skupiny E v liahni nasprejované
probiotickym preparatom Ecobiol obsahujiucim probiotikum Bacillus amyloliquefaciens CECT
5940 (Evonik; Nemecko). Pocas druhého az Siesteho dina experimentu bol preparat Ecobiol
podavany kurcatdm v skupine E v pitnej vode podla pokynov vyrobcu. Odbery vzoriek
musculus pectoralis major prebiehali na 5. (1. odber), 8. (2. odber) a 12. dent (3. odber)
experimentu, pricom pocas kazdého odberu boli odobraté vzorky prsného svalu ndhodne
vybratym desiatim kurcatdm zo skupiny E (n=10) a K (n = 10). Experiment trval 12 dni. Pocas
pokusu boli kurcata v oboch skupinach kimené standardnou Startérovou kompletnou sypanou
kfmnou zmesou pre kurcatd K1 (Biokrmiva Bonamix, Slovenska republika) so zabezpecenim
pristupu k vode ad libitum. Vzorky svaloviny kuréiat s objemom 1 cm? boli ziskané z musculus
pectoralis major a fixované v 4 % formaldehyde, dehydratované a zaliate do parafinu.
Parafinové rezy svalového tkaniva boli narezané na hribku 5 um (mikrotom Leica, Nemecko),
umiestnené na podlozné sklicka, zbaven¢ parafinu a rehydratované podl'a Koivukoski (5). Rezy
boli IHC-farbené primarnou monoklondlnou protilitkou PCNA SPM350 na stanovenie
proliferacnej aktivity jadier v bunkach hydiny, a to pouzitim komercnej supravy (Novus
Biologicals, USA) a sekundarnou protilatkou — biotinylacnym c¢inidlom (Dako, Glostrup,
Dansko) s finadlnym protokolom. Negativna kontrola bola ziskana rovnakou metodoldgiou, ale
bez pouzitia primarnej PCNA protilatky na tkanivovych rezoch. Pocet PCNA-pozitivnych
jadier (v %) kostrového svalu m. pectoralis major bol sledovany mikroskopicky v siedmich
nahodnych zornych poliach (400-ndsobné zvécsenie, mikroskop Nikon Labophot 2, Nikon
Corporation, Japonsko) kazdej vzorky (n = 6) tkanivovych rezov z experimentalnej a/alebo

kontrolnej skupiny pomocou kamery Nikon DS-Fil Corporation a softvéru NIS-NElements-
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Fil (verzia 3.0, Laboratory Imaging, Ceska republika). Percento jadier exprimujiicich PCNA
pre kazdi vzorku tkanivového rezu sa urcilo ako pocet jadier exprimujucich PCNA
(proliferacny bunkovy antigén) vydeleny celkovym poctom buniek a vynasobenych ¢islom 100
(6). Statisticka analyza vysledkov sa uskuto¢nila pomocou Studentovho parového t-testu
pouzitim Graph Pad Prism verzie 8.00 (GraphPad Software Inc., Kalifornia, USA) na urcenie
rozdielov medzi kazdou skupinou. Rozdiely medzi priemernymi hodnotami pre kazda skupinu
sa povazovali za §tatisticky vyznamné pri p < 0,05°. Hodnoty st uvedené ako priemery so

Standardnymi odchylkami (= SD).

Vysledky a Diskusia

Po 4-dnovej aplikacii pripravku Ecobiol (t. j. po€as 1. odberu) bola pozorovana Statisticky
vyznamna expresia PCNA (p < 0,05*) vo svalovych bunkach kurc¢iat v E (93,26 + 1,64) v
porovnani s K (82,30 + 11,09) (Obr. 1). Zvysené percento PCNA-pozitivnych jadier v skupine
E (69,97 + 4,62) bolo namerané 2 dni po ukonceni aplikacie probiotik (t. j. pocas 2. odberu) v
porovnani so skupinou K (62,61 + 11,93). Sest’ dni po ukonéeni aplikacie Ecobiolu (pocas 3.
odberu) sa nezistil vyznamny rozdiel v PCNA markeroch medzi E a K (Graf'I).
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Obr. 1 Reprezentativne fotografie m. pectoralis major (E skupina, 5. den projektu): viavo —

farbenie hematoxylin-eozin, zvicsenie 400x; vpravo — IHC metoda s pouzitim primarnej

monoklonalnej protilatky PCNA SPM350 na analyzu expresie PCNA, zvicsenie 400x
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Graf 1 Expresia PCNA v myocytoch kurciat pocas/po podavani pripravku Ecobiol: E —
experimentdlna skupina;, K — kontrolna skupina, PCNA - proliferujuci bunkovy nuklearny

antigen; Statistickda vyznamnost' p < 0.05*.

Expresia PCNA v satelitnych bunkach kostrového svalstva ako aj ich pocet sa zvySuje najma
pocas fazy rychleho rastu u vykrmovych typov kurciat a moriek (7). Ako rastové stimulatory
naturdlneho povodu st v chovoch hydiny pouzivané hlavne probiotikd podielajice sa na
zlepSeni pomeru konverzie krmiva, prirastku telesnej hmotnosti a celkovej produktivity zvierat
(8). Po podani probiotik ako rastovych stimulatorov by na zaklade detekcie PCNA-markera v
myocytoch mohla probiotickd os c¢revo—kostrovy sval potencidlne podporit’ hypertrofiu
svalovych vldkien a/alebo zlepsit’ rychlost’ rastu (9) ako to bolo pozorované v nasej studii, ked’

podavanie probiotik vyznamne zvysilo expresiu PCNA (p<0,05) v myocytoch prsného svalu.

Sthrn
Na zaklade ziskanych vysledkov v kombinacii s efektom probiotik mdze byt ovplyvnené na osi
¢revo-myocyt rychlost’ rastu svalstva brojlerovych plemien kurciat, ¢im vzniké predpoklad

vyuzitia stanovenia PCNA ako potencialneho produkéného markera u hydiny.
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Abstract

The basic principles of immunohistochemistry (IHC) have been known since the 1930s.
However, it was not until the early 1940s when the first mention of fluorescein-labelled
antibodies was published (1). Since then it has become a used technique in various areas of
basic research. It provides answers to numerous practical and diagnostic problems in many
areas of medicine. The use of IHC in veterinary diagnostic pathology is less common, as the
diversity of the animated population and thus of the antigens, is responsible for some
restrictions on the production of specific antibodies. Despite this fact the using of IHC in

veterinary medicine becomes more desirable.

Uvod

Imunohistochemické vySetrenia sa aj vo veterinarne] medicine pouzivaju pri diagnostike
povodcov ochoreni, vyvoji liekov a v biologickom vyskume. Pri pouziti Specifickych tzv. tumor
markerov je IHC pouzivana na diferencidciu benignych a malignych nadorov, stupia
diferenciécie, identifikaciu pdvodu buniek, ako aj na urcenie nadorového tkaniva tvoriaceho
metastazu. IHC predstavuje zakladné atributy bioptickej diagnostiky ako takej a Casto aj
nasledného klinického postupu (2). Spektrum terapeutickych postupov sa vo veterinarnej
medicine vyrazne rozsirilo, o si vyZaduje presnejSiu diagnozu. Tento fakt upriamil pozornost’
veterinarnych patolégov na potrebu zlepsit vyuzivanie ITHC vich dennej rutinnej préci,
nasledujuc tak trend v huméannej medicine. V tejto praci prezentujeme pouzitie réznych
protilatok na potvrdenie povodcu infekéného ochorenia, na preukdzanie pévodu buniek pri

mediastindlnej hemoragii a pri bifazickom metastdzujucom mezoteliome.
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Material a metody

V prezentovanych pripadoch boli pocas pitiev odobraté vzorky na IHC vySetrenia, a to: 1. pl'uca
aj svisceralnou pleurou od jednoro¢ného kryptorchického kocurika plemena Eurdpska
kratkosrsta macka, 2. hemoragicka masa z oblasti mediastina od 10 mesac¢nej fenky plemena
Anglicky kokerSpaniel, 3. z neidentifikovanej susp. nadorovej masy od 10 ro¢ného psa plemena
Boxer. Boli aplikované rdzne protilatky (Specifikacia uvedend nizsie). Samotné IHC vySetrenia
boli realizované v externom laboratériu Laboklin s.r.o. Bratislava, ako aj na Katedre

morfologickych disciplin UVLF v Kosiciach.

Vysledky a diskusia

V prvom pripade (3) prezentujeme pripad felinnej infekénej peritonitidy, konkrétne jej
pleuralnu efuzivnu formu. Ide o potencidlne fatdlne virusové ochorenie domacich a divo
zijucich maciek, ktoré je spdsobené virusom felinnej infek¢énej peritonitidy (FIPV). Boli
realizované hematologické, biochemické a ultrasonografické (USG) vySetrenia, ktoré
detegovali tzv. stresovy leukogram, zvyseny albumin:globulin pomer, hydrothorax, adhezivnu
fibrin6znu pleuritidu a hypertrofiu l'avej srdcovej komory. Na zaklade negativnej reakcie na
terapiu, ako aj v dosledku zhorSujuceho sa zdravotného stavu, bol koctrik humanne utrateny.
Pocas pitvy boli odobrat¢ vzorky na IHC a histopatologické vySetrenie, kde bola o.i.
zistena fibrin6zna pleuritida. IHC vySetrenie potvrdilo pritomnost’ antigénu proti FIP virusu
(Obr. 1). Klinické, ako aj morfologické vySetrenia s vysokou mierou pravdepodobnosti

poukazovali na FIP, avSak definitivnu diagn6zu bolo mozné potvrdit’ az po IHC vySetreni.
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Obr. 1 Vysledok IHC vysetrenia na detekciu antigénu FIP-virusu pri fibrinoznej pleuritide.
IHC, 10x. Zdroj: Laboklin s.r.o0. Bratislava
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Druhy pripad demonstruje rychlo prebiehajtci, fatalny proces u 10 mesacnej fenky, ktorad
uhynula kratko po prijati na Klinike malych zvierat UVLF v Kosiciach. Pocas pitvy boli
pozorované hemoperitonemum, hemothorax, anémia, melena a pritomnost” hemoragickej masy
v mediastine. Histologicky boli v tejto mediastinalnej 1ézii, pozorované zvysky parenchymu
susp. tymusu a mnohopocetné cystické utvary vyplnené krvou a mononukledrnymi bunkami
(susp. lymfocyty). Tento ndlez v sucinnosti s lokalizaciou procesu naznacoval ich tymusovy
povod. Za tcelom potvrdenia tejto hypotézy boli odobraté vzorky na IHC vySetrenie, v ramci
ktorého bola pouzita protilatka proti CD3 lymfocytom. Pozitivna reakcia (Obr. 2) potvrdila nasu
hypotézu, Ze sa jedna o krvacanie v tymuse s jeho naslednou rupturou. Vo veterinarnej medicine
je tento proces znamy, ato s niekol’kymi moZznymi etio-patogenetickymi mechanizmami:
1. trauma v oblasti hrudného koSa, 2. ruptira cyst tymusu (je to ojedinelé nenddorové ochorenie
u psov), 3. ruptra aortalnej aneuryzmy, 4. sibezne prebiehajiica neoplazia, alebo 5. pozitie
antikoagulacnych rodenticidov. V nasom pripade (4), bol ndlez na zaklade anamnézy,

klinickych priznakov a morfologickych vySetreni, uzatvoreny ako intoxikécia zvierata.

T 4 TRy § ol AT

Obr. 2 [HC vysetrenie potvrdilo pritomnost CD3 pozitivnych buniek v hemoragickych cystach.
Zdroj: Laboklin s.r.o. Bratislava, 20x.

Medzi najcastejSie sa vyskytujiice nadory v praxi malych zvierat patria nddory koze a nadory
mlie¢nej zl'azy. Su vSak zname aj procesy ako napr. mezoteliomy, ktoré maja vyrazne nizsiu
incidenciu. Ich histologicky obraz nie je vzdy jednoznacny, a preto je odporicané realizovat’
IHC vysetrenia. V pripade 10 ro¢ného psa plemena Boxer (5), ktory bol prijaty na klinické
pracovisko so zhorSenim zdravotného stavu, bola po USG ndleze ascitu vykonana humanna
eutanazia. Pocas pitvy bolo mozné o.1. pozorovat’ pritomnost’ pocetnych, bielych uzlikov tuhe;j

konzistencie velkosti 2-10 mm v priemere, ktoré boli roztrasené na parietdlnom peritoneu a na
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capsula serosa peCene a moCového mechura. Na zaklade pitevného vySetrenia bolo mozné
predpokladat’, Ze sa jednd o metastazujici mezoteliom. Histologicky pozostdvalo nadorové
tkanivo z dvoch typov buniek— mezenchymovych a epiteloidnych. Na IHC vySetrenie boli
pouzité¢ protilatky proti vysoko molekularnemu (HMW) cytokeratinu (monoklonova anti-
mysacia, Biogenex, 1:50) (Obr. 3), proti dezminu (polyklonova anti-kralicia, 1:8, Biogenex)
(Obr. 4) aproti mutovanej forme p53 (DO-1, monoklénova anti-mySacia, 1:2000,

Biotechnology) (Obr.5)
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Obr. 3 Vysledok IHC vysetrenia proti vysoko molekularnemu cytokeratinu v nadorovych

epiteloidnych bunkdach mezoteliomu. (B-SA detekcny systéem, 20x).

VRO A e R
Obr. 4 Vysledok IHC vysetrenia proti dezminu v nadorovych mezenchymovych bunkach

mezoteliomu (B-SA detekcny systéem, 20x).
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Obr. 5 Vysledok IHC vysetrenia proti mutovanej forme p53 v nadorovych bunkach
mezoteliomu (B-SA detekcny systéem, 20x).

Na zédklade bunkového zloZenia st mezoteliomy klasifikované ako epiteloidné, sarkomatozne
(fibrozne) alebo zmiesané (bifazické), ktoré su vo veterinarnej medicine ojedinelé. Tieto sa
prezentuju sa proliferaciou obidvoch bunkovych populécii, ¢o bolo IHC metodikou dokazané

aj v nasej praci. Pozitivita proti mutovanej forme p53 preukdzala maligny charakter procesu.

Stuhrn

V prispevku prezentujeme vysledky naSich prac, ktoré demonstruju vyuzitie IHC vo
veterinarnej medicine, pri rdéznych patologickych procesoch, ako su felinna infek¢éna
peritonitida, dokaz povodu buniek pri mediastindlnej hemoragii a urenie typu a biologicke;j

povahy mezoteliomu.
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Abstract

This review highlights the concepts, processes, applications, and future perspectives of IHC, a
popular immunostaining approach for the detection of specific proteins in tissue sections.
Fixation, embedding, sectioning, antigen retrieval, blocking, detection, counterstaining,
mounting, and visualization are part of the multistep IHC process, which interpretation is based
on the microanatomical distribution and staining intensity. Common problems with ITHC, such
as nonspecific staining, tissue artifacts, insufficient inactivation of endogenous peroxidase
activity, and cross-reactivity, can have a significant impact on the accuracy and reliability of

results, affecting the interpretation of biological findings.

Uvod

Imunohistochémia (IHC) je diagnosticka i vyskumna metoda, ktord vyuZziva znacené protilatky
na lokalizdciu antigénov v tkanivach (1, 2). Pri aplikdcii na jednotlivé bunky sa nazyva
imunocytochémia. Protilatky, ktoré¢ su prirodzenymi produktmi imunitnej odpovede tela, sa
pouzivaju na vizualizdciu miesta vdzby protildtky na tkanivovy alebo bunkovy antigén (3).
Znacka sa pripoji k molekuldm protilatky a mozno ju detegovat’. Imunocytochémia sa niekedy
nazyva ,,imunologické znaCenie“. Histdria imunohistochémie, rovnako dodlezitd ako jej
produkty, cti inovécie lekarov a zakladnych vedcov na celom svete (4, 5). Objavy, ktoré viedli
k vytvoreniu imunohistochémie, sa zacali v 90. rokoch 19. storoc¢ia malym vyskumom ,,liecby
sérom®, ktory uzko suvisel s objavmi v praxi. Dr. Emil von Behring pracoval na
Farmakologickom institite Univerzity v Bonne ako asistent Roberta Kocha, priekopnika
bakteriologického vyskumu a budiceho laureata Nobelovej ceny. Von Behring a jeho kolega
Kitasato zistili, Ze injekéné podavanie oslabenych foriem zaSkrtovych baktérii zvieratim
sposobuje, Ze sa u zvierat v s€rach vytvaraju ,,antitoxiny*, ktoré sa daju terapeuticky vyuzit’ na
lieCbu tychto ochoreni (6). Dosiahli prielom, aj ked’ pasivny, v liecCbe zaskrtu a tetanu a v roku
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1890 tispesne liecili prvé diet’a. Translacny dopad bol obrovsky, pretoze predtym bola timrtnost’
na tto chorobu len v Nemecku vyse 50 000 ro¢ne; antitoxinové sérum znizilo tmrtnost’ z viac
ako 50 % na 13 %. Vd’aka tomu zacala sérova terapia zachrafiovat mnoho Zivotov vratane
manzelky Dr. von Behringa Else, ktora s nim mala sedem deti. Von Behringova praca so sérovou
lieCbou mu v roku 1901 vyniesla prva Nobelovu cenu za fyziologiu a medicinu. Aplikacia IHC
modze poskytnit’ cenné diagnostické informacie pri pociatocnom stanoveni malignity.
Specifické protilatky namierené proti radu generickych nadorovych markerov uréuju ich
pritomnost/nepritomnost’ v chorom tkanive oproti normalnemu, ako aj Specifické diagnostické
oznacenie pre dany subor histologickych zmien. Hoci je IHC analyza Casto interpretacna, a
preto ma znizenu Specificitu, identifikacia vzorcov imunoreaktivity méze potvrdit’ typ nadoru.
Okrem toho, ked’ sa pouziju v kombindciach a interpretuji v spravnom klinickom kontexte,

hodnota takychto markerov sa vyrazne zvysuje.

Vymedzenie problému

Napriek svojej klicovej ulohe v modernej diagnostike a biomedicinskom vyskume celi
imunohistochémia (IHC) vyznamnym vyzvam, ktoré obmedzuju jej plny potencial v presnej
medicine. Od svojho vzniku THC transformovala patoldgiu tym, ze umoznila vizualizaciu
$pecifickych proteinov v konzervovanych tkanivovych rezoch, ¢im ulahcila diagnostiku,
klasifikaciu a prognézu ochoreni (7). Pokroky, ako je vyhl'ad4dvanie antigénov a multiplexna
imunohistochémia, zlepsili citlivost’, Specificitu a schopnost’ detekcie biomarkerov (8, 9). Tieto
vylepSenia vSak uplne neodstranili kritické bariéry. Jednym z hlavnych problémov je variabilita
a subjektivita. Rozdiely v predanalytickych faktoroch, ako je fixacia tkaniva, Specifickost
protilatok a protokoly na ziskavanie antigénov, prispievaji k nekonzistentnym vysledkom v
roznych laboratériach (10). Okrem toho, interpretacia IHC Casto zavisi od l'udskych znalosti,
¢o ju robi nachylnou na skreslenie pozorovatel’a a znizuje reprodukovatelnost’ (11). Problém sa
stdva vyraznej$im, ked’ sa IHC pouZiva pre prognostické markery, ako je Ki-67 v onkolégii,

kde je presna kvantifikacia klI'i¢ova pre rozhodnutia o liecbe (12).

Principy a metodologické zaklady

Tedria vizby protilatka-antigén

Protilatky su $pecializované proteiny produkované B-lymfocytmi, ktoré rozpoznavaju a viazu
sa na jedine¢né¢ molekularne Struktury antigénov, ktoré sa zvycajne nachédzaju na povrchu
buniek, patogénov alebo tkaniv. Vizba je vysoko Specificka, ¢asto prirovnavana k mechanizmu

b 413

»zamok a kl'ac®, kde vazbové miesto protilatky (paratdp) presne zodpoveda viazbovej oblasti
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antigénu (epitopu). Tato interakcia je nekovalentna a spoliecha sa na vodikové véizby, van der
Waalsove sily a elektrostatické interakcie, ktoré spolu vytvaraju silnu, ale reverzibilna vizbu
(13). VIHC sa tento biologicky princip vyuZziva na detekciu pritomnosti, distriblicie a mnozstva
Specifickych proteinov v tkanivovych rezoch. Aplikaciou protilatok proti cielovému proteinu
mozu vyskumnici a klinicki lekari vizualizovat’ molekuldrne zmeny v zdravi a chorobach, ¢im
sa vizba protilatka-antigén stdva molekularnym zakladom pre diagnosticku patologiu a

translacny vyskum (14).

Priame vs. nepriame metédy IHC

Existuji dva hlavné pristupy k aplikacii tedrie protilatka-antigén v IHC: priame a nepriame
metody.

Priama IHC: zahfiia znaCenie primarnej protilatky detekovate'nym markerom, ako je enzym
(napr. chrenova peroxidaza) alebo fluorescencné farbivo. Po aplikacii na tkanivo sa tato
protilatka viaze priamo na antigén a pripojena znacka produkuje viditelny signal. Vyhodou
priamej IHC je jej jednoduchost’ a znizené farbenie pozadia, ale jej citlivost’ je Casto niZsia,
pretoze kazdy antigén je viazany iba jednou znacenou protilatkou (14).

Nepriama IHC: vyuziva dvojkrokovy proces. Primarna protilatka sa viaze na antigén a potom
sa sekundarna protilatka konjugovana s detekénym systémom viaZe na primarnu protilatku.
Kedze na jednu primarnu protildtku sa moéze naviazat’ viacero sekundarnych protilatok, tato
metoda vyrazne zosiliuje signal, vd’aka comu je citlivejSia ako priama IHC. Nepriama IHC sa
preto CastejSie pouziva vo vyskume a diagnostike, napriek tomu, Ze je asovo narocnejSia a ma

mierne vyssie riziko neSpecifického farbenia pozadia (15).

Detekcné systémy zaloZené na enzymoch a fluorescencii

Detekéné systémy su klacové pre imunohistochémiu (IHC), pretoze umoziuju vidiet
neviditelné vizbové udalosti protilatky a antigénu pre ludské oko alebo zobrazovacie
zariadenia. Dva Siroko pouZzivané pristupy su detekéné systémy zalozené na enzymoch a
fluorescencii, pricom kazdy z nich ma odlisné vyhody a aplikacie (10).

Detekcia na baze enzymov: Detekcia na baze enzymov zostava najbeznejSou metodou v
diagnostickej patologii. Sekundarna protilatka je konjugovana s enzymom, ako je chrenova
peroxiddza (HRP) alebo alkalicka fosfatdza (AP). Po naviazani sa pridd chromogénny substrat
(napr. diaminobenzidin pre HRP) a enzym katalyzuje chemicku reakciu, ktora priamo v mieste
antigénu vytvara nerozpustni farebni zrazeninu. To vytvara trvalé farbivo viditelné pod

Standardnym svetelnym mikroskopom. Hlavnou vyhodou systémov na baze enzymov je ich
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stabilita a reprodukovatelnost’. Zafarbené sklicka sa daji dlhodobo skladovat’, vd’aka comu st
vhodné pre diagnostické archivy a retrospektivny vyskum. Intenzita signalu vSak zavisi od
vyvoja substratu a moze byt obmedzena pri detekcii proteinov s vel'mi nizkou abundanciou (1).
Detekcia zaloZena na fluorescencii: Fluorescencna detekcia naopak vyuziva protilatky
konjugované s fluoroforom. Ked su tieto fluorofory vystavené svetlu so Specifickymi
excitaénymi vlnovymi dizkami, emituja svetlo s dlh§imi vinovymi dizkami, ¢im vytvéraju jasny
fluorescencny signdl. Tento pristup umoziuje vysoku citlivost’ a simultannu detekciu viacerych
antigénov prostrednictvom réznych fluorescencénych farieb (multiplexna imunofluorescencia).
Sila detekcie zaloZenej na fluorescencii spociva v jej kvantitativnom potenciali a multiplexnej
schopnosti, ¢o je obzvlast cenné vo vyskume biomarkerov rakoviny, neurovede a systémove;j
bioldgii (10). Fluorescencné signaly su vSak menej trvalé, pretoze fluorofory mozu casom
fotobielit’ a sklicka zvycajne vyzaduju na analyzu Specializované fluorescencné alebo

konfokalne mikroskopy (16).

Suhrn

Tato recenzia prindSa niekolko dolezitych prispevkov k existujucemu suboru poznatkov o
imunohistochémii (IHC). Prehl'ad tiez prispieva k poznaniu skimanim obmedzeni a vyziev
imunohistochémie vratane interpretanej variability, technickej zlozitosti a potreby
Standardizacie v laboratéridch. Riesenim tychto vyziev spolu s technologickym pokrokom
recenzia identifikuje kIaiCové oblasti, na ktoré¢ by sa mal buduci vyskum a klinickd prax
zamerat’, najmd na integraciu imunohistochémie s molekularnou patologiou, digitalnymi

pracovnymi postupmi a ramcami presnej mediciny.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the immunohistochemical expression of p53 protein in
invasive breast carcinomas. A total of 135 paraffin-embedded tissue samples were analyzed and
compared with normal breast tissue. Overexpression of dysfunctional p53 protein was detected
in 24.4% of cases, while normal breast tissue showed no expression. p53 positivity was
observed across all histological types of carcinomas, although negative cases predominated in
each group. Immunohistochemical staining confirmed typical nuclear localization of p53 in
tumor cells. These findings indicate that p53 expression can be reliably detected using

immunohistochemistry. However, its prognostic significance requires further investigation.

Uvod

Karcindbmy mliecnej Zl'azy predstavujii najCastejSie maligne ochorenie u Zien a vo vyspelych
krajinach st druhou naj¢astejSou pri¢inou mortality v produktivnom veku (1, 2). Na Slovensku
postihuju priblizne kazdl desiatu Zenu a ich incidencia ma stpajuci trend. Napriek pokrokom
v diagnostike a lieCbe zostava ich progndza variabilnd, ¢o je podmienené biologickou
heterogenitou nadorov (3). LieCebna stratégia zavisi od rozsahu ochorenia a biologickych
charakteristik nddoru a zahffia chirurgickll liecbu, radioterapiu, chemoterapiu, hormonalnu
terapiu a imunoterapiu (4). Pri rozhodovani o lie¢be sa vyuzivaju tradi¢né prognostické faktory,
ako su velkost’ nadoru, histologicky typ, histologicky grade, stav lymfatickych uzlin a expresia
hormonalnych receptorov a HER2 (5). Tieto klasické faktory vSak nedokdzu plne vystihnat
molekulovi heterogenitu nadorov (6). Priblizne u jednej tretiny pacientov zaradenych do
prognosticky priaznivej skupiny dochédza k recidive ochorenia, zatial’ ¢o u Casti pacientov s
nepriaznivou progndzou ochorenie neprogreduje. Z tohto dovodu je snahou identifikovat’ nové

prognostické a prediktivne markery (7). Jednym z takychto markerov je protein p53, ktory
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zohrava vyznamnu ulohu v regulacii bunkového cyklu, apoptéze a odpovedi bunky na
poskodenie DNA (8). Jeho mutacie su Casté v réznych nadoroch a mézu byt spojené s

agresivnejSim priebehom ochorenia a vznikom liekovej rezistencie (9, 10).

Material a metédy
Stadia bola realizovana retrospektivne na 135 archivnych parafinovych vzorkach invazivnych
karcindmov prsnika. Tkaniva boli ziskané z patologickych pracovisk v Kosiciach, PreSove a
Ziline. Vzorky boli odobraté pocas chirurgického vykonu, fixované vo formaline a nasledne
spracované Standardnou histologickou technikou. Pacientky boli vo veku od 37 do 83 rokov,
pricom vécSina bola starSia ako 50 rokov. NajcastejSim histologickym typom bol invazivny
duktdlny karcinom. Detekcia proteinu p53 bola realizovand nepriamou trojstupfiovou
imunohistochemickou metodou (SABC). Pouzitd bola monoklondlna protilitka DO7.
Vizualizacia reakcie antigén-protilatka bola dosiahnutd pomocou chromogénu DAB, ktory
spdsobuje hnedé sfarbenie pozitivnych buniek. Expresia p53 bola hodnotena semikvantitativne:

e [—] bez expresie

e [1+] nizka expresia

e [2+] stredna expresia

e [3+] vysoka expresia
Stupne 2+ a 3+ boli povazované za pozitivne (overexpresia) (11). Hodnotenie vykonali traja
nezavisli hodnotitelia. Vo vac¢sine pripadov sme zaznamenali zhodu, v spornych pripadoch sme

po spolo¢nom hodnoteni a diskusii dospeli k jednotnému nazoru.

Vysledky

Histologicka typizacia bola vykonand patologmi na zaklade klasifikacie WHO a invazivny
duktalny karcinom bol gradovany podl'a Nottinghamske;j klasifikacie. Pacientky boli vo veku
medzi 37 a 83 rokov, vdc¢Sina bola v Case diagnézy nad 50 rokov. U vécSiny pacientok bol
diagnostikovany duktalny invazivny karcindm a bolo pritomné aj postihnutie uzlin. Na
imunohistochemicku detekciu p53 sme pouzili mysSiu monoklonalnu protilatku proti p53 DO7
(DakoCytomation). Prehl'ad analyzovaného stiboru a expresie p53 v invazivnych karcindmoch
prsnika je zaznamenany v tabulke 1. Pouzitim imunohistochemickej metody sme v tychto

vzorkéch stanovili expresiu defektného proteinu p53.
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Parameter Pocet (n) | Podiel (%)
Pocet pacientok spolu | 135 100
Histologicky typ

Duktalny karcindbm 110 81,5
Lobulérny karcindbm 10 7,4

Iné typy 15 11,1
Expresia pS3

Pozitivna 33 244
Negativna 102 75,6

Tab. 1 Prehlad analyzovaného suboru a expresie p53 v invazivnych karcinomoch prsnika

V prvej skupine, ktoru tvorili vzorky duktalneho karcindému, bolo 25 vzoriek hodnotenych p53
pozitivne (22,7%) (Obr. 1) a 85 vzoriek bolo p53 negativnych (77,3%). V druhej skupine
lobularneho karcindmu vykazovali p53 expresiu 3 vzorky (30%) (Obr. 2) a 7 vzoriek ostalo bez
expresie p53 (70%). V tretej skupine (iné typy) 5 vzoriek (33,3%) vykazovalo p53 pozitivitu.
Ostatné vzorky ostali bez p53 pozitivity. Zdravé tkanivo nevykazovalo expresiu defektného

proteinu p53 (Obr. 3).

Obr. 1 Duktalny karcinom — Pritomnost p53 sa prejavila vyraznym hnedym sfarbenim jadier

nadorovych buniek. Zvdicsenie 200x
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Obr. 2 Lobularny karcinom — tmavohnedé sfarbenie jadier nadorovych buniek je dokazom

imunohistochemickej detekcie proteinu p53. Zvicsenie 200x

Obr. 3 Zdrava mliecna zlaza — Bunky zostali p53 negativne. Ich jadrd su hematoxylinom

sfarbené na modro. Zvicsenie 200x

Diskusia

Protein p53 patri medzi tumor-supresorové proteiny a zohrava kl'ai¢ova tlohu pri udrziavani
genetickej stability bunky. Podiel’a sa na regulacii bunkového cyklu, oprave DNA a indukcii
apoptézy. V normalnych bunkich je jeho hladina nizka, ¢o znemoznuje jeho detekciu
imunohistochemickymi metédami. V nadorovych bunkach dochadza ¢asto k mutaciam génu
TP53, ktoré vedu k tvorbe stabilného, avsak nefunkéného proteinu p53. Tento sa akumuluje v
jadre buniek a je detekovatelny imunohistochemicky ako pozitivne hnedé sfarbenie jadier
nadorovych buniek. V naSej $tadii sme detegovali expresiu p53 v 24,4 % invazivnych
karcindmoch prsnika, priCom zdravé tkanivo nevykazovalo jeho pritomnost’. Tieto vysledky st
v sulade s literarnymi udajmi, ktoré uvadzaji expresiu p53 priblizne v 19-35 % pripadov
karcinomov prsnika (11, 12, 13). Expresia p53 sa vyskytovala vo vsetkych sledovanych

histologickych typoch, priCom vo vsetkych skupinach prevazovali negativne pripady. Rozdiely
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medzi jednotlivymi typmi boli minimalne, co naznacuje, ze expresia p53 pravdepodobne
nesuvisi s histologickym typom nadoru. Mikroskopické hodnotenie potvrdilo typicku jadrova
lokalizaciu p53 v nadorovych bunkéch, zatial' o v zdravom tkanive nebola jeho expresia
detegovana. Tento nalez podporuje vyuzitie imunohistochemického dokazu ako pomocného
nastroja pri hodnoteni nadorovych tkaniv. Viaceré Studie poukazuji na moznu suvislost
expresie p53 s agresivnejSim biologickym spravanim nadorov, avsak jeho presny prognosticky
vyznam zostava nejednoznaény, ked’ze niektoré prace tento vztah nepotvrdili (14). Na zaklade
naSich vysledkov mozno konstatovat, ze imunohistochemicka detekcia p53 je vhodnou
metodou na identifikéciu jeho expresie v nadorovych tkanivach, avSak jej prognosticky vyznam

si vyzaduje d’alSie overenie.

Suhrn

V naSej Studii sme hodnotili imunohistochemicka expresiu proteinu p53 v 135 pripadoch
invazivnych karcinomov prsnika. Expresia p53 bola detegovana v 24,4 % pripadov, priCom
zdravé tkanivo prsnika nevykazovalo jeho pritomnost’. Pozitivita pS3 bola zaznamenanéd vo
vSetkych sledovanych histologickych typoch karcindmov, pricom vo vsSetkych skupinach
prevazovali negativne pripady. Mikroskopické hodnotenie potvrdilo typicka jadrova
lokalizaciu proteinu p53 v nadorovych bunkédch. Ziskané vysledky naznacuji, ze
imunohistochemicka detekcia p53 predstavuje vhodny nastroj na hodnotenie jeho expresie v
nadorovych tkanivach. Vyznam p53 ako prognostického markera vSak zostava nejednoznacny

a vyzaduje d’alSie klinické studie.
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Abstract

The objective of this study was to assess the impact of hatching egg storage duration and
preincubation on embryonic development and adiponectin expression in the intestine of
chickens (Gallus gallus domesticus). A total of 60 eggs were stored under controlled conditions
(16°C) for varying durations: 0, 3, 9, and 14 days. A subset of these eggs was subjected to a
preincubation process at 30°C for 12 hours prior to the initiation of the formal incubation
process and all the eggs were incubated (37,5°C) until embryonic day 9 (ED9). Preincubation
exhibited a significant increase in embryonic weight (p < 0.05), while prolonged storage
demonstrated a negative impact on embryonic growth. Histological analysis revealed no
structural differences in intestinal morphology between groups but adiponectin was detected in
all samples, predominantly in the funica mucosa, and its expression varied dynamically
depending on storage conditions. The highest expression was observed in the long-term storage
group that had undergone preincubation. These findings suggest that preincubation mitigates
the adverse effects of storage duration, while adiponectin may be involved in adaptive

regulatory mechanisms during embryogenesis.

Uvod

Globalna produkcia hydiny sa zameriava najmi na kurcata a rastaci dopyt po ich mise a
vajciach zvysuje potrebu optimalizacie vSetkych faz produkcie (1). Embryonélny vyvin tvori
vyznamnu Cast’ Zivota brojlerov, preto je jeho optimalizécia kIiCova pre liahnivost’ a rast
kurc¢iat (2). Tento proces je ovplyvneny viacerymi faktormi, ako st vek rodicovského ktdl'a,
podmienkami skladovania vajec vratane otadania, dizky trvania, polohy vajec, teploty a

manipulaénych postupov, ako je predinkubdcia, ktoré predstavuji kritick¢é determinanty
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zivotaschopnosti embryi a Uspechu liahnutia (3). Dlhodobé skladovanie, aj ked’ len 7 dni v
starSich chovnych ktfdl'och, mdze negativne ovplyvnit' liahnivost a kvalitu kurciat (4).
Predinkubacia poméha synchronizovat’ vyvin embryi a zmieriiuje negativne ucinky teplotnych
zmien (5). Okrem toho, teplotnda manipuldcia pocCas embryogenézy mobze zvysit
termotoleranciu prostrednictvom fyziologickej adaptacie a epigenetickej regulacie génovej
expresie, o potencidlne zvysuje metabolickt aktivitu po vyliahnuti (6; 7). Vyvin a funkénost’
gastrointestinalneho traktu st vysoko citlivé na faktory prostredia vratane teploty a
inkubac¢nych podmienok, ktoré mézu ovplyvnit’ morfolégiu ¢riev, mikrobidlnu kolonizéciu a
metabolicku aktivitu. Stresory, ktoré nariSaju vyvin ¢revnej sliznice, mo6zu zhorsit’ absorpciu
zivin a rast ¢reva, vd’aka comu je morfologia Criev Siroko pouzivanym ukazovatel'om zdravia
criev (8). Tato Studia sa zameriava na vplyv predinkubacie a skladovania vajec na vyvin embryi
a expresie adiponektinu v traviacom trakte, konkrétne v Creve. Vysledky mozu prispiet’ k
zlepsSeniu liahnivosti, kvality rastu kurCiat a zaroven priniest poznatky o vyvine a

metabolickych procesoch hydiny.

Material a metody

Oplodnené¢ slepacie vajcia (Gallus gallus domesticus, n = 60) boli ziskané z certifikovaného
liaharenského zariadenia (EN ISO 22000; Liaharensky podnik Nitra, as, Parovské Hije,
Slovensko) arozdelené do $tyroch skupin podla dizky skladovania (0, 3, 9 a 14 dni) s
predinkubéciou a bez nej. Vajcia boli skladované pri 16 °C, pri¢om polovica z kazdej skupiny
bola predinkubovana (30 + 0,5 °C; 60 % RH, 12 h) a nésledne boli vSetky vajcia inkubované
pri 37,5 £ 0,5 °C do 9. diia embryonélneho vyvinu (ED9); kontrolna skupina (0 dni) bola
inkubovana bez skladovania. Na ED9 boli embryd odobraté, zaznamenala sa mortalita,
hmotnost’ embrya, ¢reva a morfologické abnormality. Crevo bolo po dekapitéacii fixované v
Dentsovom roztoku (n = 50), spracované Standardnou histologickou technikou (parafinové rezy
4 um, farbenie hematoxylin-eozin) a analyzované pomocou svetelnej mikroskopie (20x, 40x).
Imunohistochemickéd detekcia adiponektinu bola realizovand na parafinovych rezoch po
antigénovom demaskovani, blokovani peroxidazy, inkubacii s primarnou protilatkou (1:100),
sekundarnou protilatkou (1:200) a ABC/DAB vizualizaciou; negativna kontrola bola bez
primarnej protilatky. Intenzita farbenia bola kvantifikovana digitalnou analyzou (ImagelJ) ako
priemerna hodnota z 5 snimok po odpogitani pozadia. Statisticka analyza bola vykonana v
programe GraphPad Prism (ANOVA, Siddkov a Tukeyho test), pricom rozdiely boli

povazované za vyznamné pri p < 0,05.
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Vysledky

Predinkubacia mala signifikantny vplyv na rast embryi, priCom jedince zo vSetkych skupin s
predinkubéciou (PI) vykazovali vysSiu telesni hmotnost' v porovnani so skupinami bez
predinkubacie (BPI). Osem vajec bolo neoplodnenych a 2 boli mftve. Statisticky vyznamné
zvysenie hmotnosti celého embrya bolo zaznamenané na 3. den (p < 0,05), pricom pri dlh§om
skladovani (9 a 14 dni) doSlo k miernemu poklesu. Hmotnost’ ¢reva sa medzi skupinami vyrazne
neliSila, avSak u PI skupin bola pozorovana tendencia k vys$§im a stabilnej$im hodnotdm, najma
pri dlh§om skladovani, na rozdiel od BPI skupin, kde bol zaznamenany pokles. Histologicka
analyza nepreukazala pritomnost morfologickych ani Strukturdlnych odchylok medzi
jednotlivymi skupinami. Imunohistochemicka analyza potvrdila pritomnost’ adiponektinu vo
vSetkych experimentalnych skupinach bez zretelnych rozdielov pri kvalitativnom hodnoteni.
Lokalizacia adiponektinu bola prevazne v tunica mucosa (epitel a lamina propria mucosae),
s pritomnostou aj v tunica muscularis a tunica serosa. Semikvantitativna analyza (ImageJ)
vsak odhalila Statisticky vyznamné rozdiely (p < 0,05). Najvyssia expresia adiponektinu v ¢reve
bola zaznamenana v PI skupine po 14 dnoch skladovania. Tieto vysledky naznacuju, ze
adiponektin je stabilne exprimovany v c¢reve pocas embryondlneho vyvinu, pricom jeho

expresia podlieha dynamickej regulacii v zavislosti od dizky a podmienok skladovania.

Diskusia

Dlhodobé skladovanie nasadovych vajec ma preukazatelne negativny vplyv na ich kvalitu,
liahnivost’ a Zivotaschopnost’ embryi (9; 10). V tejto stadii boli oplodnené vajcia skladované
pri 16 °C pocas 0, 3, 9 a 14 dni, priCom predinkubdacia (30 °C /12 h) sa ukazala ako Gc¢inny
faktor zmieriiujuci nepriaznivé dosledky skladovania. U vajec skladovanych 3 dni nastalo
signifikantné zvysenie hmotnosti embryi (p < 0,05), ¢o naznacuje, ze kratkodobé skladovanie
vajec mdze podporit’ embryonalny vyvin a zlepsit’ zivotaschopnost’ embryi. Zaujimavé je, ze
vajcia inkubované bezprostredne po znaSke sa Casto liahnu neskor nez vajcia skladované jeden
alebo dva dni. Tento jav mozno vysvetlit vy$Sou koncentraciou CO> v Cerstvo znesenych
vajciach, o mdze inhibovat’ iniciaciu embryonalneho vyvinu, ako aj vysSou viskozitou bielka,
ktora m6ze obmedzit’ vymenu plynov a dostupnost’ zivin (11). Optimalne liahnutie sa preto
dosahuje pri kratkodobom skladovani, priblizne do 4 dni (9). Naopak, predizené skladovanie
(9-14 dni) bolo spojené so znizenym embryonalnym rastom, najmd bez predinkubacie.
Predinkubacia aj pri relativne kratkom trvani (12 hodin) preukazatelne podporila embryonalny
rast a zmiernila negativne dosledky skladovania, ¢o je v sulade so zisteniami o jej pozitivnom

vplyve na synchronizaciu liahnutia a kvalitu kurciat (5). Vo vSeobecnosti sa odporuca
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neprekracovat’ dobu skladovania 7 dni pri priblizne 17 °C, ked’Zze dlhSie skladovanie vedie k
vyraznému zhorSeniu liahnivosti (12). Histologicka analyza c¢reva nepreukazala Strukturdlne
rozdiely medzi skupinami, ¢o naznacuje zachovanie fyziologickej integrity tkaniv a stabilny
priebeh embryogenézy vo vSetkych sledovanych skupinach. Tento vysledok podporuje
predpoklad, ze vyvin gastrointestindlneho traktu je u vtakov vysoko regulovany a morfologicky
stabilny, pokial nedochddza k posobeniu vyraznych stresovych faktorov  (13).
Imunohistochemicka analyza potvrdila pritomnost’ adiponektinu vo vSetkych sledovanych
tkanivach, s lokalizaciou najmd v funica mucosa (epitel a lamina propria mucosae), ¢o
poukazuje na jeho ulohu v lokalnej regulacii tkanivového prostredia. Tento hormon je znamy
ako vyznamny regulator metabolizmu a bunkovych procesov, priCom jeho Sirokd expresia
naznacuje komplexnt funkciu po€as embryonalneho vyvinu (14; 15; 16).

Hoci vizudlne hodnotenie neodhalilo zjavné rozdiely v intenzite imunopozitivity,
semikvantitativna analyza identifikovala Statisticky vyznamné rozdiely medzi skupinami, ¢o
poukazuje na vysSiu citlivost’ digitalnych analytickych pristupov (17). Expresia adiponektinu
zaroven vykazovala dynamicky charakter, pricom v ¢reve bola zvySena najma pri dlhSom
skladovani (14 dni, PI). Tento trend naznacuje jeho moznu tlohu v adaptivnych mechanizmoch
a koordindcii vyvinu traviaceho traktu pocas embryogenézy (14; 16).

Celkovo vysledky poukazuju na vyznam predinkubécie ako efektivnej stratégie na zmiernenie
negativnych uc¢inkov dlhodobého skladovania, pricom adiponektin sa javi ako potencialny

regulator procesov spojenych s vyvinom a metabolickou adaptaciou embrya.

Suhrn

Vysledky $tadie potvrdili, e predizené skladovanie nasadovych vajec negativne ovplyviuje
embryondlny rast, zatial' o predinkubécia predstavuje G¢inny nastroj na zmiernenie tychto
nepriaznivych ucinkov. Absencia histologickych zmien naznacuje zachovanie fyziologickej
integrity ¢revného tkaniva poCas embryogenézy. Sucasne bola potvrdend stabilna, avsSak
dynamicky regulovana expresia adiponektinu, s jej zvySenim pri dlh§om skladovani v
skupindch s predinkubéciou. Tieto zistenia poukazuju na potencidlnu ulohu adiponektinu v
adaptacnych a regulacnych mechanizmoch vyvinu traviaceho traktu. Predinkubaciu tak mozno
povazovat’ za vhodnu stratégiu na optimalizaciu liahnivosti a kvality kurCiat pri dlh§om

skladovani vajec.
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Abstract

An o-TCP/honey and glucose oxidase-based cement composite demonstrated potent
antibacterial efficacy against E. coli and S. aureus. While high affinity of glucose oxidase (GO)
for the a-TCP surface initially reduced enzymatic activity in phosphate-buffered saline, serum
supplementation induced a fourfold activity increase due to partial enzyme desorption. This
strategy significantly augments the antimicrobial potential of bone cements for treating infected

wounds, contaminated fractures, and postoperative complications.

Uvod

Vépenatofosfatové cementy (CPC) patria do dolezitej skupiny biomateridlov pouzivanych v
I'udskom tele na regeneraciu kosti vd’aka svojej biokompatibilite, osteovodivosti a moznej
bioresorpcii (1). CPC sa aplikuji vo forme past po zmieSani prasku a kvapalnych zloziek, ktoré
vzdjomne interagujll a vytvaraji najCastejSie nestechiometricky hydroxyapatit v
nanokrystalickej forme (2). Med predstavuje prirodnu latku, ktora aktivne podporuje proces
hojenia ran a popalenin (3). Kysly charakter medu (pH 3,2 — 4,5) stimuluje jeho antibakterialne
vlastnosti a v suvislosti s hojenim kostnych defektov su d’alsim zaujimavym antioxidacnym a
protizapalovym ucinkom polyfenolov a glyoxalu alebo metylglyoxalu. Vlastnosti medu
zodpovedné za zniZenie oxidacného stresu vyplyvaji z reaktivnych oxidacnych latok v
kostnych tkanivach (4). Okrem toho jednou z kl'icovych zlucenin v mede, ktord pozitivne

ovplyviiuje inhibiciu mikrobidlneho rastu je peroxid vodika (H20O,). Nizke mnozstvo enzymu —
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glukozooxidazy (GO) — identifikovaného v mede v neaktivnom stave by mohlo byt kI"icovym
predpokladom pre in situ produkciu H20: po zriedeni vo vodnom médiu. Kompozitny cement
tetrakalciumfosfat/med mal iba nizku az strednt antibakterialnu aktivitu, ale med aktivne
zvysSoval osteogénnu aktivitu kompozitu (5). Ukézalo sa, Ze populéciu klinicky relevantnych
baktérii rezistentnych na antibiotikda mozno Uc¢inne znizit pomocou H>O> pri minimélnych
inhibi¢nych koncentraciach medzi 0,2 a 3,19 mM, a po expozicii in vitro nebola zistena ziadna
rezistencia vo¢i HO, (6). Stidia sa zameriava na charakterizaciu novych kompozitnych
biocementov o-TCP obsahujicich med ako jednu zo zloziek kompozitu a enzym GO na
zlepSenie antibakteridlnych vlastnosti in situ produkciou H>O». ZloZenie cementu a pouzita
metoda aplikdcie by mohli predstavovat’ jednoduchy a vel'mi U¢inny sposob ako zvysit
antibakteriadlne vlastnosti kostnych cementov, najmi pri bakteridlnom napadnuti ran, liecbe

kontaminovanych zlomenin alebo pooperacnych infekcii.

Material a metody

aTCP bol syntetizovany reakciou CaCO3 (CaCOs p.a., Sigma Aldrich) a bezvodym CaHPO4
(monetit, DCPA) (CaHPO4, Ph.Eur., Fluka) pri teplote 1320 °C/ 2 hod. Kompozitny cement
MI10 bol pripraveny zmieSanim praSku aTCP s kvapalnou zlozkou 1 % (hm./obj.) roztoku
NaH>POg4 (p.a., Sigma-Aldrich) a 10 % (hm./obj.) medu (Manukovy med (M), Activion®,
medicinska Cistota, Advancis medical). Cementy M10 obsahujuce GO sa ziskali zmieSanim
roztoku GO (z Aspergillus niger, 100 000 — 250 000 U/g, typ X-S, Sigma-Aldrich)
(rozpusten¢ho v 1 % (hm./obj.) roztoku NaH>PO4) s kvapalnou zlozkou bezprostredne pred
pripravou kompozitnych past. Pomer P/L bol 2,6 a kone¢ny obsah medu a GO v kompozitoch
bol 5 % (hm./obj.) a 10; 5; 2,5 ppm (¢o zodpoveda 5; 2,5; 1,25 pg/500 mg o TCP, oznacenych
ako M10GOS5, M10G0O2,5 a M10GO1,25). Vzorky na analyzu produkcie peroxidu vodika v
kompozitoch boli pripravené formovanim val¢ekov z cementovych past (500 mg aTCP + 190
ul kvapalnej zlozky, ich uchovavanim pri 100 % vlhkosti pri teplote 37 °C/10 minut a
namacanim v 5 ml kultivacného média aMEM (volI'ného alebo doplneného 10 % FBS (MEM
FBS)) pri teplote 37 °C pocas vybranych Casov. VSetky experimenty boli vykonané v troch
opakovaniach. Obsah H,O; vo vzorke bol stanoveny pomocou supravy na stanovenie peroxidu
(MAK311, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a UV VIS spektrofotometra (UV-1800, Shimadzu,
Kyoto, Japonsko). Na stanovenie cytotoxicity extraktov cementu M10 doplnenych H>O; boli
bunky MC3T3El Subklon 4 (ATCC CRL-2593, Manassas, VA, USA ) resuspendované v
kultivaénom médiu (¢eMEM Mimimum essential medium Eagle + 10 % FBS (fetalne bovinné

sérum), 1 % roztok antibiotika) (antibioticky antimykoticky roztok (100x), s 10 000 jednotkami
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penicilinu, 10 mg streptomycinu a 25 pug amfotericinu B na ml (Sigma-Aldrich)) a hustota
buniek bola upravena na 1,0 x 10° buniek /ml v injekénej liekovke. Cementové pasty M10 boli
namocené v kultivaénom médiu (0,2 g/ml kultivacného média) pri teplote 37 °C/24 hodin.
Nasledne bol do extraktu pridany peroxid vodika v takom mnozstve, aby jeho konecna
koncentracia bola 0,05; 0,075; 0,1; 0,2; 0,5 a 1 mM. In vitro cytotoxicita bola vyhodnotena
pomocou MTS testu (Cell titer 96 aquaterial one solution cell proliferation assay, Promega
Madison, WI, USA) a koncentracia formazanu bola stanovend UV-VIS spektrofotometrom
(Shimadzu, Kyoto, Japonsko) pri 490 nm. Na stanovenie antibakteridlneho ucinku testovanych
vzoriek boli pouzité kmene Escherichia coli CCM 3954 a Staphylococcus aureus CCM 4223
(Ceska zbierka mikroorganizmov, Masarykova univerzita Brno, Ceska republika). Hustota bola
merand pomocou denzitometra (BIOSAN, LotySsko). Z pripravenych bakterialnych suspenzii
bolo 0,1 ml prenesenych a rovhomerne rozotretych na povrchy dvoch kultivaénych médii:
Miiller-Hintonovho agaru a Nutrient agaru (HiMedia, India). Na stanovenie antibakteridlnej
aktivity kompozitov sa pouzili cementové pasty s tromi réoznymi koncentraciami GO. Po
inkubacii Petriho misiek pri 37 °C/ 24 — 48 hodin sa pomocou pristroja na meranie presnosti
merania (kalibrované pravitko) (HiMedia, India) zmerali priemery vsetkych vyslednych
inhibi¢nych zén okolo jamiek. Statistické vyhodnotenie vysledkov (n = 3) sa vykonalo

pomocou jednofaktorovej ANOVA analyzy (Statmost pre Windows) na urovni a = 0,05.

Vysledky a diskusia

Povrchova transformacia pdvodnej fazy oTCP na CDHA zohrala kl'ucovu ulohu v
pozorovanom rychlom poklese koncentracie GO v namacacom roztoku a tento proces mohol
aktivne ovplyvnit’ aktivitu enzymu. Z hl'adiska moznej zmeny enzymatickej aktivity GO po
jeho adsorpcii na povrch faz fosfore¢nanu vapenatého v cemente bola adsorpcia GO hodnotena
po 15, 30, 60 a 120 minutach naméc¢ania cementu M10 (bez GO) do roztoku obsahujticeho 20
mg GO v PBS pri teplote 37 °C. Namerana zavislost’ jasne ukézala rychlu adsorpciu GO z
roztoku s >90% znizenim koncentracie GO aj po 60 minutach namacania (1A).

Testovanie cytotoxicity MTS in vitro (1B) ukazalo, Ze cementové extrakty s koncentraciou
H>0, < 0,5 mM (Co zodpoveda koncentracii H,O, v extrakte kompozitu M10GO1.25 po 24
hodinach namacania alebo kratSich ¢asoch namacania kompozitov M10GO2.5 a M10GOS5)
neboli cytotoxické v zmysle Standardu (7). Treba poznamenat, Ze biomineralizacia GO
fosfore¢nanom vapenatym ucinne zlepsila biokompatibilitu a znizila cytotoxicitu komplexu

fosforecnan vapenaty/GO (8).
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Obr. 1 A - Adsorpcia GO na povrch castic fosforecnanu vdapenatého v cemente po ponoreni
cementu M10 (bez GO) do roztoku obsahujuceho 20 mg GO v PBS pri teplote 37 °C. B —
Viabilita osteoblastov kultivovanych v MEM pri teplote 37 °C, 95 % vlhkosti, 5 %

CO: a roznych koncentraciach peroxidu vodika.
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Obr. 2 Koncentracia vyprodukovaného H>O: pocas namacania  kompozitnych — cementov
MI0GO v MEM a MEM FBS pri teplote 37 °C (a), zavislost koncentrdcie H>O: od casu
namacania kompozitu M10GOS5 v MEM FBS doplnenom o 0,5 % ( hm./obj . ) glukozy (b —
Cervend krivka ) a zavislost mnozstva H>O: vyprodukovaného pocas 1 hodiny v cementovych

extraktoch (b — zelena krivka) .

Aktivita GO v roztoku manuka medu lekarskej kvality, v 40 % (hm./obj.) roztoku bola nizka
(priblizne 15 mU/ml), zatial’ ¢o koncentracia H>O> po 24 hodinach inkubdcie pri teplote 37 °C
bola priblizne 100 uM a minimalna inhibi¢né koncentracia (MIC) pre S. aureus sa rovnala 5 %
(hm./obj.) medu (9). Produkcia H>O> cementami M10 bola takmer Styrikrat vysSia ako

stanovena MIC, a to aj pri najniz§om pridani GO do cementu a pri desatndsobne nizSom obsahu
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medu v extrakénom médiu, €o jasne preukazalo UCinnost pridaného GO do cementu

na produkciu H20: .

Obr. 3 Reprezentativne snimky inhibicnych zon pre Escherichia coli CCM 3954 (a, b) a
Staphylococcus aureus CCM 4223 (c, d) okolo jamiek s testovanymi vzorkami cementu

kultivovanymi v Miiller-Hintonovom (b, d) a Nutrient agare (a, c).

Vysledky potvrdzuju relativne Siroky rozsah koncentracii GO, kde antibakteridlna aktivita
kompozitov M10GO (a produkcia H2O2) bola vysokd, oproti Studovanym bakteridlnym
kmeniom, najmé pocas pociatocného obdobia hojenia po aplikacii. Testované kompozity s GO
preukdzali silni antibakteridlnu aktivitu oproti E. coli (gramnegativnhym baktéridm) a S.
aureus (grampozitivhym baktéridm). Oba bakteridlne kmene boli citlivé na peroxid vodika
generovany glukézooxiddzou, ¢o viedlo k tvorbe bakteridlnych inhibi¢nych zén okolo
testovanych vzoriek. Klesajuci obsah GO vo vzorkach koreloval so znizenim priemerov
inhibi¢nych zén okolo vzoriek pre oba bakteridlne druhy. Neboli pozorované Zziadne inhibi¢né

z6ny okolo cementov alfa TCP alebo M10 bez GO.

Sthrn

Vyskum bol zamerany na metodiku zvySenia antibakteridlnej ucinnosti biocementového
kompozitu pozostavajuceho z praSkovej zlozky na baze a-TCP a tekutej fazy suplementovane;j
medom a glukézooxidazou (GO), pricom ziskané vysledky potvrdili efektivnu inhibiciu rastu
kmenov E. coli a S. aureus aj pri nizkej koncentracii enzymu, ¢o je sposobené intenzivnou
produkciou peroxidu vodika v roztoku. Hoci identifikovana adsorpcia GO na povrchu

cementovych castic viedla k vyraznému znizeniu enzymatickej aktivity, mnozstvo GO
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uvolnené do média s obsahom fetalneho bovinného séra (FBS) bolo dostato¢né na potlacenie
bakterialnej proliferacie, priCom pre GO bol stanoveny relativne Siroky koncentracny interval
s vysokou antimikrobidlnou aktivitou pri zachovani bezpecnej cytotoxicity. To naznacuje, Ze
tieto kompozity by mohli predstavovat inovativny pristup k zvySovaniu antibakteridlnych

vlastnosti kostnych cementov.
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Abstract

The Jacobson's organ has a significant impact on the behavior of many mammals. By processing
chemical signals, it allows animals to better perceive information about their surroundings and
respond to them in an appropriate manner. This ability plays an important role, especially in
social interactions, reproduction, and orientation in the environment. Chemical communication
plays an important role not only in interactions between individuals of the same species, but

can also influence the relationship between animal and man.

Uvod

Z hladiska etologie ma Jakobsonov organ vyznamny vplyv na spravanie mnohych cicavcov.
Prostrednictvom spracovania chemickych signalov umoziuje zvieratdm lepSie vnimat
informacie o svojom okoli a reagovat’ na ne vhodnym sposobom. Tato schopnost’ zohrava
doleziti funkciu hlavne pri socialnych interakcidch, reprodukcii a orientacii v prostredi.
Chemickd komunikacia zohrdva vyznamnu ulohu nielen v interakciach medzi jedincami

rovnakého druhu, ale taktiez moze ovplyviiovat’ aj vztah medzi zvieratom a clovekom (1).

Jakobsonov organ a jeho vyznam v canisterapii a hipoterapii

Jakobsonov alebo tiez vomeronazalny organ (VNO) patri k Specifickym zmyslovym orgdnom
cicavcov. Z anatomického hladiska ide o parovu Struktaru, nachadzajucu sa v prednej Casti
nosovej dutiny, najej dne, v tesnej blizkosti nosovej priehradky, pozdiz kosti vomer (2).
Frederik Ruysh (holandsky anatom) bol prvy, kto v roku 1703 pri pitve hlavy mladého
muzského tela, opisal slepy vakovity otvor na anteroinferiordlnej strane nosovej priechradky.
Objav je vSak pripisovany danskemu lekarovi a anatdémovi, Ludwingovi Lewin Jacobsenovi,
ktory opisal VNO u mnohych cicavcov vratane niektorych hlodavcov a prezuvavcov, kona,
oSipanej, psa a macky. Na zaklade jeho vyznamnej prace, ktora bola publikovana v roku 1813,

sa tento organ zacal oznacovat’ ako Jakobsonov orgédn (3). Organ ma podlhovasty, tubularny
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tvar, je ulozeny v Specidlnom chrupavkovom alebo vdzivovom puzdre, ktoré ho mechanicky
chrani, zaroven udrziava jeho stabilnti polohu v nosovej dutine. M4 bohaté cievne zdsobenie,
inervovany je trojklannym nervom a ma nervové spojenie s cuchovym kyjom (4). Zo strany
nosovej dutiny je VNO pokryty nesenzorickym epitelom, ten ma ochrannu a podpornu funkciu
a je podobny respira¢nému epitelu. V jeho strede sa nachadza dutina (lumen), ktora umoznuje
vstup chemickych latok z prostredia. Lumen je vystlany epitelom, ktory je senzoricky a je to
Specializovany typ neuroepitelu. Obsahuje receptorové bunky schopné zachytavat’ chemické
signaly (5). Receptorové bunky su priamo zodpovedné za detekciu chemickych signalov, ktoré
sa viazu na Specifické receptory nachadzajiice sa na povrchu tychto buniek. Na rozdiel od
buniek hlavného cuchového epitelu majii receptorové bunky vomeronazalneho orgénu na
svojom povrchu namiesto riasinieck mikroklky, a preto su schopné zachytavat’ Specifické
chemické molekuly, najma feromony. Axony tychto buniek nasledne vytvaraju nervové vlakna,
ktoré sa spdjaji do vomeronazalneho nervu, a ten prenasa signaly do pridavného cuchového
kyju, ktory je sucastou predného mozgu. Odtial’ sa informécie d’alej prendsaju do oblasti
limbického systému, napriklad do amygdaly a hypotalamu, ktoré su spojené s regulaciou
spravania, emocii a reprodukénych procesov (6). Okrem epitelovej vystelky obsahuje lumen aj
vrstvuy, ktord je tvorena viazivovym tkanivom. V tejto vrstve sa nachadzaju krvné cievy, nervové
vldkna a vomeronazalne Zzl'azy. Funkciou tychto zliaz je produkovat’ sekrét, ktory zvlhcuje
lumen VNO a pomaha transportovat chemické molekuly k receptorovym bunkam.
Vaskularizdcia organu je pomerne vyrazna a predpokladd sa, Ze zmeny v jej prekrveni
ovplyviiuji pohyb tekutin a transport chemickych molektl v ramci organu, ¢o nasledne moze
ovplyvnit' aj citlivost’ receptorovych buniek (5). Prepojenie VNO s limbickym systémom
vysvetl'uje, preCo je vomeronazalny orgén uzko spojeny so socidlnym a reprodukénym
spravanim mnohych cicavcov. Signdly zachytené¢ v tomto orgdne moézu ovplyviovat
hormonalne procesy alebo vyvolavat’ Specifické behavioralne reakcie. Tieto reakcie moézu byt
spojené napriklad s parenim, teritoridlnym spravanim, ¢i rozpoznavanim jedincov rovnakého
druhu. Chemicka komunikacia zohrava vyznamnu ulohu nielen v interakcidch medzi jedincami
rovnakého druhu, ale taktiez moze ovplyviiovat’ aj vztah medzi zvieratom a clovekom, o sa
vyuziva v canisterapii a hipoterapii (1).

U psa je cuch jednym z najdolezitejSich zmyslov a zohrava klIicovh tlohu pri ziskavani
informéacii o prostredi. Psy dokazu rozliSovat’ velké mnozstvo pachovych molektl a vd’aka
tomu ziskavaju informécie o l'ud’och, ich emociondlnom stave alebo ich fyziologickych
zmenach. Vyskumy naznacujl, ze psy st schopné reagovat’ na tieto signaly a prispdsobovat’
svoje spravanie v zavislosti od danej situacie (7). Takéto schopnosti si jednym z dovodov,
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preco sa psy Casto vyuzivaju v réznych oblastiach prace s 'ud'mi. V rdmci canisterapie moze
pes reagovat’ na emocionalne signaly ¢loveka a prispdsobovat’ svoje spravanie tak, aby podporil
pozitivnu interakciu. Hoci sa pri tomto procese uplatiiuje najméd hlavny cuchovy systém,
predpokladd sa, Zze vomeronazalny organ mdze zohravat doplnkova tlohu pri vnimani
niektorych chemickych signalov, ktoré stvisia so socidlnou komunikaciou (8). Podobné
mechanizmy mozno pozorovat’ aj u koni. Kone st vel'mi citlivé na podnety z prostredia a
dokdzu reagovat na rozne signdly, ktoré pochadzaji od inych jedincov, alebo od ¢loveka.
Chemické signaly zachytavané Jakobsonovym organom moézu zohravat’ llohu napriklad pri
rozpoznavani jednotlivcov ako aj pri socialnych interakciach v stade. Aj ked’ kone vyuzivaja
predovsetkym vizualne a behavioralne signaly, chemickd komunikéicia moZze predstavovat
doplnkovy spdsob prenosu informacii (9). V oblasti hipoterapie je vztah medzi kotiom a
clovekom zalozeny na vzajomnej dovere a komunikacii. Kone dokdzu reagovat na rézne
podnety z prostredia vratane pachovych signalov, ktoré mozu poskytovat informécie o
pritomnosti ¢loveka a o jeho psychickom stave. Schopnost vnimat tieto signaly modze
ovplyviiovat’ spravanie konia pocas vykonu terapie a prispievat’ tak k vytvaraniu stabilné¢ho

vztahu medzi zvieratom a ¢lovekom (10).

Suhrn

Z hladiska interakcie medzi ¢lovekom a zvierat'om je preto dolezité uvedomit’ si, ze zvierata
vnimajii  svoje okolie prostrednictvom viacerych zmyslov. Cuchovy systém vratane
Jakobsonovho organu predstavuje vyznamnu ulohu pri ziskavani potrebnych informacii od
inych druhov zvierat, ale do istej miery aj od ¢loveka. Aj ked presny vyznam vomeronazéalneho
organu pri komunikécii medzi ¢lovekom a zvieratom este nie je Uplne objasneny, predpoklada
sa, ze mdze zohravat’ urCitd ulohu pri spracovani chemickych podnetov, ktoré ovplyviuju

spravanie psa a kona.
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Abstract

Hypothermic machine perfusion (HMP) is an innovative method of organ preservation that
allows the maintenance of metabolic activity in the graft during the ex vivo phase. It has the
potential not only to preserve kidney viability but also to serve as a platform for organ
preparation, targeted therapy, and improvement of kidney quality. The aim of our study is a
comprehensive histopathological analysis of the kidney graft following HMP combined with
the antibiotics (ATB) gentamicin and tigecycline. The experimental design of the animal model
was divided to 2 groups: with ATB (ATB+) and without ATB (ATB-), each consisting of three
subgroups: pre-perfusion (B1 PR), post-perfusion (B2 PO), and after five days of survival (B3
5D), for a total of six groups. Based on our results, we did not observe statistically significant
changes in the histopathological injury index in any of the analyzed groups.
Histomorphologically, we observed changes in selected parameters of the renal corpuscle,
likely associated with the development of compensatory hypertrophy following
retransplantation; however, they could also indicate a burden on the glomerular apparatus of

the renal cortex as a consequence of HMP or, alternatively, ATB therapy.

Uvod

Transplantacia oblicky predstavuje v sucasnosti najefektivnejsiu liecbu termindlneho zlyhania
obli¢iek. Dostupnost’ kvalitnych darcovskych organov je vyrazne obmedzend, ¢o vedie k
potrebe efektivneho vyuzitia aj marginalnych darcovskych organov, a potencidlne aj k

akceptacii donorov s rozsirenymi kritériami (1, 2). V tejto stivislosti sa Coraz viac dostavaji do
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popredia pokrocilé techniky ex vivo manipuldcie s orgdnmi, ktoré umoznuju ich lepSie
vyhodnotenie, regeneraciu a optimalizaciu pred samotnym transplantovanim. Jednou z
najperspektivnejSich je hypotermicka strojova perfuzia (HMP). Na rozdiel od tradi¢ného
statického chladenia (SCS), HMP predstavuje nielen konzervacnu, ale aj aktivne stimula¢nu
metodu, ktorda mdze zlepsit biologickl pripravenost’ organu na transplantaciu (3). V naSej Studii
sme HMP kombinovali s antibiotikami (gentamicin, tigecyklin), u ktorych je popisovany
nefrotoxicky ucinok. Ide o Sirokospektralne ATB ucinné voc¢i multirezistentnym patogénom s
potencialom redukovat’ riziko mikrobidlnej kontaminacie transplantovanej oblicky (4, 5).
Experiment bol realizovany v nadviznosti na nasu predchadzajucu spolupracu v rdmci projektu
APVV. Primarnym cielom naSej histologickej §tidie bola komplexna histopatomorfometricka
analyza biopsii Stepu oblicky po mechanickej perfuzii kombinovanej s ATB (tigecyklin,

gentamicin).

Material a metody

V experimente bol vyuzity animalny model prasiat Landrace-Yorkshire (n=6). Vyskum
prebiehal v ramci projektu APVV-23-0594 v spolupraci s UVLF v KoSiciach v stlade s
etickymi normami, inStitucionalnymi a pravnymi predpismi o manipuldcii s laboratornymi
zvieratami, na zéklade povolenia Etickej komisie UVLF v KosSiciach, ¢. povolenia EKVP/2023-
12. Prasatd boli uvedené do celkovej anestézie, nasledne bola vykonand nefrektomia.
Bezprostredne po odbere boli oblicky napojené na 4-hodinova hypotermicku strojovu perfuziu
(HMP; Kidney Assist Transport, XVIVO) a rozdelené do 2 skupin: kontrolné skupina (ATB-,
perfuzia Standardnym roztokom PumpProtect®, Carnamedica) a experimentdlna skupina
(perfizia s pridanim vysokych koncentracii tigecyklinu (Tygacil, Wyeth®) a gentamicinu
(Gentamicin Sandoz, Sandoz Pharmaceuticals) o koncentracii 600mg/ml). Po HMP nasledovala
autotransplantacia oSetrenej oblicky s odstranenim nativnej obli¢ky, ¢im bolo prezitie zvierat
plne zavislé od funkcie oSetreného Stepu. Pooperacne bol prietok krvi oblickou monitorovany
pomocou USG Doppler vysetrenia. Po uplynuti stanovenej doby (5 dni, resp. po thyne) bola
vykonana nefrektémia oSetrenej oblicky. Z obli¢ky boli celkovo odobrané 3 typy bioptickych
vzoriek na analyzu: pred HMP (B1 PR), po HMP (B2 PO) a po piatich diioch prezivania (B3
5D). Odobrané bioptické vzorky boli fixované v 4% paraformaldehyde a spracované
Standardnym postupom. Po zaliati do parafinu boli pripravené 4-5 um tenké histologické rezy.
Pri hodnoteni celkového indexu histopatologického poskodenia (IHP) a histomorfometricke;
analyze sme vyuzili rutinni metédu farbenia hematoxylin a eozin (HE). Stupen

histopatologického poskodenia kory obli¢iek sme hodnotili na zédklade IHP vypracovaného
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Specidlne pre potreby nasej histologickej analyzy s dorazom, ktory rozliSoval celkovo 4 stupne

poskodenia (0 az 4) vid’. Tab. 1 a Obr. 1.

Stupen Definicia indexu poskodenia Histopatologicky nalez
poskodenia

Bez patologického poskodenia normalna histologicka Struktara
oblickovych teliesok a kanalikov nefronu

Minimalny stupen poskodenia ojedinelé zmeny najmi tvaru oblickovych
teliesok a kandlikov nefronu s miernym
opuchom a stratou kefkovitého lemu
epitelovych buniek, pritomnost’
parenchymatdznej dystrofie

Mierny stupeni poskodenia vyraznejsie zmeny architektiry
oblickovych teliesok a epitelu kanalikov
nefrénu s vyraznej$im opuchom a miernou
vakuolizaciou cytoplazmy epitelu,
pritomnost’ hyalinového skvapockovatenia
a ojedinele plazmoragia

Stredny stupei poskodenia vyraznejSie  zmeny s  deformitami
morfologie oblickovych teliesok,
poskodenie bunkovych jadier a intenzivna
vakuolizacia cytoplazmy s fokalnou
denudécia epitelu kandlikov nefronu,
pritomné pocetné plazmoragie

Vyrazny stupein poskodenia s pritomnost vyraznych a pocetnych 1ézii

nekrozou tkaniva kory oblicky zasahujucich rozsiahle oblasti kory oblicky
s nekrézou oblickovych teliesok a
kanélikov, ruptira bazalnej membrany so
stratou typickej histologickej architektury
kory oblickového parenchymu

Tab.1 Index histopatologického poskodenia kory oblicky — semikvatitativny skorovaci systém

Statisticka analyza bola vykonana pomocou GraphPad In-Stat verzia programu 3.01 (GraphPad
Software, San Diego, CA). Kruskal-Wallis Test (Nonparametric ANOVA) a Dunn's multiple
comparison test boli pouzité pre semikvantitativne tidaje indexu histopatologického poskodenia
(IHP). Vysledky boli vyjadrené ako aritmeticky priemer (M) + Standardnd chyba merania

(S.E.M.). Za statisticky vyznamné sme povazovali hodnoty p mensSie ako 0,05.
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Obr. 4 Index histopatologického poskodenia kory obliciek — reprezentativne mikrofotografie
znazornujuce jednotlivé zaznamenané stupne histopatologického poskodenia (0 - normalna
Struktura kory oblicky bez patologického poskodenia,); 1 - minimalny stupen poskodenia; 2 -
mierny stupen poskodenia; 3 - stredny stupen poskodenia (200x, farbenie HE).

Vysledky

Podl’a vysledkov (Tab.2) IHP nedosahoval Statisticky vyznamné zmeny pri porovnavani skupin
pred perfuziou, po perfuzii a po 5 dioch prezivania ani v jednej analyzovanej skupine.
Najvyraznejsiu, hoci len numericktl zmenu sme zaznamenali medzi skupinami pred perfiziu s
ATB (B1= PR ATB+) a po 5 diioch prezivania s ATB (B3 = 5D ATB+) a to 26%, kde vidime
stipajucu tendenciu. Pri porovnani IHP skupin ATB- vs. ATB+ dosiahla celkovo lepSie hodnoty
skupina s ATB, pricom medzi skupinami s 5 dilovym prezivanim bol IHP lepsi o0 20% v skupine

s ATB (B3 = 5D ATB+) v porovnani so skupinou bez ATB (B3= 5D ATB).

M+S.EM Exp. skupinas ATB M +S.EM
Exp. skupina bez ATB
Bl=PRATB- | 2,19+0,14* Bl= PR ATB+ | 1,25+0,14%*
B2= PO ATB- 1,94+ 0,15 B2 = PO ATB+ 1,04 £ 0,16
B3=5D ATB- 2,13 +£0,08 B3 =5D ATB+ 1,70 £ 0,29

Tab.2 Index histopatologického poskodenia kory oblicky — prehlad vysledkov analyzy

Diskusia a zaver
Gentamicin patri medzi aminoglykozidové antibiotikd, a napriek vysokej uc¢innosti je jeho
pouzitie limitované nefrotoxickymi ucinkami, teda vytvaranim oxida¢ného stresu, zapalovej
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reakcie a néslednej nekrdzy a apoptdzy (1, 6). Tigecyklin je Sirokospektralne glycylcyklinové
antibiotikum, vyvinuté na lieCbu multirezistentnych patogénov, pricom viaceré Stadie
odportcaju jeho pouzitie v kombinacii s inym antibiotikom. Nezanedbate'né si aj jeho
nefrotoxické ucinky (3, 6). Gentamicin v kombinacii s tigecyklinom vykazuje
farmakodynamicky synergisticky terapeuticky ucinok pri zlepSovani u€innosti proti Sirokému
spektru patogénov. Stcasné podavanie vSak vedie k vyraznejSiemu renalnemu poskodeniu ako
monoterapia (5). Transplanticia obli¢ky, ktord bola oSetrend s pomocou HMP, do
experimentalneho modelu prasata s druhostrannou nefrektomiou simuluje podmienky v
pripade transplantacie obli¢ky v klinickej praxi, v ¢om spociva vyznam nami zistenych udajov
zo skupiny 5 dni po transplanticii. Na naSich vysledkov mozeme konStatovat’, Ze pouzitie
kombinacie Sirokospektralnych ATB gentamicin+tigecyklin neviedlo k vyraznému zhorSeniu
histopatologického poskodenia. Zmeny histologickej Struktury v kore obli¢iek v skupine B3 5D
ATB+ pravdepodobne nie st podmienené vplyvom HMP a ATB, ale odzrkadl'uju predovsetkym
vplyv samotnej transplantacie a ischemicko-reperfuzneho poskodenia. Naznacuji zvySent
zat'az glomeruldrneho aparatu (8, 9), ktord moze byt normalnou odpoved’ou na experimentalne
podmienky (10), ale i désledkom, ¢i pricinou renalneho poSkodenia (11). V d’alSom vyskume
by pre postdenie potransplantatnej adapticie organu bolo potrebné predizit prezivanie 3.

skupiny a roz$irit’ sledované parametre pre overenie nasich doterajsich vysledkov.

Literatura

1. Adandedjan, D., Téth S., Holodova M., et al.: Zaginame Zit v obdobi umelej inteligencie. Univerzita
Komenského v Bratislave, 2024; ISBN 9788022359795: 67-72.

Lasorsa, F., Rutigliano, M. et al.: Int J Mol Sci, 2024; 25(8):4332.

Tatsis, V., Dounousi, E., Mitsis, M.: Transplant Proc, 2021;53(9):2793-2796.
Abushanab, D., Nasr, Z.G., Al-Badriyeh, D.: Antibiot, 2022; 11(11):1630.

Elgazzar, D., Aboubakr, M. et al.: Pharmaceuticals, 2022;15(7):736.

Randjelovic, P., Veljkovic, S., et al.: EXCLI J, 2017;24(16):388-399.

Cai, Y., Nan B. et al.: Infectious Diseases, 2016;48(7): 491-502.

Archana, K., Nalla, R., Pramod, K. et al.: Int J Adv Biochem Res, 2024; 8(4):453-457.
Tobar, A., Ori, Y. et al.: PLoS ONE, 2013; 8(9): €75547.

Johnson, H.A., Vera, Roman J.M.: Am J Pathol. 1966; 49(1):1-13.

Helal, I., Fick-Brosnahan, G. et al.: Nat Rev Nephrol 2012; 8:293-300.

el i A O o

— O

Praca bola podporena grantovymi projektami: APVV-23-0594, PCOV VVGS-2023-2736 a
KEGA 008UPJS-4/2024.

201



MORFOLOGICKE ZNAKY VCASNEJ DIABETICKEJ NEFROPATIE U DETI S
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Abstract

The early detection of diabetic nephropathy in children with type 1 diabetes mellitus remains a
significant clinical and morphological challenge. Structural alterations in renal tissue may
develop long before the onset of clinically detectable markers such as microalbuminuria. This
study aimed to investigate early morphological alterations in renal tissue in children with type
1 diabetes mellitus by assessing selected biomarkers and evaluating their role in the early

development of diabetic nephropathy.

Introduction

Diabetic nephropathy is one of the most significant microvascular complications of type 1
diabetes mellitus, being a leading cause of chronic kidney disease worldwide (1). In pediatric
patients, the early stages of renal involvement are often asymptomatic, which significantly
limits the ability to make a timely diagnosis and implement early intervention. It is well
established that structural alterations in renal tissue precede clinical manifestations, including
thickening of the glomerular basement membrane, mesangial matrix expansion, and damage to
tubular epithelial cells in the early stages (2). These processes reflect the initial stages of
microvascular remodeling, metabolic disturbances, and endothelial dysfunction, which are
induced by chronic hyperglycemia. These alterations represent early glomerular and
tubulointerstitial remodeling at the microstructural level, reflecting the involvement of multiple
nephron compartments in the initial stages of diabetic kidney disease. In recent years, diabetic
nephropathy has increasingly been recognized as a complex and multifactorial condition
involving both the glomerular and tubulointerstitial compartments (1). Many of these early
morphological alterations remain undetectable using conventional clinical markers such as

microalbuminuria. Therefore, the identification of sensitive biomarkers reflecting underlying
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structural changes represents a promising approach for the indirect assessment of early renal
injury. Integrating morphological concepts with biomarker-based evaluation could provide
deeper insight into the early stages of diabetic kidney disease and improve strategies for its

timely diagnosis.

Materials and Methods

The study included 55 pediatric participants: 47 patients with type 1 diabetes mellitus and eight
healthy controls. The patients were divided into-three groups according to disease duration into:
<1 year, 1-5 years, and >5 years. Morning fasting urine samples were collected under
standardized conditions, centrifuged, and stored at —20 °C. For analysis, pooled samples were
prepared for each group (500 pL total). The expression of selected the following renal
biomarkers was assessed using the Proteome Profiler Human Kidney Biomarker Antibody
Array (R&D Systems, USA). This allowed for the simultaneous semi-quantitative evaluation
of multiple markers. This membrane-based method is analogous to ELISA and enables the
detection of relative protein expression levels. Signal detection was performed using the
ChemiDoc Touch Imaging System (Bio-Rad, USA), and semi-quantitative analysis was
conducted using Bio-Rad Image Lab software based on pixel density. Comparative analysis

was conducted to evaluate biomarker expression patterns in relation to disease duration.

Results

The results of the study demonstrated that early diabetic nephropathy in children is associated
with subtle but significant morphological changes, including mesangial expansion, thickening
of the glomerular basement membrane, and early alterations in tubular epithelial cells. An
increased signal intensity of all analyzed urinary biomarkers—adiponectin, VCAM-1, RBP-4,
ANPEP, and DPP IV—was observed in all groups of children with type 1 diabetes mellitus
compared to control. In patients with a disease duration of less than one year, a significant
elevation of renal injury biomarkers was already evident. ANPEP and DPP IV levels increased
by 2.6-fold and 3.5-fold, respectively. Adiponectin levels increased by a 1.5-fold, while VCAM-
1 and RBP-4 were elevated by 1.3-fold each compared to the control group. In the group with
a disease duration of 1-5 years, a more pronounced increase in ANPEP (3.2-fold) and DPP IV
(3.7-fold) was observed. RBP-4 remained elevated at 1.3-fold, similar to the first group.
VCAM-1 increased by 1.4-fold, and adiponectin by 1.7-fold compared to controls. The highest
levels of several biomarkers were detected in patients with a disease duration exceeding 5 years.

Adiponectin increased by 3.9-fold, VCAM-1 by 1.6-fold, RBP-4 by 1.5-fold, and DPP IV by
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4.6-fold. In contrast, ANPEP demonstrated a slight decrease compared to the 1-5 years group,
although it remained elevated at 2.7-fold relative to controls. Overall, adiponectin, VCAM-1,
RBP-4, and DPP IV exhibited a progressive increase with longer disease duration. In contrast,
ANPEP expression peaked in the 1-5 years group, followed by a moderate decline in patients
with longer disease duration, while remaining significantly elevated compared to the control

group (p < 0.05).

Discussion

The present study demonstrates that early diabetic nephropathy in children with type 1 diabetes
mellitus is associated with subtle yet biologically meaningful alterations in renal structure,
reflected by changes in urinary biomarker expression. The observed patterns support the
concept that diabetic kidney disease begins prior to clinically detectable microalbuminuria and
involves multiple nephron compartments. According to the pathological classification by
Tervaert et al. (2), early diabetic nephropathy is characterized by mesangial expansion and
thickening of the glomerular basement membrane. Our findings are consistent with this
framework, while also supporting a more integrated view of diabetic kidney disease. Recent
evidence emphasizes its multifactorial and multicompartmental nature, involving glomerular,
tubular, interstitial, and vascular components (1, 4). The consistent elevation of urinary
biomarkers in our study reflects this complex and coordinated involvement of the nephron.
Adiponectin, a protective adipokine with anti-inflammatory and insulin-sensitizing properties
(3), showed increased urinary levels, which may represent a compensatory response to early
metabolic and endothelial stress. Similarly, the progressive rise in RBP-4 levels with disease
duration supports its role in insulin resistance and suggests early tubular dysfunction (6).
Elevated VCAM-1 further indicates endothelial activation and early microvascular
involvement. The behavior of ANPEP and DPP IV highlights tubular participation in disease
progression. ANPEP expression peaked in the 1-5-year disease duration group, possibly
reflecting a phase of active tubular adaptation, followed by partial stabilization. In contrast,
DPP IV showed a gradual increase, suggesting cumulative tubular involvement. These findings
support the emerging “tubulocentric” paradigm of diabetic kidney disease, which emphasizes
the early role of tubular injury (5). The use of a membrane-based antibody array enabled
simultaneous semi-quantitative assessment of multiple biomarkers, providing a comprehensive
overview of early renal involvement in line with current biomarker research approaches (7).
From a clinical perspective, the detection of biomarker alterations prior to microalbuminuria is

particularly important, given its limited sensitivity in early disease stages. The analyzed
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biomarkers may therefore serve as useful tools for early diagnosis and monitoring of disease
progression in pediatric patients. However, several limitations should be acknowledged,
including the relatively small sample size, cross-sectional design, and semi-quantitative nature
of the assay. Further studies are required to validate these findings and assess the predictive

value of the identified biomarkers.

Conclusion

The study demonstrated that early diabetic nephropathy in children with type 1 diabetes mellitus
is associated with subtle but significant morphological changes in renal tissue. These changes
affect multiple compartments of the nephron, including the glomerular, tubular,
tubulointerstitial, and microvascular structures, and are reflected in the altered expression of
selected urinary biomarkers. Specifically, adiponectin, VCAM-1, RBP-4, ANPEP, and DPP IV
showed elevated levels in children with diabetes compared to healthy controls, although the
magnitude and pattern of increase varied by marker and disease duration. Adiponectin, VCAM-
1, RBP-4, and DPP IV generally exhibited progressive increases with longer disease duration.
ANPEP, however, reached its highest elevation in children with 1-5 years of diabetes and
showed a slight decrease in the >5 years group, while remaining above control values. These
findings indicate that urinary biomarkers can reflect early structural and functional alterations
in different renal compartments, providing an indirect but sensitive insight into early
morphological remodeling of the kidney. The combined evaluation of these markers allows for
a more comprehensive assessment of glomerular and tubular integrity, identification of children
at higher risk of diabetic nephropathy. This has the potential to facilitate early intervention even

before overt clinical manifestations such as microalbuminuria appear.

Summary

Early diabetic nephropathy in children with type 1 diabetes mellitus is characterized by subtle
structural alterations affecting the glomerular, tubular, and microvascular compartments. These
changes occur at microstructural level and precede the onset of clinically detectable symptoms
such as microalbuminuria. Altered expression of urinary biomarkers, including adiponectin,
VCAM-1, RBP-4, ANPEP, and DPP 1V, reflects early renal remodeling and injury to specific
compartment. The combined use of these biomarkers provides a non-invasive approach to the

early detection and risk stratification of diabetic kidney disease in pediatric patients.
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