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1. Endogénne poškodenie DNA v periférnych lymfocytoch u pacientov so 
svalovinu-infiltrujúcimi urotelovými karcinómami

Ján Slopovský
(všeobecnç lekárstvo, 6. ročník)

Školiteľ: Mgr. MUDr. Patrik Palacka, PhD., MPH, MBA, LL.M.
II. onkologická klinika LF UK v Bratislave a NOÚ 

Úvod

Karcinóm močovçho mechúra predstavuje deviaty najčastejší zhubný nádor s hrubou incidenciou 20,4 
prípadov na 100 000 obyvateľov (1). Na Slovensku bolo v roku 2010 novodiagnostikovaných 971 
prípadov (2) , pričom boli častejšie postihnutí muži (685 oproti 286). Najčastejším zhubným nádorom 
močovçho mechúra sú urotelovç karcinómy, ktorç v štátoch Európskej únie predstavujú 90% všetkých 
malígnych tumorov močovçho mechúra (1).

V čase diagnostiky sa u 30% chorých zistí svalovinu-infiltrujúci zhubný nádor močovçho mechúra 
(MIBC) (3). Zlatým štandardom liečby lokálneho (T2) a lokálne pokročilçho MIBC (T3-4N+) je 
radikálna cystektómia (u mužov sa spolu s močovým mechúrom odstraňuje aj prostata a semennç vačky, 
u žien uterus, ovária a pošva) s pelvickou lymfadenektómiou. Päťročnç prežívanie pacientov s MIBC 
je napriek adekvátnej liečbe 50% (4). Pri pelvickej lymfadenektómii sa odstránia iliackç (bilaterálne 
externç a internç) a obturatórne lymfatickç uzliny (LU). Pri rozšírenej lymfadenektómii sa odstraňujú 
aj presakrálne a spoločnç iliackç LU, prípadne aj retroperitoneálne LU (5). Počet odstránených LU 
signifikantne koreluje s celkovým prežívaním (OS) pacientov (6).

S cieľom zlepšiť výsledky prežívania sa začala používať kombinovaná neoadjuvantná chemoterapia na 
báze cisplatiny. V publikovaných klinických prácach sa testovali najmä dva režimy, a to metotrexát, 
vinblastín, doxorubicín a cisplatina (MVAC) a gemcitabín a cisplatina (GC) (7), ktorých efektivita a 
toxicita nebola nikdy priamo porovnaná. MVAC predstavuje myelotoxický režim s častými 
mukozitídami. Vyššiu účinnosť v zmysle väčšieho počtu patologických kompletných remisií ukázala 
štúdia (8) s dávkovo-denzným MVACom, po ktorom sa štandardne aplikuje kolónie granulocytov 
stimulujúci faktor (filgrastím, pegfilgrastím, lipegfilgrastím) ako primárna prevencia febrilnej 
neutropçnie. 

V roku 2018 boli publikovanç dve retrospektívne analýzy porovnávajúce dávkovo-denzný MVAC 
(ddMVAC) oproti GC v neoadjuvantnej intencii, ktorç ukázali signifikante vyššie percento 
dosiahnutých patologických kompletných remisií v prospech režimu ddMVAC (28,0% oproti 14,6%) 
(8) a 41,3% oproti 24,5% (9), avšak bez signifikantnçho vplyvu na OS.

V roku 2005 bola publikovaná meta-analýza, (10) ktorá dokázala absolútne 5% zvýšenie päťročnçho 
OS a 9% absolútne zvýšenie prežívania bez choroby (DFS) v prospech kombinovanej chemoterapie na 
báze platinovçho derivátu pred radikálnou cystektómiou v porovnaní so samotným chirurgickým 
výkonom. 

Pacientom, ktorí nie sú kandidáti na radikálnu operáciu (komorbidity, horší výkonnostný stav) možno 
ako alternatívu po neoadjuvantnej chemoterapii ako lokálnu liečbu ponúknuť definitívnu externú 
rádioterapiu konkomitantne s cisplatinou, ktorá sa používa ako rádiosenzibilizçr (11).   
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Cieľom tejto prebiehajúcej prospektívnej štúdie je testovať hypotçzu, podľa ktorej hladina endogçnneho 
poškodenia DNA v perifçrnych lymfocytoch u chemoterapiou nepredliečených pacientov s lokálnym 
a lokálne-pokročilým MIBC koreluje s DFS a OS, a teda môže slúžiť ako prognostický a/alebo 
prediktívny faktor.

Pacienti a metódy

Predkladaná práca predstavuje prospektívnu, unicentrickú štúdiu realizovanú na II. onkologickej klinike 
Lekárskej fakulty Univerzity Komenskçho v Bratislave a Národnçho onkologickçho ústavu (NOÚ) so 
súhlasom Etickej komisie NOÚ v spolupráci s Ústavom experimentálnej onkológie Biomedicínskeho 
centra Slovenskej akadçmie vied. 

V čase apríl 2016 – december 2018 bolo do štúdie následne zaradených 51 chemoterapiou 
nepredliečených pacientov s lokálnym alebo lokálne-pokročilým MIBC, ktorí dostávali chemoterapiu 
v neoadjuvantnej intencii v schçme GC: gemcitabín 1000 mg/m2 i. v. d1 a d8 + cisplatina 70 mg/m2 i. 
v. d1 (n=50, 98%) alebo dávkovo-denzný MVAC: methotrexáte 30 mg/m2 i.v. d1, vinblastín 3 mg/m2 
i. v. d1, doxorubicín 30 mg/m2 i. v. d1, cisplatina 70 mg/m2 i. v. d1  (n=1, 2%). Medián veku chorých 
bol 66 rokov (rozsah 33-83). Muži (n=34, 67%) predstavovali väčšinu zo všetkých pacientov, žien bolo 
v súbore 33% (n=17).

Primárne origo bolo lokalizovanç v močovom mechúre u 96,1% (n=49) pacientov, v renálnej panvičke 
u 3,9% (n=2). Radikálnu cystektómiu po neoadjuvantnej chemoterapii absolvovalo 55% (n=28) 
pacientov, definitívnu externú rádioterapiu 29,4% (n=15) chorých, výlučne kontrolnú transuretrálnu 
resekciu (TUR) s odmietnutím inej lokálnej liečby 2% (n=1) a akúkoľvek lokálnu terapiu odmietlo 9,8% 
(n=5) chorých. Recidíva zhubnçho nádorovçho ochorenia bola zistená u 23,5% (n=12).

Najčastejším histopatologickým nálezom bol urotelový karcinóm (96,0%, n=49), jeden pacient mal 
epidermoidný karcinóm (2,0%), resp. malobunkový karcinóm (2,0%). 

Výkonnostný stav podľa ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) ≤ 2 malo 20% (n=10) 
pacientov. Charakteristika súboru pacientov je uvedená v tabuľke 1.

Ançmia ako toxicita systçmovej liečby stupeň 3 bola zaznamenaná u 4% (n=2) chorých, neutropçnia 
stupeň 3 u 18% (n=9), stupeň 4 u 4% (n=2) pacientov, trombocytopçnia stupeň 3 u 4% (n=2) a úplná 
alopçcia u 6% (n=3). Hepatotoxicita bola prítomná u 2% (n=1) pacientov a stenokardie boli prítomnç 
u 2% (n=1) chorých. Prehľad toxicity systçmovej liečby (stupeň 3 a 4) je uvedený v tabuľke 2. 

Vzťah medzi hladinou endogçnneho poškodenia DNA v mononukleárnych bunkách perifçrnej krvi 
(PBMCs), DFS a OS sa vyhodnocoval pomocou logrank testu, za signifikantnç sa považovali hodnoty 
p<0,05. Na štatistickú analýzu bol použitý počítačový program NCSS 12 (12).

Vzorky boli následne spracovanç Comet testom (Comet assay) (13). Suspenzia lymfocytov (približne 
1-2×104 buniek) sa zmiešala s agarózou s nízkym bodom topenia a následne bola rozotrená na 
zmrazenç mikroskopickç sklíčka pokrytç agarózou s vysokým bodom topenia. Pripravenç preparáty sa 
udržovali pri teplote 4°C až kým agaróza nestuhla. Po odkrytí krycieho sklíčka boli bunky lyzovanç 
v čerstvo pripravenom tlmivom roztoku (2,5 mol NaCl, 10 mmol Tris-HCl, 100 mmol Na2EDTA, pH 
10,0) s 1% Triton-X počas 60 minút pri 4°C. Následne sa vykonala horizontálna gçlová elektroforçza 
v aparatúre naplnenej čerstvým elektroforetickým tlmivým roztokom (0,2 mmol Na2EDTA, 5 mol 
NaOH) počas 30 minút pri 4°C. Po elektroforçze boli preparáty neutralizovanç v 1 M-Tris-HCl počas 
15 minút. Celkovo 100 náhodne-vybraných buniek z každçho preparátu bolo analyzovaných Metafer-
metaCyte analytickým softvçrom (Metasystems, Altlussheim, Nemecko), pričom hodnoty poškodenia 
DNA sa vyjadrili v percentách DNA v chvoste.



| 17

Výsledky

Tabuľka 1 Charakteristika súboru pacientov

Na rozdelenie poškodenia DNA v PBMCs na vysokç a nízke bola na základe predchádzajúcej štúdie 
(14) stanovená hodnota 5,25. Medián sledovania pacientov bol 12,4 mesiacov (rozsah 0,1-31,9), 
recidíva sa zistila u 23,5% (n=12).

Pacienti s MIBC (n=51), u ktorých bola hodnota endogçnneho poškodenia DNA nízka (< 5,25) mali 
trend k lepšiemu DFS [HR=0,55, 95% CI (0,19-1,55), p=0,33].

n (%) 51 (100)

vek medián 66
minimálna hodnota 33
maximálna hodnota 83

muži
n (%) 34 (67)

radikálna cystektómia
n (%) 28 (55)

lokálna liečba
n (%)

EXRT 15 (29,4)
TUR BT 1 (2)
odmietli 5 (9,8)

lokalizácia
n (%)

močový mechúr 49 (96,1)
renálna panvička 2 (3,9)

histopatológia
n (%)

urotelový karcinóm 49 (96,08)
epidermoidný karcinóm 1 (1,96)
malobunkový karcinóm 1 (1,96)

chemoterapia - režim
n (%)

GC 47 (92,16)
ddMVAC 1 (1,96)

PS ECOG 0 a 1 41 (80,40)
ECOG ≥ 2 10 (19,60)

percento recidív n (%) 12 (23,5)
DFS medián (mesiace) 9,7

minimálna hodnota 0,1
maximálna hodnota 31,9

OS medián (mesiace) 12,4
minimálna hodnota 0,1
maximálna hodnota 31,9

n:celkový  počet; EXRT: externá rádioterapia;TUR BT:tranuretrálna resekcia tumoru močového 
mechúra;  PS: výkonnostný stav; GC. Gemcitabín + cisplatina; dd MVAC: dávkovo-denzný 
MVAC; ECOG: Eastern Oncology Collaboration Group; DFS: prežívanie bez choroby; OS: 
celkové prežívanie.
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Tabuľka 2 Toxicita systçmovej neoadjuvantnej liečby - stupeň 3 (G3) a 4 (G4)

Anémia G3 G4
3 0

trombocytopénia (n) 2 0
neutropénia (n) 9 2
alopécia (n) 3 0
hepatotoxicita (n) 1 0
stenokardie (n) 1 0
n:celkový  počet; G3: toxicita - stupeň 3; G4: toxicita stupeň 4

Vzorky perifçrnej sa odoberali do lítium-heparínom ošetrených odberových skúmaviek (BD, 
Vacutainer blood collection tubes) v ranných hodinách pred prvým podaním systçmovej liečby. 
Lymfocyty sa separovali pomocou Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, Nemecko), ktorç napomáhajú 
vrstveniu krvných buniek. Po centrifugácii sa lymfocyty dvakrát premyli a resuspendovali v PBS pri 
denzite 1×106 buniek/ml.

Obrázok 1 Kaplan-Mayerovç krivky odhadu DFS podľa hladiny poškodenia DNA v PBMCs u 
chemonaivných pacientov s MIBC (n=51)

Poškodenie DNA < 5,25 

Poškodenie DNA > 5,25

Pacienti s MIBC, ktorí podstúpili radikálnu operáciu (n=28) a súčasne mali nízke hodnoty endogçnneho 
poškodenia DNA, mali trend k lepšiemu DFS [HR=0,28, 95% CI (0,08-1,06), p=0,19].
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Obrázok 2 Kaplan-Mayerovç krivky odhadu DFS podľa hladiny poškodenia DNA v PBMCs u chemo-
naivných pacientov s MIBC, ktorí podstúpili radikálnu operáciu (n=28)

Poškodenie DNA < 5,25 

Poškodenie DNA > 5,25

Pacienti s MIBC (n=51), u ktorých bola hodnota endogçnneho poškodenia DNA nízka (< 5,25) mali 
trend k lepšiemu OS [HR=0,35, 95% CI (0,08-1,44), p=0,29].

Obrázok 3 Kaplan-Mayerovç krivky odhadu OS s ohľadom na hladinu poškodenia DNA v PBMCs u 
chemo-naivných pacientov s MIBC (n=51)

Poškodenie DNA < 5,25 

Poškodenie DNA > 5,25
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Pacienti s MIBC, ktorí podstúpili radikálnu operáciu (n=28) a súčasne mali nízke hodnoty endogçnneho 
poškodenia DNA, mali trend k lepšiemu OS [HR=0,71, 95% CI (0,11-4,54), p=0,74].

Obrázok 4 Kaplan-Mayerovç krivky odhadu OS podľa hladiny poškodenia DNA v PBMCs u chemo-
naivných pacientov s MIBC, ktorí podstúpili radikálnu operáciu (n=28)

Poškodenie DNA < 5,25 

Poškodenie DNA > 5,25

Diskusia

Cieľom tejto prebiehajúcej prospektívnej štúdie je testovať hypotçzu, podľa ktorej hladina endogçnneho 
poškodenia DNA v perifçrnych lymfocytoch u chemoterapiou nepredliečených pacientov s lokálnym 
a lokálne-pokročilým MIBC koreluje s DFS a OS, a teda môže slúžiť ako prognostický a/alebo 
prediktívny faktor.

Priebežná analýza údajov ukázala trend k horšiemu DFS a OS u pacientov s MIBC s vysokými 
hladinami poškodenia DNA (> 5,25) oproti pacientom s nízkymi hladinami poškodenia DNA (< 5,25) 
v perifçrnych lymfocytoch. Podskupinová analýza (pacienti s MIBC, ktorí po neoadjuvantnej 
chemoterapii podstúpili radikálnu operáciu) rovnako ukázala trend k horšiemu DFS a OS pri vysokých 
hladinách poškodenia DNA (> 5,25) oproti nízkym hladinám (< 5,25). Dôvody, pre ktorç rozdiely 
nedosiahli štatistickú významnosť môžu vyplývať z prechodných limitácií štúdie, ktorými sú zatiaľ 
relatívne nízky počet pacientov a krátke obdobie sledovania (nízke percento recidív a nízke percento 
zomretých pacientov). Táto práca však poukazuje na fakt, že endogçnne poškodenie DNA v PMBCs 
môže mať prognostický význam pre účel skorej identifikácie pacientov s vyšším rizikom úmrtia alebo 
relapsu ochorenia, a tým pádom aj k výberu optimálnej liečby. 

Celkovç prežívanie pacientov závisí okrem iných faktorov aj od senzitivity malígneho tumoru na liečbu 
cisplatinou. Cisplatinou indukovanç poškodenie DNA sa detekuje a odstraňuje pomocou reparačných 
mechanizmov, z ktorých najvýznamejšiu úlohu má pravdepodobne nukleotidová excízna oprava 
(nucleotide excision repair, NER). Ak sú hladiny NER zníženç, senzitivita tumoru na cisplatinu je 
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vyššia, to sa prejaví zlepšením odpovede na systçmovú terapiu a v konečnom dôsledku sa to premietne 
aj do zlepšenia celkovçho prežívania (14) .

V minulosti bola publikovaná štúdia (15) s 59 chemonaivnými pacientmi s germinatívnymi nádormi, 
ktorá ukázala signifikantnú koreláciu medzi hladinou endogçnneho poškodnenia DNA a PFS 
(prežívanie bez progresie), resp. OS, ako aj signifikantnú koreláciu medzi hladinou poškodenia DNA 
a prítomnosťou metastáz v mediastinálnych lymfatických uzlinách, IGCCCG (International Germ Cell 
Cancer Collaborative Group) rizikovou skupinou a sçrovými hladinami nádorových markerov.

Ďalšia paralelná štúdia koreluje hladiny endogçnneho poškodenia DNA v PMBCs s prognózou chorých 
s metastatickými urotelovými karcinómami (16). Paradoxne, v tejto populácii bol zaznamenaný opačný 
trend – jedinci s vyššími hladinami endogçnneho poškodenia DNA mali dlhšie PFS aj OS v porovnaní 
s pacientmi s nižšou hladinou poškodenia DNA. V laboratóriu prebieha v súčasnosti experimentálna 
práca zameraná na vysvetlenie tejto možno iba zdanlivej diskrepancie.

Záver

Získanç výsledky podporujú hypotçzu využitia stanovenia endogçnneho poškodenia DNA v PMBCs na 
včasnú identifikáciu pacientov s MIBC so zlou prognózou. Pochopiteľne, je nevyhnutný ďalší výskum 
v tejto oblasti, pričom predložená práca môže slúžiť ako jeho základ.
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2. Zmeny tlaku krvi po požití energetického nápoja

Marta Knutová
(všeobecnç lekárstvo, 1.ročník)

Školiteľ: doc. PaedDr. Viera Haverlíková, PhD. 
Ústav lekárskej fyziky, biofyziky, informatiky a telemedicíny, LF UK v Bratislave

Úvod 

Príjem tekutín je nevyhnutnou podmienkou ľudskçho života. Potrebný objem tekutín je individuálny 
a závisí na mnohých faktoroch – napr. na telesnej hmotnosti, veku, pohlaví, zložení a množstve stravy, 
telesnej aktivite, teplote a vlhkosti prostredia a aktuálneho zdravotnçho stavu. V závislosti od 
konkrçtnych podmienok sa môže pohybovať od menej ako litra až po niekoľko litrov denne (1). 

Výsledný účinok prijatej tekutiny závisí od jej energetickej a nutričnej hodnoty, ale aj od prítomnosti 
rôznych pridaných látok. V poslednom desaťročí celosvetovo i na Slovensku výrazne stúpa spotreba 
tzv. energetických nápojov. Z auditu spoločnosti Nielsen vyplynulo, že počas roka (od mája 2016 do 
júna 2017) bola priemerná spotreba na jednçho dospelçho Slováka 4,2 litra energetickçho nápoja 
s medziročným nárastom objemu o 7 % (2). Nahradenie vody umelými nápojmi však vyvoláva stresovú 
reakciu, diuretickú odozvu a ďalšie straty vody, zvyšuje glykçmiu  stimuluje pankreas s dosahom na 
metabolizmus cukrov aj tukov (3). 

Energetickç nápoje nemajú podľa platnej slovenskej legislatívy oficiálnu definíciu. Sú označovanç len 
ako nealkoholickç nápoje. Neoficiálne sa rozlišujú podľa látok obsiahnutých v nápoji a to na 
nealkoholickç nápoje s obsahom kofeínu, taurínu prípadne arginínu.  Tieto zložky zlepšujú fyzický 
výkon, zvyšujú bdelosť a znižujú ospalosť. Hlavnou zložkou zodpovednou za tieto účinky je kofeín. 
Stimulujúce účinky energetických nápojov môžu vysvetľovať rastúcu popularitu týchto nápojov, najmä 
u adolescentov. 

Možnç nežiaduce účinky energetických nápojov a riziká ich nadmernej konzumácie alebo 
kombinovania s inými psychoaktívnymi látkami stále nie sú dostatočne preskúmanç, pritom jedným z 
najpopulárnejších a zároveň najrizikovejších využití energetických nápojov je pitie v kombinácii s 
alkoholom. Táto kombinácia môže potenciálne zvyšovať konzumáciu alkoholu, nakoľko kofeín v 
energetickom nápoji môže maskovať účinky alkoholu na organizmus. Kombinácie energetických 
nápojov a psychoaktívnych látok je potenciálne riziková a môže viesť až k smrteľným následkom (4). 

Najviac zastúpenç  zložky v energetických nápojov sú (5):

Kofeín - patrí medzi deriváty purínu 1-3-7-trimetylxantínu. Je jednou z najčastejšie používaných drog 
a psychoaktívnych látok vôbec. Ako každá iná droga vyvoláva závislosť a pri absencii abstinenčnç 
príznaky. 

Taurín - patrí medzi beta-aminokyseliny v centrálnej nervovej sústave a ide o neurotransmiter. 
Prirodzene sa nachádza vo svaloch, pľúcnom tkanive a retine. Je dôležitý pre správne fungovanie buniek 
ako takých a ich membrán; sietnice, srdca, pečene a pečeňových buniek či krvných doštičiek. Má taktiež 
vplyv na správnu imunitu a pôsobí aj ako antioxidant.

Synefrín je zlúčenina alkaloidu podobná efedrínu. Zužuje cievy a zvyšuje tlak krvi. Môže spôsobiť 
taktiež vysokú srdcovú frekvenciu, poruchy srdcovçho rytmu, fibriláciu srdca až jeho zástavu.
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L-karnitín je podobne ako taurín aminokyselina. Na rozdiel od kofeínu a taurínu však nepôsobí ako 
stimulant; doposiaľ nebolo zistenç zdravotnç riziko súvisiace s jeho príjmom v energetických nápojoch.

Inositol je cyklický alkohol, v minulosti bol radený medzi vitamíny B-komplexu. Vzniká redukciou 
cukru. Je biologicky aktívnou látkou, ktorá reguluje množstvo vápnika v bunkách. Podieľa sa na 
metabolizme tukov v krvi.

Vitamíny - energetickç nápoje obsahujú väčšinou vitamíny zo skupiny B, najmä vitamín B1 (tiamín) 
nevyhnutný pre bunkový metabolizmus a správne fungovanie svalov, vitamín B2 (riboflavín) dôležitý 
pre metabolizmus cukrov tukov a bielkovín, vitamín B 6 (pyridoxín)významný pre metabolizmus 
aminokyselín a vitamín B12 dôležitý pre správnu krvotvorbu.

Cukry (sacharidy) - sú prirodzene v tele, nachádzajú sa aj v potravinách a nápojoch. Telo sacharidy 
potrebuje pre správne fungovanie, problçmom môže byť ich nadmerný príjem. 

Obsah jednotlivých zložiek v energetických nápojoch má stanovenç limity. Dávka, ktorá by nemala 
spôsobiť žiadne zdravotnç ťažkosti sa odvíja od množstva kofeínu v nápoji. Príjem kofeínu by nemal 
presiahnuť 100mg/deň u mladistvých a dospelých, u detí je to 2,5mg/kg/deň. Deti by preto energetickç 
nápoje nemali piť vôbec.

Podľa výskumov National Poison Data System preukázateľný nárast konzumácie energetických 
nápojov vyvoláva znepokojenie vzhľadom na pôsobenie energetických nápojov na kardiovaskulárny a 
centrálny nervový systçm (6). Pôsobenie energetických nápojov na frekvenciu srdcovej činnosti a 
hodnoty krvnçho tlaku bolo podľa niektorých výskumov preukázateľne významnç, zatiaľ čo inç štúdie 
preukázali iba malý respektíve takmer žiaden vplyv (7). Podľa Schaffera (6) niektorç štúdie poukazujú 
aj na spolupôsobenie kofeínu a ďalších podporných látok obsiahnutých v týchto nápojoch: napríklad 
taurín môže znižovať potenciálny účinok kofeínu na kardiovaskulárny systçm, podľa iných štúdií však 
nemusí byť pôsobenie kofeínovo-taurínových nápojov na kardiovaskulárny systçm konštantnç. 

Cieľom realizovançho experimentu bolo zistiť na vzorke zdravých mladých dospelých, aký je vplyv 
požitia energetickçho nápoja na tlak krvi a srdcovú frekvenciu a v akom časovom odstupe po požití sa 
prípadnç zmeny prejavia.

Materiál a metódy

Merania sa zúčastnilo desať dobrovoľníkov vo vekovom rozmedzí od devätnásť do dvadsaťjeden rokov, 
z toho traja chlapci a sedem dievčat. Všetci probandi boli subjektívne  zdraví, netrpeli žiadnym 
kardiovaskulárnym ochorením, neužívali žiadne lieky. Stručný popis probandov je zhrnutý v tabuľke 1.

Meranie sa uskutočnilo v študentskom laboratóriu Ústavu lekárskej fyziky, biofyziky, informatiky 
a telemedicíny Lekárskej fakulty Univerzity Komenskçho v Bratislave, kde bolo zúčastneným 
vytvorenç relatívne pokojnç prostredie, bez významných rušivých vplyvov. 

Meranie prebiehalo 23. 11. 2018 v popoludňajších hodinách približne od 13:30 do 16:45. Tlak krvi bol 
meraný v sede na brachiálnej artçrii oscilometrickou metódou, pomocou tlakomera značky Omron 
vybavençho systçmom Intelli sense a kontrolou správneho nasadenia manžety (absolútna chyba 
merania 3 mmHg). Táto metóda bola zvolená kvôli jednoduchosti obsluhovania tohto typu tlakomera. 
To umožnilo, aby si po úvodnej inštruktáži probandi merali tlak krvi sami a výsledky neboli 
ovplyvňovanç zásahom experimentátora. Probandi si zistenç hodnoty zapisovali do pripravených 
tabuliek – záznamových hárkov. U jednçho z účastníkov boli zaznamenanç len hodnoty tlaku krvi, nie 
však hodnoty srdcovej frekvencie.
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Tab. 1. Stručná charakteristika probandov.

Kód probanda
Vek
[r]

Pohlavie
Čas od poslednçho 
príjmu jedla [hod]

Konzumácia 
energetických resp. 
kofeínových nápojov

1. 20 žena viac ako 3 Nikdy

2. 21 žena viac ako 3 Nikdy

3. 19 muž 1 Zriedka
4. 20 žena 2 Zriedka
5. 20 žena 2 Nikdy
6. 21 muž 1 Často

7. 20 žena 1 Nikdy
8. 19 muž 1 Zriedka
9. 20 žena 1 Nikdy

10. 19 žena
0 (príjem tesne pred 
meraním)

Nikdy

Referenčnç hodnoty tlaku krvi a srdcovej frekvencie boli určenç ako aritmetický priemer z troch meraní 
pred požitím energetickçho nápoja. Po vypití celçho obsahu plechovky energetickçho nápoja boli tlak 
krvi a srdcová frekvencia meranç v 10-minútových intervaloch v priebehu dvoch hodín, teda počas 
stodvadsiatich minút. 

Všetci probandi požili rovnaký druh energetickçho nápoja v objeme 250 ml so zložením: taurín (0,4%), 
kofeín (32 mg/100ml), inozitol (0,02%), vitamíny (niacín, kyselina pantotenová, vitamín B6, vitamín 
B12),pitná voda, cukor (10,8g, /100 ml), regulátor kyslosti (kyselina citrónová, citrany sodnç, oxid 
uhličitý, farbivo (brilantná modrá). Množstvo prijatçho kofeínu bolo 80 mg, čím nebola prekročená 
predpísaná norma. 

Počas merania probandi neprijímali žiadne inç tekutiny ani jedlo, vyhýbali sa fyzickej aktivite, čas 
medzi meraniami trávili čítaním alebo pozeraním filmu.

Pre každçho probanda bola spracovaná tabuľka zaznamenávajúca rozdiel tlaku krvi a srdcovej 
frekvencie od referenčných hodnôt v závislosti od času, ktorý uplynul od požitia energetickçho nápoja. 
Zistenç hodnoty tlaku a srdcovej frekvencie boli graficky spracovanç najprv pre každçho účastníka 
samostatne. Následne boli probandi zoskupení podľa frekvencie prijímania kofeínových 
a energetických nápojov a priemernç hodnoty týchto skupín navzájom porovnanç. 

Získanç hodnoty systolickçho a diastolickçho tlaku krvi a srdcovej frekvencie tlaku boli aj štatisticky 
spracovanç. Na overenie normálneho rozdelenia hodnôt bol použitý Kolmogorovov-Smirnovov test. 
Časovç zmeny sledovaných veličín boli vyhodnotenç jednofaktorovou analýzou ANOVA.

Výsledky

Nameranç hodnoty systolickçho a diastolickçho tlaku vykazovali u probandov individuálne hodnoty 
a kolísali. Maximálne hodnoty tlaku krvi dosiahli jednotlivý probandi v rôznych časoch po požití 
energetickçho nápoja. Dokonca ani hodnoty systolickçho a diastolickçho tlaku u jednotlivcov meranç v 
tom istom čase nemali v jednotlivých časových intervaloch rovnakú tendenciu stúpania, resp. klesania 
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- napr. u probanda č.2 dosiahol v čase 110 minút po požití energetickçho nápoja systolický tlak 
najvyššiu hodnotu a zároveň diastolický tlak najnižšiu hodnotu. 

Z porovnania zmien tlaku krvi u jednotlivých probandov možno zhrnúť, že systolický tlak nadobudol 
maximálne hodnoty v intervale 50 až 110 minút po požití energetickçho nápoja, (priemer 85 min, modus 
80 min). Diastolický tlak nadobudol maximálne hodnoty v intervale 40 až 110 minút po požití 
energetickçho nápoja (priemer 82 min, modus 90 min). 

Graf 1: Priemernç hodnoty systolickçho a diastolickçho tlaku krvi v závislosti od času, ktorý uplynul 
od požitia energetickçho nápoja – porovnanie podskupín účastníkov, ktorí nikdy nekonzumujú 
kofeínovç nápoje, a ktorí ich konzumujú zriedka.

Srdcová frekvencia u piatich účastníkov po požití energetickçho nápoja klesala, u štyroch bola kolísavá. 
Srdcová frekvencia nadobudla u jednotlivých probandov minimálne hodnoty v intervale 40 až 100 
minút po požití energetickçho nápoja (priemer 8 min, modus 80 min).

U dobrovoľníka, ktorý uviedol, že konzumuje kofeínovç nápoje denne, bolo zaznamenanç najväčšie 
variačnç rozpätie nameraných hodnôt systolickçho aj diastolickçho tlaku krvi, ako aj srdcovej 
frekvencie.

Graf 1 zobrazuje priemernç hodnoty systolickçho a diastolickçho tlaku v závislosti od času, ktorý 
uplynul od požitia energetickçho nápoja pre dve podskupiny: účastníkov, ktorí kofeínovç nápoje 
nekonzumujú vôbec (6 probandov) a tých, ktorí konzumujú kofeínovç nápoje zriedkavo (menej ako raz 
denne, 3 probandi). Zistenç priemernç hodnoty systolickçho tlaku krvi boli v skupine zriedkavých 
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užívateľov kofeínových nápojov vyššie, vzhľadom na malç počty účastníkov merania však nie je možnç 
toto zistenie zovšeobecniť.

Obr. 2 Graf znázorňujúci priemernç hodnoty srdcovej frekvencie v závislosti od času, ktorý uplynul od 
požitia energetickçho nápoja – porovnanie podskupín účastníkov, ktorí nikdy nekonzumujú kofeínovç 
nápoje a tých, ktorí ich konzumujú zriedka.

V grafe 2 sa prejavil začiatočný nárast srdcovej frekvencie 1 účastníka, ktorý konzumuje kofeínovç 
nápoje zriedkavo 10 minút po požití energetickçho nápoja a 2 účastníkov, ktorí nikdy nekonzumujú 
kofeínovç nápoje 20 minút po požití energetickçho nápoja. Po tomto čase síce priemernç hodnoty 
srdcovej frekvencie u oboch podskupín účastníkov kolísali, boli však nižšie ako referenčnç hodnoty 
srdcovej frekvencie pred požitím energetickçho nápoja. Minimálne priemernç hodnoty srdcovej 
frekvencie boli zaznamenanç 80 minút po požití energetickçho nápoja. 

Štatistická analýza dát ukázala, že zaznamenanç zmeny tlaku krvi ani srdcovej frekvencie po požití 
energetickçho nápoja nie sú štatisticky významnç (p > 0,5).
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Diskusia

Výsledky štúdií vplyvu energetických nápojov na kardiovaskulárny systçm nie sú jednoznačnç. 
Napríklad vo výskume (8), ktorçho sa zúčastnilo 25 mladých zdravých jedincov, bol pozorovaný nárast 
systolickçho aj diastolickçho tlaku po požití energetickçho nápoja a pokles srdcovej frekvencie. Tieto 
zmeny boli v porovnaní s kontrolnou skupinou, ktorá pila vodu, štatisticky významný. V inej štúdii (7) 
realizovanej na vzorke 44 mladých dospelých neboli zaznamenanç štatisticky významnç zmeny 
systolickçho ani diastolickçho tlaku po požití energetickçho nápoja, zistil sa však štatisticky významný 
pokles srdcovej frekvencie (merania prebehli v čase 30, 120 a 240 minút po konzumácii energetickçho 
nápoja). 

Výsledky nášho merania nepreukázali štatisticky významný 

vplyv požitia 250 ml energetickçho nápoja na hodnoty tlaku krvi ani na hodnoty srdcovej frekvencie.

Výpovedná hodnota výsledkov je limitovaná malým počtom účastníkov výskumu, čo znemožňuje 
porovnávať podskupiny s rovnakými vstupnými podmienkami experimentu (napr. čas poslednçho 
príjmu tekutín a jedla pred začiatkom experimentu). Nakoľko si jednotliví probandi merali tlak krvi 
samostatne, mohlo dôjsť k odchýlkam od pravidiel merania (rozprávanie sa v prestávkach medzi 
meraniami, sedenie s prekríženými dolnými končatinami, učenie sa). 

Pre získanie relevantných výsledkov by bolo vhodnç meranie vykonať na väčšej vzorke pri dodržaní 
špecifických vstupných podmienok a prísnejšej kontrole podmienok merania. Keďže účinok kofeínu na 
kardiovaskulárny systçm môže mať aj dlhšie trvanie, bolo by vhodnç časový interval merania predĺžiť 
až do 4 hodín po požití energetickçho nápoja.
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Úvod

Krvný tlak v priebehu 24 hodín nie je stály, ale mení sa vplyvom cirkadiánnych neuroendokrinných 
mechanizmov. Už v roku 1988 O´Brien popísal cirkadiánny rytmus tlaku krvi (TK), s typickým 
poklesom počas noci, ktorý pomenoval dipping (pokles nočnçho tlaku krvi). Zároveň popísal, že 
existujú jedinci (non-dipperi), u ktorých je pokles nočnçho TK minimálny, resp. žiadny. Vymiznutie 
diurnálnej variácie tlaku krvi býva prítomnç u ľudí s vyššou incidenciou kardiovaskulárnych ochorení, 
a je prediktorom kardiovaskulárneho rizika. Na základe tohto zistenia rozdelil O’Brien pacientov na 
dve skupiny, non-dipperov a dipperov (1). Dippermi sa označujú jedinci, u ktorých je nočný pokles TK 
10% a viac v porovnaní s dennými hodnotami. Jedinci, u ktorých je nočný pokles nižší než 10%, sú 
považovaní za non-dipperov (2). 

Pravidelnç cvičenie môže byť významnou súčasťou v prevencii a liečbe hypertenzie. Európska 
hypertenziologická spoločnosť / Európska kardiologická spoločnosť(„European Society of 
Hypertension / European Society of Cardiology“) vo svojich odporúčaniach uvádza, že pravidelná 
fyzická aktivita môže byť spojená s 20% poklesom mortality. Aeróbny vytrvalostný trçning významne 
znižuje hodnoty systolickçho aj diastolickçho tlaku krvi. Pacientom s hypertenziou by malo byť preto 
odporúčanç vykonávať minimálne 30 minút stredne intenzívnej dynamickej aeróbnej aktivity ako 
napríklad plávanie, rýchla chôdza alebo beh, a to 5-7 dní v týždni (3). 

Cieľom našej práce bolo skúmať vplyv intervencie v podobe trojmesačnçho aeróbne-silovçho trçningu 
na nočný pokles tlaku krvi u dipperov a non-dipperov.

Materiál a metódy

Študovaná vzorka dobrovoľníkov predstavuje populácie dvoch  intervenčných štúdií s cvičením, ktorç 
boli realizovanç v Biomedicínskom centre SAV v Bratislave. Všetci dobrovoľníci boli informovaní 
o cieľoch a protokole štúdie, a podpísali informovaný súhlas. Protokol štúdie bol schválený príslušnými 
etickými komisiami. 

Na zhodnotenie tlaku krvi bolo použitç ambulantné monitorovanie krvného tlaku pomocou TK 
Holtera (Schiller BR-102plus, Švajčiarsko). TK Holter zaznamenával tlak krvi v 15 minútových 
intervaloch počas bdenia a v 30 minútových intervaloch počas spánku, a to počas 24-hodín. Meranie sa 
realizovalo pred a po ukončení 3-mesačnej trçningovej intervencie. Výslednç hodnoty boli 
zaznamenanç v podobe jednotlivých parametrov tlaku krvi (denný systolický tlak krvi, denný 
diastolický tlak krvi, nočný systolický tlak krvi, nočný diastolický tlak krvi, 24-hodinový tlak krvi, 
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denný pulz, nočný pulz, 24-hodinový pulz, nočný pokles TK systola, nočný pokles TK diastola, ranný 
vzostup TK – „morning surge“). Dobrovoľníkov sme rozdelili samostatne pre systolický a diastolický 
TK na dve skupiny: (i) dipperi - jedinci, ktorí vykazovali nočný pokles tlaku ≥ 10%; (ii) non-dipperi -
jedinci, u ktorých bol nočný pokles TK < 10%.  Podľa údajov nameraných pomocou TK Holtera sme 
populáciu rozdelili na 12 dipperov a 21 non-dipperov pre nočný systolický TK a 21 dipperov a 15 non-
dipperov pre nočný diastolický TK.

Intervencia spočívala v trojmesačnom kombinovanom aeróbne-silovom trçningu so strednou 
intenzitou (50-60% VO2max a 1RM, jedno opakovacie maximum), s frekvenciou 3x1h týždenne, s 
postupne sa zvyšujúcou záťažou, ktorá  zodpovedala narastajúcej fyzickej výkonnosti dobrovoľníkov. 
Trçning bol individualizovaný podľa zdravotnçho stavu a fyzickej výkonnosti pacientov, a realizoval 
sa pod dohľadom skúsençho trçnera. Zdravotný stav dobrovoľníkov a ich kapacitu absolvovať trçning 
pred zaradením do štúdie posúdil kardiológ.

Štatistická analýza

Štatistická analýza bola realizovaná prostredníctvom SAS JMP Statistics Software (USA) a GraphPad. 
Dáta boli testovanç na normálnu distribúciu. Párový t-test bol použitý na hodnotenie rozdielov pred a 
po trçningu u toho istçho jedinca. Nepárový t-test bol použitý na hodnotenie rozdielov medzi skupinami 
dobrovoľníkov. Na hodnotenie rozdielov viac ako dvoch skupín bola použitá ANOVA. Výsledky boli 
prezentovanç ako priemer±SD. Korelácie boli použitç na stanovenie vzťahov medzi jednotlivými 
parametrami. Štatistická signifikancia bola hodnotená ako p< 0,05; a pre trend, p≤ 0,09.

Výsledky

Štúdiu absolvovalo 33 dobrovoľníkov (13 mužov a 20 žien) vo veku od 50 do 80 rokov (priemerný vek 
probandov 65,92 roka). Pred intervenciou bol 24-hodinový systolický TK 127,22±10,52 mmHg a 24-
hodinový diastolický TK 79,28±7,69 mmHg. Po absolvovaní 3-mesačnçho trçningovçho programu bol 
24-hodinový systolický TK 130,47±12,15 mmHg a 24-hodinový diastolický TK 80,89±8,66 mmHg. 
Hodnoty TK nameranç pred a po trçningu neboli signifikantne odlišnç (p= 0,22). 

Graf 1.: Účinok trojmesačnçho aeróbne-silovçho trçningu na nočný pokles systolickçho tlaku krvi 
(dipping) u dipperov a non-dipperov; *p<0,05
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Po absolvovaní 3-mesačnçho trçningu sme zistili signifikantnç zlepšenie dippingu u non-dipperov pre 
systolický krvný tlak (p=0,01; Graf 1.). V porovnaní s dippermi bol u non-dipperov pokles nočnçho 
tlaku indukovaný cvičením výraznejší, a to pre systolický aj diastolický TK  (Graf 2., Graf 3.). 

Graf 2.: Trojmesačným aeróbne-silovým trçningom navodená zmena nočnçho poklesu diastolickçho 
tlaku krvi (dippingu) u dipperov a non dipperov; p=0,01

Graf 3.: Zmena nočnçho poklesu (dippingu) pre systolický krvný tlak indukovaná cvičením u dipperov 
a non dipperov; p= 0,008
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Diskusia

Dipping je významným prognostickým indikátorom kardiovaskulárnej morbidity a mortality  nielen u 
hypertenzných jedincov, ale aj u jedincov s normálnym krvným tlakom (4,5). Po trojmesačnej aeróbne-
silovej trçningovej intervencii sme pozorovali  signifikantnç zlepšenie nočnçho poklesu systolickçho 
krvnçho tlaku u non-dipperov (p=0,01). 

Viacerç štúdie sa zaoberali účinkami cvičenia na nočný pokles krvnçho tlaku u dipperov a non-dipperov 
s rôznymi výsledkami. V randomizovanej štúdii, v ktorej 32 participantov vykonávalo 3-krát týždenne 
po dobu šestnástich týždňov aeróbnu fyzickú aktivitu, pozorovali autori zlepšenie nočnçho poklesu 
diastolickçho tlaku krvi, s podobným trendom pre systolický tlak krv. Cvičenie pozostávalo z 10 
minútovej rozcvičky, po ktorej nasledovalo 35 minút rýchlej chôdze alebo behu s intenzitou 50% - 70% 
maximálnej srdcovej frekvencie (6). 

Niektorç štúdie sa zamerali na štúdium účinkov pravidelnçho trçningu na pokles TK špecificky u 
dipperov a non-dipperov. V rámci jednej z týchto štúdií participanti (20 dipperov a 12 non-dipperov) 
cvičili na bicyklovom trenažçri hodinu, 3-krát týždenne, po dobu troch mesiacov, s intenzitou 40-60% 
maximálnej aeróbnej  kapacity. Po trçningu dipperi vykazovali signifikantnç zníženie dennçho 
systolickçho a diastolickçho tlaku krvi, kým non-dipperi nevykazovali žiadnu zmenu, či už v dennom 
alebo nočnom krvnom tlaku (7).

Naopak v štúdii, kde dipperi a non-dipperi podstúpili intervenciu v podobe päťdesiatich minút  na 
bežiacom páse s intenzitou 50% VO2max, sa pozorovalo signifikantnç zníženie tlaku krvi u dipperov aj 
u non-dipperov. U non-dipperov sa pritom významne znížil denný, nočný aj 24-hodinový tlaku krvi (8). 

Otázkou zostáva, akými mechanizmami cvičenie ovplyvňuje nočný pokles krvnçho tlaku a prečo sú 
výsledky rôznych štúdií tak heterogçnne. 

Jedným z faktorov, ktorç môžu ovplyvniť dipping, je spánok. Dĺžka a kvalita spánku má vzťah k 
magnitúde nočnçho poklesu tlaku krvi ako aj k funkcii endotelu. Endotelová dysfunkcia sa spája s 
nočnou hypertenziou a s insomniou, pričom pravidelnç cvičenie je naopak asociovanç so zlepšením 
vazodilatačnej odpovede endotelu, ako aj so zlepšením kvality spánku. Zistili sme, že efektivita spánku, 
dĺžka trvania a počet aktívnych periód počas spánku sa v našej štúdii vplyvom 3 mesačnej intervencie 
významne nemenili (neprezentovanç dáta). Nedá sa však vylúčiť, že zlepšenie dippingu súvisí so 
zlepšením endoteliálnej funkcie. 

Rozdielne výsledky rôznych trçningových intervencií môžu súvisieť s charakteristikami populácie 
a/alebo so špecifikami trçningových intervencií (frekvencia, intenzita, typ trçningu, adherencia 
k trçningovej intervencii). Každá z uvedených štúdií mala odlišný dizajn, využívala inú dávku, intenzitu 
a typ cvičenia. Ani v jednej z predchádzajúcich štúdií nebola použitá kombinácia aeróbneho a silovçho 
cvičenia, čo spolu s vyššie uvedenými rozdielmi mohlo viesť k odlišným výsledkom. 

Ako bolo uvedenç vyššie, regulácia krvnçho tlaku podlieha cirkadiánnym rytmom, či však cvičenie 
ovplyvňuje nočný krvný tlak a teda aj nočný pokles TK ovplyvnením cirkadiánnych rytmov zatiaľ nie 
je celkom objasnenç.  Niektorç štúdie sa zameriavali na  efektivitu cvičenia v závislosti od dennej doby, 
počas ktorej človek cvičí. Ak cvičili non-dipperi medzi šiestou až ôsmou hodinou ráno, cvičenie bolo 
menej efektívne z hľadiska nočnçho poklesu systolickçho tlaku krvi ako keď cvičili medzi piatou a 
siedmou hodinou večer. V porovnaní s kontrolou dosiahli non-dipperi cvičiaci večer výraznejší pokles 
nočnçho systolickçho tlaku ako dipperi cvičiaci ráno, a 40% z nich sa stalo dippermi (8). V našej štúdii 
sa trçningy realizovali jednak okolo obeda, v čase medzi 11,00 – 13,00 hod, alebo poobede – podvečer, 
v čase medzi 15,00 – 17,00 hod. Môžeme teda špekulovať o pozitívnom vplyve trçningov 
v poobedňajších hodinách, čo mohlo prispieť k poklesu dippingu. 

Trojmesačná aeróbne-silová trçningová intervencia má potenciál zlepšiť špecifickç parametre krvnçho 
tlaku (dipping / nočný pokles krvnçho tlaku) u staršej populácie non-dipperov. Naše výsledky 
podporujú využitie pravidelnçho cvičenia v prevencii a liečbe hypertenzie, s možnosťou redukcie 
kardiovaskulárneho rizika, morbidity a mortality.
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Úvod

Epifýza je neuroendokrinná žľaza kónickçho tvaru tvoriaca epithalamus, najväčšiu časť diencephala. 
Umiestnená je medzi telami thalamu, pripevnená na comissura habenularum. Jej povrch pokrýva jemná 
pia mater, ktorá rozdeľuje parenchým žľazy na nepravç lalôčiky. Hlavnou funkciou, ktorú epifýza 
zastáva je produkcia a sekrçcia melatonínu, ktorý riadi a reguluje cirkadiánny rytmus (1). Sekrçcia 
melatonínu je stimulovaná tmou a inhibovaná svetlom. Epifýza dostáva informácie o  striedaní dňa a 
noci z retiny prostredníctvom tractus retino-hypothalamicus (2 ). Vzhľadom ku svojej veľkosti je to 
veľmi dobre prekrvená časť, bohato vaskularizovaná, pričom jej cievne zásobenie možno porovnávať 
s obličkou. 

Parenchým epifýzy tvoria dva typy buniek- pinealocyty a gliovç bunky, menovite mikroglie a astrocyty, 
ktorç zastávajú podpornú funkciu (3). Pinealocyty sa vyvinuli z primitívneho fotodetektora a ich 
primárna úloha je produkcia a sekrçcia melatonínu do okolia krvných kapilár, kde sú koncentrovanç do 
zhlukov (4). Vyskytujú sa dva typy, pinealocyty typu 1 a typu 2.

Pre epifýzu je charakteristický kalcifikačný proces vápenatých konkrementov a kryštálov 
hydroxyapatitu v jej parenchýme, ktorý nastupuje po 25-30 roku života jedinca (5). 

Cieľom našej práce je dokázať súvislosť medzi výskytom vápenatých kryštálov a koncentráciou 
melatonínu v epifýze potkanov. 

Materiál a metódy

Vzorky epifýz boli odoberanç z 33 týždňov starých samcov potkana druhu Wistar. Prvú skupinu tvorili 
vzorky, ktorá podstúpila 12 hod. hypoxiu v 20. týždni prenatálneho vývoja v atmosfçre zloženej z 
10.5% O2 a 89.5% N2. Druhá skupina bola kontrolná skupina. Odbery boli realizovanç pri červenom 
svetle v období medzi 3.00 a 5.00 ráno v júni. Potkany boli anestezovanç izofluránom a následne 
dekapitovanç. Krv bola odoberaná do heparinizovaných skúmaviek na stanovenie hladiny melatonínu. 
24 vzoriek epifýz sme odobrali do Epp so 4% formaldehydom a 5 vzoriek epifýz sme rozdelili na 
polovicu, z ktorých polovica bola v glutaraldehyde  určená na elektrónovú mikroskopiu. Rozmery 
vzoriek boli  2 x 2 mm2. Všetky postupy boli vykonanç v súlade s Helsinskou deklaráciou.

Po fixácii boli vzorky dehydratovanç vo vzostupnom rade alkoholu, vyčistenç xylçnom a vloženç do 
parafínovçho vosku. Rotačným mikrotómom s hrúbkou 5 μm boli narezanç koronálne rezy, upevnenç 
na silanizovanç podložnç sklá. Následne boli sklá ošetrenç astematoxylínandínom a Van Kossa podľa 
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štandardnçho protokolu. Vzorky na skúmanie SEM + EDX boli upevnenç na uhlíkovom bloku a pokrytç 
uhlíkovou vrstvou s hrúbkou 30 nm. Analýza SEM sa uskutočnila pomocou skenovacieho 
elektrónovçho mikroskopu EVO LS 15 (ZEISS) s urýchľujúcim napätím 10 kV. Súbežná EDX analýza 
línie bola vykonaná pomocou EDET Element Silicon Drift Detector (EDAX). Časovç obdobie zberu 
spektra bolo 200 s s rozsahom energie od 0,160 do 10 keV.

Výsledky

Na perifçrii kalcifikovaných častíc sa vyskytujú soli Ca2+, najčastejšie CaCO3 s charakteristickým tmavo 
fialovým zafarbením. V parenchýme epifýzy sme potvrdili výskyt dvoch typov pinealocytov. 
Pineaocyty typu 1 sú svetlejšie so svetlejším jadrom, eozinofilnç a pinealocyty typu 2 vykazujú 
bazofilnejšiu charakteristiku s výraznejším jadrom. Podpornç gliovç bunky sa nachádzajú v okolí 
pinealocytov. Medzi gliovými bunkami sa vyskytujú vnorenç oválne útvary, ktorç majú okrúhly, 
kónický tvar pripomínajúci vakuoly, vezikuly alebo lipoidnç kvapôčky. Predpokladom je výraznç 
ohraničenie od okolia cez membránu. Vo väčšine pozorovaných štruktúr boli prítomnç neznáme častice 
drobných rozmerov uloženç po okrajových líniách týchto objektov.

Obr. č. 1 : Epifýza potkana, hnedo zafarbenç častice ukazujú prítomnosť vápenatých kryštálov 
rozličnçho tvaru a veľkosti  aj v parenchýme aj po okrajoch epifýzy. Farbenie von Kossa. Mierka 50 
µm.

Vápenatç kalcifikovanç konkrementy boli lokalizovanç v rôznych oblastiach epifýzy. Ich výskyt nie je 
viazaný len na okolie kapilár alebo perifçrne oblasti. Veľkosťou majú od 6-10 µm, sporadicky do 60 
µm (obr. 1). Vo viacerých vzorkách boli kalcifikovanç častice lokalizovanç po okrajoch histologickej 
vzorky. Tento jav nastal pravdepodobne počas rezania vzoriek rotačným mikrotómom, kvôli ich väčšej 
tvrdosti, kedy boli následne vytrhnutç zo svojho pôvodnçho miesta vzniku. Vo viacerých vzorkách boli 
tieto pôvodnç lokácie dobre pozorovateľnç a tiež súhlasili s rozmermi vytrhnutých konkrementov. 
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Vzorky sme analyzovali pod svetelným mikroskopom a na základe výskytu vápenatých konkrementov 
boli rozdelenç do 3 skupín s najnižším, stredným a najvyšším výskytom. Najvyšší výskyt vápenatých 
častíc sa nachádzal v skupine po 12 hod. hypoxii. 

Výsledky z elektrónovej mikroskopie potvrdili prítomnosť častíc bohatých na Ca2+ s rozmermi od 6µm, 
ktorç sa najčastejšie vyskytovali v dvoch formách nepravidelnçho tvaru (obr. 2). 

Obr.č. 2 : Epifýza potkana, prítomnç vápenatç kryštálovç objekty nepravidelnçho tvaru a veľkosti 
(šípky).

Vyššie nameranç koncentrácie melatonínu nekorelovali s vyšším výskytom vápenatých kryštálov vo 
vzorkách. Vo vzorkách s najnižším výskytom vápenatých kryštálov boli koncentrácie melatonínu  
vyššie ako vo vzorkách s vyššou koncentráciou Ca2+ (Tab. č. 1).

Tab.č.1 : Vzťah koncentrácií melatonínu ku výskytu vápenatých kryštálov vo vzorkách potkaních 
epifýz.

4% formaldehyd, číslo 
vzorky

Potkan Melatonín pg/ml Výskyt Ca

1. M5 59,59 High Ca
2. C2 113,14 Low Ca

3. Z4 107,78 Low Ca
4. C3 121,69 High Ca
5. R10 52,45 High Ca
6. R02 56,54 Mean Ca
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