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1. Porovnanie efektu intestinalnych infaznych terapii u pacientov v
pokrocilom Stadiu Parkinsonovej choroby

Samuel Bilek
(vSeobecné lekarstvo, 5. ro¢nik)

Spoluautor: MUDr. Zuzana André
Skolitel: doc. MUDTr. Igor Straka, PhD.
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Uvod

Parkinsonova choroba (PCH) je progresivne multisystémové a multineurotransmiterové
neurodegenerativne ochorenie. Klinicky sa prejavuje kombinaciou motorickych
a nemotorickych symptémov. Zakladom liecby je dopaminergicka terapia, ktord sice ucinne
zmierfiuje motorické prejavy, no nemotorické symptomy casto pretrvavaju a negativne
ovplyvriuju kvalitu Zivota pacientov (1).

V pokrocilom stadiu vplyvom pulzatilnej dopaminergickej stimulacie a pokracujucej
neurodegenerdcie dochadza k vzniku motorickych a nemotorickych fluktuacii - striedanie
stavov ON a OFF (striedanie stavov dobrej a zlej hybnosti), ktoré su spociatku predvidatelné.
Casom sa stavaju nepredvidatelnymi, ¢o je spdsobné vplyvom nepravidelného
vyprazdnovanie Zaludka, infekcie Helicobacter pylori a syndromu bakteridlneho prerastania; a
tiez sa do klinického obrazu priddvaju dyskinézy (mimovolové pohyby). Vstrebavanie
levodopy z tenkého creva (jejunum) je navyse v kompeticii s bielkovinami o rovnaky
transportér, ¢o komplikuje peroréinu liecbu, najma u pacientov s polypragmaziou (1-3).

U pacientov s nedostato¢nou kontrolou symptomov pri perordlnej terapii su preto indikované
tzv. pokrocilé metddy — hibokd mozgova stimulacia alebo infuzne terapie.

Principom intestinalne infuznych terapii je administracia levodopy vo forme gélu priamo do
jejuna pomocou PEG-J (perkutanna endoskopickd gastrostdmia s jejunalnou extenziou), ¢im
sa obchadza Zaludok a zniZuje variabilita absorpcie. Vysledkom je stabilnejsSia plazmaticka
hladina lieCiva a kontinualna dopaminergicka stimulacia. Na Slovensku je dostupna terapia
levodopa/karbidopa intestinalnym gélom (LCIG) od roku 2009. Od roku 2022 je k dispozicii aj
levodopa/entakapdn/karbidopa intestinalny gél (LECIG)- novsia formuldcia s pridanym
entakaponom (inhibitor COMT), ktora zvysuje biologickd dostupnost levodopy. To umozriuje
nizsie davky, mensiu pumpu a potencidlne nizsie riziko neziaducich uc¢inkov, najma periférnej
neurotoxicity (4,5).

Cielom nasej Studie bolo porovnanie efektu liecby LCIG a LECIG na motorické, nemotorické
funkcie a vybrané laboratérne parametre a porovnavat ich zmeny po 6 mesiacoch na lie¢be.
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Material a metddy

Do nasej intervencnej Studie boli zaradeni pacienti s PCH z Centra pre extrapyramidové
ochorenia Il. neurologickej kliniky LF UK a UNB indikovanych na intestindlne infuzne terapie.
Pacienti v pokrocilom $tadiu PCH boli rozdeleni do troch skupin:

1. naliecbe LCIG (skupina LCIG),

2. naliecbe LECIG (skupina LECIG),

3. na optimalizovanej peroralnej farmakoterapii (skupina OMT, z anglického optimized
medical treatment).

Pacienti v skupinach LCIG a LECIG boli vySetreni jeden der pred zavedenim PEG-J a zahdjenim
infuznej lieCby a po Siestich mesiacoch na liecbe. Pacienti v skupine OMT boli vysetreni tieZ po
Siestich mesiacoch.

Pacienti podstupili vySetrovaciu batériu dotaznikov a skal:

1. na posudenie kognitivnych funkcii Montreal Cognitive Assessment (MoCA),

2. na posudenie priznakov PCH — MDS Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (MDS-
UPDRS), casti | — nemotorické aspekty denného Zivota, Il — motorické stranky denného
Zivota, Il — vySetrenie motoriky, IV — motorické komplikacie,

3. na vysetrenie nemotorickych priznakov a nemotorickych fluktudacii MDS Non-Motor
Rating Scale (MDS-NMS),

4. na posudenie wearing off symptémov 9-item Wearing Off Questionnaire (WOQ-9),

5. na posudenie dyskinéz aich funkéného dopadu Unified Dyskinesia Rating Scale
(UDyaRS),

6. na posudenie gastrointestindlnej dysfunkcie Gastrointestinal Dysfunction Scale for
Parkinson’s Disease (GIDS-PD),

7. na posudenie autonémnych priznakov Scales for Outcomes in Parkinson’s Disease —
Autonomic Dysfunction (SCOPA-AUT),

8. na posudenie kvality Zivota Parkinson’s Disease Questionnaire (PDQ-8).

Vsetci pacienti pred zaradenim do studie podpisali informovani suhlas a studia bola schvalena
Etickou komisiou Nemocnice akad. L. Dérera.

Zakladné demografické a klinické parametre sme analyzovali pomocou deskriptivnej Statistiky.
Na zistenie rozdielov medzi skupinami sme pouZili Kruskal-Wallisov test. Na zistenie efektu
intervencie sme pouzili Mann-Whitneyho test.

Vysledky

Do intervencnej Studie bolo zaradenych 42 pacientov (14 Zien, 28 muZov). Pacienti
v pokrocilom Stadiu PCH boli rozdeleni do 3 skupin: pacienti lie¢eni LCIG (N=15), pacienti
lieeni LECIG (N=17) a pacienti na OMT (N=10) — Tabulka 1.
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Tabulka 1: Zdkladnd charakteristika suboru

. ) Skupina Kontrolnd
(Csl_a;t):bor (Sll\jgsl;)a Lcle LECIG skupina Hodnota p
B B (N=17) (N=10)
Zenské 14 (333%) |3(20,0%) | 7(41,2%) | 4 (40,0%) NS
pohlavie
Muzské 28(66,7%) |12(80,0%) |10(58,8%) |6(60,0%) | NS
pohlavie
Vek 72,5(10,5) | 75,0(73,7) |67,0(687) |73,0(71,7) |NS
Trvanie PCH | 10,5 (6,0) | 11,0(10,9) | 12,0(10,4) |6,5(7,2) NS
Stadium HY | 3,0 (3,0) 197 (45) | 17,4(3,6) | 14535 |NS
1477,5 1550,0 13245 12685
LEDD (683,3) (734,5) (362,0) (420,0) NS
MoCA 22,0(70) | 21,0(7,0) |240(7.3) |240(48) |NS
MDS-UPDRS
celkové 72,0(32,0) |89,5(32,0) |72,0(24,0) |69,0(29,6) |NS
skore
:V'DS'UPDRS 12,0(90) |155(10,8) |12,0(10,0) |11,0(30) |NS
:\I"DS'UPDRS 15,0(13,0) |20,0(153) |14,0(11,0) |9,0(11,0) |NS
mDS'UPDRS 38,0(160) |42,0(11,3) [380(9,0) |350(93) |NS
:\\"/DS'UPDRS 80(40) |70(38 9040  |45(18) NS
MDS-NMS | 86,0 (59,3) | 122,0(71,0) | 70,0 (58,0) | 76,0 (20,0) | 0,044
NMF 55(13,5) | 10,0(160) |1,0(100) |45(32) NS
W0Q-9 3,5 (3) 4,0 (4,0) 3,0 (3,0) 3,5 (1,0) NS
UDyaRs 11,0(20,5) |8,0(150) | 19,0(150) |0,0(8,3) NS
GIDS-PD 11,0(6,8) | 12,0(145) |11,0(80) |10,5(L8) |NS
SCOPA-AUT | 13,0(10,8) | 14,0(11,5) |13,0(11,0) |12,0(23) |NS
QUIP-RS 0(3,8) 0,0 (3,0) 0,0 (7,0) 0,0 (0,0) NS
PDQ-8 9,0 (7,0) 10,0 (45) | 6,0(7,0) 8,5 (5,5) NS

Numerické premenné su prezentované ako medidn (interkvartilovy rozptyl), kategorické
premenné ako pocet (%). HY — stadium podla modifikovanej $kdly Hoehnovej a Yahra; LEDD —
levodopovd ekvivalentnd dennd ddvka (mg). Statisticky signifikantné hodnoty (p < 0,05) st
oznacené numericky, nesignifikantné hodnoty ako NS.

Statisticky vyznamné rozdiely medzi jednotlivymi skupinami pred zahajenim lie¢by neboli
zistené v Ziadnych klinickych parametroch a ani sledovanych skalach, okrem nemotorickych
fluktudcii, ktorymi boli vyraznejsie postihnuti pacienti v skupine LCIG.

V skupine LCIG sme po 6 mesiacoch lieCby zistili signifikantné zmiernenie motorickych
komplikacii (MDS-UPDRS 1V, p=0,009) a dyskinéz (UDyaRS, p=0,021). TieZ sa zaznamenalo
celkové zlepsenie nemotorickych priznakov (MDS-NMS, p=0,032), najmd na zlepSenie

13



priznakov depresie (p=0,04), ortostatickej hypotenzie (p=0,036) atrendy zlepsenia
impulzivnych pordch (p=0,073) aspanku (p=0,057). Z gastrointestinalnych priznakov sa
zaznamenal trend zlepSenia drazdivosti (p=0,056).V skupine LECIG sme po 6 mesiacoch lieCby
zistili signifikantné zmiernenie motorickych komplikacii (MDS-UPDRS IV, p=0,002), ako aj
dyskinéz (UDyaRS, p=0,037) a bol zaznamenany trend zmiernenia nemotorickych fluktuacif
(MDS-NMF, p=0,060). Celkové zmiernenie nemotorickych priznakov sa u LECIG skupiny
nezistilo, avsak pri detailnejsej analyze jednotlivych domén sme zistili zlepSenie prejavov
ortostatickej hypotenzie (p=0,015), spanku (p=0,047) a bolesti (p=0,02).
Z gastrointestinalnych  priznakov sme zaznamenali zlepSenie prejavov zhorného
gastrointestindlneho traktu (p=0,044). V obidvoch skupinach sme zaznamenali signifikantné
zlepSenie kvality Zivota (p=0,036 vs. 0,028). V skupine OMT v Ziadnom zo sledovanych
parametrov neboli zistené signifikantné zmeny (Tabulka 2).

Tabulka 2 : Porovnanie medzi skupinami pacientov pred zahdjenim terapie a po 6 mesiacoch

Baseline Po 6 mesiacoch Hodnota p
LCIG 21,0 (7,0) 20,0 (6,0) NS
MoCA LECIG 24,0 (7,3) 24,0 (3,0) NS
oMT 24,0 (4,8) 26,5 (3,3) NS
LCIG 89,5 (32,0) 72,5 (31,0) NS
MDS-UPDRS LECIG 72,0 (24,0) 49,0 (13,0) 0,01
oMT 48,5 (29,8) 39,0 (4,0) NS
LCIG 15,5 (10,8) 12,5(9,8) NS
MDS-UPDRS | LECIG 12,0(10,0) 7,0(7,0) NS
OMT 11,0(3,0) 11,0 (6,0) NS
LCIG 20,0 (15,3) 13,0(13,8) NS
MDS-UPDRS 11 LECIG 14,0 (11,0) 9,0 (6,0) 0,069
OMT 9,0(11,0) 5,0(0,0) NS
LCIG 42,0(11,3) 39,0 (15,0) NS
MDS-UPDRS Il LECIG 38,0(9,0) 28,0 (9,0) NS
OMT 21,0(9,3) 18,5 (4,0) NS
LCIG 7,0(3,8) 3,5(2,8) 0,009
MDS-UPDRS IV LECIG 9,0 (4,0) 4,0 (4,0) 0,002
OMT 4,5(1,8) 6,0 (0,0) NS
LCIG 122,0(71,0) 78,0 (32,5) 0,032
MDS-NMS LECIG 70,0 (58,0) 53,0 (55,0) NS
oMT 76,0 (20,0) 51,0 (31,0) NS
LCIG 10,0(7,8) 2,0(9,0) 0,04
Depresia LECIG 2,0(5,0) 2,0(3,0) NS
OMT 1,5 (3,0) 1,0(2,0) NS
LCIG 8,0(7,5) 4,0 (3,0) NS
Uzkost LECIG 4,0(7,0) 2,0(4,0) NS
OoOMT 3,5(3,0) 2,0(0,0) NS
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[CG | 05(43) 1,0(2,0) NS
Apatia LECIG | 0,0(2,0) 0,0(2,0) NS
oMT | 1,0(2,8) 2,0(2,0) NS
LcG | 00(33) 0,0 (1,5) NS
Psychdza LECIG | 1,0(2,0) 0,0 (0,0) NS
OMT | 0,0(15) 1,0(2,0) NS
. GG | 1,5(3,8) 0,0 (0,0) 0,073
5‘;’; §ZZTné' ';fr Z’jﬁ)‘/’ LECIG | 0,0(2,0) 0,0 (1,0) NS
oMT | 1,0(0,8) 0,0 (1,0) NS
[CIG | 10,5 (6,5) 6,0 (6,0) NS
Kognitivne funkcie | LECIG 4,0 (5,0) 2,0(3,0) NS
OMT | 3,0(9,8) 1,0 (4,0) NS
Ortostatickd LCIG | 50(88) 0,0 (5,5) 0,036
hypatenia LECIG | 3,0(3,0) 0,0(2,0) 0,014
OMT | 7,0(3,5) 4,0(3,0) NS
[CIG | 50(1L,5) 5,0(5,0) NS
Mocenie LECIG | 4,0 (11,0) 2,0 (4,0) NS
OMT | 7,0(13,0) 7,0 (8,0) NS
[CIG | 13,5 (5,0) 16,0 (5,5) NS
Sexualita LECIG | 6,0(4,0) 12,0 (8,0) NS
OMT | 2,0(15) 6,0 (16,0) NS
GG | 11,0(14,8) 3,0(16,0) NS
Trdvenie LECIG | 4,0(5,0) 4,0 (5,0) NS
OMT | 4,0(2,3) 2,0(3,0) NS
[CIG | 95(12,8) 6,0 (5,0) 0,057
Spdnok a bdenie | LECIG | 8,0 (10,0) 5,0 (4,0) 0,047
OMT | 12,0(5,0) 6,0 (8,0) NS
GG | 12,0(12,8) 6,0 (5,5) 0,097
Bolest LECIG | 8,0(11,0) 4,0 (6,0) 0,02
OMT | 7,0(4,0) 3,0(2,0) NS
GG | 13,0(1L,8) 15,5 (17,0) NS
Iné LECIG | 15,0(9,0) 12,0 (12,0) NS
OMT | 14,0(11,3) 8,0 (6,0) NS
LCIG | 10,0(16,0) 0,0(80) NS
MDS-NMF LECIG | 1,0 (10,0) 0,0 (6,0) 0,060
OMT | 4,5(3,3) 6,0 (2,0) NS
LCG | 12,0 (14,5) 13,0 (14,0) NS
GIDS-PD LECIG | 11,0 (8,0) 6,0 (7,0) NS
OMT | 10,5 (1,8) 6,0 (5,0) NS
[CG | 11,0(13,5) 7(9,5) NS
Zdpcha LECIG | 5,0(7,0) 3,0(7,0) NS
OMT  |3,0(23) 4,0(2,0) NS
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LCIG | 2,0(3,5) 1,0(1,5) 0,056
DréZdivost LECIG | 2,0(2,0) 0,0 (3,0) NS
OMT | 2,0(1,5) 1,0 (1,0) NS
LCIG | 3,0(2,0) 3,0(4,5) NS
Horny GIT LECIG | 2,0(3,0) 0,0 (1,0) 0,044
OMT | 4,0(2,3) 3,0(2,0) NS
LCIG 4,0 (4,0) 2,0 (2,5) NS
W0Q-9 LECIG | 3,0 (3,0) 3,0 (3,0) NS
OMT |3,5(1,0) 4,0 (1,0) NS
LCIG 8,0 (15,0) 4,0 (8,5) 0,021
UDyaRS LECIG | 19,0 (15,0) 4,5 (11,0) 0,037
OMT | 0,0(8,3) 17,0 (12,0) NS
LCIG 14,0 (11,5) 12,0 (8,5) NS
SCOPA-AUT LECIG | 13,0 (11,0) 11,0 (9,0) NS
OMT [ 12,0(2,3) 8,0 (7,0) NS
LCIG 10,0 (4,5) 6,0 (5,5) 0,036
PDQ-8 LECIG | 6,0 (7,0) 3,5(5,0) 0,028
OMT |85(5,5) 3,0 (0,0) NS

Numerické premenné sui prezentované ako medidn (IQR). Statisticky signifikantné hodnoty (p
< 0,05) su oznacené numericky boldom, trendy v signifikancii (p < 0.1) su oznacené numericky,
nesignifikantné hodnoty ako NS.

Diskusia

Pokrocilé stadium PCH je sprevadzané motorickymi fluktuaciami a dyskinézami, ktoré su
dosledkom vycerpania endogénneho dopaminu, kratkeho polCasu levodopy a jej
nepravidelnej absorpcie z gastrointestindlneho traktu. Intestindlne infuzne terapie
zabezpecuju dodavku lie¢iva do jejuna atym zabezpecuju kontinudlnu dopaminergicku
stimulaciu a tym zabezpecuju u pacientov vyvazenejsi stav pocas dna (6).

Vysledky nasej Studie potvrdzuju, Ze intestinalne infuzne terapie — LCIG aj LECIG — vyznamne
redukuju motorické komplikacie u pacientov s pokrocilou PCH. V oboch skupinach doslo k
signifikantnému zniZeniu skére MDS-UPDRS IV (LCIG p = 0,009; LECIG p = 0,002) a k redukcii
dyskinéz (LCIG p = 0,021; LECIG p = 0,037). Tieto vysledky su v sulade s predchadzajdcimi
Studiami pri LCIG, ktoré ukazuju skratenie OFF faz a zlepSenie motorického stavu (7,8).

Pri LCIG sme pozorovali aj celkové zlepsenie nemotorickych priznakov (MDS-NMS, p = 0,032),
najma v oblasti depresie (p = 0,04) a ortostatickej hypotenzie (p = 0,036), ¢o koreSponduje
s vysledkami viacerych stadii (7,9). U pacientov lie¢enych LECIG sa celkové skére MDS-NMS
sice signifikantne nezmenilo, no detailnejsia analyza ukdazala zlepSenie v niektorych doménach
— ortostaticka hypotenzia (p = 0,014), bolest (p = 0,02) a spanok (p = 0,047). Pri LECIG terapii
este Studie z redlnej klinickej praxe absentuju. Lepsi efekt LECIG na niektoré prejavy moze
suvisiet s lepSou biologickou dostupnostou levodopy vdaka COMT inhibicii.

Priblizne jedna tretina pacientov v pokrocilom sStadiu PCH trpi ortostatickou hypotenziou,
ktora je asociovana s padmi a zvySenou kardiovaskularnou morbiditou a mortalitou. Prave
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kontinualna dopaminergicka stimulacia ma za nasledok zlepsovanie tychto prejavov a moze
prispievat k redukcii padov u tychto pacientov (10,11).

V oboch skupinach intestindlnej lieCby doslo aj k signifikantnému zlepseniu kvality Zivota, ¢o
podciarkuje klinicky prinos tychto terapii v kazdodennej praxi. V skupine s optimalizovanou
peroralnou lie¢bou (OMT) neboli pozorované Ziadne vyznamné zmeny, €o zvyraznuje limitacie
Standardnej liecby v pokrocilom stadiu PCH (12,13).

Zatial ¢o LCIG je dlhodobo etablovanou a dobre preskimanou terapiou, LECIG je relativne
novou moznostou a zatial chybaju rozsiahle klinické studie, ktoré by jeho Ucinnost a
bezpeénost komplexne porovnali s LCIG (14,15).

Vyber vhodnej intestindlnej terapie by mal byt vysledkom désledného indikaéného procesu,
ktory zohladriuje klinicky profil pacienta — najma dominujice symptomy (motorické,
nemotorické), toleranciu lieCby, kognitivny status a preferencie pacienta. Personalizovany
pristup je kli¢ovy pre maximalizciu terapeutického efektu a kvality Zivota pacientov s
pokrocilou PCH. Tieto data aktudlne naberaju na vyzname aj sprichodom novych
subkutannych foriem terapii (12).
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Uvod

Infekcie mocového systému (IMC) patria medzi ¢asté bakteridlne infekcie detského veku. Ako
akutnu pyelonefritidu (APN) alebo febrilntd IMC (fIMC) oznacujeme zapal obliciek (1). Prave
vrodené chyby uropoetického traktu su vyznamna pri¢ina, ktora vedie k rekurencii fIMC.
Medzi Casté vrodené priciny patri chlopna zadnej uretry. Aktualne Standardom v manaZmente
detskych pacientov s rekurentnymi fIMC je dlhodobé poddvanie profylaktickej antibiotickej
liecby, avsak ani tento pristup nedokaze zabranit rekurencii fIMC.

Rekurentné fIMC predstavuju vyznamnu terapeutickd vyzvu, lebo mézu viest k dlhodobym
nasledkom, ako jazvenie obliciek a nasledny rozvoj chronickej renalnej insuficiencie. (2)

Ludsky mikrobiém predstavuje suhrn celkovej genetickej informacie mikroorganizmov, ktoré
prirodzene osidluju telo. Ludské telo obsahuje rozlicné mikrobidlne populdcie v réznych
anatomickych oblastiach. (3) ZloZenie ¢revného mikrobidmu sa stabilizuje po 2.-3. roku Zivota,
kedy ma rovnaké zloZenie ako v dospelosti. Crevny mikrobiém zohréva tlohu v metabolizme,
zabezpecuje funkciu intestinalnej bariéry a podiela sa na udrziavani homeostdzy imunitného
systému. Narusenie jeho fyziologickej kompozicie zohrava ulohu v patogenéze réznych
gastrointestinalnych, autoimunitnych, neuropsychiatrickych a metabolickych ochoreni. (4) Do
tejto skupiny patria aj IMC, ktoré su rovnako asociované s ¢revnou dysbiézou. (5)

Principom fekdalnej mikrobialnej transplatnacie je transfer stolice od zdravého darcu s cielom
optimalizovat u recipienta patologické zloZzenie mikrobiému. Aktudlne sa v klinickej praxi
zatina pouzivat stale Castejsie. (4)
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Pripadova studia

Pacientom je 10 ro¢ny chlapec narodeny s chlopriou zadnej uretry, u ktorého bola postnatalne
diagnostikovana bilaterdlna hydroureteronefréza so signifikantne zvySenymi hladinami
kreatininu (257 mmol/l). V désledku progresie rendlnej insuficiencie bola bilaterdlne
realizovand punkéna nefrostomia. V druhom tyZzdni Zivota sa u pacienta rozvinul prvy atak
fIMC. Po rezollcii stavu bola iniciovand antibiotickd profylaxia. V septembri 2014 bola
operativne vykonand disekcia chlopne zadnej uretry. V rokoch 2018-2022 podstupil pacient
kvéli rekurencii epizdéd fIMC viaceré formy chirurgickej derivacie mocu — vezikostomia (2018-
2021), cievkovanie pacientom (2021-2022), epicystostdmia (2022-doteraz). Napriek tejto
snahe sa nepodarilo zabranit rekurencii epizéd fIMC. Do dnesného dfia prekonal pacient 28
epizdd fIMC, poslednu v novembri 2023. Kazda epizdda sa klinicky manifestovala urosepsou
a vyzadovala intravendzne podanie  Sirokospektralnych antibiotik v dosledku
multirezistentnych uropatogénov.

Rekurencia fIMC viedla k jazveniu obli¢iek a progresivnej strate funkéného parenchymu
a rozvoju chronickej rendlnej insuficiencie 3. Stadia. DMSA vysetrenie preukazalo hypofunkciu
pravej obli¢ky. Prava oblicka bola povaZzovana za primarny fokus rekurentnych infekcii, preto
bol pacient indikovany na nefrektomiu v auguste 2023. Avsak pred realizaciou vykonu sme sa
rozhodli u pacienta pre experimentalnu lie¢bu — podanie FMT.

Material a metody
FMT procedura

Donorom FMT bol zdravy dospely pacient, s presne definovanym optimalnym zloZzenim
¢revného mikrobiomu zobrazenom na obrazku &islo 1. Prvy blok transplantacie prebehol
8/2023 v rezime 1 davka kazdé tri dni v celkovom mnozstve 3 davok. V kratkosti po poslednej
aplikdcii sa u pacienta rozvinula dalSia epizéda fIMC, ktord vyZadovala podanie
Sirokospektralnej antibiotickej lie¢by. Retransplantacia FMT prebehla 9/2023 v skratenom
rezime (1 davka/den, celkovo 3 davky). Poslednd, udrZiavacia davka bola aplikovana 4/2024,
pricom celkovo bolo podanych 7 davok FMT.

Zber a analyza vzoriek

Pacientovi bola odobrata jedna vzorka stolice a mocu pred administraciou FMT a po nej sa
odoberala vzorka mocu a stolice kazdy mesiac. Fekalna DNA bola purifikovand pomocou
stpravy ZymoBIOMICS DNA/RNA (Zymo Research, USA) podla pokynov vyrobcu.
Sekvenovanie novej generdacie (NGS) bolo pripravené pomocou 16S Microbiome NGS Assay
(Viennalab, Rakusko). Taxonomické informacie na klasifikaciu sekvencii boli ziskané z
databazy taxondmie NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/). Vo vzorkach stolice
bolo analyzovanych 21 metabolitov, ktoré mézeme zaradit do skupin— mastné kyseliny
s kratkym retazcom, aminokyseliny, jednoduché organické kyseliny, alkoholy.
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Proportion of QC passing reads
Species

Butyrivibrio fibrisolvens 11.08%
Faecalibacterium prausnitzii 8.02%
Ruminiclostridium hungatei 7.10%
filtered (LOD < 0.25%) 7.06%

Blautia schinkii 5.58%

Blautia obeum 5.35%

Prevotella copri 5.10%

Phocaeicola vulgatus 4.98%

Alistipes finegoldii 3.13%

Eubacterium limosum 2.59%
Bifidobacterium adolescentis 2.40%
Anaerostipes caccae 2.30%
Ruminococcus flavefaciens 2.00%
Flavonifractor plautii 1.78%

Ther nicrobium ther 1.73¢%
Blautia wexlerae 1.71%

Akkermansia muciniphila 1.51%
Bacteroides uniformis 1.47%
Ruminiclostridium cellobioparum 1.46%

1l

1

Obr. 1 Profil darcovho mikrobiomu

Vysledky

Posledna epizéda fIMC sa u pacienta rozvinula v novembri 2023. V predchadzajicom roku
prekonal 6 epizdd. Pokles atakov fIMC po administracii FMT mozno sledovat na grafe ¢. 1.
V désledku dobrého klinického stavu pacienta prislo k rozhodnutiu pozastavit antibioticku
profylaxiu. Pozastaveniu profylaxie predchadzalo podanie udrziavacej davky FMT v aprili 2024.
Nasledne od aprila 2024 po jun 2024 nedoslo napriek zastaveniu antibiotickej profylaxie
k rozvinutiu novej epizddy fIMC. V juli 2024 bola antibiotickd profylaxia obnovend pre
psychologické dovody. Do dnesného dna je to 16 mesiacov, ¢o nedoslo k rozvoju nového ataku
fIMC.

fUTI closing of vesicostomy, epicistostomy
(per year) (10/2022)
reopening of vesicostomy
(02/2022)

6+

5T dosing of vesicostomy
(04/2021)
44 AT
(09/2023)

10/2020 10/2021 10/2022 101203 10/2024

Obr.2 Pocet epizdd fIMC za rok v obdobi oktober 2020 aZ oktober 2024 u prezentovaného
pacienta
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V ramci inicidlnej mikrobialnej analyzy pred podanim FMT dominovali u pacienta patogénne
rody Escherichia a Enterococcus. Po retransplantaénom cykle FMT v septembri 2023 relativne
zastupenie Escherichia coli (E. coli) kleslo z pévodnych 16,97% na 9,87%. Pokles relativneho
zastupenia E. coli vystriedal za kratku dobu jeho narast na 14,02% pred 28. atakom fIMC
v oktébri 2023. Po stabilizacii FMT v madji 2024 nastal progresivny pokles celkového
relativneho zastupenia patogénov z 27,31% v aprili 2024 na 15,62% v juni 2024. Na druhej

strane spatné nasadenie antibiotickej profylaxie korelovalo so zvySenim relativneho
zastupenia rodu Enterococcus v auguste 2024.

Pathogen Dynamics Over Time
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Obr.3 Relativne zastupenie druhu Escherichia a Enterococcus u prezentovaného pacienta
pocas 12 mesacného sledovania

V ¢revnom mikrobiéme su najvyznamnejSie a najprospesnejsie baktérie, ktoré produkuju
butyrat. U nasho pacienta relativne zastupenie butyrat produkujucich baktérii preukazal
opacny trend ako patogénnych baktérii. Pred FMT predstavovalo kumulativne relativne
zastupenie butyrat produkujucich baktérii 17,39%. Retransplantacia a rekurencia epizod fIMC
viedla kich rapidnemu poklesu s minimom 0,82% v oktébri 2023. Po stabilizacii FMT
a pozastaveni antibiotickej profylaxie v maji 2024 nastal progresivny ndrast ich relativneho
zastupenia, od 9,46% v mdji 2024, po vrchol 22,98% v auguste 2024. Zmeny v koncentracii
metabolitov — butyrat, acetat, propionat sledovali zmeny v zastupeni jednotlivych druhov
baktérii. PocCas vysadenia antibiotickej profylaxie sme zaznamenali najvyssie koncentracie

butyratu. Pri ostatnych metabolitoch — acetat a propionat sme sledovali podobny trend ako
pri butyrate.
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Butyrate-Producing Bacteria Trends
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Obr. 4 Relativne zastupenie Butyrdt produkujtcich baktérii

Diskusia

Rekurentné fIMC su aj v sucasnosti klinickou vyzvou, ktord vedie k zavainym nasledkom
v podobe jazvenia obli¢éiek a kazdoro¢ne k mnoZstvu hospitalizécii s nutnostou podavania
Sirokospektralnej antibiotickej lieCby. Predpokladdme, Ze ¢revny mikrobiéom a fIMC spolu Gzko
suvisia, nakolko uropatogény, ktoré spdsobuju fIMC maju pdévod v éreve. (6). U detskych
pacientov sfIMC je podobne ako unasho pacienta pozorované vysSie zastupenie
Enterobacteriae vo vzorke stolice. (7) Medzi dlhodobé nasledky fIMC patri jazvenie obli¢iek,
postupny pokles oblickovej funkcie, hypertenzia achronickd renalna insuficiencia. (2)
V stcasnosti je podla medzinarodnych odporucani hlavnou prevenciou rekurencie fIMC
podavanie dlhodobej antibiotickej profylaxie. (8) Antibiotickd profylaxia nedokaze
preukazatelne zastavit rekurenciu fIMC a navy3e vedie k alternécii fyziologického zloZenia
mikrobiému a selekcii multirezistentnych uropatogénnych kmeriov. (9)

FMT predstavuje metddu, pomocou ktorej dochadza k transferu ¢revného mikrobiému od
zdravého darcu recipientovi. Cielom je obnovit fyziologické zloZenie recipientovho
mikrobiému. V sucasnosti ide o schvalenu liecbu na rekurentné infekcie Clostridium difficile.
VyuZitie FMT sa dalej v experimente rozSiruje aj na iné ochorenia asociované s crevnou
dysbidzou. Zmena mikrobidlnej kompozicie vedie k naruseniu metabolickych procesov
a imunitnej odpovede, ¢o zohrdva vyznamnu ulohu v patogenéze ochoreni, ako naprikad
idiopatické ¢revné zépaly, ochorenia autistického spektra, metabolicky syndrém.(4) Uloha
FMT ako modality v terapii rekurentnych fIMC nie je zatial Gplne jasnd. Obzvlast to plati pre
pediatrickd populaciu, kde su data zatial limitované na jednu pripadovu studiu. V spominanej
publikacii bola FMT podana pediatrickému pacientovi na liecbu rekurentnych fIMC, ktoré
spdsobovala multirezistentna Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae). Po FMT sa u pacientky
vyskytli epizédy fIMC spdsobené E. coli, ktora bola citliva na bezne podavané antibiotika, ktoré
mohli byt poddvané per os anevyZadovali hospitaliziciu pacientky. Tato kazuistika
dokumentuje, Ze manipuldcia s ¢revnou mikrobiotou moze ovplyvnit priebeh opakovanych
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fIMC. Priebeh opakovanych fIMC sa mdze zmenit v désledku kompeticie medzi bakterialnymi
kmenmi a zvySenej rezistencie voci kolonizacii po zavedeni darcovskej mikrobioty. (10,11)
Pacient v nasej pripadovej studii trpel opakovanymi fIMC — v roku 2022 prekonal az 6 epizdd,
o viedlo k zavaznym komplikdcidm, ako su rendlne jazvy, chronicka rendlna insuficiencia a
infekcie spOsobené multirezistentnymi uropatogénmi. Kvoli urosepse a potrebe
Sirokospektralnych intravendznych antibiotik si kazda epizdéda fIMC vyzadovala minimalne
dvojtyZzdnovu hospitalizaciu. Od podania FMT sa vsak pacientov klinicky stav vyrazne zlepsil a
epizody fIMC sa zastavili. Okrem vyznamného zlepsenia kvality Zivota, kedy uZ nebolo
potrebné pacienta opakovane hospitalizovat, prevenciou novych atakov APN ochrénit
hypofunként oblicku. Oddialilo sa tak poskodenie druhej obli¢ky a rozvoj terminalneho stadia
chronického zlyhania obliciek, ktoré by si vyzadovalo dialyzu.

Zaver

Nasa pripadova studia dokumentuje FMT ako sfubnu inovativnu liecbu u detskych pacientov s
rekurentnymi fIMC. Aktudlne sa na naSom pracovisku realiazuje prospektivna intervencna
Studia zamerana na vyuZitie FMT v tejto indikacii.

Podporené grantom Ministerstva skolstva, vyskumu, vyvoja a mlddeZe APVV-22-0047 a VEGA
1/0313/25
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Uvod

Vedenie motorového vozidla pod vplyvom omamnych a psychotropnych latok (OPL) vyrazne
zvy$uje riziko vzniku dopravnej nehody, nakolko tieto latky méZu negativne ovplyvnit
psychomotorické, kognitivne, senzorické a dalSie schopnosti vodi¢a. Vo vSeobecnosti sa
predpokladd, Ze drogami navodené zhorSenie vys$Sie spomenutych schopnosti, vzrastd so
zvy$ujucou sa koncentraciou drogy v krvi. Je viak potrebné brat do Uvahy vyrazné rozdiely
medzi jednotlivcami ako aj pritomnost inych latok v organizme. [1] Meranie koncentracie
tychto latok u vodic¢ov je na Slovensku zahrnuté do odboru Stdnolekérskej toxikolégie. CO
vsak na Slovensku nie je, je Ze v zahranici je Stidnolekarska toxikoldgia (niekedy oznacovana
ako forénznd toxikoldgia) rozdelend na viacero pod odborov ajednym znich je aj tzv.
,humans performance toxicology” — toxikoldgia ,,fudského vykonu,,. Skima a hodnoti ucinky
drog a alkoholu na fudsky vykon s pravnymi dosledkami ich uZivania. Najcastejsie vyuZivanou
vzorkou na kvantifikaciu drogy/alkoholu a zistenie vztahu medzi koncentraciou a vplyvom pri
ovladani motorového vozidla je krv. Krv obmyva vsetky organy a preto sa predpoklada, Ze ¢o
sa nachadza vkrvi, je aj vprislusnom orgdne, kde sa nachadzaju receptory pre
konkrétnudrogu/alkohol. Alternativnymi vzorkami moézu byt mo¢, sliny, pot avlasy.
V uvedenych biologickych materidloch je moiné detegovat ich pritomnost vrozmedzi
niekolkych hodin (krv, sliny), dni (moc) alebo aZz mesiacov (vlasy). [2] Epidemiologické studie
preukdzali, Ze spomedzi jednotlivych latok predstavuju amfetaminy po alkohole druhé
najvyssie riziko Ucasti na dopravnych nehodach. [3]. Amfetaminy patria do skupiny
pbsobiacich latok na centralny nervovy systém. Potlacaju pocit Unavy, zvy$uju bdelost, energiu
a posilfiuju sebavedomie, ¢im zvysuju pravdepodobnost podstupovania rizik. [4]. Viacery
vyskumnici dospeli k zaveru, ze MDMA, MAMP, AMP, COC moézu zlepsit vykon v uréitych
aspektoch jazdy s motorovym vozidlom, ako je napr. sledovanie cesty, ale mézu spdsobit
zhor3enie v inych aspektoch, ako je presnost a prispésobenie rychlosti poéas jazdy. V ramci
behavioralnych prejavov je pritomna zrychlend a zmatena rec, agitacia, paranoja, pripadne
agresivne spravanie. Medzi abstinencné priznaky patria depresia, Unava a hypersomnolencia.
Vsetky tieto faktory predstavuju klt¢ové determinanty, ktoré s vysokou pravdepodobnostou
prispievaji  k mnohym nehoddm. Frekventované je kombinované uZivanie latok
amfetaminového typu a marihuany. [5] Marihuana je psychoaktivna latka patriaca do skupiny
kanabinoidov. THC (delta-9-tetrahydrocannabinol) je zakladnou psychoaktivnou zloZzkou
nachddzajlicou sa v kanabise. Vo vysokych davkach pésobi halucinogénne. Ma schopnost
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navodit poruchy kratkodobej pamite avnimania plynutia ¢asu. Vo vaéSine pripadov je
dévodom poklesu vykonnosti prave strata motivacie aneschopnost sustredit sa na
vykonavané Cinnosti. UZivatel sa stava lahko rozptyliteflnym [2]. Amfetamin, metamfetamin
a THC su zaradené do zoznamu omamnych a psychotropnych latok v Prilohe ¢. 1 k zakonu ¢.
139/1998.

Existuju 3 metddy, ktoré su vyuZivané na zistenie vplyvu omamnych a psychotropnych latok
na vedenie motorového vozidla u vodicov. Ide o experimentdlne, epidemiologické a,,real-
case,, Studie [3]. My sme si v nasej praci zvolili posledni menovani metddu. Podla nasho
vedomia, ide o vébec prvu takuto Studiu, ktora bola realizovana na Slovensku. Nasim cielom
bolo nadobudnut prehlad o vyskyte konkrétnych zakazanych latok u vodicov, ktori vedu
motorové vozidlo pod ich vplyvom atakto predstavuju obrovské riziko pre ostatnych
G¢astnikov cestnej premavky. Dalej, ktoré latky su najéastejsie zneuzivané a navrhnut spdsob
ako vébec znizit pritomnost tychto vodiCov v cestnej premavke.

Material a metody

V tejto praci sme sa zamerali iba na pripady vodicov, ktori javili zndmky ovplyvnenia
omamnymi a psychotropnymi latkami (OPL) na zadklade pozorovanych prejavov orgdnmi
&innymi v trestnom konani (OCTK), t. j. policiou. Ta po zastaveni vozidla vykonala orientacny
skriningovy test zo slin (pristrojom Drager DrugCheck 3000) na dokaz OPL. V pripade
pozitivneho vysledku bol alebo nebol v nemocnici vykonany predbezny skriningovy test zo
vzorky krvi alebo mocu. OSetrujuci lekar zhodnotil alebo nezhodnotil, ¢i vodi¢ javi zndmky
uzitia latok. Po zrealizovani odberov bol biologicky material zaslany na kvalitativnu a
kvantitativnu analyzu do Laboratéria toxikologicko-chemickej analyzy v Bratislave. Vo
vsetkych pripadoch boli vzorky zmerané validovanou metdédou plynovej chromatografie
s hmotnostnospektrometrickym detektorom (GCMS). Validaénymi parametrami bola
minimalne 6 bodova kalibracna krivka linearna v celom rozsahu zistovanych koncentrécii,
vytaznosti analytov z krvi/séra, limit kvantifikacie a limit detekcie. Na validaciu boli pouZité
komer¢né Standardy amfetaminu, metamfetaminu, THC ajeho metabolitu THC COOH.
Zakladnymi Statistickymi metédami pomocou programu excel sme vyhodnotili zozbierané
data.

Vysledky

Vroku 2024 bolo analyzovanych 843 vzoriek krvi vodiov na skrining omamnych
a psychotropnych latok. Je nutné uviest, Ze niektoré vzorky ostali nekvantifikované v désledku
viacerych skutocnosti. V niektorych pripadoch bolo poZadované iba vykonanie konfirmacie
formou kvalitativnej analyzy z ktorej nie je mozné zhodnotit ovplyvnenie alebo bzorky boli po
skriningu odovzdané policii bez dalsej analyzy. Vyse 80 vzoriek Ucastnikov cestnej premavky
bolo pozitivnych prevaine na pervitin-metamfetamin (MAMP) a jeho metabolit amfetamin
AMP a delta-9 tetrahydrokanabinol (THC) alebo jeho neaktivny metabolit 11-nor-9-karboxy-
delta-9-tetrahydrokanabinol (THC COOH-neovplyvriuje vodica).

Na mieste skutku, t.j. v cestnej premavke hliadka policajného zboru PZ zastavila a nasledne
kontrolovala vodi¢ov motorovych vozidiel, nakolko javili zndmky uzitia omamnych
a psychotropnych latok. Po spracovani komplexného stboru dat sme si vsimli nasledovné
opakujuce sa javy. NajcastejSie iSlo o podozrivé presuvanie medzi jazdnymi pruhmi,
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oneskorené zapinanie smerovych svetiel, jazda bez evidencéného Cisla vozidla, cuvanie na
krizovatke, jazdu neustdlenou, vysokou rychlostou alebo podozrivo pomalou jazdou. Casto
sledovanym javom bol nevyhovujuci technicky stav vozidla. V piatich pripadoch boli vodici
G¢astnikmi dopravnej nehode. Styria vodici viedli motorové vozidlo aj napriek skutoénosti, 7e
nie su drzitelmi vodi¢ského opravnenia, nakolko maju ulozeny zékaz ¢innosti viest motorové
vozidlo. V jednom pripade iSlo o zastavenie vodi¢a hliadkou policajného zboru v doésledku
vzniknutého podozreniu na vykradnutie predajne. Jedna skupina vodiov bola zastavena
v désledku podozrivej jazdy. Hliadky PZ maju rézne moznosti a vlastné spdsoby pozorovania
vodiCov, respektive jeho spravania sa, ktoré povaZujeme za ucinne, zktorych sme
zosumarizovali nasledovné. Pozorované boli telesné a psychické prejavy ako nekoordinované
a prudké pohyby, atypické pohybové stereotypie, spomalené reflexy, nesuvisla rec, zhorsena
artikulacia, mydridza, sklenené pohlady, l[ahostajnost a agitovanost. Niektory vodici sa aj sami
priznali k uZitiu latky na otazku i uZili pred jazdou omamné a psychotropné latky ( 7 pripadov.
Cas a typ latky bol blizsie $pecifikovany piatimi vodi¢mi. Hliadka PZ na mieste skutku vykonala
slinny skriningovy test na dokaz pritomnosti omamnych a psychotropnych latok s pozitivnym
vysledkom v 19 pripadoch. Casovy interval, ktory ubehol od momentu skutku po odber
biologického materialu bol v priemere 2 hodiny. Najdlhsi interval trval 6,5 hodiny a najkratsi
15 minut. Pozitivnych vzoriek mocu na dékaz omamnych a psychotropnych latok odobratych
a vySetrovanych v nemocnici bolo 28. Priznaky poZitia omamnych a psychotropnych latok boli
na Ziadanke na toxikologické vysSetrenie zaznamenané oSetrujucim lekarom iba v 25
pripadoch. Sestnéstkrat boli oznacené formou ,javi znamky uZitia“ a v devatkrat ako ,nejavi“.
Vo vsetkych negativne oznacenych poliach bola kvantitativnou metddou preukazana ich
pritomnost.

Z celkového poctu vzoriek krvi bola dokazana pritomnost latok amfetaminového typu v 50
pripadoch. Priemerna koncentracia amfetaminu (AMP) v krvi bola 57 ng/ml, median bol 35
ng/ml. Najvyssia koncentracia AMP bola 233 ng/ml, najnizsia koncentracia bola 4,88 ng/ml..
V pripade metamfetaminu (MAMP) bola priemerna koncentracia 258 ng/ml, median 117
Iba v 5 pripadoch bol zaznamenany vyskyt samotného MAMP bez jeho metabolitu. Simultanna
pritomnost MAMP a THC bola dokéazana iba v jednej vzorke a koexistencia metamfetaminu
a neaktivneho metabolitu THC-COOH v Styroch pripadoch. U deviatich vodicov bola zachytend
samotna pritomnost THC a THC-COOH. V 1 pripade bola uvodita preukazana pritomnost
kokainu v koncentracii 35 ng/ml ajeho metabolitu metyl ekgoninu v hladine 795 ng/ml.
Okrem vy$Sie menovanych latok, bola uvodi¢ov kvantitativne preukazana pritomnost,
kofeinu, nikotinu, kotininu, alprazolamu a ketaminu. Jedind latka, ktora pri predbeznom
testovani LTCHA vysla pozitivna, no nasledne nebola kvantifikovana bola extaza (MDMA).
Okrem spominanych vzoriek krvi, bolo kvantifikovanych osem vzoriek moéu s pritomnostou
latok amfetaminoveho typu. Iba v jednom pripade bol pritomny pozitivny nédlez v moci so
stcasnym negativnym nalezom v krvi. Najvyssia incidencia bola zaznamenana v mesiacoch
maj a oktober.
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Reprezentativny vodi¢ motorového vozidla pod
vplyvom omamnej a psychotropnej latky

80
60
40

2°|| _
: =

Muz Vek Piatok Poobedie

Graf 1: Na osi y je pocet zaznamenanych pripadov.

63 53,58 253,23 45,79 128,6

Tab.1: Zobrazuje priemerné hodnoty Idtok ovplyvriujucich jazdu motorovym vozidlom a to
AMP- amfetamin, MAMP- metamfetamin, THC- delta-9-tetrahydrocannabinol), THC- COOH-
1-Nor-9-carboxy-THC (THC-COOH).

Diskusia

Latky amfetaminového typu v nasej jurisdikcii nemaju stanovend limitnd hodnotu, pri ktorej
by boli vodi¢i povaZovani jednoznaéne za ovplyvneného. Standardne sa v$ak da riadit podla
kritéria medzinarodného vyskumného projektu DRUID (Driving under influence of drugs,
alcohol and medicines) = Riadenie motorovych vozidiel pod vplyvom drog, alkoholu a lieciv.
Za pozitivny vysledok vySetrenia sa povaZzuje koncentracia metamfetaminu rovna alebo vyssia
ako 20 ng/ml v krvi. Za pozitivny vysledok vySetrenia sa povazuje koncentracia THC rovna
alebo vyssia ako 1 ng/ml v krvi. Niektoré krajiny maju minimélnu koncentraciu THC 2 ng/ml.
Koncentracia > 5 ng/ml THC bola Statisticky zhodnotend, Ze je nebezpetnejsia ako vodic¢ s
alkoholom vkrvi od 1-1,5 promile. V Ceskej Republike su hladiny pre amfetamin
a metamfetamin stanovené koncentraciou 25 ng/ml [7]. Ci uz vodici vykonali trestny &in alebo
priestupok nie je v nasej jurisdikcii stanovené. V Ceskej republike sa viacerymi odbornikmi
(potom aj v stanovisku najvyssieho sudu) stanovila koncentracia na trestny ¢in pre AMP a
MAMP 150 ng/ml a pre THC 10 ng/ml. V 39 pripadoch sme zaznamenali vysSie koncentracie
metamfetaminu ako 25 ng/ml, takie méime konstatovat, Ze tito vodi¢i prekro€ili limitné
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hladiny podfa DRUID a boli ovplyvneni. Podla jurisdikcie ¢eskej republiky by viacero z nich
spachalo aj trestny ¢in (priemernd koncentracia MAMP bola 253,23 ng/ml). Podobne by to
bolo aj v pripade THC, kde jeho koncentracia presahovala hodnoty v DRUID ako aj hodnoty
v Ceskej jurisdikcii (zhodnotené nizsie).

V §tadii z roku 2006 boli vodici rozdeleni do viacerych skupin. Ciefom bolo sledovat vztah
medzi koncentraciou amfetaminov v krvi azhor$enim schopnosti vodi¢a viest motorové
vozidlo. Prva skupina vodicov uZila 10-40 mg amfetaminu s naslednou koncentraciou 40-100
ng/ml, druhd skupina prijala 30-80 mg amfetaminu a hodnoty koncentréacie dosahovali 110-
260 ng/ml, tretia skupina vodi¢ov pozila 70-150 mg s vyslednou koncentraciou 270-530 ng/ml,
Stvrta skupina vodiCov prijala 140-300 mg svyslednou koncentraciou 540-1000 ng/ml.
Sledovanie vztahu medzi koncentraciou amfetaminov v krvi a zhorSenim schopnosti vodica
malo stupajucu tendencia a stropovy efekt, bol pozorovany pri koncentraciach 270 — 530
ng/ml. Priemerny vek vodi¢a pod vplyvom omamnych latok bol 31rokov [8]. V nasej praci sme
zaznamenali priemerne koncentracie amfetaminu 53,58 ng/ml ¢o by pri podobnom
priemernom veku vodi¢ov (33 rokov) pod vplyvom OPL mohlo znamenat uzitie davky
amfetaminu od 10-40 mg. V pripade metamfetaminu pri uZiti priemernej davky 52 mg boli
zaznamenané koncentracie 190-300 ng/ml. [9]. V naSej praci sme zaznamenali priemerné
koncentracie 253,23 ng/ml, ¢o by mohlo tiez zodpovedat vyssie uvedenej davke. Je nutné vsak
poznamenat, Zze kedZe priemerna koncentracia MAMP skoro 5 krat prevysuje koncentréciu
AMP (Tabulka 1), vodi¢i v nasej studii velmi pravdepodobne uzili MAMP a AMP pochddza
hlavne zjeho metabolizmu. Prejavy pozorované policiou na mieste skutku koreluju
s priznakmi pozorovanymi pri uzivani latok amfetaminoveho typu [4].

Je ndro¢né stanovit vztah medzi koncentraciou THC vo vys$etrovanej krvi vodi¢a a ovplyvnenim
jeho jazdnych schopnosti. Koncentracia THC a jeho metabolitu zavisi od formy, mnoZstva
a pravidelnosti uZivania. Pocas faj¢enia je najvysSia koncentracia THC v krvi a najvyssia
koncentracia 11-OH THC je zachytend po 9 — 23 minutach od fajcenia. Koncentracie oboch
parametrov s plynutim ¢asu prudko klesaju. Castokrat dochadza k poklesu < 5 ng/ml po 3
hodinach hodinach. UZ po prvom inhalovani zcigarety modze byt zachytend vyrazne
signifikantna koncentrécia THC (7-18 ng/ml). Po 10 mindtach od vyfajéenia 8,8 mg THC su
zachytené najvy$Sie koncentracie (46 — 188 ng/ml). V pripade chronickych uZivatefov
marihuany mézu byt po 12 hodinach hladiny na drovni 45 ng/ml. Najvyssia koncentracia THC-
COOH je pritomna priblizne po 2 — 4 hodinach. Vo vseobecnosti sa teda neodporuca
predikovat ucinky marihuany na vodica iba na zéklade koncentracie THC v krvi a zéroven je
nemozné predvidat efekt na zdklade hladiny THC-COOH. Vedomost o ¢ase od expozicie
marihuany moze byt vyuZitd na predikciu psychomotorickych a kognitivnych G¢inkov. [6]. Ani
jeden znami sledovanej skupiny vodi¢ov neuviedol, Ze uZil marihuanu. Napriek tejto
skutocnosti vodiCom, ktori javili znamky uZitia tejto OPL, boli dokadzané koncentracie
vintervale (9, 61 — 80 ng/ml). Nakolko limitnd hodnota THC v krvnej vzorke (v Ceskej
Republike), pri ktorej je vodi¢ povazovany za ovplyvneného danou latkou st 2 ng/ml [7] mozno
konstatovat, Ze vo vsetkych pripadoch vodi¢i boli ovplyvneny sledovanou latkou.
Problematickym faktorom v nasej praci bola skutoénost, Ze kvantifikdcia THC vo vzorkach krvi
bola mozna iba v 5 pripadoch. Vysvetlenie tejto skuto¢nosti méze byt v désledku neskorého
odberu biologického materidlu od ¢asu skutku alebo chyba v testovani.
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Zaverom mozno konstatovat, Ze najviac vyskytujicou sa ldtkou uvodi¢ov v Trnavskom
a Bratislavskom kraji bol pervitin (MAMP) a jeho metabolit AMP. Aj ked sme pozorovali vyskyt
THC, v mnohych pripadoch tuto koncentraciu nebolo mozné zachytit hlavne kéli jeho kratkej
dobe v krvi. Co sa tyka ojedinelych latok ako ketamin alebo alprazolam, tieto latky predstavuiju
velké riziko pre vedenie vozidla v désledku ich utimujiceho Gc¢inku na centralny nervovy
systém. Limitaciami nasej Studie bol nizky pocet blizSie Specifikovanych prejavov, ktoré mohli
byt zahliadnuté hliadkou policajného zboru. Ani vjednom pripade sme nedisponovali
lekarskou spravou od osetrujiceho lekara alebo neboli vyplnené Udaje o fyzikalnom vysetreni
pacienta. Odstranenim tychto limit spolu so skratenim ¢asu medzi odberom vzorky a skutkom
v cestnej premavke by vyrazne zvysilo pocet odhalenych vodi¢ov s ndjdenymi latkami ako
AMP, MAMP a THC a skoncilo naslednym odobranim ich vodi¢ského preukazu. Vysledkom by
bol nizsi pocet tychto vodiCov a tym aj riziko vzniku dopravnych nehdd pod vplyvom MAMP
a THC. Vysledky, ku ktorym sme dospeli maji moznost uplatnenia v sidnolekarskej toxikoldgii,
v sidnom lekarstve, alebo v psychiatrii.
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Uvod

Etylalkohol a jeho metabolity su toxické latky, ktoré vedu k akitnemu poskodeniu organizmu
najma pri  vySSich koncentraciach. Metabolizmus etanolu sprostredkuje najma
alkoholdehydrogendazovy systém (ADH) a v mensej miere tiez mikrozomalny etanol oxidujuci
systém (MEOS) a kataldza. Tieto metabolické drahy zabezpecuju oxidaciu etanolu na
acetaldehyd, ktory je vdruhom kroku oxidovany na acetat vreakcii katalyzovanej
aldehyddehydrogendzou (ALDH) (1). Vsetky tieto mechanizmy maju pomerne konstantnu
rychlost. Existuju vsak latky, ktorych pritomnost v organizme dokaze dynamiku
metabolizovania alkoholu ovplyvnit. Jednou z tychto latok je kurkumin, rastlinny polyfenol
s protizapalovymi a antioxidaénymi Gcinkami, ktory zaroven ovplyviiuje aj rychlost
enzymatickych reakcii. Pri pokusoch na modeloch potkanov bolo zistené, Zze premedikacia
extraktom z kurkumy zvysila aktivitu alkoholdehydrogenazy (ADH) a aldehyddehydrogenazy
(ALDH) v peceni aj v sére pri jednorazovom poziti nadmerného mnoiZstva alkoholu (3 g/kg).
Zaroven bola pozorovana aj urychlena dynamika metabolizmu etylalkoholu, kedy skupiny,
ktoré pofzili kurkumin, mali nizsie hladiny etanolu, aj acetaldehydu v krvi po 30 minutach, 1, 3
a 5 hodinach po podani etanolu (2). V dalsej studii na obéznych mysiach suplementacia
kurkuminom zvysila aktivitu ADH, ALDH aj pri chronickom uZivani alkoholu (3). Na zaklade
poznatkov z vyskumov na zvieracich modeloch sa da predpokladat, ze kurkumin urychluje
metabolizmus alkoholu aj u fudi. V tejto praci sme sa zamerali na kvantitativne zhodnotenie
Gcinku kurkuminu na rychlost eliminacie etanolu a tym potencidlne znizenie toxickych Gc¢inkov
po konzumacii alkoholu.

Material a metody

Experimentalnu studiu dokoncilo 20 zdravych dobrovolnikov (10 muzov a 10 Zien) vo veku 20
- 25 rokov. Studia prebiehala v 2 fazach, ktoré boli od seba oddelené 13 dni, pri¢om oboch faz
sa zG&astnili identicki Gcastnici $tudie. Ucastnici boli pouceni, aby 3 dni pred oboma fazami
klinického experimentu nekonzumovali Ziadny alkohol a 3 hodiny pred zac¢iatkom konzumacie
alkoholu nekonzumovali Ziadne jedlo.

Vo faze A Gcastnici v priebehu 10 minut skonzumovali alkohol v koncentracii 40 % (vodka) v
mnozstve 0,82 g/kg u muzov a 0,7 g/kg u Zien, ku ktorému dostali na zapitie 200 ml népoja,
ktory pozostaval zo 100 ml 100 % pomarancového dzusu a 100 ml vody. Pocas celej doby
testovania (3 hodiny po ukonceni konzumacie alkoholu) Ucastnici pokracovali v la¢neni a
neprijimali Ziadne dalsie tekutiny.
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Vo faze B bol ucastnikom podany extrakt z kurkumy (2100 mg) s piperinom (15mg), ku
ktorému dostali Ucastnici na zapitie 2 dcl Cistej vody. Nasledne po 30 minutach skonzumovali
v priebehu 10 minat alkohol v rovnakej davke ako v prvej faze (0,82 g/kg, resp. 0,7 g/kg), na
zapitie mali k dispozicii 200 ml napoja zloZzeného z pomarancového dzusu s vodou v pomere
1:1.

V oboch fazach bola uc¢astnikom zmerana hladina alkoholu vo vydychovanom vzduchu 30, 90
a 180 minut po ukonceni konzumdcie alkoholu. Meranie bolo vykonavané nepriamou
metddou, meranim koncentracie par alkoholu vo vydychovanom vzduchu, tzv. dychovou
skuskou pristrojom Alcovisor MarkX.

Na vyskum bol pouzity pripravok Curcumin Complex od firmy Swanson so standardizovanym
obsahom kurkuminoidov minimélne 95 % a 5 mg bioperinu® so Standardizovanym obsahom
piperinu minimélne 95 %. Uéastnikom bol podany v davke 2100 mg extraktu z kurkumy, resp.
15 mg bioperinu. Piperin obsiahnuty v pripravku zvysuje biologickd dostupnost kurkuminu
02000 % (4).

Ziskané Udaje sme Statisticky spracovali s vyuZitim softvéru GraphPad Prism (verzia 10.3.1,
GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Vysledné hodnoty pre jednotlivé fazy merania boli
vyjadrené ako priemer t Standardna chyba priemeru (SEM). Normalita distribucie dat bola
overena pomocou D'Agostino Pearsonovho omnibus testu a Shapiro-Wilk testu. Na
identifikaciu odlahlych hodnét sme pouzili test ROUT (robust regression and outlier removal),
ktory je vhodny na detekciu odlahlych datovych bodov s vysokou presnostou, pricom
minimalizuje stratu relevantnych Udajov. Na porovnanie rozdielov medzi jednotlivymi fazami
merania bol pouZity parametricky parovy t-test. Vysledky boli povaZované za Statisticky
vyznamné pri hodnote p mensej ako 0,05. Vysledky boli vyhodnocované pre obe pohlavia
zvIast.

Vyskum bol schvéleny Etickou komisiou LFUK a Nemocnice Staré Mesto UNB. Od tcastnikov
bol ziskany informovany suhlas, ktory podpisali pred zaciatkom klinického vyskumu po
obozndmeni s priebehom vyskumu a poziadavkami ich Gcasti.

Vysledky

Vysledky dokazali nizsie hladiny alkoholu vo faze B v 90. a 180. mintte u oboch pohlavi.

U muzZov bola vo faze B (po premedikacii kurkuminoidmi) zaznamenana nizsia koncentracia
alkoholu vo vsetkych meranych ¢asoch. V 30. minute bola hladina alkoholu vo faze A (1,020 £
0,420 g/kg) vyssia oproti hladine alkoholu v faze B (0,788 + 0,112 g/kg), rozdiel vsak bol
nesignifikantny. V 90. mindte bola hladina vo faze A (0,891 + 0,156 g/kg) signifikantne vyssia
(p < 0,05) oproti hladine alkoholu vo faze B (0,710 + 0,157 g/kg). V 180. mindte bola hladina
vo faze A (0,802 + 0,099 g/kg) tiez signifikantne vyssia (p < 0,001) ako hladina vo faze B (0,584
+ 0,088 g/kg) (Graf 1).

Pri porovnani hladiny etanolu u muzov v 30. a 180. minute nastal vo faze B signifikantny pokles
(0,204 + 0,031 SED) (p < 0,001). Vo faze A bol tento pokles vyraznejsi (0,218 + 0,130 SED),
avsak nebol signifikantny.
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Graf 1. Vplyv extraktu z kurkumy na hladinu alkoholu u muZov. Hladina alkoholu v fdze A (A-
30, 90, 180) v porovnani s hladinou alkoholu po podani extraktu z kurkumy s piperinom vo fdaze
B (B-30, 90, 180). Vysledky st zobrazené ako priemernd hodnota + SD.

Hladina alkoholu u Zien bola v 30. minute priblizne rovnaka v oboch fazach, zatial ¢o v 90. a
180. minute bola nizsia vo faze B (po premedikacii kurkuminoidmi). V 30. minute bola hladina
alkoholu vo faze A (0,635 + 0,136 g/kg) na podobnej Grovni ako vo faze B (0,646 + 0,139 g/kg)
a rozdiel medzi fazami bol nesignifikantny. V 90. minute bola hladina alkoholu vo faze A (0,688
+ 0,100 g/kg) signifikantne vyssia (p < 0,05) ako vo faze B (0,599 * 0,070 g/kg). V 180. minute
bola hladina alkoholu vo faze A (0,503 * 0,088 g/kg) vyssia ako vo faze B (0,429 + 0,067 g/kg),
tento rozdiel bol vSak nesignifikantny (graf 2).

Pri porovnani hladin alkoholu v 30. mindte a v 180. minute nastal signifikantny pokles (p <
0,01) v oboch fazach. Vo faze A (0,131 + 0,0277 SED) bol pokles menej vyrazny ako vo faze B
(0,217 + 0,043 g/kg SED).
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Graf 2. Vplyv kurkuminoidov na hladinu alkoholu u Zien. Hladina alkoholu vo fdze A (A-30, 90,
180) v porovnani s hladinou alkoholu po podani extraktu z kurkumy s piperinom vo fdze B (B-
30, 90, 180). Vysledky su zobrazené ako priemernd hodnota + SD.

Diskusia

V nasej Studii sme preukazali, Ze kurkuminoidy v kombindcii s piperinom maju potencial
urychlit metabolizmus etylalkoholu u udi. V 180. minute od ukon¢enia konzumacie etanolu
bola hladina alkoholu po uZiti pripravku nizsia u 18 z 20 Ucastnikov, z toho u 10 z 10 muZov a
u 8 z 10 zZien. So zretefom na vysledky inych prac mdzeme predpokladat, Ze sa tak deje na
zaklade indukcie aktivity dehydrogendz, ktoré sa zucastnuju na metabolizme alkoholu. V nami
sledovanom parametri sa jednd najma o indukciu alkoholdehydrogenazy (ADH), kedZe sme
sledovali vyluéne hladinu alkoholu, ktory je pre ADH substratom. Efekt podavaného
rastlinného pripravku vykazal vy$$i G¢inok u probandov muzského pohlavia. U¢inok kurkuminu
na dynamiku metabolizmu etylalkoholu teda moze byt zavisly od pohlavia.

Rovnaky efekt, aky sme pozorovali v naSom projekte, sledovali aj japonski autori v klinickej
Stadii na 7 ucastnikoch muzského pohlavia, ktorym bol podany theracurmin, forma kurkuminu
so zlepSenou biologickou dostupnostou. V danej 3tudii bola monitorovana nielen hladina
etanolu, ale aj hladina acetaldehydu. Z vysledkov merani vyplyva, Ze theracurmin mal vplyv na
znizenie hladin acetaldehydu, nie v3ak na zniZenie hladin alkoholu v krvi (5). Treba vsak
poznamenat, Ze v danej $tudii bol ucastnikom podany theracurmin v davke 30 mg, ¢o je
omnoho nizsia davka v porovnani s nasou studiou, v ktorej bol ic¢astnikom podany kurkumin
v davke 2100 mg. Mdozeme preto predpokladat, Ze nami podany pripravok mal v pociato¢nej
faze po uziti alkoholu vyraznejsi vplyv na aktivitu ADH. Nase vysledky napovedaju, Ze extrakt z
kurkumy méze mat vplyv nielen na znizZenie hladiny acetaldehydu, ale aj na zniZenie hladiny
etanolu. Vzhladom na tieto skuto¢nosti ma kurkumin vyrazny potencidl pri zmierfiovani
prejavov intoxikdcie alkoholom, ako aj prejavov stavu po intoxikacii alkoholom (tzv. hangover).

Vysledky nasich merani sa zhoduju s vysledkami studie na laboratérnych potkanoch, u ktorych
po podani extraktu z kurkumy rovnako doslo ku zniZeniu hladiny alkoholu v krvi a zaroven ku
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zvyseniu aktivity ADH a ALDH. Tieto pozorovania naznacuju, Ze extrakt z kurkumy by mal vdaka
zlepSeniu eliminacie alkoholu a zniZeniu hladiny acetaldehydu prispiet aj ku zmierneniu
priznakov stavu po intoxikacii alkoholu. Taktiez by mal kurkumin prispievat k prevencii
poskodenia pecene po dlhodobej expozicii etanolu, a to nielen cestou zniZenia toxicity (2,3).
V dalsom vyskume, ktory dokdzal zvySenie aktivity ADH a ALDH a zaroven znizenie hladin
alkoholu po podani zloZzeného pripravku z kurkumy u laboratérnych mysi, boli sledované aj
priznaky intoxikdcie aich zmeny v ¢ase po podani daného pripravku. Pripravok z kurkumy
dokazal po podani vy$iej davky etanolu (14 mil/kg) predizit ¢as do objavenia priznakov
intoxikacie (merany od podania alkoholu do vymiznutia vzpriamovacieho reflexu) z
19,23 + 6,29 mindt na 304,5 + 23,72 minut, signifikantne skratit ¢as do vytriezvenia (merany
od vymiznutia do znovuobjavenia vzpriamovacieho reflexu) z 661,43 +38,56 minut na
265,50 + 27,2 minat, zvysit 24-hodinové preZivanie zo 67 % na 100 % a znizit hladiny alkoholu
pocas vsetkych merani v priebehu prvych 6 hodin. Pripravok obsahoval okrem kurkuminu aj
dalsSie aktivne zlozky (6). Napriek tomu toto zistenie rovnako napoveda o schopnosti
kurkuminu urychlit metabolizmus alkoholu a zmiernit symptémy pri intoxikacii alkoholom.

V podmienkach in vitro nie je vplyv kurkumy na aktivitu ADH a ALDH uplne jednoznacny,
pretoZe kurkuma sice indukovala aktivitu ADH 0 10,73 £ 2,28 %, avsak inhibovala aktivitu ALDH
023,79 + 1,28 % (7). Tento vplyv vsak nemusi byt reprodukovatelny v podmienkach in vivo,
pretoZe v podmienkach in vitro nedochadza k zvySeniu poc¢tu molekul, zatial ¢o v podmienkach
in vivo mdze dojst k zvySeniu expresie enzymu a tym padom aj k zvySeniu poctu aktivnych
molekul ADH, resp. ALDH. V podmienkach in vivo tiez méze dochéddzat k rozdielnemu vplyvu
kurkuminu na reoxidaciu koenzymov enzymatickych reakcii oproti podmienkam in vitro.
Kurkuma teda sice aktivitu ADH v podmienkach in vitro zvySovala, avsak aktivitu ALDH naopak
znizila. To vsak nekoreSponduje s vysledkami studii vykonavanymi na zvieracich modeloch,
pretoZe u tych doslo po podani pripravkov s obsahom kurkuminu k zvySeniu aktivity ADH aj
ALDH (2,3,6).

Potencial dalsieho vyskumu by mohol spocivat aj v obohateni zaverov o vysledky dalsich latok
¢i enzymov. Spomedzi dalsich zloZiek potravy bolo v in vivo podmienkach dokazané zvysenie
aktivity ADH a ALDH, resp. zniZenie hladiny alkoholu po konzumacii manga, po podani
naringinu (flavonoid vyskytujuci sa v citrusoch), silymarinu (z Pestreca marianskeho) ci
Duzistopky sladkej (lat. Hovenia dulcis) (8-11). V klinickych Studiach na zdravych
dobrovolnikoch bol dokazany takyto vplyv po uziti $tavy z Pipavy lekarskej (Taraxacum
officinale) ¢i VSehoja azijského (Panax ginseng, ludovo Zensen) (12,13).

Vdaka vplyvu na metabolizmus a zmiernenie toxickych vplyvov alkoholu méze mat kurkumin
a jemu podobné latky prinos v symptomatickej, resp. adjuvantnej terapii stavov spojenych
s intoxikaciou alkoholom. Potencidl vyuZzitia pripravkov s obsahom takychto latok spociva aj
vo vyuZiti mimo klinického prostredia, kedy ich moZno pouZzit ako podporny prostriedok pri
nahodnej alebo neprimeranej nadmernej konzumacii alkoholu. V takychto pripadoch by sa dal
vyuzit potencidl tychto latok utlmit neprijemné subjektivne symptémy, redukovat toxické
ucinky etanolu na organizmus a urychlit eliminéciu alkoholu z organizmu.
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Uvod

Chronické Zilové ochorenia dolnych koncatin predstavuju vyznamny medicinsky problém,
ktory moéze viest k zavaznym komplikdciam, ako su opuchy, bolesti, vredy predkolenia, ¢i
zhorsenie kvality Zivota pacientov. Poskodenie Zilovych chlopni, Zilovy reflux, Zilova
hypertenzia a zapal su zakladné patofyziologické mechanizmy, ktoré sa navzajom potencuju
a prispievaju k rozvoju ochorenia. Vcasnd diagnostika Zilovej insuficiencie je klucova pre
spomalenie progresie ochorenia a minimalizaciu komplikacii, pricom kompresivna terapia
predstavuje jeden zo zakladnych terapeutickych pristupov (1).

Vzduchova pletyzmografia je jednou z pouZivanych neinvazivnych diagnostickych metdd na
hodnotenie vendznej hemodynamiky. Tato technika umoznuje kvantifikdciu zmien objemu
Zilového systému a posudenie pritomnosti refluxu alebo obstrukcie. Principom metddy je
meranie zmien objemu krvi v dolnej konc¢atine pomocou vzduchovej manzety, ¢im sa ziskavaju
parametre ako funkény Zilovy objem, index Zilového plnenia a ejekéna frakcia. Viaceré studie
(2, 3) potvrdili vyznam pletyzmografie pri vyskumnych Gceloch, avsak jej vyuZitie v klinickej
praxi je stale predmetom diskusie (4).

Hibkova Zilova trombdza (dalej HZT) je dal$im vyznamnym ochorenim Zilového systému, ktoré
moze viest k zavainym dlhodobym komplikaciam, ako je potromboticky syndrém. HZT je
charakterizovana tvorbou krvnej zrazeniny v hlbokych Zildch dolnych koncatin, ¢o vedie k
obmedzeniu vendzneho odtoku a zvySenému riziku vendzneho tromboembolizmu.
Patofyziologicky sa pri vzniku trombov v Zilovom riecisku uplatiiuju 3 zakladné komponenty
Virchowovej triady: poskodenie endotelu cievnej steny, hyperkoagulacny stav a staza krvi.
Vyskyt HZT sttpa s vekom a jej incidencia je vy3$ia v rozvinutych krajinach (5).

Anatomicka lokalizacia HZT moze ovplyvnit dlhodobé funkéné parametre Zilového systému.
lliofemordlne HZT sU casto spojené s vy$dim rizikom sekundarnej chronickej Zilovej
insuficiencie a rozvoja potrombotického syndrému v porovnani s distdlnymi HZT.
Potromboticky syndrom sa vyskytuje u20-50% pacientov v priebehu dvoch rokov po
prekonani proximalnej hibkovej Zilovej trombdzy a vyrazne znizuje ich kvalitu Zivota (6).
Cielom tejto préce je zhodnotit diagnostickd vypovednud hodnotu vzduchovej pletyzmografie
pri diferencidcii pacientov s normalnou Zilovou funkciou od pacientov s patologickymi
zmenami, predovietkym v stvislosti s HZT. Sekundarne sa $tidia zameriava na analyzu vplyvu
anatomickej lokalizacie HZT na vendéznu hemodynamiku s ciefom poskytnit podklady pre
optimalizaciu diagnostickych a terapeutickych postupov v klinickej praxi.
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Material a metédy

Meranie sme vykonavali na pdde I. internej kliniky Lekdrskej fakulty Univerzity Komenského v
Bratislave a Univerzitnej nemocnici Bratislava od 14.11.2023 do 14.5.2024, v angiologickej
ambulancii. VSetci pacienti a dobrovolnici boli vySetrovani podla Standardnej praxe daného
pracoviska a vsetci suhlasili s neinvazivnym vysetrenim.

Merania boli vykonané pomocou pristroja VLab-4000 (EKOVUK MEDI, s.r.o., Ceska republika),
ktory funguje na principe vzduchovej pletyzmografie. Pomocou tohoto pristroja je mozné
odmerat tepnovy pritok, Zilovy reflux, pulzovu vinu, prstové tlaky, a mnohé iné parametre (7).
V tejto praci sme vyuZili funkciu merania ¢asu Zilového refluxu.

Prvym krokom bolo oboznamenie pacientov a dobrovolnikov o povahe vysetrenia.
Jednotlivcom usadenym na stolicke boli tesne nad clenky na obe dolné koncatiny zbavené
odevu nasadené tlakové meracie manzety. Po spusteni pristroja jednotlivci dvihali nahor
Spicky chodidiel podla pokynov vysetrujiceho. Po ukonceni merania pristroja bolo vySetrenie
ukoncené.

Inkluzivnym kritériom pre zaradenie jednotlivcov do suboru pacientov bola pozitivna osobna
anamnéza minimélne dvoch epizéd hibkovej Zilovej trombdzy, teda rekurentna HZT.
Exkluzivne kritéria boli HZT s aktivnym Zilovym vredom a nespolupracujuci pacient. Kontrolnt
skupinu tvorili Studenti Univerzity Komenského v Bratislave a pacienti angiologickej
ambulancie, ktori nespifali kritérium pre zaradenie do stboru pacientov. V pripade pacientov
s rekurentnou hibkovou flebotrombdzou sme dalej analyzovali typ— &i i$lo o proximalne alebo
distalne lokalizovanu flebotrombdzu a ktoré dolné koncatiny boli postihnuté.

Testovany stbor zahffial 20 pacientov s rekurentnou hibkovou Zilovou trombézou v anamnéze
a kontrolnu skupinu tvorilo 14 0s6b, ¢o predstavovalo celkovo 34 subjektov a 68 meranych
dolnych koncatin. V subore pacientov bolo 14 muZov a 6 Zien s priemernym vekom 60 rokov.
Kontrolnd skupina pozostavala z 3 muZov a 11 Zien s priemernym vekom 32,5 roka.

U pacientov s proximalne lokalizovanou trombdzou, ktori mali postihnuté obe dolné
koncatiny, boli do analyzy zahrnuté nizsie hodnoty Casu Zilového refluxu. Do skupiny pacientov
s proximalne lokalizovanou trombdzou boli pri Statistickom porovnavani s distalnou
trombdzou zaradeni aj jedinci s kombinovanou proximdalnou a distalnou lokalizaciou
trombotickych udalosti.

Ziskané udaje boli spracované pomocou programu Microsoft Office Excel, verzia 2402. Na
testovanie vyznamnosti rozdielu medzi dvomi konkrétnymi skupinami sme poufZili F-test a
neparovy t-test. Vysledky boli povaZované za statisticky signifikantné pri p < 0,05. Vsetky grafy
boli zobrazené ako boxploty, ktoré zobrazovali priemerné hodnoty a medidn.

Vysledky

Pri porovnani ¢asu Zilového refluxu medzi pacientmi a kontrolnymi subjektmi sme analyzovali
zvlast pravu a lavi dolnd konéatinu. Pacienti boli rozdeleni na zéklade postihnutia konkrétnej
koncatiny flebotrombdzou. U 13 pacientov bola rekurentnd flebotrombdza pritomna na
pravej dolnej koncatine. Pri porovnani s kontrolnou skupinou (n = 14) sme zaznamenali
Statisticky signifikantné skratenie ¢asu Zilového refluxu u pacientov (p < 0,01, neparovy t-test).
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Tento vysledok naznacuje narusenie vendznej funkcie u 0sdb s anamnesticky potvrdenou HZT
(Obr. 1).
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Obradzok 1: Porovnanie casu Zilového refluxu medzi kontrolnou skupinou (n = 14) a pacientmi
(n = 13) na pravej dolnej koncatine (p < 0,01, nepdrovy t-test).

Podobny trend bol pozorovany aj pri lavej dolnej koncatine, kde bola rekurentna
flebotrombdza diagnostikovana u 14 pacientov. Porovnanim hodnét s kontrolnou skupinou (n
= 14) sme opat zistili signifikantné skratenie ¢asu Zilového refluxu (p < 0,01, nepdrovy t-test)
(Obr. 2).
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Obradzok 2: Porovnanie casu Zilového refluxu medzi kontrolnou skupinou (n = 14) a pacientmi
(n = 14) na lavej dolnej koncatine (p < 0,01, nepdrovy t-test).
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Nasledne sme pacientov rozdelili na zaklade lokalizicie HZT. Distalna HZT bola
diagnostikovana u 5 pacientov, zatial ¢o proximalna HZT u 15 pacientov. Pri porovnani ¢asov
Zilového refluxu medzi tymito skupinami sme zistili signifikantne nizsie hodnoty u pacientov s
proximalnou HZT (p < 0,01, neparovy t-test), ¢o naznacuje vacsi vplyv proximalne lokalizovanej
trombdzy na vendznu hemodynamiku (Obr. 3).
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Obrdzok 3: Porovnanie casu Zilového refluxu medzi pacientmi s distdlnou (n = 5) a proximdlnou
(n = 15) flebotrombdzou (p < 0,01, nepdrovy t-test).

Diskusia

Hlavnym cielom nasho vyskumu bolo zhodnotit diagnostickd vypovednd hodnotu vzduchovej
pletyzmografie pri diferencidcii pacientov s normalnou Zilovou funkciou od pacientov s
patologickymi zmenami. Predpokladali sme, 7e pacienti s rekurentnou HZT budd mat
Statisticky vyznamne skrateny c¢as refluxu oproti kontrolnej skupine, ¢o je spOsobené
poskodenim funkcie Zilového systému dolnych koncatin. To sa potvrdilo porovnanim c¢asov
refluxu nameranych na pravych a lavych dolnych koncatindch pacientov a kontrolnych
subjektov. Proximalne lokalizovana HZT sa ukazala ako vyznamny rizikovy faktor pre alteraciu
funkcie Zilového systému dolnych koncatin v porovnani s distdlne lokalizovanou trombdzou.
Tento nalez moze predstavovat délezity dékaz pri vysvetlovani patofyzioldgie poSkodenia
Zilového systému dolnych koncatin. Zaroveri ma klinicky vyznam pre manaZment pacientov s
prekonanou proximalnou flebotrombdzou, pretoZe poukazuje na zvySené riziko vzniku
potrombotického syndrému.

Nase vysledky koreluju s poznatkami inych studii, ktoré skumali vendznu insuficienciu
podobnymi diagnostickymi metdédami. Fotopletyzmografia potvrdila schopnost rozlisit
regionalne zmeny v Zilovom plneni, aviak oproti vzduchovej pletyzmografii je menej prakticka
kvéli zloZitejSiemu spracovaniu a vyhodnocovaniu obrazovych dat (8). Dynamickd vzduchova
pletyzmografia realizovana pri chddzi u pacientov s vendznym refluxom preukazala, Ze aj pri
fyzickej zataZzi pretrvdva zhorSeniu funkcie Zilového systému, ¢o poukazuje na jeho
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poskodenie (9). V nasej studii sme poskodenie Zilového systému zaznamenali pomocou
statickej vzduchovej pletyzmografie, a preto by bolo zaujimavé overit, ¢i by sa nase nalezy
potvrdili aj pri pouZiti dynamickej metddy v naSom subore pacientov.

Medzi limitacie nasej Studie patri najma nizky pocet pacientov, vekovy rozdiel medzi skupinou
pacientov a kontrolnou skupinou. Nedostatkom je aj absencia dlhodobého sledovania, ktoré
by umoznilo presnejsie posudenie progresie vendznej dysfunkcie.

Zaverom tejto Studie je, Ze vzduchova pletyzmografia sa ukazuje ako efektivna metdda pri
hodnoteni vendznej funkcie u pacientov s rekurentnou HZT. Nase vysledky podporuji vyznam
pravidelného sledovania pacientov po extenzivnej a proximalnej HZT s cielom prevencie
potrombotického syndrému. Na zaklade tychto zisteni by bolo vhodné stratifikovat pacientov
s proximalne lokalizovanou HZT, pricom déraz by mal byt kladeny na pravidelnt aplikéciu
kompresivnej lie¢by, vyuZitie intervenénych endovaskularnych metdéd v akatnej faze liecby
extenzivnych HZT, ako aj prediZenie antikoagulaénej lie¢by u rizikovej skupiny pacientov s
nevyprovokovanou HZT s cielom minimalizovat riziko daldieho poskodenia vendzneho
systému dolnych koncatin.
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Introduction

Postoperative pain remains a prevalent and challenging issue in patient care. Nearly 20% of
surgical patients experience severe acute pain in the first 24 hours after surgery — a statistic
that has changed little in decades [1]. Inadequately controlled pain not only impairs recovery
and quality of life but also increases the risk of postoperative complications and persistent
postsurgical pain [2].

Traditionally, opioid analgesics have been the mainstay for treating moderate to severe
postoperative pain. However, reliance on opioids alone can lead to dose-limiting side effects
such as respiratory depression, sedation, and gastrointestinal disturbances (nausea, vomiting,
ileus), and carries risks of prolonged use or dependence [3]. These concerns have catalyzed a
shift toward multimodal analgesia (MMA) — an approach combining multiple analgesic classes
or techniques to achieve synergistic pain relief while sparing opioids.

Multimodal analgesia may include systemic non-opioid medications (e.g., NSAIDs,
acetaminophen, local anesthetics, gabapentinoids) and regional anesthesia techniques (e.g.,
nerve blocks or epidurals) alongside opioids. By targeting different pain pathways, MMA can
provide superior analgesia with lower doses of each agent, thereby reducing opioid
requirements and opioid-related side effects [4].

Clinical evidence strongly supports MMA: randomized trials and reviews have demonstrated
that combining analgesic modalities yields better pain control and decreased opioid
consumption compared to a single modality [5]. Consequently, current pain management
guidelines strongly recommend routine use of multimodal analgesia for postoperative pain
whenever feasible [6].

This thesis examines the effectiveness of MMA by comparing pain control strategies in surgical
patients receiving opioids alone versus those receiving opioids combined with an NSAID or a
regional anesthetic block. We hypothesize that multimodal approaches will result in lower
pain scores, reduced opioid use, and fewer opioid-related side effects without compromising
recovery.
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Methods
Study Design:

A retrospective comparative study was conducted at a tertiary hospital. Adult patients (=18
years) undergoing major elective surgery between 2020 and 2024 were reviewed. Patients
were grouped as follows:

1. Opioids Only (monotherapy)
2. Opioids + NSAIDs
3. Opioids + Regional Block (e.g., epidural, TAP block)

Patients receiving both NSAIDs and regional blocks or with chronic pain or opioid use were
excluded. A total of 150 patients (50 per group) were analyzed.

Data Collection:

We collected demographics, surgery types, pain scores (0—10 NRS), 24h opioid use (converted
to oral morphine equivalents), PONV incidence, sedation, and hospital length of stay (LOS).
Pain scores were recorded at 8, 24, and 48 hours.

Statistical Analysis:

Means and standard deviations were used for continuous variables, compared via one-way
ANOVA and Tukey’s post-hoc test. Categorical variables were analyzed using chi-square or
Fisher’s exact tests. A p-value < 0.05 was considered significant.

Results
Groups were comparable in age (mean 55 + 12 years), sex (52% male), and surgical type.

Pain Scores (24h): Opioids Only: 6.0 + 2.0, Opioids + NSAIDs: 4.5 + 1.5, Opioids + Regional: 3.5
+1.0 (p <0.001)

Opioid Use (mg OME): Opioids Only: 50 * 15, Opioids + NSAIDs: 30 * 10, Opioids + Regional:
20+ 8 (p<0.001)

PONV Incidence: Opioids Only: 40%, Opioids + NSAIDs: 25%, Opioids + Regional: 15% (p = 0.01)
Length of Stay: No significant difference (mean ~3.5-4.0 days, p = 0.18)

Discussion

Multimodal analgesia significantly outperformed opioid monotherapy in pain control and
opioid reduction. NSAID addition reduced opioid use by ~40%, while regional blocks reduced
it by ~60%, with improved pain scores and lower side effect rates.

Our findings are consistent with multiple studies. Meta-analyses show NSAIDs reduce opioid
use by 20-30% [7], and regional anesthesia provides superior pain control [8]. Guidelines from
the American Pain Society and others strongly endorse MMA [6].

Though hospital stay length was similar across groups, reduced side effects and improved
comfort support MMA's clinical value. MMA may also lower risks of long-term opioid use [9].
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Limitations:
Retrospective design, moderate sample size, and absence of long-term outcome data.

Conclusion

Multimodal analgesia—either via NSAIDs or regional blocks—offers superior postoperative
pain control, significantly reduces opioid use, and minimizes side effects compared to opioids
alone. These findings support guideline recommendations and encourage widespread
adoption of MMA in surgical care.
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Uvod

Onkologické ochorenia maju velky dopad ako na samotného cloveka, tak aj na celosvetovu
populaciu a Statisticky patria medzi jednu z hlavnych pric¢in Umrti. Chronickd myelocytova
leukémia (CML) patri medzi myeloproliferativne ochorenia. Determinujucim faktorom
kla¢ovym pre diagndzu je nélez Filadelfského chromozému a/alebo patologického fuzneho
génu BCR: :ABL1 v kostnej dreni (KD) a/alebo periférnej krvi (PK). Patri medzi zriedkavé
leukémie a vacsinou postihuje populdciu ludi vo vekovej skupine od 49 do 60 rokov.
Predstavuje asi 15 % leukémii vyskytujucich sa u dospelych pacientov(4).

Do roku 2000 nebolo preZivanie pacientov optimalne a bez transplantacie KD islo o fatalne
ochorenie. V poslednych dvoch desatrociach sa progndza pacientov s CML vyrazne zlepsila, za
¢o vdacime objaveniu a zaradeniu tyrozinkinazovych inhibitorov (TKI) do liecby. Od roku 2001
sa vliecbe CML pouziva TKI 1. generdcie imatinib, ktory vo vysledku zlepsil preZivanie
pacientov a aj vsucasnosti ma stale svoje uplatnenie. Jeho vyhodou v porovnani s TKI 2.
generdcie je priaznivy bezpec¢nostny profil aj z dlhodobého hladiska. Asi 1/3 pacientov vsak
nevykazuje optimalnu lieCebnu odpoved na imatinib a z tohto dévodu je u nich potrebné
zmenit lie¢bu na vysSiu liniu. Pre tychto pacientov st v siéasnosti dostupné TKI druhej a tretej
generacie. Vdaka objaveniu TKI sa dnes CML povaZzuje za modelovu ukazku efektivity cielenej
terapie (3).

S chronickou terapiou sa viak spaja mnozstvo neziaducich ucinkov (NU) a to najma v suvislosti
s rozvojom organove;j toxicity, co sposobuje u pacientov dyskomfort a neraz vedie az k zmene
terapie. Hoci sa dnes pacienti lie¢ia ambulantne vdaka peroralne uZivanym liekom, aj tak
nedosahuju taka kvalitu Zivota, aki ma zdrava populacia. Chronicka liecba sa ale nespéja len
s medicinskou toxicitou, no aj s takzvanou finan¢nou toxicitou - vysokou finanénou zatazou
pre zdravotnicky systém. Novym ciefom v liecbe je preto moznost treatment-free remisie
(TFR), a to u pacientov so stabilnou hlbokou molekulovou odpovedou. Posledné studie
ukazuju, Ze vysadenie je bezpecné u istej skupiny pacientov a jej najdélezitejsim podkladom
je stabilna hlboka molekulova odpoved (DMR) trvajuca aspon 2 roky u pacientov v chronickej
faze CML pri liecbe TKI trvajucej minimalne 3 roky (6).

Prvy krat prebehol pokus o vysadenie TKI v pilotnej studii (publikovana the French CML group),
ktord ukazala, Ze koncept vysadenia TKI by mohol byt v uréitej skupine pacientov
dosiahnutelny. Tento vysledok bol nasledne potvrdeny v studidch ako STIM1, STIM2, TWISTER
a dalsich (1, 2, 7, 8, 10, 12). S vyvojom novych generacii TKI prilo do Gvahy si poloZit aj otazku
porovnania Uspesnosti TFR u pacientov po liecbe druhogeneracnym TKI oproti pacientom
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lieCenych imatinibom. Vedecké Studie poukazuju na mierne vyssiu efektivitu po liecbe
druhogeneracnym TKI a zédroven sa s frekvenciou lieCby druhogeneracnym TKI zvySuje aj
moznost pokusu o TFR vdaka rychlejsie dosiahnutej a hlbsej DMR.

Cielom nasej prace bolo retrospektivne identifikovat a vyhodnotit NU TKI v sibore pacientov
a zanalyzovat a porovnat priebeh TFR u pacientov za G¢elom poukézania na vyssiu Uspesnost
udrzania TFR po liecbe dasatinibom ako po liecbe imatinibom.

Materidly a metédy

V nasej Studii sme zvolili sibor 10 pacientov, tvoreny 4 muZmi a 6 Zenami, ktorym bolo
diagnostikovana CML od septembra 1999 do janudra 2017. Pacientov sme vyberali v archive
Kliniky hematoldgie a transfuzioldgie Lekarskej fakulty Univerzity Komenského a Univerzitnej
nemocnice Bratislava (KHaT LFUK a UNB). Vsetci pacienti splnili podmienky ELN z roku 2020
pre vyber pacientov k TFR azdroven boli informovani o moznych rizikach aj benefitoch
suvisiacich s TFR. Kritériom pre vyber pacientov bolo Uspesné alebo neulspesné absolvovanie
TFR a zaroven predchadzajuca liecba imatinibom resp. dasatinibom pred TFR. Priemerny vek
suboru v Case diagnozy je 45 rokov a median veku 44 rokov.

Pacientov sme dalej rozdelili na dve skupiny. Prvu skupinu tvorili pacienti, ktori vstupovali do
TFR z prvoliniovej lie¢by a druha skupina pozostavala z pacientov lie¢enych druhou liniou TKI
pred pokusom o TFR. Hodnotili sme ich rizikové skére v ase diagndzy, komorbidity, dizku
terapie, priebeh terapie, toxicitu terapie, druh TKI pred zadiatkom TFR, dévod prerusenia
liecby, priebeh TFR (sledovany na zaklade kompletnej hematologickej odpovede (CHR), DMR,
kompletnej cytogenetickej odpovede (CCyR)), jej vysledok a zvolenu liecbu pri molekulovom
relapse.

Tabulka 1: Suhrn pacientov a druh TKI pred TFR

Pacienti Pohlavie Rok Rizikové Rizikové 1. linia 2. linia
skore skore liecby liecby

véasedg vcasedg
podla podla
Sokala EUTOS

1 stredné nizke Imatinib  Nilotinib

2 Zena 2009 17r cP nizke nizke Imatinib  Dasatinib -
3 Muz 2017 45r cP nizke nizke Imatinib - -
4 Zena 2016 57r CcP nizke nizke Imatinib - -
5 Zena 2012 60r cP nizke nizke Imatinib - -
6 Zena 2016 62r cP nizke nizke Imatinib  Dasatinib -
7 Muz 2000 40r CP nizke nizke Imatinib  Dasatinib -
8 Muz 1999 40r CP vysoké vysoké Imatinib - -
9 Zena 1999 43r cP nizke nizke Imatinib  Dasatinib -
10 Zena 2006 46r CP nizke nizke Imatinib - -

Vysledky

Medién celkovej dizky terapie stiboru pacientov je 123 mesiacov (75 - 253 mesiacov). Inicidlne
bol vietkym pacientom v prvej linii podavany imatinib. Z réznych dévodov bol 5 pacientom do
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liecby zavedeny TKI 2. generacie, z toho 4 pacienti dostali dasatinib ako liecbu 2. linie a1
pacient dostal dasatinib v 3. linii po predchéadzajucej liecbe nilotinibom.

U 2 pacientov sa na prvogeneracnom TKI nevyvinuli Ziadne tazkosti. Nehematologickd toxicita
sa rozvinula u 80 % pacientov. 4 pacienti vykazovali tazkosti vo forme gastrointestindlnej (Gl)
intolerancie v podobe nauzey, vracania a hnaciek. 1 pacient trpel Unavou a neskér sa pri
odberoch dokazal aj mierne elevovany kreatinin. 4 pacientom sa rozvinul edém viecok, ktory
u niektorych pacientov do par hodin od podania zregredoval, u niektorych pretrvaval pocas
celej terapie a u 2 pacientiek bol sprevadzany aj slzenim alebo zhorsenim zraku. 2 pacientky
sa prezentovali roznym stupriom myopatie. Hematologicka toxicita sa vyskytla u 2 pacientov
vo forme leukopénie a neutropénie rézne zavazného stupna.

U 1 pacienta sa v stvislosti s druhogeneraénym TKI nevyskytli Ziadne NU. Hepatopatia lahkého
stupfia sa vyskytla u pacientky ¢. 2 a pacienta ¢ 7. Najzavainej$im NU v savislosti s lie¢bou
dasatinibom bol rozvoj fluidothoraxu u pacienta €. 1 a pacientky ¢. 9. V obidvoch pripadoch sa
pristupilo k preruseniu terapie s cielom TFR ak liecbe boli pridané diuretikd, po ktorych
fluidothorax zregredoval.

Nilotinib uzival pacient ¢. 1 a po 30 mesiacoch lie¢by udaval tazkosti sexualneho charakteru,

¢o viedlo k zmene terapie na dasatinib.

NU terapie imatinibom
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Graf 1 NeZiaduce ucinky imatinibu v subore pacientov
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NU terapie dasatinibom

Potet pacientov

Ziadne NU Hepatopatia Fluidothorax

Graf 2 NeZiaduce ucinky dasatinibu v subore pacientov

Zaciatok TFR bol u pacientov zaznamenany od novembra 2019 do marca 2024 a median TFR
nasho suboru je 10 mesiacov (3 - 58 mesiacov) . 80 % pacientov ukoncilo lie¢bu z dévodu
toxicity terapie TKI, pacientke ¢. 2 bola po predchadzajicej dlhorocnej liecbe TKI ukoncena
terapia na jej ziadost a pacientke ¢. 10 bola lie¢ba ukonéend kvoli znizeniu NU sprievodnej
chemoterapie pri adjuvantnej liecbe maligneho tumoru prsnika. Celkova uspesnost TFR
v nasom subore je 60 %, ¢o znamend, Ze 6 z 10 pacientov sa podarilo udrzat si DMR do konca
nasho sledovania (september 2024). Z tychto 6 pacientov boli pred pokusom o TFR 4 pacienti
lie¢eni dasatinibom a2 pacienti lie¢eni imatinibom. Uspe$nost TFR v skupine pacientov
liecenych druhogeneraénym TKI (dasatinibom) je 80 % (4/5 pacientov) a Uspesnost TFR
v skupine pacientov lieenych prvogeneraénym TKI je 40 % (2/5 pacientov).

4 7 10 pacientov vykazovali v rozne dlhom ¢asovom okne od 3 do 11 mesiacov (median = 6,5
mesiaca) incipientny molekulovy relaps (MR3). 3 znich boli pred pokusom o TFR lieceni
imatinibom a1 pacientka dasatinibom. 3 zo 4 pacientov bol ako retreatment do liecby
nasadeny rovnaky typ TKI ako pred pokusom o TFR. Pacientke ¢. 4 bol s ohladom na toxicitu
v podobe klinicky zavaznej myopatie nasadeny ako retreatment TKI 2. generacie dasatinib.
Vsetci pacienti, ktorym bola nasadena retreatment terapia, promptne na liecbu zareagovali
vo forme DMR, no aj napriek rychlej odpovedi na lie¢bu bola u vSetkych pacientov zachytend
rozna forma toxicity, ktord sa objavila aj v predchadzajtcich rokoch pocas aktivnej liecby TKI.

Diskusia

V predchadzajucich rokoch sa zvazovalo zahrnutie rizikovych skére do podmienok pre pokus
o TFR. V nasom subore 8 z 10 pacientov vstupovalo do TFR s nizkym Sokalovym aj EUTOS
rizikovym skdre. 1 pacient mal v ¢ase diagndzy intermediarne Sokalovo rizikové skére a1
pacient mal v ¢ase diagndzy vysoké aj Sokalovo aj EUTOS rizikové skére. Nepreukazali sme
vSak vyraznu suvislost medzi rizikovym skére a vysledkom TFR, ¢o mézeme dat do stvislosti
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jednak s velkostou suboru, jednak s neistou suvislostou rizikového skére v ¢ase diagndzy
s vysledkom TFR, ¢o potvrdzuje aj nesimernost vyberu prognostickych faktorov naprie¢
odbornymi studiami - kritérid podla ESMO a Hughesa a Rossa zohladruju Sokalovo skére pri
vybere pacienta k TFR, no NCCN ani ELN Sokalovo rizikové skére nezohladruju - ELN dava
prednost najnovsiemu ELTS skore (6).

Vietci pacienti svyznamnymi NU lie¢by TKI po jej ukonéeni udavali vyrazné zlepsenie
priznakov aZ ich Uplné odoznenie. Pacientom s pleuralnym vypotkom sa tekutina po ukonceni
liecby a pridani diuretik do liecby promptne vstrebala. Priznaky aj po ukonceni liecby
pretrvavali len u pacientky s rozvinutou klinicky zavainou myopatiou, ktoré sa vsak po
vysadeni imatinibu nezhorsSovali. Pacienti, uktorych musela byt lie¢ba znovu obnovena
zdo6vodu incipientného molekulového relapsu, uddvali prinavritenie tazkosti po
znovuobnoveni liecby a pacientke s myopatiou, aj napriek zmene imatinibu na dasatinib,
progreduje zhorSovanie symptomatiky. Na sibore pacientov sa da pozorovat fluktujici vyskyt
NU, ktory kolie spolu so zmenami v terapii - pri chronickej lie¢be sa vyskyt NU u pacientov
zvysoval a klinické prejavy naberali s casom na intenzite, po ukonéeni lieCby prejavy postupne
ustupovali a po retreatmente sa priznaky zacali u pacientov znovu objavovat.

V rdmci analyzy suboru sme sa zamerali aj na porovnanie efektivity TFR po liecbe imatinibom,
resp. dasatinibom. Podla nasich zisteni Gspesnost TFR po imatinibe bola 40 % (2/5 pacientov
si zachovali DMR) v porovnani po dasatinibe 80 % (4/5 pacientov si zachovali DMR).
V porovnani s odbornymi studiami nam vysli korelujuce vysledky, jedine v pripade dasatinibu
boli vysledky nadhodnotené, pravdepodobne v stvislosti s malym po¢tom pacientov (1, 2, 7,
8, 9). V studii sme preukazali, Ze pacienti lie¢eni druhogeneraénym dasatinibom si udrziavali
dlhsiu a hlbSiu DMR ako pacienti v TFR po liecbe imatinibom. Tento vyznamny fakt moéze
v budicnosti smerovat k lie¢be pacientov pred TFR druhogeneraénym dasatinibom, ¢o by
mohlo vyznamne ovplyvnit spektrum pacientov vhodnych k TFR. Stéle v3ak treba zvaZit risk
verzus benefit, ked%e dasatinib ma sice mensie spektrum, ale za to vacsiu zavainost NU ako
imatinib.

Z odbornych studii ako aj z nasho pozorovania konstantujeme, Ze TFR ma podstatné miesto
v manazmente pacienta s CML. Pri kazdom pacientovi je vsak potrebné zvazit benefit verzus
riziko ukoncenia terapie, zvolit personalizovany pristup ku kazdému pacientovi a poctivo
sledovat hibku DMR pogas TFR. Zarovefi, pokial sa u pacienta vyskytne incipientny molekulovy
relaps, je potrebné promptne ukond¢it TFR a opat zahajit liecbu TKI.
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8. Vplyv stresu na akademick tspesnost studentstva na skuske z
fyzioldgie

Tomas Bezak
(vSeobecné lekarstvo, 4.rocnik)

Skolitel: RNDr. Jaroslava Babkova, PhD.
Fyziologicky Ustav

Uvod

Definovat stres sa pokusalo uz mnoho autorov, kazdym rokom su stabilné definicie vyvracané
réznymi Studiami. V stcasnosti sa stres ¢asto opisuje ako komplexna reakcia organizmu na
vonkajsie alebo vnutorné podnety, ktorych intenzita presahuje schopnost beznych
kompenzaénych mechanizmov tela. Tato reakcia zahfna fyziologické, emociondlne a
behavioralne zmeny, ktoré pripravuji jedinca na zvladnutie zataZovej situacie (Mravec,
Blazicek, Kvetniansky, 2016). Stres predstavuje vSseobecne pritomny fenomén. Takmer kazdy
jedinec sa denne stretava s pdsobenim stresorov — podnetov, ktoré vyvolavaju stresovu
reakciu. Aj ked sa méZe zdat, Ze stres predstavuje nie¢o negativne, samotna stresova reakcia
je velmi déleZitd v pripade, Ze organizmu hrozi nebezpedenstvo. Nebezpecnym sa stres stava
vtedy, ked na organizmus posobi dlhodobo (Mravec, 2011). Etioldgia stresorov sa vsak v
dnesnej dobe presuva z tych evoluéne starsich a prirodzenejsich (hypoglykémia z hladovania
alebo zachovanie telesnej teploty v extrémnych teplotach) skér k tym psychosocialnym. Medzi
psychosocialne stresory zaradujeme psychologické, napr. pocity beznddeje, Uzkosti, depresiu,
a socialne, ako napr. naru$ené pracovné vztahy a pod.

Studenti mediciny, st velmi $pecificki, vzhfadom na pdsobenie di?ky a intenzity stresu na nich.
Jedna Studia ukdzala, Ze Studenti mediciny zaZivaju vyssSie Urovne stresu v porovnani so
Studentmi inych profesijnych odborov. Hlavnymi zdrojmi stresu su akademicky tlak, obrovské
mnoZstvo udiva a neustaly tlak na vykon (Aamir 2017). Studenti mediciny st neustale pod
tlakom, aby dosahovali vynikajuce vysledky, ¢o vedie k porovnavaniu sa s ostatnymi a k
zvy$enej miere Uzkosti. (Khatake, Twinkle, a Salgar 2022). Ranné vstavanie na vizity, no¢né
sluzby a neustaly kolobeh predndsok a stazi sposobuju stres, najma ked sa kombinuje s
pisanim sprdv a hodnotenim zo strany ucitelov. Rodinné ocakavania, ekonomicky tlak a
obmedzeny Cas na volnocasové aktivity tiez prispievaju k vysokému stresu. (Kiatkittpong
2017). Velkym problémom v dnesnej dobe, ktory si ¢asto vela [udi neuvedomuje, je mnozstvo
a hlavne dostupnost informdcii v medicine. Obrovské mnozstvo informdcii je neustale
vyvracanych, spochybriovanych, a teda neaktualnych, ¢o prispieva k frustracii Studentov, a
tym aj k chronickému stresu.

Otazkou vsak ostdva, ako €o najobjektivnejsim spdsobom zmerat stres, ktory pdsobi na
Studentov mediciny. Istou moznostou sa ukazala byt variabilita srdcovej frekvencie (heart rate
variability-HRV), Studia na medikoch ukazala, Ze pocas stresujlcich skisok dochadza k
znizeniu HRV, ¢o znamena vyssiu sympatickd aktivitu a stresova reakciu organizmu. Analyza
HRV méze byt preto efektivnym spdsobom na objektivne hodnotenie stresu u Studentov
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mediciny pocas akademického roka (Kumar, Agarwal, a Gautam 2013). HRV (je indikator
autondmneho nervového systému a odraza rovnovdhu medzi sympatickou (stresova reakcia)
a parasympatickou (relaxa¢nd) aktivitou. Vys$sia HRV naznacuje lepSiu schopnost tela reagovat
na stres a zotavit sa, zatial ¢o nizSia HRV suvisi s chronickym stresom a vy¢erpanim (Kaur et al.
2014).

Vplyv stresu na pohodu a psychické zdravie je celosvetovo kli¢ovou témou a stava sa aj
predmetom vedeckého zaujmu. Medici predstavuju citlivd skupinu, vystavenu zvySenym
narokom a tlaku. Zahrani¢né univerzity sa postupne zavazuju k tomu, aby sa starali nielen o
vyuku Studenta ale aj o ich psychickd pohodu. Na Slovensku doposial podobny zéamer chybal.
Cielom nasho projektu je preto zmapovat prezivanie stresu v populacii studentstva mediciny
2 ro¢nika a dopad stresu n ich akademicku Uspesnost stanovili sme si nasledovné Ciastkové
ciele:

1. Posudit mieru subjektivneho preZivania stresu na zaklade vybranej série dotaznikov.

2. Zmerat aktualne preZivanie stresu objektivnym meranim parametrov HRV

3. Pozriet sa na to, ako stres ovplyvriuje ich akademickd Uspesnost.

4. Informovat a edukovat o dolezZitosti prevencie a stres manazmentu

Nase hypotézy su:

H1: MuZi a Zeny sa liSia v preZivani stresu na zaklade dotaznikov

H2: MuZi a Zeny sa liSia v prezivani stresu na zaklade objektivnych merani HRV parametrov
H3: PreZivanie stresu koreluje s akademickym skére dosiahnutym na skuske z fyziologie

Metody

U¢astnici $tudie

Studia bola realizovana na $tudentstve 2. ro¢nika vieobecného lekarstva. Do $tidie zapojilo
196 zZien (priemerny vek 20,97 + 1,40) a 65 muZov (priemerny vek 21,18 + 2,66). VSetci
probandi suhlasili s G¢astou na $tudii podpisanim informovaného sudhlasu, v ktorom boli
informovani o ucele studie a vSetkych postupoch.

Psychologické dotazniky:

Skala uzkosti (STAI-X1) (Spielberger, Gorsuch, a Lushene 1970)zachytava aktualnu uroveri
zazivanej Uzkosti. Jedna sa o 20-polozkovy dotaznik s vlastnym hodnotenim, hodnoteny na
Stvorbodovej Likertovej skale. Pouzivame celkové skére, pricom vyssie skére naznacuje vyssiu
uroven Uzkosti. Rozsah skore je 20-80.

Skala vnimaného stresu PSS-10 meria ako [udia vnimaju svoj Zivot ako nepredvidatelny,
nekontrolovatelny a zataZujlci za posledny mesiac. Je to dotaznik s 10 otdzkami, hodnotené
na patbodovej Likertovej $kale(Journal of Health and Social Behavior 1983b)

Neuroticizmus ako tendencia preZivat negativne emdcie ako Uzkost, hnev, smutok a dalsie
bola hodnotena dotaznikom NEO-FFI (Ruisel, Halama, 2007). Seba-vypovedovy dotaznik
obsahujuci 12 otazok. Vychadzajuc z Big-five tedrie osobnosti, tato Skala chape neuroticizmus
ako osobnostnd ¢rtu.
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Meranie variability srdcovej frekvencie

Tri EKG elektrddy boli upevnené v lahu na vysetrovacej posteli v oblast zapéastia lavej a pravej
ruky pricom poslednu, tretiu elektrédu, sme upevnili na lavi nohu v oblasti ¢lenku. Samotné
EKG prebiehalo 5 minut vlahu. EKG zdznamy boli ziskané pomocou vysokovykonného
hardvéru pre ziskavanie dat PowerLab 26T Model ML856 a pocitacového softvéru LabChart
7 verzia 7.1 (oba poskytnuté spolo¢nostou ADInstruments, Australia). Zaznam bol
vyhodnoteny pomocou pocitacového softvéru Kubios HRV Scientific 4.1.1 (Kubios oy,
Finsko). Pre Gplnu jednoduchost sme si zo vietkych parametrov zvolili STRESS INDEX, ktory
je priamo pocitane softvérom a zrkadli celkovd mieru stresu ktory preZiva kardio vaskularny
systém jedinca.

Akademickd Uspesnost

Koeficient Uspesnosti na skuske z fyziologie bol vypocitany na zaklade aktualnej znamky
a poctu pokusov potrebnych na Gspesné zvladnutie skusky. Znamka A reprezentuje 1, B- 1,5,
C-2,D-2,5, E—-3. Ak bola skuska urobend v riadnom termine (na prvy krat), ku koeficientu
znamky bola pripocitand nula, ak na druhy krat, tak bola k hodnoteniu pripocitanad 1,
a v pripade Ze bola skuska urobend az na treti pokus, tak skére bolo zvysené o 2. Znamka C na
treti pokus zodpoveda skére 4. Cim nizsia hodnota akademického skére, tym je jedinec
uspesnejsi.

Statistickd analyza

Vzhladom na nenormalnu distribuciu dat boli na analyzy pouZité neparametrické testy.
Rozdiely boli hodnotené Mann-Whitney testom. Korelacie boli analyzované Pearsonovym
korela¢nym testom. Hladina vyznamnosti bola P mensia ako 0,05

Vysledky

Na zaklade dotaznikovych odpovedi sme potvrdili medzipohlavné rozdiely v miere
prezivaného stresu. Statistické rozdiely boli pritomné pri dotazniku STAI = aktudlna tzkost
(Mann Whitney test, 3412.5, P= 0.003) aj pri PSS-10 =stres za posledny mesiac (Mann Whitney,
3667.5, p = 0.018). TaktieZ bol Statisticky signifikantny rozdiel v miere neurotizmu medzi
pohlaviami (Mann Whitney test, 3284.0, P= 0.001)
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Obrdzok 1: Porovnanie muZov a Zien v preZivani stresu reportovany dotaznikmi. 0-muZi, 1-
Zeny.

Vysledky preZivania stresu merané objektivnymi metédami parametrami HRV neboli
Statisticky signifikantné. Porovnali sme stress index priamo namerany z HRV analyzy u muzov
a zZien bez vyznamného rozdielu (p >0.05). Nasa druha hypotéza ocakdvajuca pritomné
rozdiely aj v objektivne meranych parametroch nebola potvrdena. (grafy pre obmedzeny
rozsah prace neuvadzame)
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Obrdzok 2: Koreldcie medzi stres indexom nameraného priamo z HRV analyzy a akademickym
skore. U Zien (vpravo) je statisticky vyznamny vztah medzi STRESS INDEX-om a akademickou
uspesnostou. Cim viac stresu tym horsie akademické skére U muZov (vlavo) vztah medzi
STRESS INDEX-om a akademickym skdre nie je statisticky vyznamny, ale naznacuje opacny
trend ako u Zien
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Miera objektivne preZivaného stresu, ktoru reflektuje tzv. STRESS INDEX bola korelovana
s dosiahnutym akademickym skore na skuske z fyzioldgie. Tu sa ukazuju rozdiely v populdcii
muZov a Zien. U muzZov (obrazok 2 vlavo) vidime nesignifikantny trend naznacujuci, Zze ¢im
vysSi STRESS INDEX u muZov, tym lepSie akademické skére, ktory vsak neprekonal hladinu
vyznamnosti. U Zien (obrazok 2 vpravo ) je statisticky vyznamna zavislost, ktora ukazuje ze ¢im
vys$Si STRESS INDEX u Zeny, tym horsie akademické skore.

Diskusia

Na zaklade dotaznikov preZivania stresu sme potvrdili, Ze Zeny preZivaju signifikantne vyssiu
mieru kratkodobého aj dlhodobého stresu a maju vyssSiu tendenciu k neurotickejSiemu
spravaniu a prezivaniu ako muzi. Zeny castejiie pouzivaji emocionalne zvladanie (napr.
hladanie socidlnej podpory), zatial ¢o muZi maju tendenciu riesit stres aktivnym rieenim
problémov alebo vyhybanim sa stresovym situaciam (Tamres, Janicki, a Helgeson 2002). Aj
ked' v otdzke vplyvu horménov na CNS a psychiku stdle prevlada viac nepoznaného, existuju
dékazy, ze rozdiely v stresovej reakcii medzi muzmi a Zenami mézu byt ¢iastoéne vysvetlené
hormonalnymi faktormi, ako je vplyv estrogénu a kortizolu(Kajantie a Phillips 2006).

Hoci dotaznikové metddy su Standardizované a poskytuju cenné informdacie o individualnom
prezivani, ich spolahlivost moze byt ovplyvnena réznymi faktormi, ako si osobnostné ¢rty
respondentov alebo ich momentalny psychicky stav. Z tohto dévodu bola v rdmci tejto studie
zvolend aj objektivnejSia metdda, ktora umozZnuje presnejsie kvantifikovat skdmané
premenné a eliminovat potencidlne skreslenie spojené so subjektivnym hodnotenim.
Z merania HRV sme ziskali tzv. stress index, ktory odzrkadluje mieru preZivania stresu. Medzi
pohlaviami nebol pozorovany Ziadny Statisticky vyznamny rozdiel v hodnotach prezivaného
stresu. MoZnym vysvetlenim je, Ze v nasom silbore muZov a Zien boli vSetko mladi, zdravi udia
bez akejkolvek patoldgie. Mlady a zdravy kardiovaskularny systém dokdze tolerovat a
adaptovat sa na stresové podmienky. Napriek tomu Ze prezivaju muzi a Zeny stres réznou
mierou, tento fakt sa neprejavi na HRV aktivite a preto sme nepozorovali rozdiely v stress
indexe umuzov a Zien. Zarover je potrebné spomentt metodickd limitaciu. Cas merania
vzhladom na akademicky harmonogram, kedZe Studenti boli merani na zaciatku semestra,
kedy je tendencia vnimania stresu vSeobecne nizsia ako ku koncu, ked' sa blizi skiskové
obdobie, kedy by sa teoreticky isté rozdiely mohli demonstrovat viac.

Pri koreldcii stress indexu s mierou akademickej Uspesnosti sme ukazali, Ze u Zien vyssSia miera
preZivaného stresu negativne ovplyvriuje akademickd Uspednost. Teda &im mensi stres
medi¢ky pocitovali, tym lepsie na skiske obstéli. U muzov sme nepreukazali signifikantny
vztah. Pozorovali sme vak trend opaény. Cim bol stress index vyssi, tym lepsi vysledok dany
Student dosiahol. U studentov mediciny istd miera stresu moze fungovat ako motivacia
zvysujlca efektivnost a produktivitu pri skiske. Naopak zendam medi¢kam akademicky stres
skoér skodi.

Verime, Ze vysledky tejto prace pomozu k vytvoreniu intervencii, ktoré Specificky pomézu v
zvlddani stresu a celkovo povedu k zlepsSeniu kvality Zivota Studentstva a zlepSeniu ich
vykonnosti.
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9. Pritomnost mikroplastov v fudskej placente: Detekcia a
lokalizacia pomocou Nile Red farbenia a fluorescencnej
mikroskopie

Martin Vridiak
(vSeobecné lekarstvo, 4. ro¢nik)

Skolitel: MUDr. Miriam Bollové
Ustav patologickej anatémie LF UK a UNB

Uvod:

Pritomnost mikroplastov v fudskych tkanivach vyvoldva rastice obavy z ich mozinych
negativnych Ucinkov na zdravie. Je mnoho foriem ako su mikroplasty (MP) prijimané do
[udského organizmu. Nachadzaju sa vo vode, pdde neskdr sa stévaju stcastou potravinového
retazca, ¢im postupne mdzu mat nepriaznivy U¢inok na organizmus (1). V ludskom tele boli
mikroplasty detegované v réznych Studiach v kardiovaskularnom, traviacom, endokrinnom,
dychacom, lymfatickom aj urogenitalnom systéme. Boli najdene aj v biologickych materialoch
ako su napriklad materské mlieko, mekdnium, ejakulat, spatum, stolica alebo moc (2). Okrem
toho, Zze MP mézu predstavovat vektory pre iné toxické latky, jednym z opisanych negativnych
vplyvov MP na bunkovej urovni je mechanizmus zvySovania oxidacného stresu
prostrednictvom kyslikovych radikalov a to ¢asto po ich fagocytovani makrofagmi, ktorej mozu
podliehat MP velkosti az do 0,5um (3, 4).

Mikroplasty mézeme klasifikovat podla niekolkych kritérii a to podla velkosti samotnych ¢astic
na nanoplasty (5) rozmerov do 1000nm a mikroplasty (6) v rozmedzi 1lum-5mm, a taktiez
podla genézy ich vzniku na primarne, ktoré su zvyéajne produktami Castic, ktoré uz vznikaju
ako nizko-rozmerové (napriklad mikrovlakna zo syntetickych materidlov) a sekundérne -
vznikajuce degradaciou alebo fragmentaciou vacsich plastovych partikal.

Zakladom nasej Studie sa stala metdda farbenia MP pomocou Nile Red. Hoci metdda NR
farbenia bola Uspesne aplikovand na environmentalne vzorky, ako aj na rézne potraviny a
spotrebitelské produkty, jej aplikdcia na biologické materidly, ako su animalne modely a
tkanivové homogenizaty, zostala menej preskimana. Chyba jednotny pristup na spracovanie
biologickych vzoriek, ¢o moze viest k obmedzenej spolahlivosti metddy pri detekcii MP v
zlozZitejsich biologickych vzorkach. Metdda este nebola plne validovana pre pripadové Studie
zahfnajuce analyzu MP v biologickych systémoch, ¢o predstavuje doleZity krok v jej dalSom
vyvoji (7). V tomto vyskume sme sa zamerali na optimalizaciu farbenia vzoriek bez narusenia
architektoniky placentarneho tkaniva a ndslednu, presnu lokalizdciu MP v krucidlnych
Struktdrach placenty.

Placenta ako klucovy organ zachovania gravidity je zloZend ako z materndlnej tak fetdlnej
tkanivovej zlozky. Predstavuje viacmembranovlu bariéru medzi materskym organizmom a
plodom. Cast maternice sa po zahniezdeni zarodku transformuje a diferencuje na decidualnu
platni¢ku, ktord v dalsom vyvine predstavuje matersku Cast placenty. Fetalnou Struktirou
placenty je choriova platnicka z ktorej vyrastaju terciarne choériové klky (8). Akykolvek
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patologicky proces v placentarnom tkanive modze zasadne ovplyvnit priebeh gravidity a zdravie
plodu, s nasledkom prenatdlneho Umrtia alebo inej zavaznej komplikacie. Je klti¢ovym
organom procesov imunitnej tolerancie, prestupu dychacich plynov, nutrientov a odpadovych
latok medzi vyvijajucim sa plodom a jeho matkou (9). Pracuje sucasne aj ako orgédn s
vnutornou sekréciou a v ramci tejto funkcie od druhého trimestra produkuje hormény
preberajuce funkciu Zltého telieska, ktoré su nevyhnutné pre kontinualny priebeh gravidity
(8). Z histologického pohladu je placenta komplexny organ a sklada sa z mnoZstva rozli¢nych
buniek, z ktorych ma kazdda inu dlohu. V nasom vyskume sme sa zamerali na zakladné
stavebné a funkcné jednotky placentarneho tkaniva ako su placentarne klky, intervildézny
priestor a maternalna zlozka placenty. Prave v tychto pre fyziologicky vyvoj plodu esencialnych
Strukturach dochadza k detekcii MP.

Material a metody:

Pri vyskume sme poufZili 20 vzoriek biopticky odobraného placentdrneho tkaniva, ktoré boli
fixované v 10% formaline (4% roztok formaldehydu) a zaliate do parafinovych blockov.
Parafinove blocky boli Standardnym postupom odparafinované a mikrotémom spracované na
histologické rezy aplikovatelné na podlozné sklo. Pre vyskum bolo pouZitych 10 vzoriek
placentarneho tkaniva, zahfnajucich pripady s patologickymi zmenami ako su
chorioamnionitida, infarkt placenty, hematéom, kompletnd mola, malperfizia a
mezenchymalna dyspldzia. ZvySnych 10 pouiZitych vzoriek pochadzalo z fyziologického
tehotenstva a nevykazovalo vyraznejsie patologické zmeny.

Zasobny roztok NR (10 mg NR v 1 ml DMSO) bol pred pouZitim inkubovany po dobu jednej
hodiny pri teplote 50-60 stupriov Celzia. V prvej faze farbiaceho postupu bolo nevyhnutné
eliminovat agregaciu farbiva Nile Red (NR) optimalizaciou jeho riedenia. Za tymto Gc¢elom boli
otestované viaceré experimentalne varianty. Roztok obsahujuci 25 % DMSO riedeny etanolom
s koncentraciou NR 35 ug/ml sa preukazal ako najvhodnejsi, a to vzhfadom na vyrazne nizsiu
mieru agregacie farbiva a kvalitnejsi vysledny fluorescencny signal. Bioptické vzorky placenty
pripravené vo forme 3 ug hrubych rezov boli inkubované v kyvete vo vertikalnej polohe 2
hodiny v termostate pri teplote 55 stupnov Celsia a nasledne opldchnuté etanolom priizbovej
teplote za ucelom odstrdnenia prebytocného farbiva. Na suchy povrch rezu bol nasledne
aplikované fluorescenc¢né prikryvacie médium s DAPI (Vector laboratories, Newark, Kalifornia,
USA). Takto pripraveny materidl sa skladoval pri teplote 4°C, v tmavom prostredi az do
vizualizacie fluorescenénym mikroskopom.

Vizualizdciu a kvantifikaciu vzoriek sme realizovali prostrednictvom fluorescencnej
mikroskopie s pouzitim filrov TRITC (570-580nm)/ DAPI (461nm) pri 200 ndsobnom zvacseni
na 30 zornych poli. Vo vysledku sme boli schopni identifikovat Eastice so zvySenim
fluorescencnym signdlom nez ma okolité tkanivo a to v rozli¢nych strukturach placenty. Tieto
partikuly signdlom, tvarom ale aj velkostou zodpovedaju MP identifikovanym v inych stadiach

(6).

Vysledky:

Z celkovo 1140 hodnotenych zornych poli boli ¢astice so zvySenim fluorescenénym signdlom
lokalizované v klkoch, interviléznom priestore, bunkach extravilézneho trofoblastu, decidui,
stendch ciev a perivaskularnom prostredi. V celkovo 10 patologickych vzorkach placenty bolo
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vizualizovanych 219 partikul vyssieho fluorescencného signalu. Z toho sa nachadzalo 154
Castic v klkoch (tvoriac 70% celkového poctu Castic), 17 v extravil6znom trofoblaste (8%), 16 v
bunkach decidui (7%), 29 v intervildznom priestore (13%) a 3 priamo v stendch ciev (2%).

Obr. A, B Vizualizdcia castic mensich ako 8um DAPI (461nm)

Obr. C Vizualizdcia castic vdcsich ako 8 um TRITC (570-580nm) bola hodnotend ako
kontamindcia v porovnani s v tkanive umiestnenymi casticami mensimi ako 8 um (biela Sipka)
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Obr. D, E Vizualizdcia ¢astic TRITC (570-580nm) v placentdrnych klkoch

.
F G

Obr. F, G Vizualizdcia ¢astic TRTC (570-580nm) intravaskuldrne

H

Obr. H Vizualizdcia ¢astic TRTC (570-580nm) v perivaskuldrne
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Obr. |, J Vizualizdacia castic TRTC (570-580nm) v extraviléznom trofoblaste (1) a interviléznom
priestore (J)

Patologické placentarne tkanivo

| KLKY

® EXTRAVILOZNY TROFOBLAST
DECIDUA
INTERVIIOZNY PRIESTOR

M STENY CIEV

Graf. 1 Vyskyt partikul v patologicky zmenenom placentdrnom tkanive

Vo fyziologickych vzorkach placentarneho tkaniva (690 zornych poli) sa nachadzalo 624 ¢astic,
a to 334 v klkoch (54%), 55 v extravil6znom trofoblaste (9%), 112 v bunkach decidui (18%), 90
v interviléznom priestor (14%) a 33 v stendch ciev (54%).
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Fyziologické placentarne tkanivo

m KLKY
m EXTRAVILOZNY TROFOBLAST
m DECIDUA
INTERVILOZNY PRIESTOR
m STENY CIEV

Graf. 2 Vyskyt partikul v placentdrnom tkanive bez pritomnej patoldgie

V patologicky zmenenych vzorkach tkaniva sa priemerne vyskytovalo na jednu vzorku 14,6
Castic ato 10,26 v klkoch, 1,13 v extraviléznom trofoblaste, 1,06 v bunkach decidui, 1,93
v interildznom priestore a 0,2 v stenach ciev.

Vo fyziologickych placentarnych vzorkach tkaniva sa v priemere vyskytovalo na jednu vzorku
27,1 Castic a to 14,52 v klkoch, 2,39 v extravildznom trofoblaste, 4,86 v bunkach decidui, 3,91
v interildznom priestore a 1,43 v stenach ciev.

Porovnanie priemerného vyskytu vo
vzorkach

FYZIOLOGICKE
PATOLOGICKE

DECIDUA INTERVILOZNY STENY CIEV
PRIESTOR

PATOLOGICKE  m FYZIOLOGICKE

Graf. 3 Porovnanie celkového priemerného vyskytu castic v placentdrnych vzorkdch
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Diskusia

Viaceré studie identifikovali pritomnost mikroplastov (MP) v tkanive a kvantifikovali ich vyskyt.
V nasej praci sme sa rozhodli pouZit farbenie Nile Red (7). Ide o hydrofébne, metachromatické
a fotochemicky stabilné farbivo, ktoré sa povazuje za idealne vo vyskume MP. Ide o neiénovu,
organicku a heterocyklicku zlGéeninu, tvorenu 5H-benzo[a]fenoxazin-5-6nom s dietylamino
skupinou substituovanou v 9. pozicii. Farbenie Nile red je uvadzané ako idealne na podklade
hned niekolkych faktorov, akymi su jej afinita k Casticiam MP, vyrazna fluorescencia v
nepoldrnom prostredi a aplikovatelnost aj na velmi malé MP (< 20 um).

Limitom viacerych publikovanych studii (6, 10) je metodika zaloZzend na homogenizacii tkaniva.
Hoci tato technika umoZnuje presnejsiu kvantifikaciu mikroplastovych castic a detailnu
chemicku analyzu ich zloZenia, zarovern neumoziuje spolahlivo urdit ich presnu lokalizaciu v
ramci tkaniva ani posudit ich priestorovy vztah k patologickym zmenam. Tym dochadza k
strate informacii o potencialnej biologickej interakcii Castic s konkrétnymi Struktirami alebo
metddy na histologické rezy a si¢asne detegovat Castice, ktoré svojim vzhladom, velkostou
a charakterom NR pozitivity zodpovedaju MP dokdzanym analyzou v inych Studiach.

Nile Red (NR) vykazuje vysoku adsorpciu k Sirokej Skale plastovych polymérov, ¢im sa
preukazuje ako jedno z najefektivnejsich farbiv pre identifikaciu MP. V porovnani s inymi
beZne testovanymi farbivami, ako su Oil Red EGN, Rose Bengal ¢i Rhodamine B, ma NR vyrazne
vy$Siu schopnost vazby na plasty (11). Napriek tomu Ze vo vode sa jednd o farbivo takmer
nesolubilné, je dobre rozpustné v polarnych rozpustadlach, v ktorych ziroven vykazuje
vyrazny narast fluorescencnej intenzity (12). Prave pre tento fakt sme v nasom vyskume pouZzili
rozpustadlo Dimethyl sulfoxid (DMSO). Pouzitie NR v inych pracach umoznilo detekciu a
kvantifikdciu MP s velkostou men3ou ako 20 pm, ktoré su inak tazko identifikovatelné
tradi¢nymi metddami. Jeho schopnost zvyraznit ,skryté” mikroplasty podporuje dékladnejsie
monitorovanie kontaminacie (13).

Na zaklade dostupnych udajov z publikovanych studii (1) mozno predpokladat, Ze so
zvy$ujucou sa akumulaciou MP v placentdrnom tkanive moze stipat aj pravdepodobnost
vzniku patologickych zmien. Zaujimavé je, Ze v rdmci nasho suboru sme tento predpoklad
nepotvrdili. Pritomnost Castic so zvySenim fluorescenénym signdlom bola detegovana najma
vo fyziologickych vzorkach bez zjavnych znamok patologického procesu.

Napriek tomu, Ze proces fluorescenéného farbenia pomocou Nile Red prebehol Uspesne, je
potrebné zvazit moznost agregacie samotného farbiva. Takdto agregdcia by mohla ovplyvnit
kvalitu fluorescencného signalu a naslednu kvantifikaciu castic. Pre overenie Specificity
farbenia bude potrebné doplnit nasu analyzu o Ramanovu mikroskopiu, ktord umozni
identifikaciu presného chemického zloZenia castic a tym aj preukazanie ich polymérneho
pévodu. Najvacsim limitom nasSej Studie je prave skutoCnost, ze chemické zloZenie
detegovanych castic nebolo jednoznacne potvrdené vlastnou analyzou. Namiesto toho sme
sa pri ich identifikdcii museli opierat o data a zavery z predchéadzajucich publikovanych stadii.
Kombinaciou detekcie nami fluorescenéne znacenych castic v tkanive a analyzou, ktoru
umozfiuje Ramanov mikroskop by sa tak mohla vyrazne zvysit 3pecificita aj spolahlivost
detekcie mikroplastov vo vzorkach a bude predmetom dalSieho vyskumu.
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Podporené projektom VEGA 1/0646/25 ,Zmeny glykokddu tkaniva placenty asociované s
poruchami metabolizmu glukdzy u matky ovplyvriujiuce priebeh tehotenstva. “
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Uvod

Diabetes mellitus 2. typu (DM2) je komplexné metabolické ochorenie, ktoré je
charakterizované chronickym zvySenim glykémie nad normalne hodnoty pri kombinacii
inzulinovej rezistencie a relativne (neskor aj absolutne) znizenej inzulinovej sekrécie. Jednou
zo zavaznych mikrovaskularnych komplikacii tohto ochorenia je vznik diabetického ochorenia
obli¢iek (v minulosti ozna¢ovaného ako diabeticka nefropatia). Diabetické ochorenie obli¢iek
patri medzi mikrovaskularne komplikacie diabetu ktoré pomaly progreduje. Na zaciatku je
charakteristickd glomeruldrna hyperfiltracia, narast albuminudrie a neskor proteinurie. S
rozvojom postihnutia dochddza k zniZzovaniu glomerularnej filtracie a k zniZovaniu renalych
funkcii, ¢o mozie viest az do $tadia rendlneho zlyhania [1]. V suéasnosti sa jedna o
nevylieCitelné ochorenie, terapia je zaloZzend na dobrej kompenzacii diabetu a adekvatnej
liecbe arteridlnej hypertenzie, ktora vznika ako dosledok diabetického ochorenia obliciek. V
Stadiu rendlneho zlyhania obliciek su pacienti zavisli od dialyzac¢nej liecby ako nahrady funkcie
obli¢iek, pricom optimalnou terapeutickou moZznostou zostava transplantacia oblicky [2].
Preto je na mieste otazka, ¢i existuje latka, ktord by mohla zabranit rozvoju mikrovaskularnej
dysfunkcie. Velky pocet studii preukazal, Ze quercetin (QCT), polyfenol vyskytujici sa v
mnohych druhoch ovocia a zeleniny, méze chranit oblicky zmierfiovanim renalnej toxicity,
apoptdzy, fibrézy a zapalu pri réznych ochoreniach obli¢iek. QCT by tak mohol predstavovat
jeden z perspektivnych pristupov v lie¢be diabetického ochorenia obliciek [3,4].

Cielom nasej studie bolo zhodnotit vplyv QCT na expresiu vybranych proteinov zapojenych do
procesu fibrézy tkaniva (Smad 2/3 a Transformujlci rastovy faktor beta; TGF-B) a markera
poskodenia obliciek (neutrofilny s gelatindzou asociovany lipokalin; NGAL). Zarovern sme
analyzovali aj histologické preparaty oblic¢iek u animdlneho modelu DM2.

Material a metody

Stidia bola vykonand na 12-mesacénych samcoch potkanov kmefia Zucker diabetic fatty (ZDF),
ktoré su geneticky predisponované k rozvoju DM2. Tento zvieraci model sa vyznacuje
hyperfagiou, obezitou a genetickou mutdciou v géne pre leptinovy receptor, ktora spésobuje

66



pretrvavajuci pocit hladu. Vysledkom je rozvoj obezity, ktora vedie k ndastupu DM2.
Experimentalne skupiny zahiiali normoglykemické a hyperglykemické jedince, ktorym bol
podavany QCT (p.o., 20 mg/kg/den, 6 tyzdriov), alebo samotny nosi¢ (piskéta). Potkany boli
rozdelené do 4 skupin (v kazdej skupine n=6): C - kontrolné potkany, CQ - kontrolné potkany
liecené QCT, D - diabetické potkany, DQ - diabetické potkany liecené QCT. Potkanom bola
podavana Standardnd granulovana diéta a pitna voda ad libitum. Svetelny rezim zahfnal
pravidelné striedanie 12-hodinového obdobia svetla a 12-hodinového obdobia tmy.
Prostredie zverinca bolo udrZiavané pri teplote 22—24 °C a relativnej vihkosti vzduchu 45-65
% [4]. Na konci experimentu boli potkany uspané Tiopentalom (65 mg/kg hmotnosti) a
usmrtené vybratim srdca. Obli¢ky boli rychlo premyté v chladnom fyziologickom roztoku,
zvazené a zmrazené v kvapalnom dusiku. VSetky vzorky boli uskladnené pri -60 °C aZ do
spracovania.

Izol4cia proteinov bola vykonand pomocou homogenizaéného roztoku (50 mmol1! Tris-HCI,
250 mmol'I"* sachardzy, 1,0 mmolI* dithiothreitolu, 1,0 mmolI* fenylmetylsulfonylfluoridu).
Po navazeni vzorky tkaniva obli¢iek do mikrocentrifugacnych skimaviek sa pridalo patnasobné
mnoZstvo homogenizaéného roztoku. Vzorka bola homogenizovand ruénym piestom a
nasledne sonifikovana (UP 100 H — Hielsher, Nemecko). Pocas celého procesu boli skiimavky
udrziavané na lade. Homogenizovana vzorka bola ndsledne centrifugovana (800 x g, 5 min, 4
°C). Supernatant (S1) bol opatrne odobraty a centrifugovany pri 16 100 x g (30 min, 4 °C) na
ziskanie cytosolovej frakcie (S2). Pelet (P2) bol resuspendovany v homogenizachom roztoku s
0,2% Triton X-100, a opatovne centrifugovany, ¢im sa ziskala partikularna frakcia (S3).
Koncentraciu proteinov sme stanovili vo vzorkdch pouzitim Bradfordovej metédy [5].

Western blot analyza bola vykonand podla standardného protokolu. 1zolované proteiny boli
denaturované pridanim vzorkového pufra s B-merkaptoetanolom a brémfenolovou modrou,
nasledne boli vzorky denaturované varom (95 °C/5 min) a okamZite ochladené na lade.
Proteiny boli separované pomocou SDS-PAGE elektroforézy na 10 % polyakrylamidovom géli
pri konstantnom napati 90 V (120 V po preneseni vzorky do separacného gélu).

Po elektroforéze boli proteiny prenesené na nitrocelulézovi membranu pri konstantnom
prude 50 mA cez noc pri 4°C. Membrdana bola nadsledne farbena roztokom Ponceau red na
kontrolu kvality prenosu proteinov. Blokacia nespecifickych vazieb bola uskuto¢nena
inkubaciou membrany v 5 % nemastnom mlieku v roztoku TBS-Tween pocas 2 hodin priizbovej
teplote. Primdrne protildtky (NGAL: sc-515876, vriedeni 1:1000, Smad2/3: sc-133098,
v riedeni 1:1000, TGF beta 1: sc-130348, v riedeni 1:1000) boli riedené v TBS a inkubované
s membrdanou cez noc pri 4 °C. Sekundarne protilatky konjugované s peroxidazou (Anti-Mouse
1gG, sc-2005, v riedeni 1:2000) boli pridané a inkubované 1,5 az 2 hodiny pri izbovej teplote.
Normaliza¢ny protein B-aktin (mAbcam 8226, vriedeni 1:1000) bol pouZity pre kazdu
membranu ako loading control. Detekcia bola uskuto¢nena pomocou chemiluminiscenc¢ného
substratu, pricom signal bol vizualizovany zariadenim pre detekciu chemiluminiscencie
(Amersham Imager 600, GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Svédsko). Opticka denzita
vo forme ,bandov” — pasikov bola analyzovana v programe Imagel.

Rezy tkaniva boli vyzualizované histologickym farbenim hematoxilin-eozin a farbenim podla
Van Giesona. Farbenie hematoxilin-ozinom zacalo fixovanim vzorky vo 4 % formaldehydovom
roztoku pocas 5 minut. Po fixacii nasledovalo premytie destilovanou vodou po dobu 1 minuty.
Nasledne prebehlo farbenie hematoxylinom po dobu 5 minut, po ktorom nasledovalo kratke
premytie destilovanou vodou (1 s) a oplach v teclcej vode pocas 10 minut. Po tomto kroku
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boli rezy ponorené do eozinu na 1 mindtu. Nasledne boli premyté destilovanou vodou (1 min)
a postupne odvodnené cez etylalkohol 70 % (1 aZ 2 s) a etylalkohol 96 % (3 min). Po odvodneni
nasledovalo precistenie v karboxyléne pocas 3 minut a v dvoch kupeloch xylénu, pricom kazdy
trval 5 minut. Na zaver boli rezy pokryté kanadskym balzamom. Rezy tkaniva farbené podla
Van Giesona zacali s fixaciou vo 4 % formaldehyde po dobu 5 minut. Nasledovalo farbenie
Weigertovym Zelezitym hematoxylinom (1 min). Po premyti destilovanou vodou boli farbené
roztokom kyseliny pikrovej v kombinacii s pikrofuksinom na identifikaciu Specifickych Struktdr
(20 s). Nasledne boli oplachnuté v destilovanej vode a odvodnené cez etanol rdznych
koncentracii (70 %, 96 %) a karboxylén. Nakoniec boli rezy precistené v dvoch kipeloch xylénu
a uzatvorené pomocou kanadského balzamu. Podiel kolagénu sme kvantifikovali programom
Image) (verzia 1.54f).

Statistické vyhodnotenie oboch metodik bolo vykonané pomocou T-testu. Vietky udaje su
vyjadrené ako priemer + SEM. Za Statisticky vyznamnu sme povazovali hodnotu p <0,05.

Vysledky

Skupine diabetickych nelie¢enych zvierat sme zaznamenali signifikantny narast proteinovej
expresie Smad 2/3 (Graf 1a) 1, na druhej strane proteiny NGAL (Graf 1b) a TGF-B (Graf 1c) boli
znizené v porovnani s neliecenou kontrolnou skupinou.
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Graf 1 (a,b,c): Vysledky Western blot analyzy vybranych proteinov vo vzorkdch obliciek.

Podavanie QCT diabetickym zvieratdm bolo sprevadzané normalizaciou proteinov NGAL
a Smad2/3 takmer na uroven kontrolnych nelieenych zvierat, ¢o naznacuje zlepSenie
remodelacie tkaniva obli¢iek. Hodnoty NGAL, markera poskodenia oblic¢iek, boli nizsie
v skupine kontrolnych zvierat s poddvanim QCT, ¢o potvrdzuje jeho protektivny ucinok.
Analyzou histologickych preparatov obliciek ZDF potkanov sme potvrdili signifikantne zvySené
mnozstvo kolagénu u diabetickych nelie¢enych potkanov v porovnani's kontrolami. Poddvanie
QCT diabetickym zvieratam redukovalo mnoZstvo kolagénu v obli¢kach. Zaujimavym zistenim
bolo zmnoZenie kolagénu u nediabetickych zvierat, ktorym bol podavany QCT (Graf 2).
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Graf 2: Vysledky analyzy podielu kolagénu vo vzorkdch obliciek.

Diskusia

V nasej $tudii sme zaznamenali signifikantny narast expresie proteinu Smad 2/3 v skupine
diabetickych neliecenych zvierat, zatial co expresia NGAL a TGF-B bola zniZena v porovnani s
kontrolnou nelieCenou skupinou. Predpoklddd sa, Ze rbézne rastové faktory, cytokiny,
metabolické toxiny a stresové molekuly sa podielaju na progresivnej rendlnej fibréze pri
diabetickom ochoreni obli¢iek, pricom klasickd signalizacia TGF-B/Smad. sa povaZuje za
kli¢ova drahu a sfubny terapeuticky ciel. Nami pozorovany narast expresie Smad 2/3
v oblickovom tkanive bol pozorovany aj v inej zahrani¢nej studii zaoberajucej sa vyskumom
DM [6]. Nami pozorované zmeny v expresii proteinu TGF-B, vSak neboli pozorované v
podobnej zahranic¢nej studii, kde sa ukazalo, Zze DM vedie k zvySenej expresii TGF-B v
obli¢kovych kapilarach a podporuje rozvoj renalnej fibrézy [7]. Histologicka analyza ukazala
signifikantné zvySenie kolagénovych depozitov v rendlnom tkanive diabetickych nelieCenych
zvierat, Co je v sulade s poznatkami dalSej zahranicnej studie [8]. Vysledky tiez naznacili, zZe
podavanie QCT redukovalo mnoistvo kolagénu v oblickovom tkanive, ¢o podporuje jeho
antifibroticky uUc¢inok. Tento ndlez je v sulade s dalSou Studiou, kde identifikovali, Ze
kombinacia QCT a dasatinibu (tyrozinkindzovy inhibitor) zlepSuje funkciu obli¢iek u
diabetickych mysi tym, Ze potlaca renalnu fibrotizaciu. Avsak, na rozdiel od tejto Studie, v
nasom experimente bol pouzity vylucne QCT, priCom aj bez pritomnosti dasatinibu sme
pozorovali redukciu kolagénovych depozitov, ¢o poukazuje na jeho nezavisly antifibroticky
ucinok [9]. Zaujimavym zistenim bolo zmnoZenie kolagénu u nediabetickych zvierat, ktoré
neboli lie¢ené QCT. Tento fenomén moze suvisiet s prirodzenymi procesmi remodelacie
tkaniva, kedZe vekom dochadza k zvysenej akumulacii extracelularnej matrix a poklesu
schopnosti obli¢iek efektivne odburavat kolagén [3,10]. Presnu pri¢inu zmnoZenia kolagénu
treba este preskumat.

Poddvanie QCT diabetickym zvieratdm v nasej Stadii nebolo sprevadzané zmenami
v proteinovej expresii TGF-B. Na druhej strane, v studii Hossein a kol. (2024) zaznamenali
vyrazny pokles tohto proteinu po 6 tyZdriov trvajicom podavani QCT, avsak koncentracia QCT
bola vysSia v porovnani s nasim experimentom (50 mg/kg/den vs 20 mg/kg/den) a taktiez
pouzili rozdielny experimentalny model diabetu (DM1 indukovany streptozotocinom) [7]. Na
druhej strane, z nasich analyz vyplyva, Ze poddvanie QCT diabetickym zvieratdm bolo
sprevadzané s poklesom proteinu Smad 2/3. Podobny efekt bol zaznamenany aj v in vitro
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studii na mezangialnej bunkovej linii izolovanej z glomerulov (linia SV40 MES 13), ktoru
vystavili hyperglykemickym podmienkam (20 mM glukdza) a nasledne liecili QCT [11].

Ziskané vysledky poukazuju na délezitost dalSieho vyskumu tcinkov vplyvu QCT na diabetické
ochorenie obli¢iek, pricom buduce Studie by sa mohli zamerat na presnejSie objasnenie
molekuldrnych mechanizmov jeho pdésobenia, ako aj na moznost klinického vyuZitia ako
doplnkovej terapie pri pacientoch trpiacich diabetickym ochorenim obli¢iek.

Tento

projekt bol financovany z grantov: VEGA: 2/0148/22, 2/0159/24, 2/0123/24,
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Uvod

Endometridlne nadory (EN) su Stvrté najcastejsie nadory u Zien a najCastejSie nadory Zenskych
pohlavnych organov obecne (1). Napriek pomerne dobrej diagnostike a liecbe pozorujeme
ndrast novych pripadov aj umrti (2). V poslednych rokoch sledujeme rastuci trend aj u
predmenopauzalnych Zien, pricom podla niektorych Studii tvoria az 32,4% zo vsetkych
pripadov. Tento narast pacientiek v reprodukénom veku znamend nové vyzvy v oblasti
patofyzioldgie a terapie, ktord sa v sucasnosti opiera hlavne o v¢asnu chirurgicku intervenciu
(2). U EN pozorujeme urcité provokujuce faktory ako hormondlny imbalans, syndrom
polycystickych ovarii, obezitu ¢i fajéenie, ale aj protektivne faktory ako pocet tehotenstiev
alebo di?ka doby kojenia. Vyznamnd je aj anamnéza diabetu, kedZe hyperinzulinémia je

4 zékladnych stadii z hladiska molekuldrnych a histologickych znakov (3).

V poslednych rokov sa do popredia zaujmu dostava pritomnost mikroplastov, ktoré sa ukazuju
ako mozny faktor pri mnohych ochoreniach. Mikroplasty (MP) su tuhé, hydrofilné polyméry
chemickych faktorov ako je UV Ziarenie, zmena pH alebo mechanickou degradaciou (4). MP
delime na primarne, ktoré boli uz priamo vyrobené ako mikroplasty alebo sekundarne, ktoré
vznikli fragmentaciou vacsich plastovych Castic (4, 5). Vdaka ich malej velkosti sa za pomoci
kolobehu vody dostali do r6znych oblasti po celej zemi. a v sicasnosti je to najhojnejsia forma
tuhého odpadu na zemi (5).

Do tela sa dostavaju najCastejSie cez vzduch a alimentdrnou cestou, ale aj cez kozu Ci
parenterdlne (5). V jednotlivych organoch je akumulacia MP rézna. Vysoké kontaminacie s MP
maju orgdény s priamym kontaktom s vonkajSim prostredim ako ¢asti traviaceho a dychacieho
systému (6, 7). Animalne modely ukdzali znepokojuce vysledky o rastovej retardacii,
reprodukénej a neuro-toxicite, v zmene spravania, placentdrnom prenose a vplyvoch na
potomstvo (4, 8). Studie naznaduju, e mikroplasty mozu sluzit aj ako vektor prenosu nie len
pre mikroorganizmy, ktoré ich masivne kolonizuju a tvoria biofilm ale aj m6zu na seba
navézovat pesticitidy, antibiotika a iné potenciondlne skodlivé latky vdaka ich pdrovitému
povrchu (5, 6). Mnohé monoméry su aj oni samotné, respektive ich aditiva toxické alebo
karcinogénne ako napriklad polyuretdn alebo polyvinylchlorid (9). Aktivita MP zavisi okrem
zloZenia aj na velkosti danej ¢astice. Mensie Castice dokazu vyvolat vacsiu prozépalovu reakciu
na animalnych modeloch a castice mensie ako 0,25um pravdepodobne podporuju
metastaticku aktivitu buniek (5).
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Onkogénny potencial MP naznacuju viaceré studie (6, 10, 11). MP propaguju nadorové
bujnenie vyvolanim chronickej zapalovej odpovede, imunitnou dysregulaciou a poskodenim
na trovni DNA. T4 sa deje za pomoci tvorby reaktivnych molekul kyslika. Dalej poskodzuiju
mitochondrie depolarizaciou ich membran, spustaju mnozstvo signalnych drah ako p53 alebo
estregénové. Ukazalo sa, Ze mikroplasty polystyrénu spdsobuju poskodenie DNA Zaludocnych
buniek potkanov (6). Pri kolorektdlnom karcindme sa uvazuje zvySenej autofagii v a
mikrobidlnej dysbidéze vplyvom MP (10). Na kulturach buniek koZe bol zaznamenany
abnormalny rast a poruchu bunkového cyklu (6).

Je teda ocividné, Zze MP sa stavaju vaznym problémom v onkoldgii. Treba viak poznamenat, ze
vyskum MP v fudskom organizme v stcasnosti naraza na vyznamné obmedzenia. Jednou z
hlavnych limitdcii v tejto oblasti je absencia Studii, ktoré by hodnotili mikroplasty v
histologickych rezoch so zachovanou Strukturou. Vacdsina dostupnych vyskumov pouziva
metddy zaloZené na analyze vzoriek po ich predchddzajucej homogenizacii, ¢im sa straca
priestorova informdacia o lokalizacii mikroplastov v ramci tkaniva. Rovnako chybaju studie,
ktoré by analyzovali pritomnost alebo aktivitu mikroplastov v endometriu (EN) za
patologickych podmienok. Z tohto doévodu sme sa rozhodli preskimat pritomnost
mikroplastov v bioptickom nddorovom tkanive pomocou fluorescencnej mikroskopie a
zaroven posudit mozny vztah medzi gradingom nadoru a mnoistvom detegovanych
mikroplastov.

Metodika:

Pre Studiu bolo vybratych 26 vzoriek obsahujicich endometridlny karcindém grade 1 aZz 3.
TaktieZ boli vybraté 4 vzorky nenadorového tkaniva ako kontrola. Tri vzorky endometridlneho
karcindmu sa ukazali ako nevyhovujuce a boli z vyskumu vyradené. Vzorky boli ziskané od
pacientiek v rdmci vyskumu BIOMEDIRES II. Pacientky boli pouc¢ené o zaradeni do vyskumu a
podpisali informovany suhlas. Stidia bola schvalend prislu$nou etickou komisiou. Pre
zamedzenie kontaminacie mikroplastami, boli ¢asti ktoré mohli prist do kontaktu s plastovym
materidlom odstranené. Takto pripravené vzorky boli narezané na hribku 4pm,
odparafinované a uloZzené na podlozné sklicko bez pouzitia plastovych pomdcok.

Na farbenie sme na odporucanie zo studie Li aspol. (12) pouZili Nilsku cerventd (NR)
rozpustenu v dimetylsulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, Japonsko). Testovanim sme stanovili
vhodny pomer NR v DMSO tak aby vysledné prifarbovanie pozadia bolo minimalne. Pri pouZziti
NR v 100% DMSO bola vzorka nehodnotitelna, optimalne vysledky sme dosiahli pri riedeni NR
v mnozstve 35 ug/1 ml 25% DMSO v etanole. Zasobny roztok NR bol pripraveny v koncentracii
10mg na 1 mI DMSO a inkubovaného 1 hodinu pri teplote 60°C. Pred pouZitim bol roztok znova
inkubovany 1 hodinu pri 55°C aby sa rozpustili vzniknuté agregaty. Sklenenou pipetou sme pri
priprave findlneho roztoku odobrali 10ml DMSO do kyvety a za pomoci Mikrostriekacky
Hamilton 705 N sme pridali 140ul zasobného roztoku NR a nariedili 30ml 96% etanolom. Do
takto pripraveného roztoku v kyvete sme uloZili vzoky na podloznych sklickach, uzavrali a
nasledne uloZili na inkubdciu na 2 hodiny pri teplote 55°C. po Inkubacii boli vzorky oplachnuté
96% etanolom, osusené, pridané krycie medium (VECTASHIELD Vibrance® Antifade Mounting
Medium) s DAPI a prekryté krycim sklickom. Takto pripravené vzorky boli kratkodobo
skladované v tme a pri teplote 5°C, kym neboli pozorované pod fluoresce¢nym mikroskopom
pod 10 nasobnym zvacsenim.
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Endometrium vo vzorke sme rozdelili na zorné polia a v kazdom sme kvantifikovali zobrazené
fragmenty (obr. 1) ktoré svojim farbenim, velkostou a tvarom zodpovedali MP preukdzanym
vinych studiach (12). MP mimo tkaniva alebo MP zobrazené v inej rovine ako tkanivo boli
vyhodnotené ako kontaminacia a neboli hodnotené.Nasledne sme vyhodnotili priemerny
pocet MP na zorné pole vtkanive. Tieto hodnoty sme nasledne Statisticky zhodnotili
s Gradingom nddorov metédou Brown-Forsythe a Welch ANOVA za pomoci GraphPad Prism
(v.10.4.2) Vysledky sme graficky znazornili (obr. 2).

Vysledky:

V hodnotenych vzorkdch sme pozorovali NR+ fragmenty, ktoré svojim farbenim, velkostou
atvarom zodpovedaju mikroplastom (obr 2). Vtkanive boli tieto Ccastice rozlozené
nerovnomerne s najvacsou hustotou v endometriu. V. myometriu boli ¢astice skor sporadické
a boli uloZené pozdi? ciev. V nddorovom tkanive narastal poet tychto Eastic vzhladom
k rasticemu grade nadorového tkaniva. Preukdzala sa Statistickd vyznamnost medzi
mnozstvom NR+ Castic v nddorom nezmenenom tkanive (kontrola) a nadorom G2 (p<0,01)
a nddorom G3 (p<0,001). TaktieZ sa preukdzala Statistickd vyznamnost medzi nddormi G2 a G3
(p<0,001) amedzi nadormi sGl aG3 (p<0,01). Zmeny v mnoiZstve fragmentov medzi
kontrolou a nadorom G1 alebo medzi nadormi G1 a G2 su ako Statisticky nesignifikantné.

1.5
1 kontrola
G1
1.0 N G2
= G3

o
2]
1

fragmentov / zorné pole

e
=)
|

Obr 1: Priemerny pocet mikroplastovych fragmentov na 1 zorné pole v porovnani s typom
vzorky. MéZeme pozorovat ndrast priemerného poctu mikroplastovych fragmetov na jedno
zorné pole vzorky * p<0,0005 ** p<0,0036
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Obr2: Zobrazenie Mikroplastovych fragmentov pod fluorescenénym miktroskopom. Pod
mikroskopom st modrou zobrazené jadra buniek tkaniva maternice alebo nddoru. MP sa
zobrazili ako ostro ohranicené Cervené fragmenty réznej velkosti. Jednotlivé zorné polia: A: 4
MP castice v endometridlnom nddore Glnerovnomerne rozloZené v zornom poli. V pravom
hornom kvadrante je vidiet cievu s erytrocytmi zafarbenymi NR B: V G2 nddore su zobrazené
nerovnomerne rozptylene MP réznej velkosti. C: V G3 nddore je zobrazeny potenciondlne
fragmentovany MP alebo zhluk MP. TaktieZ je tam zobrazeny aj MP v strdme. D: zobrazenie
kontamindcie ako castice ktord sa nenachddza v rovnakej rovine ako nddor a tym sa ani
neméze v tom tkanive nachddzat.

Diskusia:

Nadory endometria patria v sucasnosti medzi onkologické ochorenia s narastajucou
incidenciou, pricom tento trend sa Coraz ¢astejSie pozoruje aj u mladsich pacientiek. Klesajuci
vek novo diagnostikovanych Zien vytvara tlak na hibkovej§i vyskum environmentélnych
faktorov, ktoré by mohli prispievat k vzniku tychto nadorov (1). Jednym z takychto faktorov su
aj mikroplasty, predstavujice environmentédlnu zataz, ktorych pritomnost v ludskych
tkanivach vratane endometria, bola preukazatelne dokazana. Ich klinicky vyznam a
potencialny vplyv na zdravie ostdva zatial neobjasneny.

Vadsina doterajsich studii sa opiera o analyzu vzoriek po ich homogenizacii, ktora umoznuje
koncentréciu a naslednu chemicku identifikaciu ¢astic. Hoci tieto metddy zvysuju analytickd
citlivost, znemoznuju lokalizaciu Castic v ramci tkanivovej architektiry a obmedzuju
hodnotenie ich vztahu k patologickym zmenam. V nasej $tudii sme sa preto rozhodli adaptovat
dostupné metodiky na poutitie v histologickych rezoch, pricom sme sa zamerali na zachovanie
tkanivovej architektiry. Tento pristup nam umoznil sledovat distriblciu podozrivych
fragmentov priamo v nddorovom tkanive.

Preukdzali sme, Ze v tkanive endometria vratane nadorov sa nachddzaju Castice, ktoré svojim
tvarom, farbenim a velkostou zodpovedaju mikroplastom opisanym vinych Stadiach.
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Pozorovali sme nerovnomerné rozloZenie takychto castic v tkanive s dominanciou vyskytu
v sliznici. V myometriu sa nachddzali fragmenty len ojedinele ato aj v okoli ciev. Vyskyt
mikroplastov v endometridlnom tkanive bol preukazany aj v inych studiach. He a spol. ukazali
zvyseny vyskyt MP v endometridlnych polypoch v porovnani so zdravou endometridlnou
sliznicou. Identifikované boli najma polyvinylové, polystyrénové a polyetylénové mikrocastice.
Pri polypoch endometria sa na bunkovych kulttach prejavil aj efekt polystyrenovych castic na
zvysenu proliferaciu a migraciu buniek (13). Takéto spravanie pri bunkdch endometridlneho
karcindmu zatial nebolo dokazané. Akumuldcia MP v tkanivach by mohla zavisiet aj od
Zivotného stylu pacientiek, ako ukazali niektoré studie. V tumoroch prostaty sa preukazalo ako
vyznamny faktor frekvencia vyuzivania donaskovej sluzby na jedlo (11). Ani takdto suvislost
v endometridlnom nadore, napriklad s predmetmi kazdodennej potreby zatial nie je zndma.
Na objasnenie potencidlnych vplyvov je preto potrebny dalsi vyskum.

Zaujimava je prave suvislost medzi diferenciaciou nddora a mnozstvom mikroplastov v tkanive
a naopak z nizkym mnozstvom MP v myometriu. V nasej analyze sme ukazali, Ze so stupajicim
gradeom nadoru stupa pocet takychto castic. Predpokladéame, Ze nadorovy rast ovplyvriuje
cievy v okoli, ich zmenena Struktira moze suvisiet s vyssim vyskytom v tkanive nadoru (15).
Takto by sa dalo vysvetlit aj zvySené mnoistvo MP v malodiferencovanych nadoroch
endometria.

Mechanizmus vstupu mikroplastov (MP) do endometridlneho tkaniva zatial nie je presne
objasneny. Predpokladd sa, Ze do organizmu sa méZu dostavat predovsetkym cez dychaci
alebo trdviaci trakt. Prave v suvislosti s mikroplastmi pritomnymi v traviacom systéme sa
ukdzalo, Ze mozu podporovat vznik rezistencie na chemoterapeutikd (6, 7). V kombinacii s
najnov$imi poznatkami o ich schopnosti zasahovat do endokrinnych cyklov sa v pripade
endometridlneho karcindmu javi ako potencidlne vyznamny aj ich vplyv na funkciu
estrogénov. Spolu s dostupnymi faktami o potencionalnej schopnosti MP zasahovat do
endokrinnych cyklov, pri endometridlnom karcinéme by sa mohol préve zdsah MP do funkcii
estrogénov javit ako vyznamny. Potencidlnym vplyvom na bunkovy cyklus a DNA sa ukazuju
byt MP ako zaujimavy faktor ovplyvriujuci lie¢bu nddorov v buducnosti.(6, 11, 13, 14). Tieto
suvislosti si vSak vyZzaduju dalsi cieleny vyskum.

Metodickou limitaciou predlozenej Studie je, Ze sme neoverovali chemickd identitu
detegovanych fragmentov. Pri identifikacii sme vychadzali z Udajov z predchadzajucich studii
a za mikroplasty sme povazovali tie fragmenty, ktoré zodpovedali zndmym morfologickym
charakteristikdam — farbeniu, velkosti a tvaru — opisanym v literature. Pre konkrétnu typizaciu
fragmentov je vhodné pouzit Ramanovu mikrospektroskopiu, ktord planujeme v najblizSom
obdobi.

Tdto publikdcia vznikla vdaka podpore v rdmci Operacného programu Integrovand
infrastruktura pre projekt: Centrum pre biomedicinsky vyskum — BIOMEDIRES - Il. etapa , kod
ITMS: 313011W428, spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu regiondlneho rozvoja.
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Uvod

Razstepy nervovej trubice (Neural Tube Defects - NTDs) predstavuju heterogénnu skupinu
malformacii postihujucich priblizne 1 z 1000 gravidit v Eurépe. M6Zu sa vyskytovat izolovane,
alebo ako sucast syndromu. Tieto malformacie mézu byt spésobené mnohymi etiologickymi
faktormi vratane chromozémovych aberdacii, génovych mutacii, teratogénnych expozicii, avsak
vo vacsine pripadov etioldgia je nejasna — multifaktoridlna. Medzi najcastejSie NTDs patri spina
bifida, anencefalia a encefalokéla, pricom anencefalia je vidy letalna (1-3).

Patologickd sekvencia exencefdlia—anencefélia je vacSinou multifaktoridlne podmienen3,
takie kombindaciou genetickych aj environmentalnych faktorov. Zacdina zlyhanim uzdveru
neuroporus anterior priblizne 10-20 dni po ovulacii. Spociatku sa vyvija mozog bez lebky a
obalov (exencefdlia), no chemickym vplyvom plodovej vody a mechanickymi faktormi
dochddza k jeho dezintegracii, o vedie k anencefdlii (3).

Perikoncepcnd suplementacia kyseliny listovej je ucinnd v znizovani rizika NTDs, preto sa
predpoklada suvis patogenézy s metabolizmom foldtu (4). Viaceré gény boli testované ako
potenciondlne biologické kandidaty, pricom jeden z génov zdujmu je MTHFR (metylén-
tetrahydrofolat reduktaza), ktory kéduje cytosolovy enzym premienajici homocystein na
metionin. Varianty vtomto géne boli asociované s niektorymi NTDs, avsak vysledky su
nekonzistentné (4,5).

Jednym z variantov je MTHFR C677T, ktory na zaklade aktualnej meta-analyzy bol asociovany
so zvySenym rizikom NTDs v kaukazskej a azijskej populacii (6).

Vo vieobecnosti sa Studie zameriavaju vo vacSom mnoZstve na malformacie ako spina bifida,
pravdepodobne na zaklade ich vysSieho vyskytu u Zivonarodenych kvoéli nizSej mortality
v porovnani s anencefaliou, kde je zber materidlu limitovany na post-mortem vysetrenie.
Cielom tejto Studie bolo stanovit, ¢i existuje asocidcia medzi MTHFR C677T genotypom plodu
arizikom anencefélie, ktora by bola relevantna hlavne pre posudenie rizika pre buduce
gravidity.
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Material a metddy
Charakteristika suboru

Do studie bolo zaradanych 20 archivovanych pripadov anencefalie, ktoré boli v minulosti
indikované na post-mortem cytogenetické vySetrenie..

Klinické charakteristiky skimaného suboru su uvedené v Tabulke 1. V skratke, z celkového
poctu 20 gravidit bolo 18 umelo prerusenych z medicinskej indikacie (UPT) a dva plody
odumreli spontanne. Gestacné tyzdne variovali od 12. do 30. tyZdna. U 12 plodov sa vyskystli
okrem anencefilie aj dalSie vyvinové anomadlie.

DNA z archivovanych vzoriek choriovych klkov alebo pupocnika bola izolovand komercnou
supravou DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) podla odporucani vyrobcu.

Genotypizacia metdédou RFLP (restriction fragment lenght polymorphism)

Pre stanovenie genotypu MTHFR v pozicii 677, bola zvolend metdda zaloZena na restrikcnom
Stiepeni amplifikovaného regionu (RFLP). Sekvencie primerov, anelacna teplota pre primery a
restrikény enzym boli zvolené na zaklade publikacie Ou a spol. (7) (forward primer: 5'-
AAGGATGCCCATGTCGGTGCATGCCT-3', reverse primer: 5'-
GAAGCAGGGAGCTTTGAGGCTGACCT-3"). GoTaq G2 Hot Start Colorless Master Mix (Promega)
bol pouzity pre PCR (polymerase chain reaction). Restrikéné stiepenie bolo vykonané pomocou
FastDigest Tagl (Thermo Scientific). Velkost amplifikovaného regiénu pomocou PCR bola 142
bazovych parov (bp). V pripade, Ze amplifikovany regiéon obsahuje C alely, produkt nie je
Stiepeny restrikénym enzymom. Ak su pritomné T alely, restrikény enzym Stiepi PCR produkt
na 84 bp a 58 bp fragmenty. V heterozygotnom stave obsahuje PCR produkt po Stiepeni 3
fragmenty — 142 bp, 84 bp a 58bp. Pre stanovenie genotypu boli restrikéne Stiepené PCR
produkty separované elektroforeticky na 3 % agarézovom (Serva) géli pri 80V 3 hodiny
v chladnicke (Obr. 1).

Frekvencie zistenych alel v nami skimanom stbore boli porovnané s publikovanymi datami
$tudie Sutovsky a spol. (8), kde bol stanoveny genotyp u 534 zdravych dospelych ludi
z rovnakej populdcie (Slovenska republika). Chi-kvadrat test bol pouZity pre urcenie Statistickej
vyznamnosti.

Vysledky

V skimanom subore bol pomocou metddy RFLP stanoveny genotyp CC v 8 pripadoch (40 %),
genotyp CT (55 %) v 11 pripadoch a genotyp TT v 1 pripade (5 %). Pri porovnani nami ziskanych
vysledkov s vysledkami skiimanych na zdravych kontrolnych vzorkach rovnakej populacie (8),
neboli pozorované $tatisticky signifikantné rozdiely (X? = 1.3979, p hodnota = 0.497107).
Pouzitim presnejSej metodiky zaloZenej na absolutnej kvantifikacii — digitalnou PCR sme overili
7 vzoriek (2 vzorky CC genotypu, 4 vzorky CT genotypu a jednu vzorku TT genotypu), kde boli
vysledky konkordantné s metédou RFLP a pri heterozygotnych vzorkach neboli pozorované
alelické imbalancie, ktoré by znacili matersku kontaminaciu.
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Tab. 1: Charakteristika skumaného stuboru.

Cislo Ukoncenie | Gestacny | Iné vyvinové anomalie MTHFR
vzorky gravidity | tyZzden C677T
genotyp

N1 UPT 21 - CT

N2 UPT 17 - CT

N3 UPT 20 Razstep pery CcT

N4 UPT 21 - cc

N5 UPT 18 - CT

N6 UPT 19 - CT

N7 UPT 13 - CT

N8 MAb 12 Omfalokéla CcC

N9 UPT 19 RazStep podnebia, hypoplazia labia | CT
majora

N10 UPT 22 RazStep pery a podnebia, syndréom | CC
amniovych pruhov, pes equinovarus

N11 UPT 19 - cC

N12 UPT 17 Spina bifida CT

N13 UPT 18 Spina bifida CcC

N14 UPT 20 Cervikdlna meningokéla, syndréom | CC
amniovych pruhov, pes equinovarus

N15 UPT 18 Spina bifida, omfalokéla cC

N16 UPT 21 - T

N17 UPT 12 - CT

N18 UPT 16 - CT

N19 UPT 15 - cC

N20 IUFD 30 Razstep podnebia, pes equinovarus CT

UPT — umelé prerusenie tehotenstva z medicinskej indikacie, MAb — zadrZzany potrat, IUFD —
vnutromaternicova smrt plodu

Tab. 2: Porovnanie genotypovych frekvencii skiumaného anencefalitického suboru so zdravymi
kontrolami.

Genotyp Anencefalitické plody (n=20) | Zdravé kontroly (n=534) —
Sutovsky a spol. 2020

cc 8 (40%) 272 (50,9%)

CT 11 (55%) 223 (41,8%)

T 1(5%) 39 (7,3%)

X?=1.3979, p hodnota = 0.497107
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Obr. 1: Separdcia PCR produktov po Stiepeni restrikcnym enzymom  Tagql
Restrikcne Stiepené PCR produkty boli separované elektroforeticky na 3 % agarézovom géli.
142 bp dlhy PCR produkt znaci pritomnost C alely, zatial co 84bp a 58bp fragemnty znacia
pritomnost T alely. Pritomnost 3 fragmentov znaci heterozygotny stav (CT). N1-N20 — cislo
vzorky, 50bp — 50 bp DNA ladder (O’GeneRuler — Thermo Scientific).

Diskusia

Vzhladom na 100% letalitu anencefalie dochddza ¢asto k odkladaniu genetickej diagnostiky az
do post-mortem periody. Vysledky genetickych vySetreni zohravaja kfucovu ulohu v posudeni
rizika pre buduce gravidity, preto je dolezZité zvolit sprdvnu metodiku analyzy (9,10). Aj ked’
homozygotny stav T allely C677T variantu v MTHFR géne v plodoch je v literatire povazovany
za rizikovy faktor pre NTDs (6,7), nase vysledky nepreukazali Statisticky vyznamny rozdiel
medzi zdravou populdciou Slovenska a anencefalitickymi plodmi.

Dnes, v dobe mnoiZstva dostupnych, no nie vidy vedecky podloZenych genetickych testov,
méze byt vyber spravneho testu zloZity. Prikladom je testovanie variantov MTHFR na
hereditarnu trombofiliu, ktoré ponika mnoho laboratérii, hoci je preukazané, ze MTHFR
varianty nezvySuju riziko trombdzy (11). Podobne, kvoli nejednoznaénej suvislosti s rizikom
NTDs, The American College of Obstetricians and Gynecologists neodporuca rutinny skrining
variantov MTHFR (12).

Variant C677T génu MTHFR bol skimany ako mozZny rizikovy faktor mnohych ochoreni,
vratane cievnych, neurologickych a psychiatrickych choréb, neplodnosti ¢i rakoviny. Vysledky
su vsak ¢asto nejednoznacné, ¢o spochybriuje jeho klinicky vyznam (13).

Nase vysledky naznacuju, Ze genotypizacia MTHFR C677T u anencefalitickych plodov méze
viest k nespravnej interpretécii tdajov v désledku nadhodnotenia klinického vyznamu tohto
bezného genetického variantu. To mdzZe potencidlne odviest pozornost od dobleZitejsej
diagnostiky cytogenetickych aberacii alebo monogénovych ochoreni. Hoci je preukazand
asocidcia anencefdlie s poruchami metabolizmu kyseliny listovej a klu¢ova uloha
perikoncepcnej suplementacie folatu v prevencii NTDs je jasna (4), tento metabolicky proces
je vysoko komplexny a nemozno ho redukovat len na analyzu niekolkych beznych variantov.

Financované EU NextGenerationEU prostrednictvom Pldnu obnovy a odolnosti SR v rdmci
projektu & 09103-03-V04-00253 a grantom VEGA 1/0198/24.
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Schvdlené etickou komisiou Univerzitnej nemocnice Bratislava — Nemocnice sv. Cyrila a
Metoda. Vyskum bol vykonany v sulade s Helsinskou deklardciou (1975, rev. 2013). Vsetky
publikované tdaje boli anonymizované podla etickych standardov.
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Introduction

Transmission Electron Microscopy (TEM) remains a cornerstone for ultrastructural analysis in
biomedical research, particularly in neuroscience and connectomics due to its nanometer-
scale resolution. However, TEM imaging quality depends heavily on techniques for sample
preparation and reliable contrast enhancement [1,2]. Conventional uranyl acetate, a uranium-
based stain, has long been the gold standard for enhancing the electron density of biological
structures. However, it presents notable drawbacks: radioactivity, toxicity, and regulatory
handling requirements [3,4].

In response to these limitations, newer non-radioactive alternatives like Uranyless, a
lanthanide-based stain, have emerged and proved useful in previous studies [3-5]. These are
promoted as safer and more practical, but comprehensive evaluations of their effectiveness
in neural tissues are limited. Given the increasing reliance on TEM in neurobiology, as made
evident by its pivotal role in mapping the whole-brain connectome in Drosophila
melanogaster [6-8], evaluating viable contrast agents is critical as research efforts expand to
elucidate connectivity in larger brains.

This study compares uranyl acetate and UranyLess in terms of qualitative and quantitative
contrast in neural and muscle tissue from Drosophila melanogaster, using Scanning
Transmission Electron Microscopy (STEM). The objective of this work is inspired by the
author’s previous and ongoing work in TEM-based Drosophila neuroscience research —which,
thus far, has consisted of only computational methods — and aims to expand expertise into
the pre-computational benchwork of sample preparation and imaging. This enabled a deeper
understanding of the whole pipeline of TEM data investigation, from sample preparation to
quantitative analysis.

Methods

Sample Preparation

Adult Drosophila heads were dissected from etherized wild-caught flies to isolate neural and
muscle tissues. Samples were fixed in 2.5% glutaraldehyde followed by post-fixation in 1%
osmium tetroxide. Dehydration was performed using a graded ethanol series, followed by
clearing with propylene oxide and embedding in Durcupan ACM resin. Polymerization
occurred at 60°C for 72 hours.
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Sectioning and Staining

Following resin curing, ultrathin sections ranging from 50 to 90 nanometers were produced.
With the goal of comparing two serial sections, each section was collected on copper grids
and divided into one of two experimental groups. The first group was stained using 2% uranyl
acetate followed by Reynold’s lead citrate. The second group underwent contrasting with
UranyLess followed by lead citrate, per manufacturer protocol. The

STEM Imaging

Images were captured using a ZEISS EVO LS 15 scanning electron microscope fitted with a
STEM detector. We attempted to standardize imaging parameters, including accelerating
voltage, magnification, and focus, across both groups. Image acquisition targeted regions rich
in neural profiles, synaptic vesicles, and muscle sarcomeres.

Image Analysis

Qualitative assessments focused on the visibility and definition of subcellular structures such
as synaptic membranes, mitochondria, and myofibrillar arrangements. For quantitative
contrast analysis, grayscale pixel intensity histograms were generated in R using the EBImage
package. Key metrics calculated from the resulting plots included standard deviation (SD) and
area under the curve (AUC), reflecting pixel intensity distribution and overall image intensity,
respectively. Imaging artifacts such as section folding, wrinkling, and contamination were
noted and classified.

Results

Only eight STEM images were deemed suitable for analysis—seven stained with uranyl acetate
and one with UranyLess. Four uranyl acetate images captured well-preserved CNS tissue,
revealing axonal profiles, glial processes, mitochondria, and microtubules with strong
membrane contrast. An example of CNS tissue stained with uranyl acetate can be seen in
Figure 1. The UranyLess-stained image successfully revealed striations in muscle tissue, but
with lower overall resolution compared to muscle tissue stained with uranyl acetate (Figure
2). A key limitation was the lack of two serial sections of brain tissue treated with different
staining and captured at the same magnification, allowing for a more direct comparison
between contrasting agents. Despite the differences observed in the samples, both staining
protocols enabled the visualization of subcellular architecture, suggesting UranylLess may
serve as a viable alternative under optimized conditions.
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Figure 1. STEM image — neuronal tissue, uranyl acetate. This image highlights several key
features, including neuronal processes from individual neurons (white circles) of various
diameters, neuronal cell membranes (white arrows), mitochondria (green circles), vesicles
(blue arrows), and microtubules (magenta arrow). Additionally, an artifact is present in the
bottom-right quadrant of the image, likely due to contamination.
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Figure 2. STEM image — muscle tissue, UranylLess (left) versus uranyl acetate (right). (Left) The
larger field of view highlights the overall organization of the muscle tissue, including myofibrils
(red circles) revealing faint striations (red arrows) indicative of sarcomeres, and interspersed
mitochondria, albeit with lower visibility of fine structures compared to samples stained with
uranyl acetate. The artifact in the top-right quadrant of this image is due to contamination,
whereas the artifact visible along the entire bottom portion of the image reflects a portion of
the grid on which the sample is fixed. (Right) Key structural features include mitochondria
(green circles), Z-disks (red arrows) marking the boundaries of individual sarcomeres, and the
M-line (purple arrow) at the center of each sarcomere.
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Figure 22. Comparison of pixel intensity distributions in STEM images. Panels A-H display
representative STEM images alongside their corresponding pixel intensity histograms,
illustrating the distribution of grayscale values in each image. The histograms provide a
quantitative image contrast analysis, with standard deviation (SD) reflecting the spread of
pixel intensity values and the area under the curve (AUC) quantifying overall image intensity.
Panel B shows the highest SD (0.28) and AUC (10,513.7), representing the broadest range of
intensity values. Uranyless-stained image (Panel E) demonstrates an AUC of 8,640.6 and SD
of 0.24, showing comparable intensity and contrast to uranyl acetate-stained samples. Where
applicable, cropped regions are represented as dashed red lines (Panels A, E, G) and were
selected to avoid major artifacts, resulting in lower AUC values despite maintaining intensity
distribution (i.e., SD). The table in Panel | summarizes all panels' SD and AUC values,
highlighting the variability in intensity and contrast across different images. This comparison
underscores the contrast differences between staining methods and sample conditions.
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Pixel intensity distribution analysis of all 8 STEM images supported these findings, as seen in
Figure 3. Histograms of uranyl acetate-stained images demonstrated broader intensity
distributions (SDmax = 0.2795) with greater overall image intensity (AUCmax = 10513.7),
indicating greater dynamic range in electron density. In comparison, the UranyLess image
(SDmax = 0.2400; AUC = 8640.6) had narrower intensity distributions and lower overall image
intensity. However, due to the inability to properly compare two serial sections of brain tissue
at the same maghnification — one stained with uranyl acetate and the next with UranyLess —
the comparability of metrics across images is limited. Nevertheless, this work provides a
framework for qualitative analysis of staining techniques used in biological sample
preparation for TEM imaging, informing future work.

Discussion

The findings of this study demonstrate that uranyl acetate remains qualitatively superior to
UranyLess in achieving high-contrast TEM imaging of neural and muscle tissues. The uranium-
based stain's high atomic number facilitates stronger electron scattering, resulting in better
definition of critical ultrastructural features. This is particularly important in neurobiology,
where detailed visualization of synaptic membranes and vesicle distributions is often
necessary for accurate circuit mapping and analysis [6-9].

Nonetheless, UranylLess demonstrated moderate effectiveness in enhancing biological
contrast in muscle tissue. Follow-up investigations in which samples stained with UranyLess
were imaged on a Hitachi TEM revealed qualitatively higher definition of muscle tissue
compared to images captured in this study; however, these results are not showed here. In
contexts where safety and environmental impact are primary concerns—such as in teaching
laboratories or facilities with limited waste disposal infrastructure—UranyLess could serve as
a viable alternative, albeit with reduced reliability. The variability observed in its staining
performance highlights the need for protocol refinement and suggests that future studies
should focus on rigidly standardized imaging of serial sections. In addition, future studies
might investigate pH optimization, buffer compatibility, and post-staining drying times to
enhance consistency [3,5].

This study shows that while uranyl acetate continues to provide superior contrast for high-
resolution imaging in TEM, UranylLess offers a safer, non-radioactive alternative with
moderate efficacy, particularly in muscle tissue. By integrating qualitative and quantitative
analyses, this work highlights strengths and limitations of current staining methods and
reinforces the importance of precision throughout the sample preparation pipeline. These
findings contribute to ongoing efforts in refining TEM protocols for safer, more accessible, and
reliable ultrastructural imaging. The integration of the author’s previous computational work
in Drosophila connectomics with hands-on sample preparation marks a full-circle approach to
TEM-based neuroscience research. It reflects the growing trend in neuroscience toward
multidisciplinary workflows that combine molecular biology, microscopy, and computational
data analysis to reconstruct brain-wide circuitry [6-8].
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Introduction

Urinary tract infection (UTI) is an inflammatory response of the urothelium to pathogenic
microorganisms within the urinary tract. It is among the most common bacterial infections in
both community and healthcare settings.(1,2) Despite the advances in diagnosis and
management, they are still related to high incidence and mortality rates.(3)

The clinical phenotypes of UTls are heterogeneous ranging from rather benign, uncomplicated
infections (urethritis, cystitis) to complicated UTlIs (cUTIs) (pyelonephritis, bacteremia, severe
urosepsis and septic shock)(1). Moreover, UTIs can be caused by diverse pathogenic
microorganisms with a wide range of virulence factors and multidrug-resistant strains, thus
complicating both diagnosis and treatment/management.(4)

The current gold standard method for identifying uropathogens in clinical laboratories is
culture-based testing. Nevertheless, culture-based assays have substantial limitations,
including long turnaround times (48-96 hours), the inability to grow certain pathogens, and
the potential for false-negative and false-positive results. Therefore, the initial antibiotic (ATB)
therapy remains solely empirical.(5) Furthermore, increasing antimicrobial resistance (AMR)
of pathogens represent a major challenge, as delays in antibiotic administration can
significantly increase the in-hospital mortality.(6)

There is an urgent need for rapid detection of pathogens and antimicrobial resistance
profiling, even from samples with low microbial loads. It might significantly improve ATB
management, leading to less adverse effect to patients, shorter in-hospital stay and lower
mortality. We believe, that nanopore sequencing can provide faster and reliable method for
detecting and identifying causative or emerging microorganisms in unexplained infectious
disease syndromes, as well as in facilitating timely and targeted antibiotic therapy through the
detection of antimicrobial resistance genes.

This research aims to present a proof-of-concept application of nanopore sequencing-based
methodology to identify uropathogens and their AMR profiles and evaluate whether this
would be a suitable method for point-of-care testing in clinical setting.
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Materials and methods

Urine samples were obtained from three patients who were admitted to the Emergency
department of Bory Hospital with severe UTls. Each sample was collected into a 10 ml urine
collection tube for standard microbiological testing conducted by the hospital microbiological
service provider (UnilLabs), and for further analysis using our proprietary PARADIX™ workflow
via nanopore sequencing. Briefly, in the PARADiX workflow, 2 ml of the collected urine was
first passed through a host depletion filter into a collection tube using a syringe. The filtrate
was then centrifuged, and the supernatant was removed. The resulting pellet was used as a
substrate for whole genome amplification. Quantification of the amplified DNA was
performed using a Qubit 3.0 fluorometer.

Finally, 50-75 ng of DNA was used for sequencing library preparation using Rapid Sequencing
Kit (Oxford Nanopore Technologies, Oxford, UK) according to manufacturer instructions.
Briefly, the DNA was enzymatically fragmented using a fragmentation mixture. Sequencing
adapters were diluted to an appropriate concentration before ligation to the fragmented DNA.
Sequencing was performed on a MinlON nanopore sequencing device using the smallest
Flongle flowcell (R10.4.1) and the MinKNOW software (v24.11.10). Real-time data analysis
was conducted using Epi2me software for taxonomic classification (epi2me-labs/wt-
metagenomic v2.12.1), while the BugSeq platform was used for the identification of
antimicrobial resistance genes.

Results
Case 1

A 70-year-old male patient was admitted to the emergency department of Bory Hospital at
9:28 in somnolent state. He was catheterized upon admission by attending physician, yielding
250 ml of turbid, dark yellow urine. Two urine samples were collected — one for conventional
culture and sensitivity testing and another for nanopore sequencing. Empirical intravenous
ceftriaxone therapy was initiated. The sample for sequencing was stored at 4°C and processed
within 24 hours using PARADIX workflow. DNA quantification revealed 1,23 ng/ul of DNA.

The conventional microbiological culture identified Klebsiella pneumoniae with ESBL-positive
impermeability (extended spectrum beta-lactamases) after 72 hours. In contrast, nanopore
sequencing identified Klebsiella pneumoniae, Aerococcus mictus, Klebsiella variicola and
Escherichia coli as most prevalent bacteria in urine within 24 hours. The detailed identification
results are presented in Tab.1. Given these findings, we expanded our investigation into
microbial resistance in subsequent patients to enhance early detection.
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Tab. 1: Table comparing culture, sensitivity and nanopore-sequencing results from the case 1
urine sample of 70-year-old male patient from Bory Hospital, AMR — antimicrobial resistance.

BACTERIA PERCENTAGE AMR
CULTURE Klebsiella pneumoniae ESBL
Klebsiella pneumoniae | 67,3 %
Aerococcus mictus 13,5%
Unknown 10,6 %
'S\IEA o’ji‘:\&?; G Homo sapiens 2,7% not tested
Klebsiella variicola 1,6 %
Escherichia coli 1,2%
Others 3,1%
Case 2

A 51-year-old male was admitted to the Emergency department of Bory Hospital at 14:00 due
to urinary catheter obstruction. Catheterization yielded 700 ml of fractionally turbid and
odorous yellow urine. After post-rinse permanent catheter insertion, empirical intravenous
ceftriaxone was administered. Again, two urine samples were collected — one for traditional
culture and sensitivity and another for nanopore sequencing.

The sample for sequencing was stored at 4°C and processed within next 24 hours according
to the protocol. DNA quantification revealed a concentration of 87 ng/ul. AMR was analyzed
using BugSeq.

Microbiological culture identified Klebsiella pneumoniae and Proteus mirabilis producing ESBL
and carbapenemase after 4 days. Nanopore sequencing detected Klebsiella pneumoniae with
6-fold genome coverage within 2 hours along with Streptococcus constellatus and Morganella
morganii. The latter obtained data likely represents a misidentification of Proteus mirabilis by
MALDI-TOF, as both belong to the Morganellaceae family. BugSeq AMR analysis showed a
100% match with culture results and identified ESBL- and carbapenemase-producing strains.
The detailed results are shown in Tab.2.
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Tab. 2: Table comparing culture, sensitivity and nanopore-sequencing results from the case 2
urine sample of 51-year-old male patient from Bory Hospital, AMR — antimicrobial resistance.

BACTERIA PERCENTAGE AMR
Klebsiella pneumoniae ESBL,
CULTURE carbapenemase
Proteus mirabilis ESBL
Klebsiella pneumoniae 64 % ESBL,
carbapenemase
Streptococcus constellatus | 12 % ESBL
NANOPORE
SEQUENCING Morganella morganii 10% ESBL
Unknown 4% ESBL
Others 10%
Case 3

A 78-year-old female was admitted to the Emergency department of Bory Hospital with
burning pain during urination, lower abdominal pain, fever and hematuria and pus. The
patient was on ciprofloxacin for 3 months due to hip joint infection. Upon catheterization, she
was treated with intravenous ciprofloxacine and gentamicine.

Tab. 3: Table comparing results from culture and nanopore sequencing of case 3 urine samples,
AMR — antimicrobial resistance.

BACTERIA AMR
CULTURE Enterococcus faecium bfeta-lactams', fluoroquinolones and
nitrofurantoin
NANOPORE Enterococcus faecium :iettr?):j::i::i; aminogl cc?slijtl:lr:azlor;iz
SEQUENCING ; ) gly )y
macrolides

The sequencing sample was stored at 4°C and processed within 24 hours after collection
according to the protocol, yielding 3,71 ng/ul of DNA. AMR was analyzed by BugSeq.

Conventional microbiological culture identified Enterococcus faecium resistant to beta-
lactamases, fluoroquinolones and nitrofurantoin after 2 days. The most prevalent bacteria
using nanopore sequencing was Enterococcus faecium. BugSeq AMR analysis detected
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resistance to beta-lactams, aminoglycosides, macrolides and quinolones within 24 hours
(Tab.3). Nanopore sequencing turn-around time was less than 24 hours, with hands-on about
90 minutes. Additionally, the nanopore sequencing detected in minor abundance also
additional species, mostly from urine microbiome beyond culture results. AMR analysis also
matched culture results.

Discussion

This study evaluated the potential of nanopore sequencing (NPS) against conventional
culture-based assays for pathogen identification and AMR profiling in patients with urinary
infection. NPS achieved 100% concordance with culture results for commonly detected
pathogens and their AMR profiles. Moreover, NPS demonstrated enhanced sensitivity by
identifying additional pathogens missed by culture, suggesting that it provides a more
comprehensive microbial assessment than traditional methods.

The increased pathogen detection by NPS likely reflects the limitations of culture-based
methods, which can underestimate microbial diversity.(7) While this enhanced sensitivity may
proof advantageous for detecting overlooked pathogens, it also necessitates careful clinical
interpretation to differentiate true infectious agents from contaminants. Nevertheless, the
ability of NPS to simultaneously identify pathogens and their AMR profiles highlights its clinical
utility, particularly in scenarios requiring rapid diagnostics.

Despite our promising results, this study has several limitations. Firstly, while nanopore
sequencing offers the potential for rapid turnaround times, the current protocol still requires
multiple pipetting steps, which can impede with its implementation as a point-of-care
diagnostic tool.

Secondly, the reliance on specific third-party reagents and bioinformatics analysis presents a
potential vulnerability. Discontinuation of these products or services could pose a significant
challenge to the method’s future application and reproducibility.

Future work will focus on optimizing the NPS workflow for speed and accessibility. We also
plan to investigate its clinical impact on patient management, outcomes and healthcare costs.
Nevertheless, while NPS needs further optimization, it also shows a significant promise for
rapid infectious disease diagnostics of UTlIs.
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Uvod

Pandémia ochorenia Covid-19, spésobena virusom SARS-CoV-2, predstavovala vynimocnu
globalnu zdravotnu krizu s rozsiahlymi doésledkami na verejné zdravie. Hoci Svetova
zdravotnicka organizacia (WHO) 5. maja 2023 oficidlne zrusila stav globdlnej nidze suvisiaci s
touto infekciou [1], poznatky ziskané pocas pandémie zostavaju dolezitym zdrojom informacii
o imunitnej odpovedi organizmu, genetickych predispoziciach k infekénym ochoreniam a
komplexnych mechanizmoch interakcie medzi virusom pri akitnom respirachom virusovom
ochoreni (AVRO) a hostitelom.

Klinicky priebeh infekcie SARS-CoV-2 vykazuje vyraznu variabilitu — od asymptomatickych
pripadov az po tazké formy ochorenia veduce k syndrému akdtnej respiraénej tiesne (ARDS),
multiorgdnovému zlyhaniu a umrtiu [2, 3]. Epidemiologické Studie identifikovali viacero
faktorov spojenych so zvy$enym rizikom tazkého priebehu ochorenia, vratane vyssieho veku,
obezity a sprievodnych ochoreni [4]. Medzi tymito komorbiditami sa ako vyznamny rizikovy
faktor opakovane potvrdilo ochorenie diabetes mellitus (DM), ktoré je spojené s vysSim
vyskytom komplikdcii a nepriaznivymi klinickymi vysledkami pri infekcii Covid-19 [5, 6, 7].
Napriek tymto zisteniam nie je jasné, ¢i ide o priamy kauzdlny vztah alebo dosledok
synergického pbsobenia viacerych faktorov vratane genetickej predispozicie, zapalovych
mechanizmov a metabolickych abnormalit. Navyse, vplyv dalSich pridruZzenych ochoreni na
tuto asociaciu zostdva predmetom intenzivneho vyskumu.

Genetické faktory zohrdvaju dolezitu ulohu v individualnej citlivosti na SARS-CoV-2 a méZu
ovplyvnit zavainost priebehu ochorenia. Genomové asociatné Studie (GWAS) a analyzy
kandidatnych génov umoznili identifikovat genetické varianty spojené s imunitnou
odpovedou a zapalovymi procesmi, ktoré prispievaju k patogenéze Covid-19 [8].

V nadvaznosti na tieto poznatky sa nasa Studia zameriava na analyzu genetickych faktorov,
ktoré moézu ovplyviiovat priebeh akdtnych virusovych respiraénych ochoreni, pricom osobitnd
pozornost venujeme vztahu medzi Covid-19 a DM. Nasim ciefom je prehibit porozumenie
mechanizmom veducim k variabilnym klinickym prejavom SARS-CoV-2 infekcie a identifikovat
potencidlne biomarkery alebo terapeutické ciele. Skimame konkrétne genetické varianty,
ktoré sa predtym preukazali ako asociované so zavaznym priebehom infekcie a metabolickymi
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poruchami, ¢&im chceme prispiet k rozsireniu poznatkov v tejto oblasti a poskytnut podklady
pre buduce vyskumy.

Material a metddy

Pracovali sme so vzorkami periférnej krvi 326 pacientov, ktori v minulosti prekonali Covid-19.
Vzorky boli rozdelené do troch skupin: pacienti s DM, pacienti bez DM a kontrolna populacna
skupina. Pacienti s DM boli dalej kategorizovani podla zdvaznosti priznakov Covid-19. Odber
vzoriek bol vykonany v ramci klinickych studii schvélenych: Etickou komisiou Bratislavského
samospravneho kraja pod identifikdtorom 03228/2021/HF z 12.1.2021; Etickou komisiou
Univerzitnej Nemocnice Bratislava Nemocnica RuZinov pod identifikaitorom 137/2022
2 26.9.2022 a Etickou komisiou Nemocni¢nej a.s. Malacky zo dria 15.12.2022. Pri extrakcii DNA
z plnej krvi sme postupovali podla protokolu DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen).
Na pripravu celogendmovych (WGS) kniznic sme poutZili protokol TruSeq Nano Library
Preparation Kit (lllumina). Postup zahffial mechanické Stiepenie DNA pomocou
ultrasonifikatora Covaris M220 (Covaris). Sekvenovanie bolo vykonané na platforme NovaSeq
X Plus (lllumina) s cielovym pokrytim 30x. Genetické varianty boli identifikované a anotované
pomocou bioinformatickej pipeline, ktord zahfiala detekciu a genotypizaciu variantov
v porovnani s referencnym genédmom GRCh38, pricom bol pouZity nastroj Qiagen Clinical
Insight (QCIl). Pre analyzu distriblcie genotypov medzi skupinami sme pouZili chi-kvadrat test.

Vysledky

Tab. 1 poskytuje prehlad o charakteristikach pacientov s DM, ktori prekonali Covid-19, vratane
rozdelenia podla priebehu ochorenia, typu diabetu, pohlavia, ockovania proti SARS-CoV-2,
priemerného veku a BMI. Celkovy pocet analyzovanych vzoriek bol 326, pricom Gcastnici boli
rozdeleni do troch skupin: pacienti s DM (Covid19+DM+, n = 45), jedinci bez DM
(Covid19+DM-, n = 120) a reprezentativna vzorka populacie (Covid19+, n = 161).

Tab. 2 obsahuje zoznam vybranych jednonukleotidovych polymofrizmoch (SNP) spojenych
s DM2 a faktormi, ktoré mézu ovplyvnit zavaznost priebehu Covid-19, ako su obezita a vysoky
krvny tlak. Analyza genotypovych frekvencii medzi skupinami odhalila Statisticky vyznamné
rozdiely pri SNP rs1412234 (p = 0,0186) a rs17836088 (p = 0,0022), ¢o naznacuje ich moznu
Ulohu v patogenéze ochorenia u diabetickych pacientov (Tab. 3). Tieto rozdiely poukazuju
na potencialnu geneticku predispoziciu k zavaznejSiemu priebehu Covid-19 u jedincov s DM.

Na porovnanie pozorovanych a ocakavanych genotypovych frekvencii medzi skimanymi
skupinami sme pouZili chi-kvadrat test. Vysledky podporuju hypotézu o genetickej vazbe
medzi DM a priebehom Covid-19.
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Tab. 1: Specifické rozdelenie diabetickych pacientov, ktori prekonali Covid-19, do jednotlivych
podskupin. Zdroveri poskytuje informdcie o pocte vzoriek v zavislosti od zavaZnosti priebehu
ochorenia, typu DM, ockovania proti SARS-CoV-2, pohlavia a priemernych hodnét veku a
indexu telesnej hmotnosti (BMI).

Klinicky prejav Typ DM

Covid-19

Asymptomatick

Y

Mierny priebeh

Zavazny priebeh

DM1
DM2
DM1
DM2
DM1

Pocet vz.
Ano/ Nie
6 4/2
38 29/9
30
1 1 1/0

Oékovanie Mutzi/

Priem Priem

Zeny .vek .BMI

5/1 29/ 47 26,41
16

24/14 54,42 30,68

0/1 49 19,88

Tab. 2: Prehlad SNP lokusov suvisiacich s DM2 a faktormi zvysujucimi riziko zdvaZného
priebehu Covid-19, na zdklade dostupnych databdzovych zdrojov. Obsahuje informdcie o
desiatich SNP, ktoré vykazuju asocidciu s DM2 a vybranymi rizikovymi faktormi (obezita /
hypertenzia). Charakteristiky jednotlivych SNP a zodpovedajice p-hodnoty boli spracované
podla udajov [9]. Hodnota p vyjadruje mieru Statistickej vyznamnosti medzi sledovanymi
genetickymi variantmi a prislusnymi fenotypmi. Frekvencie referencnych (ref.) a alternativnych
(alt.) alel v eurépskej populdcii boli ziskané z databdzy NCBI dbSNP [10].

SNP

rs1168868
2
rs1019525
2
rs2307111

rs1562396

rs1768900
7
rs1009761
7
rs1412234

rs1083096
3
rs1783608
8
rs1421085

Charakteristika

DM2;
hypertenzia
DM2;
hypertenzia
DM2;
obezita
DM2;
hypertenzia
DM2;
hypertenzia
DM2;
hypertenzia
DM2;
obezita — trieda
1

DM2;
obezita
DM2;
obezita - trieda 1
DM2;
hypertenzia

P-hodnota Ref.
alela
3.32E-07 G
3.28E-06 T
3.00E-12 T
4.08E-08 A
1.26E-08 G
1.54E-06 T
5.60E-06 T
4.00E-08 C
3.50E-06 G
5.00E-14 T
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Alt.
alela
C

C

Frekvenci
a ref. alely
0.72834
0.593202
0.596982
0.71112
0.53380

0.48462

0.74493

0.71908
0.77761

0.580259

Frekvenci
a alt. alely
0.27166
0.406798
0.403018
0.28888
0.46620

0.51538

0.25507

0.28092
0.22239

0.419741



Tab. 3: Genotypové frekvencie vybranych SNP v analyzovanych skupindch a vysledky chi-
kvadrdt testu. Tabulka obsahuje rozdelenie genotypov pre skimané SNP medzi tromi
skupinami: pacientmi s Covid-19 a DM (Covid19+DM+), pacientmi s COVID-19 bez DM
(Covid19+DM-) a referencnou populdciou (Covid19+). Pre kazdy SNP st uvedené zaznamenané
genotypové frekvencie v jednotlivych skupindch, hodnota chi-kvadrdt (x?) a p-hodnota testu,
pricom prahovd hodnota vyznamnosti bola stanovend na < 0,05, ¢im bola hodnotend
Statistickd vyznamnost rozdielov medzi skimanymi skupinami.

SNP Genotyp Kategoéria X? p-
hodnota
Covid19+DM+ Covid19+DM- Covid19+
(n = 45) (n = 120) (n = 161)

GG 27 52 88

rs11688682 GC 16 60 69 7.03 0.1342
cc 2 8 4
TT 13 50 47

rs10195252 TC 24 48 88 6.94 0.1391
cc 8 22 26
T 13 38 53

rs2307111 TC 21 61 90 5.50 0.2399
CcC 11 21 18
AA 15 48 54

rs1562396 AG 22 59 84 2.36 0.6692
GG 8 13 23
GG 15 45 51

rs17689007 GA 19 50 76 1.44 0.837
AA 11 25 34
T 7 32 35

rs10097617 TC 30 50 83 8.51 0.075
cc 8 38 43
1T 14 62 73

rs1412234 TC 24 55 74 11.84 0.0186
cc 7 3 14
cc 15 61 79

rs10830963 CG 27 49 68 5.43 0.246
GG 3 10 14
GG 22 85 86

rs17836088 GC 17 33 66 16.68 0.0022
cc 6 2 9
TT 13 36 27

rs1421085 TC 20 62 98 9.185 0.0566
cC 12 2 36
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Diskusia

Predchadzajuce epidemiologické vyskumy opakovane potvrdili, Ze diabetes mellitus (DM)
predstavuje vyznamny rizikovy faktor pre tazsi priebeh infekcie SARS-CoV-2 [5, 6, 7]. Avsak
stale nie je jednoznacne preukdzané, ¢i ide o priame kauzalne spojenie, alebo je to vysledok
kombinacie viacerych faktorov, ako st geneticka predispozicia, chronické zadpalové procesy
a metabolické zmeny. S cielom lepsie pochopit tuto problematiku sme sa rozhodli analyzovat
genetické varianty, ktoré by mohli ovplyvnit priebeh Covid-19 u pacientov s DM.

V tejto praci sme sa zamerali na analyzu genotypovych rozdeleni vybranych SNP medzi tromi
skupinami pacientov, ktori prekonali infekciu SARS-CoV-2: diabetikmi, nediabetikmi
a kontrolnou popula¢nou skupinou. Na zéklade nasich vysledkov sme zistili, Ze SNP rs1412234
ars17836088 vykazovali signifikantné rozdiely medzi skupinami. Genotyp TT pre SNP
rs1412234 bol Castejsi v kontrolnej a nediabetickej skupine, zatial ¢o varianty TC a CC boli
prevazne pritomné u pacientov s DM. Tento nélez naznacuje, Ze alela C méze predstavovat
rizikovy faktor pre vznik DM, zatial ¢o genotyp TT by mohol pdsobit protektivne. Podobné
vysledky boli pozorované aj pri SNP rs17836088, kde genotyp GG bol Castejsi v kontrolnej
a nediabetickej skupine, pricom genotypy GC a CC sa vyskytovali vo vyssej frekvencii
u diabetikov.

Tieto vysledky podporuju hypotézu, Ze niektoré genetické faktory moézu predisponovat
jednotlivca nielen k rozvoju DM, ale aj k odliSnej reakcii imunitného systému na infekciu SARS-
CoV-2. Tento predpoklad je v sulade so Studiou [11], ktora identifikovala SNP rs1412234 a
rs17836088 ako sucast polygenického rizikového skére pre DM a preukézala ich spojitost so
zvysenou inzulinovou rezistenciou a metabolickymi poruchami. Vzhladom na to, Ze DM je
znamy rizikovy faktor pre komplikdcie spojené s Covid-19, vysSia frekvencia rizikovych
genotypov u diabetikov mdze naznacovat ich mozny vplyv na priebeh infekcie SARS-CoV-2.
Interpretdcia nasich zisteni vSak musi zohladnit niekolko obmedzeni. Jednym z nich je velkost
skimaného suboru, ktora mohla ovplyvnit nasu schopnost identifikovat uréité genetické
asociacie. Napriek tomu, Ze naSe udaje naznacuju zaujimavé potencidlne genetické
predispozicie, na potvrdenie tychto zisteni by bolo potrebné zahrnit vicsie kohorty. Dal$im
obmedzenim je nemoznost priamo vyhodnotit vplyv genetickych variantov na zévaznost
priebehu Covid-19. Hoci sme mali k dispozicii klinické Gdaje o priebehu infekcie u pacientov s
DM, rozdelenie do podskupin (asymptomaticki, mierny priebeh, zavazny priebeh) nebolo
dostatocne velké na vykonanie robustnej Statistickej analyzy. NavySe nebolo moZzné presne
urcit, ¢i genetické faktory ovplyvriuju priebeh infekcie priamo alebo prostrednictvom
interakcie s inymi faktormi, ako je obezita, hypertenzia ¢i iné pridruzené ochorenia.

Dalsim dodlezitym faktorom, ktory mohol ovplyvnit nade vysledky, su demografické
charakteristiky pacientov a faktory prostredia. Nasa kohorta zahrriala Udaje o veku, pohlavi,
BMI a ockovani proti SARS-CoV-2, no tieto premenné neboli zapracované do genetickych
analyz. KedZe vek a komorbidity, ako napriklad obezita, si povazované za vyznamné rizikové
faktory pre zavazny priebeh Covid-19, budice vyskumy by mali zahffat detailnejsie analyzy
genotypovo-fenotypovych interakcii. Tieto vyskumy si vSak budd vyzadovat Sirsie kohorty
s dostatoc¢nou Statistickou silou na identifikaciu relevantnych vzorcov.

Pri genetickych asociaénych $tudiach je tiez dolezité brat do Uvahy frekvenciu referenénych
a alternativnych alel v skimanej populacii. Udaje z databazy NCBI dbSNP [10] ukazuju, ze
pomer majoritnej a minoritnej alely sa méze lisit medzi populdciami, ¢o ovplyviiuje detekciu
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Statistickych rozdielov. V pripade SNP rs17836088 sme zaznamenali signifikantné rozdiely
medzi skupinami, pricom pomer alel v eurépskej populacii bol 0,77761:0,22239, ¢o naznacuje
dostatocny geneticky kontrast. Naopak pri SNP rs17689007, kde sme nezistili signifikantné
rozdiely, bol tento pomer 0,53380:0,46620, ¢o naznacuje mensi geneticky kontrast a nizsiu
pravdepodobnost detekcie vyznamnych asociacii.

Na zaver, nase vysledky prispievaju k doterajsim studiam, ktoré naznaduju, ze vztah medzi DM
a priebehom Covid-19 je obojsmerny a multifaktorialny — DM zvysuje riziko komplikacii
pri SARS-CoV-2 infekcii, zatial ¢o samotnd infekcia méze zhorsit metabolickd rovnovahu
a prispiet k rozvoju diabetickych komplikécii [12]. Pre hlbsie pochopenie tychto vzorcov su
potrebné dalSie Studie, ktoré integruju genetické Udaje s podrobnymi klinickymi
a epidemiologickymi informaciami.

Prdca vznikla vdaka podpore v rdmci Operacného programu Integrovand infrastruktura
pre projekty: Vyskum progresivnych metdd diagnostiky COVID-19 a biomarkerov umoZriujicich
skoru detekciu jedincov so zvysenym rizikom tazkého priebehu ochorenia, kéd ITMS:
313011ATA2, spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regiondlneho rozvoja
a s podporou Agenttry na podporu vyskumu a vyvoja; Zavazné civilizacné ochorenia a COVID-
19, kod ITMS: 313011AVH7, spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regiondineho
rozvoja.
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Uvod

Rakovina tela maternice je najcastejSou gynekologickou malignitou vo vyspelych krajinach
sveta (1, 2), pricom najcastejSim typom je endometridlny karciném (EC) (3). Slovenska
populdcia je zvlast zasiahnutd vysokou incidenciou EC, priom v mnohych oblastiach je
molekuldrny vyskum u pacientok v naSom regidéne limitovany (4). Potencidl vyuzitia
molekulovych markerov vsak uz viac ako 10 rokov napomdha pri kategorizécii vaznosti
progndzy pre pacientky (5) a rovnako by mobhli sldzit aj pri diagnostike pacientok, ktora je
doposial limitovana na relativne invazivne zakroky (6).

Cielom nasho vyskumu teda bolo opisat niekolko typov molekulovych markerov z EC
(germindlne a somatické mutacie, diferencialne exprimované gény) a germinadlnych mutécii
u zien s endometridlnou prekancerézou v kohortach slovenskych pacientok a preskiumat
potencial detekcie mutacii v cirkulujicej nadorovej DNA (ctDNA) metddou tekutej biopsie,
nakolko td by mohla predstavovat diagnosticky/skriningovy postup, ktory by vyrazne znizil
potrebu invazivnej kyretdze a znizil tak diskomfort Zien.

Material a metddy

Pri analyze germinalnych mutdacii sme izolovali DNA z 205 vzoriek periférnej krvi Zien
s prekancerézou (EP vetva) az39 vzoriek zdravého maternicového tkaniva Zien
s diagnostikovanym EC (EC vetva). Celogendmové kniznice pre WGS boli pripravené vyuzitim
TruSeq Nano Library Preparation Kit (lllumina) a sekvenované na platforme NovaSeq X Plus
(Hllumina). Po sekundarnej analyze na platforme DRAGEN Bio-IT (lllumina) boli varianty
anotované vyuzitim QIAGEN Clinical Insight (QCl) a filtrované na detekciu patogénnych a
pravdepodobne patogénnych variantov v pripravenom paneli 415 génov s najvysSou
frekvenciou mutacii pri EC.

Pri analyze diferencialnej expresie u EC sme pracovali s nddorovymi a zdravymi maternicovymi
tkanivami pochddzajicimi od 21 pacientok. Izolovand RNA bola reverzne transkribovana
a vyuzita na pripravu kniZznic pomocou RNA HyperPrep Kitu s RiboErase (KAPA Biosystems).
Tie boli sekvenované na platforme NextSeq 500 (lllumina). Citania boli mapované pomocou
RNA-STAR softvéru. Na vizualizaciu expresiou ovplyvnenych drah sme vyuZili terminy z Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) databazy.
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Pri testovani tekutej biopsie sme pracovali s periférnou krvou a nadorovym tkanivom
pochadzajucim od 21 pacientok s EC. Na pripravu sekvenacnych kniznic z ctDNA izolatov sme
vyuZzili TruSight Oncology 500 ctDNA (lllumina) protokol a z FFPE ziskanych DNA a RNA izolatov
TruSight Oncology 500 High-Throughput (lllumina) protokol. Nasledne sme kniznice
sekvenovali na NovaSeq 6000 (lllumina) platforme. Na spracovanie sekvenacnych dat sme
vyuZili DRAGEN Somatic Pipeline (lllumina) a na anotdciu Ingenuity Variant Analysis (QIAGEN)
platformu.

Vysledky

Vramci EP vetvy boli prevlddajucimi stavmi hyperpldzia endometria réznych typov a
endometridlne polypy. Dalsie prekancerézy neboli blizsie $pecifikované, ale zahfnali
zhrubnutia ¢asti maternice, pripadne priznaky ako nepravidelné krvacanie. Germindine
mutdcie sme zaznamenali v 36 génoch, pricom najcastejSie mutovanymi génmi v ramci EP
vetvy boli CHEK2 (4,39 %), SOS1 (3,41 %), NBN (2,44 %) a SLX4 (1,95 %). Zo zdravych tkaniv
pacientok z EC vetvy sme germindlne patogénne alebo pravdepodobne patogénne varianty
identifikovali spolu v 8 génoch (PMS2, CHEK2, PALB2, PTEN, ERCC2, NUP93, SLX4, WRAP53).
Sumar detekcie germindlnych mutacii uvadzame v Obr.1. Mnoho patogénnych variantov
génov je mozné zaradit do dvoch najcastejSich skupin pri EC ato HBOC (asociované so
syndromom hereditarneho karcindmu prsnika a ovarii) alS (asociované s Lynchovym
syndromom).

EP vetva EC vetva

Patogénne
varianty

205 pacientiek 39 pacientiek

30,14 % s mutaciou 20,51 % s mutaciou

17,07 % patogénne varianty 5,13 % patogénne varianty

13,17 % pravdepodobne patogénne varianty 15,39 % pravdepodobne patogénne varianty
Spolu 36 mutovanych génov Spolu 8 mutovanych génov

46,03 r priemerny vek u Zien s mutaciou 62 r priemerny vek u Zien s mutaciou

45,80 r priemerny vek u Zien bez muticie 66,03 r priemerny vek u Zien bez mutéacie

Obr.1 Sumdr detekcie germindlnych mutdcii
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V druhej ¢asti prace sme identifikovali 2483 diferencidlne exprimovanych transkriptov (1724
podexprimovanych, 759 nadexprimovanych). Z funkéného hladiska sme vedeli zatriedit 1841
z nich ako protein kédujuce gény, 166 ako dlhé nekddujice RNA, 32 ako pseudogény, 16 ako
mikro-RNA a 17 ako malé jadierkové RNA. Vysledky sme vyuZili na analyzu dréah/procesov
prostrednictvom KEGG databazy, ktord sumarizovala podregulované drahy v nadorovom
tkanive, ako cGMP-PKG a AGE-RAGE signdlnu drahu, signdlnu drahu oxytocinu, Wnt signalnu
drahu ainterakcie vramci buniek a extraceluldrnej matrix. Naopak najsignifikantnejsie
nadregulované boli bunkovy cyklus, glykolyza a biosyntéza aminokyselin.

Pri testovani potencidlu tekutej biopsie sme u kaZzdej pacientky Uspesne identifikovali
potencialne klinicky signifikantné mutdcie pre EC na urovni ctDNA. Priemerny pocet mutacii
pre kazdé stadium a stupen je uvedeny v Tab. 1. Aspon 1 spolo¢nu potencidlne klinicky
relevantni mutaciu na oboch uUrovniach sme identifikovali u dvoch tretin pacientok (14/21).
Spomedzi najcastejSie mutovanych génov na urovni ctDNA vynikaji mutacie v génoch
DNMT3A (52 %) a TET2 (14 %), pricom tieto mutacie neboli v Ziadnom pripade pritomné na
urovni FFPE-DNA. V ctDNA sme ich ale identifikovali aZ u 4 z 5 vysokorizikovych pacientok.
Dalsie najcastejsie identifikované mutované gény v ctDNA boli CHEK2 (24 %), PTEN (19 %),
ZFHX3 (19 %), PIK3CA (14 %) a TP53 (14 %).

Stadia EF'\T: ctDNA | Stupne FDI;\IP: ctDNA
IA(11) | 4,09 2,73 G1(4) 575 | 1,75
B(7) |686 5,43 G2 (12) 558 | 4,25
I(1) 5,00 2,00 Nizky (16) 5,63 3,63
A (2) | 1,00 9,00 G3(5) 2,00 |6,00

Tab. 1: Priemerny pocet onkomutdcii pri analyze tekutej biopsie

Diskusia

Odborna literatura venuje identifikacii germindlnych mutacii v kontexte prekanceréz EC len
limitovanu pozornost. Kral a kol. (2023) (7) identifikovali germindlne mutécie v géne BRCA1
(patri medzi HBOC gény) u2 Zzien au 1 znich aj LS mutaciu v subore 8 pacientok s
intraepitelidlnou neoplaziou, teda so zavaznou formou hyperplazie. V nasej mnohonasobne
vacsej kohorte sme vsak podobne identifikovali LS mutdciu len u 1 pacientky s hyperplaziou
endometria, konkrétne v géne MSH6. Spomedzi germinalnych patogénnych variantov HBOC
génov sme identifikovali vyssSiu frekvenciu mutacii v génoch CHEK2 a ATM, kym mutdcie
v dalSich génoch boli sporadické. Patogénne varianty prave tychto 2 HBOC génov boli
najCastejSie mutovanymi aj u EC pacientok vspominanej studii (7). Na zaklade nasich
pozorovani teda mozno, podla ocakavani, odvodit, Ze u prekanceréz su CastejSie dedicné
mutdcie v HBOC génoch ako v LS génoch.

Kvéli pomerne nizkej pocetnosti pacientok v EC vetve nasej studie bol pocet identifikovanych
germindlnych patogénnych variantov velmi nizky, no frekvencia mutacii v LS génoch
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(konkrétne v géne PMS2) bola 5,13 %, Co je porovnatelné aj s niekolkonasobne vacsimi
Studiami (7, 8). Plati tieZ, Ze vacsina tychto pacientok mala rovnako nadory I. Stadia (7).

Z najsignifikantnejsie diferencidlne exprimovanych protein-kédujucich génov bolo mnozstvo
uz popisanych v stvislosti s EC (1NCTSV, CEACAM1, PDIA3, IDH1, NQO1, GGCT, PDIA3, CASP6,
GCNT2,\, SELE, KLF2, NRXN1, DUSP1, HOXA13, IGFBP6, RBFOX3, CRISPLD2, GPMG6A a ST8SIA1)
(9-21), a dalsie (1NCYP2J2, GRB14, GALNT12, MFAP3L, MANSC1, CLGN, ZSCAN16, LAMAI,
MYO6,l APOLD1, NR4A3, ITGA8, FAM133A, CCDC80) s inymi malignymi zmenami (22-35).
V poslednych rokoch sa do pozornosti dostavaju nekddujice RNA, pri ktorych sme podobne
identifikovali deregulovanu expresiu u niekolkych znamych diferencidlne exprimovanych
génov (\, CMAHP, MAGI2-AS3, LINC02613, LINCO0667, MBNL1-AS1, MEG8 a TPTEP1), ktora uz
bola v minulosti opisand pri EC (36-41), a podobne, zmeny expresie dalsich (\,PGM5-AS1,
ACTA2-AS1, RAMP2-AS1, MEG3) uz st zname pri inych malignitach (42-45) a mohli by byt
biomarkermi tumorigenézy aj u EC.

Pri porovnani detekcie onkomutacii sme podla predpokladov vo vzorkach ztkaniv
identifikovali viac onkogénnych mutacii. Z prognosticky relevantnych biomarkerov (5) sme
identifikovali POLE mutdcie u 2 pacientok, instabilita mikrosatelitov bola vysoka tiez u 2 Zien
a udaldej bola pritomna mutacia vgéne MLH1. U3 pacientok bol mutovany gén TP53
a podobne u3 gén CTNNBI. Na Urovni ctDNA sme vSak POLE mutdcie ani instabilitu
mikrosatelitov nepozorovali, ba ¢o viac identifikované onkomutacie génov MLH1 a TP53 boli
pritomné u inych pacientok ako pri FFPE-DNA. Z toho usudzujeme, Ze potencial tekutej biopsie
z periférnej krvi ako prognostického nastroja pri EC je velmi limitovany.

Pozoruhodny je pripad pacientky, u ktorej sme v FFPE-DNA identifikovali onkomutdciu v géne
POLE, dve mutacie v géne MSHE6, instabilitu mikrosatelitov aj mutéciu v géne TP53.V literature
sa tieto situdcie oznaduju ako multiple-classifier, no podla progndzy by sa mali zaradovat do
menej zavaznejsej kategorie (46).

Mutdcie v génoch DNMT3A a TET2 st okrem EC asociované najma s klonalnou hematopoézou.
Ta vznikd v dobsledku somatickych mutécii v hematopoetickych bunkach, je asociovana
s vysokym vekom a zvy$enou mortalitou na kardiovaskuldrne ochorenia (47). Standardne sa
vyskytuje asi u5 % ludi vo veku nad 60 rokov (48). Vysoka miera incidencie tychto dvoch
mutdcii naj¢astejSie pritomnych u pacientov s klondlnou hematopoézou v nasej kohorte a ich
pritomnost na drovni ctDNA napovedaju o asociacii s vekom, ale mohli by tieZ predstavovat
negativny prognosticky faktor, ktory by bol dobre identifikovatelny z ctDNA.

Nasa studia teda ponuka pilotné vysledky v ramci germinédlnych mutacii prekancerdz a vyuZitia
tekutej biopsie ako diagnostického nastroja pre EC. Opisanie pomerov germinalnych mutacii
v endometridlnych ndadorovych tkanivach azmien v expresii medzi tkanivom karcinému
a prilahlym zdravym tkanivom s zase analyzy, ktoré v prezentovanom rozsahu neboli
v slovenskej populdcii uskutocnené a prispievaju k poznaniu molekuldarneho zakladu
malignych zmien endometria.

Podporené v ramci Operacného programu Integrovand infrastruktura pre projekt: Centrum pre
biomedicinsky vyskum — BIOMEDIRES — Il. etapa, kod ITMS: 313011W428, spolufinancovany
zo zdrojov Eurdpskeho fondu regiondlneho rozvoja a vdaka grantom Univerzity Komenského
GUK2023 — UK/124/2023 a GUK2024 — UK/3051/20
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Uvod

Endometridlny karcindm (EC) je najcastejSim typom rakoviny Zenského reprodukéného
systému na svete (1). Jeho stupajuca incidencia, zddraziiuje potrebu efektivnych
diagnostickych a terapeutickych stratégii. Klasifikdcia nddorov je podla histologickej
klasifikacie WHO, avsak genomickd analyza je kli¢ova pre urcenie progndzy. V studii The
Cancer Genome Atlas (TCGA) boli identifikované 4 prognosticky signifikantné skupiny
endometridlneho karcindmu s rozlicnymi klinickymi, patologickymi a molekularnymi
zmenami: mutacia polymerazy € (POLE), MSI -porucha mismatch repair systému, skupina s
malou variaciou poctu képii (CNL) a s velkou variaciou poctu képii (CNH) (2). VSetky nadory
zaradené do skupiny POLE a CNL maju vys$si vyskyt mutacii inych génov ako napriklad gén
PTEN. Tento gén je priamo zapojeny do signdlnej dréahy PI3K/AKT/mTOR, ktord reguluje
biologické procesy ako bunkovy metabolizmus, rast, proliferaciu, angiogenézu a prezitie
bunky. Tato draha je mutovna pri low grade-EC a az 80% endometridlnych tumorov nesie
jednu alebo viac somatickych mutacii ovplyvriujicich tuto drahu. Hlavnym negativnym
regulatorom PI3K drahy je PTEN tumor supresor, ktory méze byt v tumoroch inaktivovany ako
nasledok metylacie prométoru alebo génovej mutacii. Fosfatazova aktivita tohoto proteinu
inhibuje migraciu buniek a prave preto strata jeho funkcie méze viest k aberantnému rastu
buniek a ich Uniku pred apoptdzou (3). Glykdny si komplexné sacharidy pripojené na proteiny
a lipidy, ktoré ulahcuju dolezité bunkové procesy, ako su komunikacia, adhézia a imunitnd
odpoved (4). Variabilita glykokddu nddorov ma vztah k spravaniu nadorovych buniek a méze
byt terapeuticky zasiahnutd. Glykozylacia je komplexny bunkovy proces, pri ktorom sa skladaju
oligosacharidy cez systematicky enzymovo katalyzovany aparét, ktory tvori glykany roznej
diverzity a heterogenity. Pri endometridlnom karcindme sa casto pozoruju aberantné
glykozylacie, ¢o naznacuje, Ze tieto modifikacie by mohli slizit ako biomarkery na detekciu a
progndézu ochorenia. Zmeny v Struktirach glykdnov mézu ovplyvriovat rast nadoru,
metastazovanie a unik pred imunitnym systémom, ¢im sa zvyraziuje ich potencidl v
diagnostike (5). Lektiny predstavuju skupinu proteinov, ktoré viaZzu sacharidy a rozpoznavaju
Specifické struktury glykdnov na povrchu buniek (6). Pri endometridlnom karcinéme niektoré
lektiny ukazali selektivne viazanie na glykany spojené s nadorom, ¢im sa stavaju cennymi
ndstrojmi na studium bioldgie nadoru (7). Korelacia zmien glykozylacie nadorovych buniek v
suvislosti s molekuldrnym rozdelenim predstavuje potenciondlny diagnosticky ciel. Cielom
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endometria a korelovat ich k si¢asnému molekuldrnemu rozdeleniu. Druhym cielom je opisat
zmeny drahy PI3K/Akt/PTEN, ktoré st v nddoroch endometria naj¢astejsie a maju znamy suvis
so zmenami sialylacie proteinov.

Metodika

K dispozicii sme mali vzorky zo Stidie BIOMEDIRES 2, ktora je orientovand na vyskum novych
inovativnych diagnostickych a prognostickych markerov a terapeutickych cielov v oblasti
nenddorovych a nadorovych ochoreni Zien, so zameranim primarne na endometridlny
karcindm a na prednadorové zmeny endometridlneho karcindmu s vyuZitim moderného
multidisciplindrneho pristupu. Projekt bol realizovany na LF UK v spolupraci s Univerzitnym
parkom. Sucastou bolo vytvorenie biobanky nadorov endometria, ktord obsahuje fixované v
parafine zaliate vzorky od 340 pacientiek, ktoré podstupili hysterektémiu. Z tejto biobanky
sme si najprv vytvorili vlastnu databdazu pripadov a vybrali histologicky reprezentativne vzorky
tumorov, dokopy 26 vzoriek aj s kontrolnymi vzorkami zdravého endometria. Vytvorené sady
sme imunohistochemicky testovali s lektinmi, ktoré viazu kyselinu sialovi Maackia amurensis
leukoaglutinin (MAL) viaZuca preferencne a 2,3- vazbu a Sambucus nigra aglutinin (SNA)
viaZuca preferencne a 2,6- vazbu. Pozitivitu vo vzorkach sme vyhodnotili ako ++ o je velmi
silnd pozitiva, + silnd pozitivita a +- slaba pozitivita. VyuZijeme hlavne morfometrickd analyzu,
ktord ndm umozni ziskat presné a navzdjom porovnatelné a Statisticky vyhodnotitelné
vysledky. Touto fazou si overime distribuciu sialyzovanach glykokonjugatov v tkanive
fyziologického a nadorovo zmeneného endometria. Imunohistochemicky sme dalej testovali
sady vzoriek s protilatkami PTEN (Anti PTEN, Lot:4177442, Merck) a AKT (Anti-Akt, Lot:
210406, Sigma-Aldrich).

Vysledky

Prva sadu 26 vzoriek sme testovali s protilatkou PTEN, kde sme hodnotili parametre ako
cytoplazmovu a luminalnu pozitivitu, difdznu alebo fokalnu pozitivitu. Pozitivita markera PTEN
vykazuje v EC nepravidelny casto fokdlny charakter. Intenzita sa liSi medzi jednotlivymi
pripadmi, pricom v niektorych pripadoch je pozorovand slaba aZ nevyrazna intenzita, zatial ¢o
v inych je zvyraznena (Obréazok 1). Tieto varidcie naznacuju heterogenitu v expresii PTEN v
ramci réznych nddorovych loZisk. TaktieZz nepozorujeme signifikantny rozdiel v pozitivite PTEN
vo vztahu ku histologickému gradingu nadoru (Obrazok 2).

110



Endometroidny Ca

Obrdzok 1: Expresia PTEN v endometroidnom karcindme endometria

Vyska stipcov reprezentuje priemernt expresiu PTEN, zatial ¢o jednotlivé body ukazuju
distribdciu hodnot pre kazdu vzorku v danej kategorii. Ukdzalo sa, Ze expresia PTEN je v
nadoroch mikrosatelitne stabilnych (MSS) signifikantne vy$sia v porovnani s mikrosatelitne
nestabilnymi (MSI) nadormi. Vys$sia expresia v MSS moze suvisiet s genetickou stabilitou a
zachovanim tumor supresorovych funkcii, zatial' ¢o nizsia expresia v MSI nadoroch méze byt
dosledkom genetickej nestability.
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Obradzok 2: Vlavo: zobrazenie expresie PTEN pri r6znych gradoch, Vpravo: porovnanie expresie
PTEN medzi MSI a MSS
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Druha sada vzoriek bola otestovand na pritomnost AKT kde sme hodnotili pozitivitu v
invazivnom fronte, izolované bunky, pozitivitu na hlbku a na povrch. Tiez sme hodnotili difiznu
alebo fokdlnu pozitivitu (Obrazok 3).

Obrazok 3: Expresia AKT v endometroidnom karcinéme endometria

Pozitivita AKT bola vo vacsine pripadov (61%) slabd a nepravidelnd. Zujimavym zistenim je
vyrazna pozitivita AKT pozorovana v loZiskach invazivneho frontu az v 31% pripadov. Slaba
difuzna pozitivita AKT bola ale signifikantne castejsia pri G3 nadoroch. Tento nadlez méze
naznacovat Ulohu AKT v skorsich $tadidch karcinogenézy alebo ako mozny mechanizmus
spojeny s lepsie diferencovanymi a menej agresivnymi nadormi.

Pri lektinovej imunohistochémii sme vyhodnocovali lumindlnu a cytoplazmovu pozitivitu. V
nadoroch endometria dominuje najma pozitivita SNA, ¢o naznacuje vyznam a2,6 sialylacie v
procese nadorovej transformacie. Naopak, expresia MAL, reprezentujlca a2,3 viazanu sialovu
kyselinu, je prevazne len slaba.

Diskusia

Nase vysledky pri hodnoteni markera PTEN ukazuju nepravidelnu, ¢asto fokdlnu pozitivitu bez
jednoznacnej korelacie s gradingom, ¢o poukazuje na heterogenitu expresie PTEN medzi
jednotlivymi pripadmi. Tento nélez je v sulade s literatirou (8), kde sa uvadza, Ze strata
expresie PTEN bola castejSie detegovana imunohistochemicky nez pomocou genetickej
analyzy. To podporuje hypotézu, ze funkénd strata PTEN nemusi byt vidy podmienena priamo
mutdciou, ale aj inymi mechanizmami, ako su epigenetické zmeny. V ¢lanku je tieZ zdéraznend
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vysSia frekvencia PTEN straty pri endometrioidnych karcindmoch v porovnani s
neendometrioidnymi, ¢o zodpoveda aj nasim vysledkom — vyssSej strate PTEN expresie v
nadoroch MSI a genomickou nestabilitou.

Pri hodnoteni markera AKT sme pozorovali vo vacsine pripadov (61%) slabu a nepravidelnu
pozitivitu. Vyraznu pozitivitu sme pozorovali v lozZiskach invazivneho frontu az v 31% pripadov.
Tento fenomén zatial nie je opisany a méze naznacovat moznu Ulohu AKT v procesoch invazie
a progresie nadoru. Zaroven bolo zistené, Ze slaba difuzna pozitivna expresia AKT je
signifikantne ¢astejSia pri G3 nadoroch, ¢o méze poukazovat na jeho tlohu v skorsich stadiach
karcinogenézy. Tento mechanizmus by mohol byt spojeny s lepsie diferencovanymi a mene;j
agresivnymi nadormi, ¢o naznacuje, Ze AKT by mohol zohravat vyznamnu rolu pri udrZiavani
nizsej agresivity tychto nddorov. Znizenu expresiu AKT v G3 nadoroch uvadza aj Studia (9), ¢o
podporuje hypotézu Ulohy v skorsich Stadiach. Tato korelacia podporuje hypotézu, Ze signalna
draha PI3K/AKT/mTOR moze byt aktivnejsia v skorsich fazach karcinogenézy a jej aktivita moze
klesat s narastajucou malignitou.

Tieto vysledky podporuju potrebu dalSieho skimania Glohy AKT v nddorovej progresii a
diferenciacii. TieZ poukazuju na vyznam sledovania AKT expresie v ramci nadorovej
heterogenity so zameranim na invazivny front nddoru pri Studiu invazivnych mechanizmov.

Pri lektinovej imunohistochémii sme vyhodnocovali pozitivitu lektinov MAL a SNA. Vyraznejsia
bola expresia SNA, ¢o naznacuje vyznam a2,6 sialylacie v procese nadorovej transformacie,
pricom expresia MAL, ktora preferuje a2,3 vazbu bola prevaine slaba. Dominancia a2,6
sialylacie v nddoroch endometria tak méze naznacovat Specifické mechanizmy transformicie
pre tento typ nadoru. Sialylacia je doleZitd modifikacia v rdmci bunkovej glykozylacie, kedZe
sialylované glykany zohravaju kltic¢ovu udlohu v bunke pri rozpoznavani buniek, adhézii buniek
a bunkovej signalizacii. Zvysenie globalnej sialylacie — najma v a2,6- a a2,3- viazanej sialylacii
je uzko spojené s vyskytom rakoviny.

Vo vacsine typov nadorov je prave pritomna 2,3 sialylacia, preto ide o zaujimavy nalez. 02,6
viazané sialylované glykokonjugaty su pritomné v nddoroch endometria tak cytoplazmaticky,
ako aj viazané na lumialnu membranu. Membranova distribucia by mohla naznacit ich moznu
Ulohu v bunkovej signalizacii a interakcii s mikroprostredim nadoru. Pozorujeme signifikantny
vzostup cytoplazmovej pozitivity SNA v slvislosti so vzostupom grade tumoru. Tento nélez
naznacuje, Ze vyssia expresia a2,6 viazanych sialylovanych glykokonjugétov moze byt spojena
s agresivnej$imi formami nadorov. Cytoplazmaticka lokalizacia SNA by mohla odrazat zmeny
v glykozylacii, ktoré podporuji progresiu a invazivne sprdvanie ndadorovych buniek.
Pozorované nalezy zdoraznuju potencidlnu ulohu SNA ako biomarkeru pre hodnotenie
nddorov endometria. Zaujimavym zistenim je signifikantnd koreldcia medzi silnou
cytoplazmatickou pozitivitou SNA a slabou pozitivitou AKT.

Vyskum biomarkerov v endometridlnych nadoroch prispieva k lepSiemu pochopeniu ich
heterogenity a agresivity. Nase zistenia v suvislosti s expresiou PTEN a AKT potvrdzuju, Ze tieto
markery mozu zohravat délezitd Ulohu v procese nadorovej progresie a diferenciacie, pricom
naznacuju, ze expresia tychto proteinov moze byt modulovana nielen genetickymi, ale aj
epigenetickymi faktormi. Zaujimavé wvysledky v oblasti lektinovej imunohistochémie
naznacuju, Ze a2,6 sialyldcia, reprezentovana SNA, méze byt $pecifickym biomarkerom pre
hodnotenie nadorov endometria a ich agresivity. TaktieZ je potrebné sa sustredit na
podrobnejsiu analyzu ulohy sialylacie v nddorovych procesoch, pretoze jej vplyv na invazivnost
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a agresivitu nadorov naznacuje jej potencial ako terapeutického ciela. Ziskané poznatky
prispievaju k lepSiemu pochopeniu komplexnej interakcie medzi zmenami v glykozylacii a
aktivitou signalnych drdh, pricom podporuju potrebu dalsich studii zameranych na funkéné
prepojenie sialyldcie s PI3K/AKT/mTOR signalizaciou v kontexte rdznych molekuldarnych
podtypov endometridlneho karcindmu.

Finanénd podpora: UK/1155/2024, VEGA 1/0646/25 Alterations in the placental tissue
glycocode related to maternal glucose metabolism affecting the course of pregnancy.
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Uvod

Podla Gdajov Svetovej zdravotnickej organizacie je nador mo¢ového mechdra (NMM) desiatou
najcastejsie sa vyskytujucou neopldziou v celosvetovom meradle. Ro¢ne pribudne priblizne
600 000 novych pripadov a priblizne 200 000 pacientov ro¢ne tomuto ochoreniu podfahne (1).
Histologicky najbeZnejsim typom NMM je urotelovy NMM, ktory predstavuje cca 90 % zo
vsetkych novo diagnostikovanych pripadov (2). Urotelovym NMM trpia Castejsie muzi ako
Zeny ajeho incidencia stupa so zvySujucim sa vekom pacientov (3,4). Na zaklade miery
infiltracie NMM do steny moCového mechura, pripadne mimo mocovy mechdr je mozné
rozlisit dva zakladné typy urotelovych NMM — svalovinu neinfiltrujici (NMIBC) a svalovinu
infiltrujuci nador (MIBC). NMIBC sa vyskytuje Castejsie, je povazovany za menej agresivny typ,
avsak pri tomto type nadoru existuje vysoké riziko rekurencie. MIBC predstavuje agresivnejsi
typ ochorenia a je diagnostikovany priblizne 30 % novo zachytenych pripadov (5,6). Vyskum
sa v poslednych rokoch zameral na molekularnu klasifikaciu urotelovych NMM, nakolko sa
jasne ukazalo, Ze tieto nadory si na molekuldrnej Urovni rozdielne a aktudlne pouzivané
klasifikacné systémy (zaloZené najma na histologickom uréeni stadia a stupna ochorenia) nie
su vzdy dostacujuce pre odzrkadlenie tejto heterogenity. Molekularne subtypy urotelovych
NMM sa vzdjomne liSia najma rozdielnymi profilmi mRNA expresie a mutacnymi profilmi.
Klacovymi hrac¢mi pri rozdielnych expresnych profiloch si predovsetkym expresia markerov
bazélnej (keratiny) ¢i lumindinej (GATA3, FOXA1, uroplakiny) diferenciacie. Najvyraznejsie
mutacné rozdiely medzi subtypmi NMM mozno zasa badat pri pritomnosti ¢i nepritomnosti
patogénnych variantov v génoch FGFR3, KDMG6A, TERT, PIK3CA, CDKN2A, RB1 a TP53 (7-11).
Molekularne rozdiely medzi jednotlivymi subtypmi sa pretavuji do rozdielnych biologickych
vlastnosti a spravania jednotlivych nddorov, ovplyviuju ich agresivitu, progresiu ochorenia ¢i
terapeutické odpovede (12). Napriek tomu, Ze v si¢asnosti sa molekularna klasifikacia NMM
zatial' v klinickej praxi nepouziva, poznanie molekularnych profilov NMM ma jednoznacény
potencidl zefektivnit vyber vhodného terapeutického pristupu a celkového klinického
manazovania pacienta. V tejto praci sme sa zamerali na mutacény status génu FGFR3, nakolko
v klinického hladiska predstavuje aktudlne najvyznamnejsi a najperspektivnejsi gén
ovplyvriujuci vyber terapie pri NMM.
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Material a metddy

Tato praca bola schvdlend etickou komisiou Univerzitnej nemocnice Bratislava pod
referenénym ¢&islom 05/2022. V préci boli analyzované vzorky 39 réznych pacientov, ktoré boli
ziskané pocas 40 (pre jedného pacienta bola analyzovana vzorka primdrneho nadoru aj
recidivy) operacnych zidkrokov — transuretralna resekcia (TURBT) NMM. Pre kazdého pacienta
bola analyzovana vzorka nadorového tkaniva ako aj vzorka periférnej krvi — spolo¢ne bolo
analyzovanych 80 vzoriek DNA. DNA bola izolovana pouzitim komercného kitu GenElute™-
Single Spin Tissue DNA Kit (Sigma Aldrich) pre izolaciu z tkaniva a kitu QlAamp DNA Blood Mini
Kit (Qiagen) pre izolaciu z krvi. V oboch pripadoch bol dodrzany postup odporucany vyrobcom.
Na zistenie mutacného statusu v analyzovanych vzorkach bola pouzitd metdéda masivneho
paralelného sekvenovania (NGS) za vyuZitia komeréného kitu na pripravu NGS kniznic SSEL XT
HS2 Starter Kit (1-16) 16rxn (Agilent) kombinovaného s komerc¢nym kitom SSEL Cancer Bladder
Assay Probes, DNA 16 rxn (Agilent) obsahujucim Specifické proby umoziiujlce selektivne
obohatenie kniznic o Zelané Useky — kddujuce oblasti 25 génov typicky spajanych s NMM. Opat
bol dodrzany postup odporucany vyrobcom. Vo vseobecnosti priprava NGS kniZnice zahfiala
enzymaticku fragmentaciu vzoriek, opracovanie vzniknutych lepivych 3° koncov, ligaciu
fragmentovanej DNA s barkédovanymi adaptérmi, purifikaciu kniznice vyuZitim magnetickych
gulic¢iek, amplifikaciu kniZznice a opatovné precistenie magnetickymi gulickami. Nasledovala
kontrola kvality a kvantity pripravenej kniznice metddou kapildrnej elektroforézy a kniznice
boli nasledne hybridizované so Specifickymi prébami. Nasledné precistenie kniZnice
prebiehalo pomocou streptavidinovych guli¢iek, a po amplifikacii a precisteni kniZnice
magnetickymi gulickami boli kniznice opét kontrolované kapilarnou elektroforézou. Hotové
NGS kniznice boli po nariedeni a poolingu sekvenované analyzatorom Miniseq System
(lllumina) za pouZzitia sekvenacného kitu Miniseq Mid Output kit (Illumina). Do dalSich analyz
boli spracované len tie sekvencie, ktoré boli ¢itané minimalne 100x a len tie varianty, ktoré sa
vo vzorke vyskytovali vo frekvencii minimalne 5%. Bioinformatické spracovanie dat prebiehalo
vyuZitim nastrojov Finalist, Franklin, Alissa Reporter v1.3.3. Na vyhodnotenie patogenicity
a klinického vyznamu zachytenych variantov boli pouZité online databazy Varsome, ClinVar,
dbSNP, Franklin Genoox.

Vysledky

V tejto praci boli sekvenované vzorky pochadzajlice zo 40 TURBT, avsak 4 vzorky (nddorové
tkanivo aj periférna krv) boli zanalyzy vyli¢ené — histoldgia nepotvrdila pritomnost
nadorovych buniek vo vzorke. Uvadzané su teda sekvenacné data vztahujlce sa na 36 vzoriek
nadorového tkaniva a k nim korespondujucich 36 vzoriek periférnej krvi. Pouzitim komercénej
NGS panel assay boli ziskané sekvenacné data ku kédujicim oblastiam 25 génov typicky
spajanych s NMM, avsak z klinického hladiska su najvyznamnejsie zachytené varianty v géne
FGFR3, ktoré su podrobnejSie rozoberané v nasledujucich castiach prace. Vpraci su
rozoberané len patogénne a pravdepodobne patogénne varianty. Zachytené varianty
s neznamym vyznamom, pravdepodobne benigne a benigne varianty boli z analyz vylucené.
Vsetky varianty uvedené nizsie boli zachytené len vo vzorkiach nadorového tkaniva, nie vo
vzorkach krvi — vo vsetkych pripadoch ide teda o somatické varianty. Pocas analyzy neboli
zachytené Ziadne zarodocné varianty. Gén FGFR3 bol vramci nasej testovanej skupiny
najcastejsSie mutovanym génom (Obrazok 1), az 47,22% (n=17) analyzovanych vzoriek nieslo
jednonukleotidovi zdmenu (SNV) prave v tomto géne. Vo vsetkych pripadoch islo o varianty
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nachadzajuce sa v exdne 7 alebo exdne 9, pricom boli identifikované 4 ré6zne SNVs (Tabulka
1). Kratke inzercie ani delécie (INDEL) tohto génu neboli zachytené.
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POCET VZORIEK NADOROVEHO TKANIVA S MUTOVANYM GENOM

Obrdzok 1: Zndzornenie vsetkych génov, ktorych patogénne/pravdepodobne patogénne
varianty boli pocas analyzy zachytené. Zobrazeny je pocet vzoriek nddorového tkaniva

nestceho patogénny/pravdepodobne patogénny variant v danom géne.

Tabulka 1: Zoznam patogénnych/pravdepodobne patogénnych variantov zachytenych v géne
FGFR3 vo vsetkych analyzovanych vzorkdch s uvedenim exdnu, kde sa zédmena nachddza
a poc¢tom vzoriek nddorového tkaniva, v ktorych bola dand zamena identifikovand.

Zdmena vgéne  FGFR3 | Exdn, v ktorom sa nachadza | Po¢et  vzoriek  nesucich
(proteinovy zapis) zamena zamenu

FGFR3 R248C 7. 1

FGFR3 S249C 7. 11

FGFR3 S371C 9. 1

FGFR3Y373C 9. 4

Patogénne/pravdepodobne patogénne SNV varianty v géne FGFR3 sa v zachytenych vzorkach
nachdadzali v réznych frekvenciach (variant allele frequency — VAF). Obrazok 2 znazorfuje
sekvenacné zaznamy variantu v géne FGFR3 vo vzorkach s rozdielnou VAF.
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Obrdzok 2: Chromatogramy zndzorriujuce patogénny variant FGFR3 S249C v troch réznych
vzorkdch nddorového tkaniva s réznymi hodnotami VAF. A — VAF 12,20 %. B — VAF 23,60 %. C
— VAF 43,40 %.

Diskusia

NGS sekvenovanim 80 vzoriek DNA bolo v nasom projekte identifikovanych niekolko
patogénnych a pravdepodobne patogénnych variantov vroznych génoch (Obrazok 1).
Analyzou vzoriek DNA izolovanej z nddorového tkaniva a periférnej krvi kazdého pacienta boli
ziskané informdacie o povode variantu — ¢i ide o variant zarodocny, teda zdedeny alebo variant
somaticky, teda ziskany pocas Zivota. VSetky identifikované varianty, nezavisle od hodnoty
VAF daného variantu predstavovali somatické varianty. Tato skutocnost je v sulade
s etiolégiou ochorenia NMM, pri ktorej dochddza k postupnému akumulovaniu DNA
poskodenia v bunkach urotelu mocového mechura. Toto poskodenie je spOsobené najma
posobenim karcinogénnych latok, ktoré su pocas Zivota vylucované mocom a urotel je s tymito
latkami v prakticky nepretrzitom kontakte a kombinaciou so zhorSenymi DNA reparacnymi
mechanizmami, ku ktorych zhorseniu prirodzene dochadza so stupajicim vekom. Dékazom
vyssie spomenutého je fakt, Ze priemerny vek nastupu ochorenia sa pohybuje medzi 70 a 84
rokmi (13). Priemerny vek v nasej analyzovanej vzorke pacientpov bol v éase odberu
testovaného materialu 67,6 roka. Tato praca bola zamerana na patogénne a pravdepodobne
patogénne varianty vgéne FGFR3. Varianty vtomto géne predstavuju klinicky
najrelevantnejsie Udaje zo ziskanych dat, nakolko vsetky najdené varianty v géne FGFR3,
okrem variantu S371C, patria to tzv. Tier I. Tier klasifikacia sluZi na zhodnotenie klinickej
relevantnosti molekuldrneho nalezu, so zatriedenim variantov do 4 tried — Tier. Tier
| predstavuje varianty so silnym klinickym vyznamom, Tier Il varianty s potencidlnym klinickym
vyznamom. Do Tier lll patria varianty s neznamym ¢i nejasnym klinickym vyznamom a do Tier
IV patria benigne a pravdepodobne benigne varianty (14). Vsetky Tier | varianty identifikované
pocas tohto projektu sa nachadzali vylu¢ne v géne FGFR3. Len v januari 2024 americka FDA
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(Food and Drug Administration) schvalila pouZitie lieciva erdafitinib pre liecbu dospelych
pacientov trpiacich rozsirenym ¢i metastazujucim NMM, pricom pacienti vhodny na tuto
lieCbu nesu Specifické varianty v géne FGFR3, konkrétne zameny G370C, R248C, S249C, Y373C
a R48C (15). Gén FGFR3, okrem inych indikacnych obmedzeni, tak hra délezitd ulohu pri
posudeni vhodnosti liecby erdafitinibom, pricom podanie takejto liecby je zavislé od predoslej
molekuldrnej diagnostiky mutacného statusu génu FGFR3. Gén FGFR3, ktory patri medzi
protoonkogény, kéduje membranovy receptor — tyrozin kinazu, ktory po vazbe so svojim
ligandom za fyziologickych podmienok spusta v bunke signalnu drdhu veddcu k deleniu bunky.
Zameny G370C, R248C, S249C, Y373C a R48C vtomto géne vedu k autofosforylacii FGFR3
receptora, ¢o v koneénom dosledku spdsobi neustalu aktivéciu signalnej drahy spustajicej
nepretrzité delenie bunky. Erdafitinib predstavuje inhibitor tyrozin kindz, ktory blokuje
enzymaticku aktivitu FGFR3 receptora tym, Ze zabrani jeho autofosforylacii (16). Tymto
projektom bolo dokdzané, Ze hodnotiac len jedno indikacné kritérium ato mutacny status
génu FGFR3, takmer polovica analyzovanych vzoriek (pacientov) predstavuje vhodnych
kandidatov pre lie¢bu erfdafitinibom, Napriek tomu, Ze NCCN guideliny odporucaju podanie
erdafitinibu ako lie¢bu druhej volby nasledujucej po konvencnej liecbe chemoterapiou
zalozenej na cisplatine (17), uz schvaélenie tohto lieCiva a jeho pouZitie na zaklade molekularnej
diagnostiky genetického pozadia karcindmu predstavuje prvy krok smerom k persanalizovanej
liecbe NMM. Verime, Ze erdafitinib je len prvym lie¢ivom z mnohych, ktorych podanie je
naviazané na molekuldrnu ,companion” diagnostiku a Ze v budicnosti sa bude portfélio lieciv
zalozenych na molekularnej analyze nadorov mocového mechdra len zvac¢sovat.

Tento projekt bol Ciastocne financovany grantom Univerzity Komenského ¢. UK/41/2023
a grantom Univerzity Komenského ¢. UK/3020/2024.
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Uvod

Nadorové ochorenia maju multifaktoridlny pévod a predstavuji druhd najcastejsiu pricinu
umrtnosti v celosvetovom meradle. Velkd a r6znoroda komunita mikroorganizmov Zijucich
v symbiotickom vztahu s hostitelom tvori mikrobiém, ktory zohrava doéleziti ulohu v
udrZiavani integrity sliznicnych bariér, homeostaze, traveni, absorpcii vitaminov, ochrane pred
patogénmi a napomaha aktivacii a dozrievani imunitného systému. Zmenené zloZenie
¢revného mikrobiému s nizkou diverzitou sa méze spajat s réznymi patologickymi stavmi
v tele, akymi su kardiovaskuldrne, neurologické, metabolické a zapalové ochorenia, vratane
rozvoja onkologickych ochoreni.

Pribudajuce dékazy odhalili, Ze fudsky mikrobidom je asociovany nielen so vznikom, ale aj s
progresiou malignit, Sirenim metastaz a dokonca aj s efektivitou lieCby. Ukazuje sa, Ze pri
onkologickych ochoreniach sa mikrobiém podiela na vsetkych Stadiach tumorigenézy, pricom
zmeny v mikrobiome mozu uz slazit ako biomarker malignej transformacie v tele. Pritomnost
priaznivych bakteridlnych druhov méze mat protinddorovy efekt vdaka produkcii metabolitov,
akymi su kyselina indol-3-propidnova, mastné kyseliny s kratkym retazcom (SCFAs) a reuterin,
ktoré znizuju proliferaciu buniek nadoru. SCFAs dokazu ovplyvnit nielen signalne drahy v
Creve, ale aj vo vzdialenych orgdnoch a tkanivéch prostrednictvom krvného obehu. Prospesné
baktérie aktivuju cytotoxické a pomocné T lymfocyty a NK bunky, ¢im inhibujd nadorovy rast.
Na druhd stranu, pritomnost nepriaznivych bakterialnych taxénov méze prispievat k vyvoj
nadoru prostrednictvom produkcie réznych toxinov a reaktivnych foriem kyslika, ktoré
poskodzuji DNA, azarovenn aj prostrednictvom zmenenej signalizaciu drah veducich
k pretrvdvajucemu zapalu. TaktieZ sa ukazuje, Ze nepriaznivé mikroorganizmy sa podielaju na
priamej indukcii zapalu vratane produkcie prozdpalovych cytokinov, blokovania cytotoxicity
NK buniek a T buniek a aktivacie protumorigénnych Th2 a Th17 imunitnych reakcii (1, 2).
Uloha baktérii a mechanizmy ich vplyvu boli $tudované najma v pripade gastrointestinalnych
nadorov, v désledku ich asocidcii s érevnym mikrobiémom. Stiéasné vyskumy sa snazia posudit
pozitivny aj negativny vplyv baktérii, lipopolysacharidov, mikrobidlnych metabolitov a toxinov
na vyvoj a progresiu aj inych typov malignit. Navy3e bola odhalena pritomnost $pecifickych
mikroorganizmov v nadorovych tkanivach, ktoré absentuju v prilahlom zdravom tkanive, ¢o
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moze byt rozhodujuce pri regulacii imunitnych a nddorovych dréh a tak ovplyvnit rast nadoru
(3). Pribadajuce Studie uspesne identifikovali patogény nielen v ¢revnom, ale aj nddorovom
mikrobiéme, ktoré by mohli stvisiet so zlou odpovedou na podavanu protinddorovu lie¢bu

(4).

Ciel

Cielom nasej pilotnej studie bolo zaviest metddu na optimalizaciu izoldcie DNA zo stolice
s naslednou mikrobiémovou analyzou pomocou sekvenovania V4 hypervariabilnej oblasti 16S
rRNA génu v animalnom modeli mysi s embryonalnym karcindmom testis. Napriek tomu, Ze
testikuldrne nadory zo zarodocnych buniek tvoria vaésinu vsetkych pripadov nadorov testis,
embryonalny karcindm je povaZovany za vzacny, ale zato velmi agresivny podtyp (5).
V predkladanej praci sme sa zamerali na Studium tohto histologického podtypu in vivo a nasim
hlavnym cielom bolo stanovit diverzitu mikrobiému a odhalit $pecifické bakteridlne taxény,
ktorych pritomnost sa meni sdynamikou rastu nadorov a odliduje sa od mikrobiému
kontrolnych zvierat.

Material a metédy

Vramci pilotnej analyzy sme stanovili kompoziciu ¢revného mikrobidmu u animalneho
modelu NOD scid gamma mysi (NSG) vyvinutych v The Jackson Laboratory (USA). Tie
predstavuju imunodeficientny kmen povaZovany za zlaty Standard v predklinickych studiach
pre vyskum onkologickych ochoreni a na potencidlne vyuzitie pre personalizovanu terapiu (6).
Mysiam bola na lavu a pravu dorzélnu oblast tela subkutédnne aplikovand jedna z troch typov
parentalnych nadorovych linii fTudského embryonalneho karcindmu testis (4x 2102Ep, 4x
NCCIT a 4x NTERA-2). Do kaZzdej experimentdalnej kohorty xenograftov s réznymi variantami
nadorovych linii boli zaradeni samci vo veku 6 — 8 tyZzdriov. Zvierata boli chované individudlne,
pricom mali zabezpecené rovnaké krmivo a identické podmienky prostredia. Do kontrolnej
kohorty sme zaradili 4 samcov, ktorym bol subkutanne injekovany fyziologicky roztok.

Analyza ¢revného mikrobidmu prebiehala zo vzoriek stolice, ktoré sme odoberali 16 jedincom
zaradenym do pilotného experimentu. Fekdlne pelety boli umiestnené do sterilnych
mikroskdmaviek v tyzdfiovom intervale v dizke trvania jedného mesiaca, pre postdenie
dynamiky zmien mikrobiému s rastom nadoru. Pred aplikaciou nadorovej bunkovej linie vs.
fyziologického roztoku sme odobrali aj vzorku bazalneho mikrobiému, ktory predstavuje
pociatocné bakteridlne osidlenie creva este pred akymkolvek experimentdlnym zasahom.
Takto odobraté vzorky boli pouZité na izoldcia mikrobidlnej DNA pomocou Quick DNA
Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit (Zymo Research), ktory je komeréne dostupnym a vhodnym
na mikrobiémové analyzy vzoriek stolice a zabezpeluje aj dostato¢né vytazky a kvalitu DNA.
Amplifikacia ziskanej DNA prebehla pomocou dvojstupriovej PCR reakcie s vyuZitim primerov
515F a 806R zacielenych na V4 hypervariabilni oblast 16S rRNA génu. Profilovanie tohto génu,
ktory obsahuje 9 hypervariabilnych oblasti (V1-V9) je Standardne vyuZivané na identifikaciu
taxonomickych jednotiek pomocou sekvenovania novej generdcie na réznych platformach ako
Illumina, lon Torrent alebo Pacific Biosciences. Na zaklade mikrobiémovych analyz v réznych
typoch vzoriek sa ako najoptimalnejsi ukazuje vyber jednej alebo kombinacia viacerych
hypervariabilnych oblasti génu. V pripade stanovenia zlozenia fekdlneho mikrobidmu vyskumy
poukazali na to, Zze V4 oblast je najviac konzervovana a ma najoptimalnejsiu rozliSovaciu
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schopnost medzi blizko pribuznymi druhmi baktérii. Vdaka za¢lenenym barkédom su
vzniknuté PCR amplikdny z kazdej vzorky unikdtne, ¢o umozZiuje sekvenovanie vsetkych
vzoriek naraz. Na inkorporaciu barkédov sa vyuZiva PCR, ktora predstavuje jednoduchy pristup
s nizkymi nakladmi. Standardny pracovny postup na pripravu vzoriek pre sekvenovanie je
zloZzeny z dvoch nezavislych PCR reakcii. Prva PCR1 amplifikdcia prebiehajica v 28 cykloch bola
pouZitd na vytvorenie produktu V4 oblasti 16S rRNA génu. Sucasne doslo ku zacleneniu tzv.
linkerovych sekvencii (CS1 a CS2) na 5° konci kazdej molekuly. Takto vzniknuté produkty sluzili
ako templat pre uskutocnenie PCR2 prebiehajtcej v 8 cykloch, v ktorej uz boli pouZité Fluidigm
Access Array primery so Specialnymi barkédmi. Pred samotnym sekvenovanim na lllumina
MiSeq platforme boli vzorky zli¢ené dokopy. Vystupné data sme spracovali pomocou
dostupnych softvérovych balikov a vizualizovali prostrednictvom webovej platformy
MicrobiomeAnalyst, ktord umoznuje pouZitie roznych metdd na spracovanie mikrobiomovych
Udajov, Statisticki analyzu a funkéné profilovanie. Postup nasej experimentdlnej prace
a mikrobiémovej analyzy je zndzorneny na Obréazku 1.
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Obrdzok 1. Pracovny postup mikrobiomovej analyzy. Po uskutocneni izoldcie bakteridlnej DNA
z mysacich fekdlnych peletov a stanoveni kvality a kvantity izolovanej DNA sme uskutocnili
dvojstupriovi PCR amplifikdciu s ndslednym sekvenovanim V4 hypervariabilnej oblasti 16S
rRNA génu. Analyza kompozicie mikrobiomu bola vykonand prostrednictvom webovej
platformy MicrobiomeAnalyst. Vytvorené pomocou Biorender.com

siivagé?
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Vysledky

Na uréenie rozmanitosti mikrobiému vo vzorkach sme vyuzili metriky o a B diverzity.
Stanovenie a diverzity pomocou Shannon indexu, kombinujiceho bohatost a rovhomernost
taxonov, neodhalilo Statisticky signifikantné rozdiely v ramci jednotlivych skupin (p>0,05)
(Tabulka 1). V dalsich krokoch sme sa zamerali aj na stanovenie diverzity medzi skupinami
pomocou Bray-Curtis indexu, ktory je z beZzne pouZivanych indexov najsenzitivnejsi na rozdiely
medzi skupinami (Tabulka 2). Z vysledkov sme zistili $tatisticky vyznamnu odlisnost (p<0,05)
diverzity mikrobiomu u kohorty experimentdlnych mysi nestcich embryonalny karcindm
v porovnani s kontrolami a taktiez v 2. a 4. tyZdni rastu nadorov v porovnani s kontrolnym
mikrobidmom vtom istom c¢ase experimentu. Stanovenie pociatocného mikrobiému
neodhalilo rozdielnu diverzitu u experimentdlnych zvierat (p>0,05), ¢o predstavuje kluc¢ovy
faktor pre zabezpecenie relevantnosti vysledkov Studie. Mysi boli nasledne rozdelené na
skupiny s aplikovanymi nadorovymi bunkami a skupinu s podanym fyziologickym roztokom.

Tabulka 1. Stanovenie o diverzity bakteridlnych komunit v réznych porovndvanych skupindch.

a diverzita (Shannon index)

porovnavana skupina 1 porovnavana skupina 2 N1 N2 p hodnota
xenografty bazalny mikrobiéom kontroly bazalny mikrobiom | 12 4 0,503
xenografty 1. tyzden kontroly 1. tyzden 12 4 0,549
xenografty 2. tyzden kontroly 2. tyzden 12 4 0,084
xenografty 3. tyZden kontroly 3. tyzden 12 4 0,398
xenografty 4. tyZzden kontroly 4. tyzden 12 4 0,590
spolu - vSetky xenografty spolu - vSetky kontroly 60 20 0,311

Popis: N1: pocet vzoriek v 1 skupine; N2: pocet vzoriek v 2 skupine

Tabulka 2. Stanovenie 8 diverzity bakteridlnych komunit medzi

skupinami.

réznymi porovndvanymi

B diverzita (Bray-Curtis index)

porovndvana skupina 1 | porovnavana skupina | N | Permutation | F hodnota | p hodnota
2 s

xenografty bazalny m. kontroly bazalny m. 16 | 9999 1,051 0,339
xenografty 1. tyzden kontroly 1. tyZzden 16 | 9999 0,793 0,518
xenografty 2. tyZden kontroly 2. tyzden 16 | 9999 3,393 0,019
xenografty 3. tyzden kontroly 3. tyzden 16 | 9999 1,092 0,392
xenografty 4. tyzden kontroly 4. tyzden 16 | 9999 3,539 0,022
spolu - vsetky | spolu - vSetky kontroly | 80 | 9999 4,787 0,009
xenografty

Popis: N: pocet vzoriek; m: mikrobiém
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Graf 1. Teplotnd mapa popisujuca zastupenie bakteridlnych celadi medzi xenograftmi s
podanymi nddorovymi liniami embryondlneho karcindmu testis a kontrolami s fyziologickym
roztokom. Farebnd skdla od tmavej po bledozelenu vyjadruje zastupenie taxénov vo vzorkdch
v rdmci porovndvanych skupin mysi. Riadky reprezentuju jednotlivé bakteridine celade a stipce
urcuju jednotlivé vzorky. Na vizualizdciu bol pouZity MicrobiomeAnalyst.
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Graf 2. Analyza diferecidlnej abundancie. DESeq2 algoritmus odhalil vyznamne odlisne
zastupenie viacerych bakteridlnych rodov v 4. tyZdni experimentu medzi xenograftmi
a kontrolami. Graf zndzorriuje abundanciu taxonov Akkermansia, Acetatifactor, Clostridia UCG
014, Faecalibaculum, Monoglobus a Parvibacter v pozorovanych vzorkdch v 4. tyZdni od
subkutdnne podanej nddorovej linie alebo fyziologického roztoku. Na osi x su jednotlivé
analyzované skupiny vzoriek. Na osi y je zaznamenand pritomnost rodu v porovndvanej
skupine vzoriek. Na vizualizdciu bol pouZity MicrobiomeAnalyst.

Pre vizualizaciu odlisnosti v mikrobiome kontrolnych mysi bez nadorov a skupiny vsetkych
mysacich xenograftov nesucich embryondlny karcindm sme pouZili teplotni mapu tzv. heat
map za vyuZitia hierarchického klastrovacieho algoritmu Ward (Graf 1). Farebnou skdlou sme
odlisili zastupenie celadi v jednotlivych vzorkdch v porovnavanych skupindch. Z vysledkov
vyplynulo signifikantne vysSie zastupenie celadi Akkermansiaceae a Ruminococcaceae
u kontrolnej skupiny, zatial ¢o u mysi s nddormi sme zaznamenali vy$$iu pritomnost zastupcov
4 ¢eladi Tannerellaceae, Defluviitaleaceae, Bacteroidaceae a Monoglobaceae.

Dal$im cielom nasej prace bolo odhalit potencidlne bakteridlne taxény na trovni rodu, ktoré
by sa mohli svojou pritomnostou odli$ovat v ¢asovych intervaloch rastu nddorov v porovnani
s kontrolnym mikrobiédmom. Taxonomické zloZzenie pociatocného mikrobidmu nasich mysi
odhalilo zastupenie Celadi Lachnospiraceae, Lactobacillaceae a Erysipelotrichaceae, ¢o sa
zhodovalo s kompoziciou mikrobiomu NSG mysi chovanych v ramci The Jackson Laboratory,
ktoré distribuuje tieto zvieratd do celého sveta (7). Analyzou diferencidlnej abundancie
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pomocou DESeq2 algoritmu (p<0,05) (Graf 2) sa nam podarilo zistit, Ze v 4. tyzdni od podania
nadorovych linii embryondlneho karcindmu bolo utychto mysi pozorované signifikantne
vysSie zastupenie rodu Clostridia UCG 014 (z ¢elade Clostridia), ktory je v Studiach oznacovany
ako prozapalovy taxdn (8). Zaujimavostou bolo aj to, ze 2 rody Faecalibaculum (z Celade
Erysipelotrichaceae) a Monoglobus (z celade Monoglobaceae) boli detegované len
v mikrobiéme xenograftov vtomto ¢asovom odbere, pricom u kontrol boli pod detekénym
limitom. Na druhd stranu u kontrolnych jedincov bez nadorov boli v 4. tyzdni experimentu viac
zastupené rody Parvibacter (z celade Eggerthellaceae), Akkermansia (z Celade
Akkermansiaceae) a Acetatifactor (z Cefade Lachnospiraceae).

Diskusia

Aktivnou oblastou prebiehajucich onkologickych vyskumov je pochopenie mechanizmov,
ktorymi nepriaznivé mikrobialne druhy dokazu podporit vznik a progresiu nddorov. Mnohé
$tudie demonstrovali délezitost jednotlivych érevnych bakterialnych druhov pri odpovedi na
protinadorovu liecbu, najma chemoterapiu a imunoterapiu (2). Mikrobiémové analyzy v rdmci
prebiehajacich klinickych $tadii by mohli poskytnat cenné informacie o prognostickych a
diagnostickych mikrobidlnych biomarkeroch pri nddorovych ochoreniach. Rozdiely v zloZeni a
diverzite ¢revného mikrobiomu u zdravych fudi a pacientov s kolorektalnym karcinomom
poukazali na potencidlne vyuZitie mikrobialnych biomarkerov pri véasnej diagnostike so
slubnou citlivostou, $pecificitou a dokonca aj ndkladovou efektivnostou (9). Stiéasny vyskum
popisuje korelacie medzi zloZzenim mikrobiomu a genitourindarnymi malignitami u pacientov
s nddormi prostaty a moc¢ového mechudra. Podobne aj animalne experimenty potvrdzuju
asociaciu mikrobidmu s tymito malignitami prostrednictvom zloZitych signdlnych drah, ktoré
je potrebné este hlbsie preskimat. V porovnani s inymi typmi nadorov sa genitourinarne
malignity vyvijaju pomaly a pri v€asnej detekcii je ich liecba vysoko efektivna. Hoci bola
popisana existencia osi ,mikrobiom-érevo-testis“ (10), rozsiahle studie zamerané na uUlohu
mikrobidmu pri testikularnych nadoroch chybaju. Studia z roku 2023 uskuto¢nend na zaklade
dat z Finngen Konzorcia a UK Biobanky odhalila, Ze zastupenie rodu Subdoligranulum
v mikrobiéme muzov zniZovalo riziko nadorov testis. Na druhu stranu, vysoké zastupenie rodu
Romboutsia a ¢elade Peptostreptococcaceae korelovalo s vy$sim rizikom pritomnosti nadorov
(11). Identifikdcia biomarkerov v ¢revnom mikrobiome pacientov s nddormi semennikov
poméze pochopit, ako sa konkrétne mikroorganizmy podielaju na progresii tohto ochorenia,
ktoré v sucasnosti postihuje ¢oraz viac mladych chlapcov a muzov (10). Vykonanie pilotnych
analyz s nizkym poctom zvierat s rozsahom 5 az 20 mysi sa dérazne odporuca pri pokusoch na
zvieratach, ked nie je dostatok informacii o danej vyskumnej problematike (12). Nasa
animalna studia po prvykrat poukdzala na vplyv rastu embryonalneho karcindmu testis na
kompoziciu a diverzitu mikrobiému v pilotnom animalnom experimente u xenograftov v
porovnani s kontrolami. Vysledky ukazali, Ze bakteridlne celade Akkermansiaceae a
Ruminococcaceae boli hojnejsie zastipené v kontrolnej skupine. Tieto ¢elade su zname pre
svoju Ulohu pri udrziavani integrity ¢revnej bariéry vdaka schopnosti produkovat SCFAs, ktoré
su zdrojmi energie pre enterocyty (13). Ziskané vysledky naznacuju, Ze dynamika rastu
nadorov testis spdsobila zmeny v mikrobiéme a zniZila hladiny tychto priaznivych celadi. Nase
dalSie zistenia tykajuce sa zvySenych hladin vybranych celadi u xenograftov sa zhoduju so
Stadiami pri réznych inych typoch malignit, poukazujicich na vyssie zastupenie
Bacteroidaceae pri kolorektdlnom karcinéme (14). Celad Tannerellaceae bola hojnejsie
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zastupena v mikrobiéme pacientov s nadormi pluc (15), zvysenie Celade Defluviitaleaceae
podporovalo riziko nddorov hlavy a krku (16) a zastupcovia ¢elade Monoglobaceae boli vo
vy$Sej miere pritomni uobéznych pacientiek snadormi prsnika (17). Aj mnohé dalsie
predklinické a klinické Studie odhalili, Ze nami detegované bakteridlne rody, ktoré boli v 4.
tyzdni experimentu viac zastupené u mysacich xenograftov, zohrdvaju ulohu pri réznych
typoch malignit (Tabulka 3).

Tabulka 3. Diferencidlne abundacia bakteridlnych rodov v mikrobiome mysi v 4. tyZdni od

podania nddorovej linie vs. fyziologického roztoku kontroldm.

Taxonomické
zaradenie

Diferencialna abundancia
(p<0,05) zastupenia
taxénu

Vlastnosti bakterialneho taxénu,
uloha a vyskyt

Akkermansia

M u kontrol v 4. tyzdni

+ biomarker odpovede na imunoterapiu
/M SCFAs produkciu

N integritu Crevnej bariéry

{ u pacientov s réznym typom malignit

Acetatifactor

N u kontrol v 4. tyzdni

+ blokuje prozapalové reakcie cez SCFAs
+ zlepsSuje funkciu pecene/absorpciu
tukov

D u potkanov s benignou hyperplaziou
prostaty

Clostridia UCG 014

N u xenograftov v 4.
tyzdni

- prozapalovy taxon
/M toxicitu imunoterapie
M u pacientov s KRK

N u Zien snadormi ovarii, ktoré
ochoreniu
podlahli
Faecalibaculum N uxenograftov v 4. |+ protinadorovy vplyv
tyzdni 1 SCFAs produkciu
{ pocas KRK karcinogenézy
Monoglobus D uxenograftov v 4. | + degraduje pektin
tyzdni - v oralnom mikrobidme spdsobuje zapal
N u pacientov a mysi s KRK
Parvibacter M u kontrol v 4 . tyzdni { pocas crevnej dysbidzy u mysi

N SCFAs produkciu

Popis tabulky: SCFAs mastné kyseliny s kratkym retazcom, KRK kolorektdlny karcinom
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Zaver

Zaverom mbzeme potvrdit, Ze vramci nasej experimentalnej prace sme odhalili viaceré
bakteridlne taxdny na trovni Celade aj rodu, ktoré by mohli slizit ako potencidlne mikrobialne
biomarkery spojené s nddormi embryonalneho karcindmu testis. Predlozené vysledky su
stucastou pripravovanej experimentalnej publikécie (in preparation). Do budicnosti mézu nase
pilotné vysledky posluzit ako zaklad pre planovanie dalSich vyskumov zameranych na
detailnejsie Studium prepojenia mikrobidému s nddormi semennikov prostrednictvom osi
,mikrobidom-¢revo-testis“ a aj moznosti ovplyvnenia mikrobiému za ucelom zlepsenia jeho
zloZenia. Napriek tomu, Ze nadory semennikov st dobre lie¢itelné, ¢ast pacientov vykazuje
rezistenciu na liecbu. Prdve moduldcia mikrobiému pomocou réznych stratégii (18) by mohla
viest ku zlepseniu odpovede na lie¢bu pacientov s refraktérnym ochorenim.

Preto oblast tohto vyskumu zameraného na prepojenie testikularnych néadorov
s mikrobialnym zlozenim by mohla poméct aj pri objavovani novych stratégii pre prevenciu
a skrining, ¢o by umoznilo lekarom identifikovat jedincov s vy$sim rizikom na zaklade
$pecifického profilu érevného mikrobiému a navrhndt personalizované intervencie na
zmiernenie rizika vzniku a rozvoja ochorenia.
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Uvod

Diabeticky makuldrny edém (DME) je definovany ako abnormalne zhrubnutie sietnice na
podklade akumulacie tekutiny v makuldrnej oblasti [1]. Postihuje priblizne 7% pacientov
s ochorenim diabetes mellitus a je jednou z hlavnych pricin zhorsenia ¢i dokonca straty zraku
vo vyspelych krajinach. Patogenéza vzniku je multifaktoridlna, pricom hlavnymi rizikovymi
faktormi su hyperglykémia, systémova hypertenzia a hyperlipidémia [2]. Tieto faktory sa
podielaju na aktivacii patologickej kaskady, kde, okrem inych, zohrdvaju dolezitu ulohu
vaskularny endotelidlny rastovy faktor (VEGF) a angiopoetin-2, ktoré prispievaju k poskodeniu
endotelu ciev sietnice, poruche hematoretinalnej bariéry a nasledne k vzniku makuldrneho
edému. Liecbou prvej volby upacientov s DME su anti-VEGF preparaty, podavané
intravitredlne, ktoré zabezpecluju zvySenie cievnej stability, znizenie permeability ciev
a blokadu vazoproliferacie [3]. Na trh prichadzaju nové, efektivnejsie anti-VEGF preparaty
s ciefom zabezpecit ¢o najdlhsie trvajuce Gcinky. Jednym z nich je aj preparat faricimab, ktory
je na Slovensku registrovany od 1.4.2024 [4].

Cielom nasej prace je porovnat anatomické a funkéné vysledky adosiahnuté intervaly
u pacientov liecenych faricimabom na nasej klinike s vysledkami z realnej klinickej praxe.

Material a metody

Zvolili sme retrospektivnu analyzu, v ktorej sme hodnotili vysledky 6-mesacnej anti-VEGF
liecby u pacientov s diabetickym makularnym edémom, ktorym bol intravitrealne aplikovany
preparat faricimab. Terapeuticky reZzim prebiehal v sulade s ddvkovanim uvedenym v SPC
daného lieku, pricom sme prvé Styri davky podali v mesacnych intervaloch a nasledne sa liecba
individualizovala za poufZitia pristupu ,treat-and-extend” (lie¢ a predlZuj interval medzi
injekciami) podla anatomickej a funkénej odpovede na terapiu.

Do suboru sme zaradili pacientov z metabolicko-cievnej ambulancie O¢nej kliniky Fakultnej
nemocnice Nitra:

u ktorych bola lie¢ba 6 mg faricimabom zahajend po 1.aprili 2024, s dokumentovanou dizkou
lie¢by najmenej 6 mesiacov

ktori spifiali inkldzne kritéria pre zahajenie lie¢by faricimabom (pacienti s DM 1.typu alebo
kompenzovani diabetici 2. typu, u ktorych hodnota glykovaného hemoglobinu (HbA1C) (nie
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starsSia ako 3 mesiace) bola niZsia alebo rovna 8,0% DCCT; vstupna najlepsie korigovana
zrakova ostrost bola 20/25 — 20/200, u monokulov 20/25 — 20/320; centrélna hrdbka sietnice
bola minimalne 400 um u nelaserovanych pacientov a 300 um u pacientov po laserovej liecbe)
Vylu€ujacim kritériom liecby bol infarkt myokardu, ndhla cievna mozgova prihoda za obdobie
predchadzajucich 3 mesiacov alebo gravidita a zmeny v makule ireverzibilného charakteru [4].

Vysledky

Do nasho suboru bolo celkovo zaradenych 21 oci 17 pacientov, z toho 8 Zien a 9 muZov.
Priemerny vek pacientov bol 62,5 roka (SD 12,6), pricom najmladsi pacient mal 36 rokov a
najstarsi pacient 82 rokov. V stbore bola prevaha pacientov s DM 2. typu (14 pacientov) voci
pacientom s DM 1. typu (3 pacienti). 12 pacienti mali neproliferativnu diabeticku retinopatiu
a 5 pacientov proliferativnu diabetickd retinopatiu. VSetci pacienti pred zahajenim lieCby
faricimabom absolvovali predchadzajucu anti-VEGF liecbu inym prepardtom alebo
kortikosteroidnu lie¢bu v priemernej di*ke 61 mesiacov (SD 48). Jeden pacient v minulosti
podstupil chirurgickd intervenciu- pars plana vitrektomiu. Laserové oSetrenie periférnej
sietnice pred liecbou absolvovalo 8 o¢i a fokalny laser makuly 2 oci.

Priemernd vstupna najlepsie korigovana zrakova ostrost (NKCZO) bola 69 pismen ETDRS (SD
15,75). Priemerna vstupna centralna hrubka sietnice (CRT) bola 458 um (SD 162,65).
Po 24 tyzdnoch lieby (po 4 intravitredlnych nasycovacich injekcidch faricimabu) sa priemerna

NKCZO zlepsila z 69 pismen na 73 pismen ETDRS (ndrast o 4 pismend). Priemerna CRT sa po 4
aplikaciach znizila z 458 um na 375 um (pokles o 83 um).

+ 4 pismena

potet pismen ETDRS

1.apl. 2.apl 3. apl. 1.apl. 8tt po loading dose

Graf ¢. 1: vyvoj najlepsej korigovanej zrakovej ostrosti pocas sledovania
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Graf ¢. 2: vyvoj centrdlnej hrubky sietnice pocas sledovania

Vsetci pacienti dostali 5. injekciu po 8 tyZdriovom intervale, pricom po 5. injekcii bolo 18 oci
(86%) ponechanych na 8 tyzdfiovom intervale, 2 oéi (9%) sme predizili na 12 tyzdriovy interval
a 1 oko (5%) sme skratili na aplikaény interval 4 tyZdne. Uplnd resorbciu intraretinainej
tekutiny po prvych 4 davkach dosiahli 3 o¢i (14%).

"4t = 8tt 12t

Graf & 3: rozdelenie pacientov podla dizky aplikacného intervalu

Pocas nasho sledovania sme u pacientov nezaznamenali Ziadnu komplikaciu ¢i neZiaduci
ucinok suvisiaci s aplikaciou faricimabu.
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Diskusia

Ciefom anti-VEGF liecby pri DME je dosiahnut maximalne zlepSenie zrakovej ostrosti spolu
s redukciou centralnej retindlnej hrdbky v makule, ¢o sa nam u nasich pacientov potvrdilo.

Vysledky z nasho pracoviska sme porovnavali s vysledkami z Londynskej nemocnice zo
Spojeného kralovstva. Priemerna vstupna NKCZO bola v nasom subore 69 + 15,75 pismen
ETDRS, co je vysSia hodnota v porovnani so Studiou zo Spojeného kralovstva, kde bola
priemerna vstupna NKCZO 60,8 + 14,6 pismen ETDRS. Priemerna vstupna CRT bola u nasich
pacientov nizsia (458 + 162,65 um) ako u tych zo Spojeného kralovstva (492,5 + 133,1 um) [5].
V nasej skupine pacientov sme pri 5. navsteve zaznamenali zlepSenie priemernej NKCZO o 4
pismena, ¢o je vyrazne lepsi vysledok v porovnani so Stidiou zo Spojeného kralovstva, kde sa
priemerna NKCZO zlepsila o0 2,5 pismen ETDRS. Priaznivejsi vysledok v nasej skupine pacientov
pripisujeme lep3ej vstupnej NKCZO, €o suvisi s nalezom menej pokrocilého edému, ktory
lepSie reaguje na liecbu.

Zlepsenie NKCZO bolo sprevadzané poklesom CRT. Pri 5. navsteve bol pokles CRT v nasej
skupine pacientov menej vyrazny (-83 um) ako v skupine pacientov zo Spojeného kralovstva,
u ktorych CRT poklesla o 104 um [5].

Co sa tyka anatomickych vysledkov, pacienti vykazovali zlep$enie vhodnotenych OCT
biomarkeroch, ktoré suvisia s aktivitou ochorenia. Pritomnost subretinalnej tekutiny (SRF)
v nasom subore pacientov poklesla z 10% na 5% a intraretinalna tekutina (IRF), ktord malo
pred zahdjenim liecby 100% pacientov, bola pri 5. ndvsteve pritomnd u 86% pacientov, Co je
porovnatelny vysledok so Studiou zo Spojeného kralovstva, kde bol pokles SRF z 15,4% na 0%
a pokles IRF zo 100% na 91,7% [5].

Po nasycovacej davke sme postupovali v reZime , treat-and-extend”, pricom po 5. injekcii bolo
86% o&i nastavenych na 8 tyzdiiovy interval, 9% o¢i sme predfZili na 12 tyzdriovy interval a 1
oko (5%) bolo skratené na 4 tyzdriovy interval. Nasi pacienti dosiahli dlhSie intervaly v
porovnani so Studiou FARWIDE, kde 8 a viac tyzdiovy interval dosiahlo len 46,2% oci, 12 a viac
tyzdnovy interval 6,2% o¢i a menej ako 8 tyzdriovy interval 47,6% oci [6].

Aplikacia faricimabu v naSom subore pacientov s DME priniesla sflubné funkéné a anatomické
vysledky, na vyhodnotenie dlhodobej G¢innosti tohto lieku vSak potrebujeme dalsie zbieranie
dat.
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Introduction

In modern dentistry, Computer-Aided Design and Manufacturing (CAD/CAM) is a promising
technology that allows fabrication of prosthetic restorations through milling procedures. Over
years, with the continuous improvement of technology, direct CAD/CAM or “chairside”
technology is becoming a widespread approach which offers immediate rehabilitation with
long-term rates reported by several studies compared to conventional techniques. All steps
are generally carried out in the dental office during the same treatment session. The most
widespread chairside procedures nowadays in modern dentistry are the partial ceramic
restorations, namely inlays and onlays (1). One of the most attractive things to hear for a
patient is, that the clinician can change their old, amalgam fillings for new ceramic high-value,
highly aesthetic ceramic restorations in one only appointment, impressions free. What is very
important from the clinician’s aspect except the patient’s comfort and financial aspect, which
are also very important, is to determine if clinically the restorations created digitally are equal
or better in quality to those conventional ones, which were used with success for decades.
Parameters such as impression accuracy, marginal and internal fitting, bonding, cementation
as well as the ceramic material itself must be reviewed extensively and be taken into
consideration (4). As the older metal, gold inlays and onlays were replaced with the
aesthetically superior ceramic ones, now we are faced with a new evolution, from the
analogue and conventional way of producing inlays with the assistance of a dental laboratory
and technician, to the digital way using the CAD/CAM system.

Materials and Method

Null hypothesis: There is no difference in the marginal or internal fit and physical properties
of ceramic inlays and onlays when using digital or conventional techniques. Difference
depends on the type of ceramic material used.

A research is taking place in the Department of Stomatology and Maxillofacial Surgery in
Faculty of Medicine, Comenius University of Bratislava, in Heydukova 8.

The research is mainly conducted in vitro in 30 extracted human maxillary and mandibular 1%
and 2"d molars. mimic the bite of a patient, the extracted teeth are placed in special articulated
dental model with adjustable teeth. The inlays/onlays are produced by the method CAD/CAM
using intraoral scanner Primescan, designed by Cerec 5 software, milled/manufactured by
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Cerec Primemill , and finally sintered and glazed in Cerec Speedfire Furnace, all provided by
the clinic. The inlays/onlays are cemented to the extracted teeth using PANAVIA™ SA Cement
Universal, a self-adhesive resin cement.

Afterwards, a study is conducted in two parts.

With the help of the Faculty of Mechanical Engineering of the Slovak University of Technology
in Bratislava, a 3D simulation study is conducted to determine the mechanical properties,
post-fatigue fracture load and stress concentration of different materials used. The 3D model
is designed by exportation of STL files of the intraoral maxillary and mandibular scan,
conducted with Cerec Primescan mentioned above.

The second part of the search includes co-operation with the Institute of Histology and
Embryology of the Faculty of Medicine Comenius University Bratislava. There is conducted the
analysis of the marginal and internal fit of each and every material and inlay/onlay, to the
extracted tooth.

Inlay/Onlay Materials Compared:

Celtra DUO zirconia-reinforced lithium silicate (Dentsply Sirona)

VITA ENAMIC made from composite resin with ceramic filler particles (VITA)
Cerec Tessera , advanced Lithium disilicate ( Dentsply Sirona)

Figure 1. Zirconia-reinforced silicate inlay cemented on the working model lithium
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Figure 2. Extracted first mandibular molar with Black | cavity preparation prepared on the
articulated model

Additional to the in vitro research, a separate in vivo one is conducted in patients in the
Department of Stomatology and Maxillofacial Surgery of our Faculty. That involves a limited
amount of inlays, which prevents this method from being an objective one. The in vivo method
will be used in the form of subjective questionnaires filled by the patients after the
cementation of the inlay, after 6 months of use in the mouth , and after a year . Questions will
include patient satisfaction according to time, aesthetics, comfort and financially.

Evaluation

e Evaluation is done with consideration of 5 parameters: 1) Surface glossiness, shine 2)
Aesthetic anatomical form 3) marginal adaptation 4) approximal occlusal form contact point
5) evaluator’s general view

e Evaluation scale: 1-5 (1=excellent, 2= clinically good, 3=clinically satisfactory, 4= clinically
unsatisfactory, 5= clinically poor/problematic)

¢ The marginal adaptation of inlays is checked with endodontic files (from 10 to 30) to evaluate
the gap between the inlay and the preparation

o Surface shine, glossiness checked comparing all inlays with the enamel surface glossiness of
a natural tooth

e Aesthetic anatomical form checked comparing all inlays with the anatomy of the
contralateral teeth

¢ Occlusal form contact point measured with articulating paper
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Figure 3. Removal of amalgam filling and cementation of zirconia-reinforced lithium silicate in
a left first molar

ACQUISTTION DESIGN

e

Figure 4. CAD system model and design of an inlay (ceramic filling) on a first left molar
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Conventional VS CAD/CAM partial restorations

The analysis of the conventional technique shows that aesthetics has been improved (micro
and macrotexture, shape and colour) through the years. The time spent for the clinical stage
(except for the documentation and clinical preparation, which are the same for both
techniques) takes around 30 minutes for the impressions, additionally the time needed for
the impressions to be sent to the lab (which varies according to the laboratory location).
Around two hours are spent in the dental laboratory casting and mounting the models in the
semi-adjustable articulator (including the setting times of the plaster). The following steps
take place: investing (30 minutes), preheating (45 minutes), pressing the ceramics (30
minutes), cooling and disinvesting (30 minutes), mechanical processing and finishing (30
minutes), painting and glazing (30 minutes), reaching a total time spent in the lab of 3 hours
and a half. The technical process of creating a traditional inlay is guided by the dental
technician’s talent, experience, and vision.

The type of scanning may influence the marginal fit which, from a periodontal perspective,
have a major effect on gingival health. The time required for intraoral scanning and sending
the STL files via internet takes around 30 minutes, so there is no additional time for
disinfection and transportation of the impressions. Creating the design takes from 40min to
one hour depending on the restoration, milling the ingot around 20 minutes (depending again
on the type of restoration), print the digital model and post-process around one hour and a
half and paining and glazing 30 minutes. Time spent can be reduced to two hours if milling
and printing are to be done simultaneously, which is possible.

Discussion

The introduction of tooth-coloured restorations fabricated from composite resin or ceramic
has resolved many of the aesthetic concerns that patients have expressed about the use of
silver amalgams or gold alloys. Patients' requests for exceedingly aesthetic restorations and
patients’ concerns about the side effects of the use of dental amalgam for dental restorations
have prompted and expanded enthusiasm for the utilization of all-ceramic inlays and onlays
to re-establish posterior teeth. Ceramic materials are a good choice for dental restorations
because they can mimic the appearance of natural teeth. However, two things have limited
the use of ceramics in the fabrication of dental prostheses: 1. brittleness that cause a lack of
mechanical reliability and 2. these restorations required more effort and time for processing
in comparison to metal alloys and dental composites. New advances in ceramic processing
methods have made the work easier for the dental professionals to work with ceramic-made
dental restorations and involve better quality control processes resulting in ceramic materials
with raised mechanical reliability (3). As a result, the proportion of restorative treatments
using all-ceramic prostheses is quickly growing. As previously mentioned, ceramic materials
have been considered a great choice for dental restorations among patients with highly
aesthetic demands since these restorations, meet patients standards of appearance coupled
with wear resistance, especially in the case of wide posterior restorations. Moreover, ceramics
with high flexural strength are also an option for restorations in patients with complicated
dental prostheses needs. Failure of dental restorations is a major issue in dental practice,
especially in the treatment of adults. Hence, placement and replacement of restorations still
constitutes the real workload in general dental practice. The clinical assessment of restoration
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failures varies as indicated by the diagnostic criteria and is commensurate with the variability
among operators. Broad concerns about ceramic restorations are restoration failures from
cyclic loading, material flexure, and propagation of fractures inherent in the ceramic material.
Furthermore, ceramics made by different laboratory techniques, while the composition is
similar, prompts the possibility of encountering manufacturer differences, for example,
different division of flaws, depth of translucency, and the fit (2). These differences are
important to the dentist because they can lead to the poor clinical performance of crowns and
onlays.

Digital techniques are used more often in a daily practice that are constantly evolving and
improving. The conventional method allows the dental technician to achieve better
morphology in terms of macro- and micro-texture and better individualization of the
restoration. The analogue process involves more clinical and technical steps which implies
more time needed and implies potential human errors with minimum possibilities of
correction at some stages. Even if dental equipment for conventional process implies more
machines, they are less expensive than the tools needed for digital process. Comparing the
conventional and digital workflow in order to obtain ceramic restorations in terms of time
consuming, clinical and laboratory steps with the potential errors involved and ease in
manufacturing, the digital workflow is less time consuming and involves less clinical and
technical procedures with less possible human errors. Additionally, if errors occur at any stage,
the corrections can be made easily. The possible contamination is eliminated for the digital
method, meanwhile, for the conventional method there still exists the possibility of
contamination during impression taking and pouring the dental models. Digital workflow is
less dependent to the craftsmanship of a skilled dental technician and also the variety of
industrial shaded ingots is higher. However, it is recommended to take into consideration the
financial costs and multiple dedicated software needed for the digital workflow. The necessity
of a constant update and the learning curve when choosing a digital approach are mandatory.
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Uvod

Choriokarcinédm je vysoko agresivna forma neseminémovych testikuldrnych germinativnych
nadorov (TGCT z angl. Testicular germ cell tumor), ktord sa vyznacuje rychlym rastom, skorou
hematogénnou diseminaciou a vysokym metastatickym potencidlom. Hoci ide o zriedkavé
ochorenie, jeho biologické spravanie ho radi medzi najinvazivnejsSie nadory semennikov.
Typicky postihuje mladych muZov v neskorom tinedzerskom veku a v rannom dospelom
obdobi, pricom sa casto diagnostikuje aZz v pokrocilych Stadiach. Metastazy najcastejsie
postihuju pltca, ¢o moze viest k hemoptyze, dyspnoe a akutnemu respiraénému zlyhaniu
(ARDS z angl. Acute respiratory distress syndrome). Okrem pltic mdZzu byt postihnuté aj dalsie
organy, ako pecen a mozog, ¢im sa progndza pacienta este viac zhorsuje (Raos et al., 2020,
Cuevas-Estrada et al., 2023)

Standardna liecba metastatického choriokarcindmu je zaloZend na kombinovanej
chemoterapii s cisplatinou, pricom najcastejSie sa pouZiva rezim BEP (bleomycin, etopozid,
cisplatina) alebo intenzifikovany rezim VIP (etopozid, ifosfamid, cisplatina) u pacientov s
vysokorizikovym ochorenim. Hoci agresivnha chemoterapia vedie k vylieceniu vacsiny
pacientov, jej Uc¢innost moéze byt obmedzena rozvojom chemorezistencie a Zivot ohrozujicimi
komplikaciami. Medzi najzavainejSie patri choriokarcindmovy syndrém, ktory vznika v
dosledku rychlej lyzy plicnych metastaz, sprevadzany uvolnenim vysokych hladin zapalovych
cytokinov, ¢o mdze vyustit do ARDS. Dal$imi komplikaciami st syndrém nadorového rozpadu
(TLS), veduci k zdvaznym metabolickym a elektrolytovym porucham, ako aj bleomycinom
indukovana plucna toxicita, ktord moze viest k ireverzibilnej pltcnej fibréze. Tieto faktory
vyznamne ovplyviuju progndzu pacientov a limituju mozZnosti sicasnej liecby (Rejlekova et
al., 2019, Al-Khayal et al., 2023, Herr et al., 2024).

Vzhladom na tieto vyzvy je potrebné hladat nové terapeutické pristupy, ktoré by zlepsili
liecebné vysledky a zarovern minimalizovali toxicitu. Jednou z najslubnejSich stratégii su
konjugaty protilatok s cytotoxickymi latkami (ADCs — z angl. Antibody — drug conjugates). ADC
kombinuju $pecificitu monoklonalnej protilatky, ktora cieli na nddorovy antigén, s i¢innostou
silnej cytotoxickej zlozky, ¢im umoZzriuju selektivne nicenie nadorovych buniek pri sicasnej
redukcii systémovej toxicity. Tato technoldgia sa ukazala ako Ucinna v lie¢be viacerych typov
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nadorov a predstavuje slubni mozZnost aj pre pacientov s agresivnymi formami TGCT
(Tsuchikama et al., 2024, Udvorkova et al., 2024).

V ramci nasich experimentalnych studii sme identifikovali Sacituzumab govitekan (ADC-SG)
ako potencialne ucinny ADC pri liecbe testikularneho choriokarcindmu. ADC-SG je konjugat
monoklonalnej protildtky namierenej proti transmembranovému antigénu Trop-2 (z angl.
Trophoblast cell surface antigen 2) s inhibitorom topoizomerazy | (SN-38), ktory uz preukazal
vyznamnu protinadorovu aktivitu v inych malignitach. Nase vysledky naznacuju, Zze ADC-SG by
mohol predstavovat novy terapeuticky pristup pre pacientov s metastatickym
choriokarcindmom, najma v pripadoch, kde konven¢na chemoterapia zlyhava alebo vedie k
zédvaznym komplikdcidm.

Material a metody
Bunkové linie

Tato Studia vyuZila Siroké spektrum etablovanych ludskych bunkovych linii a ich izogénnych
variantov rezistentnych na cisplatinu (CPT), ktoré su reprezentativne pre vsetky histologické
podtypy GCT (z angl. Germ cell tumor). Rezistentné varianty (CisR) tychto bunkovych linii boli
derivované priamo v nasom laboratdriu (postupnym zvySovanim selekéného tlaku cisplatiny)
alebo ziskané darom zlaboratérii uvedenych v Tabulke 1. Uvedené bunkové linie boli
kultivované v prislushom kultivatnom médiu s pridanim: 1x GlutaMAX™ (GIBCO™, Life
Technologies Corp., Grand Island, NY, USA), and 1x Antibiotic Antimycotic Solution (Sigma-
Aldrich, Merck). Bunky boli udrZiavané v 2D aj v 3D kultivacnich podmienkach (vo forme
multiceluldrnych sféroidov) v inkubatore pri 37 °Cs 5 % CO,.

Bunkova linia Hs1.Tes (CRL-7002™), odvodena z fibroblastov zdravého testikularneho tkaniva,
bola kultivovana v DMEM s vysokym obsahom glukdzy (4,5 g/L) (Sigma-Aldrich) doplnenom o
10 % FBS (GIBCO™, Life Technologies Corp., NY, USA) a 1x antibioticko-antimykoticky roztok
(Sigma-Aldrich) a sluZila ako kontrola na hodnotenie toxicity testovanych lieiv na zdravé
bunky.

GRT-PCR

RNA bola zo vzoriek vyizolovana pomocou komeréne dostupného kitu (NucleoSpin RNA, Mini
kit for RNA purification; Macherey — Nagel; Germany) a prepisand do cDNA s vyuZitim kitu
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFischer Scientific; Waltham MA, USA).
V oboch pripadoch sa postupovalo podla prilozeného manualu vyrobcu. Kvalita a Cistota
vyizolovanej RNA bola stanovend pomocou NanoDrop spektrofotometra ND — 100
(ThermoFischer Scientific). Génova expresia vo vzorkach bola sledovana pomocou
kvantitativnej real — time PCR s vyuzitim TagMan sond (TagMan™ Gene expression Assay,
FAM; ThermoFischer Scientific). Porovnanie hladiny expresie sledovanych génov bolo
vyhodnotené s pouZitim 2 ~22¢t metédy, priom expresia génu GADPH (Glyceraldehyd — 3 —
fosfat dehydrogendza) bola referencnou hodnotou. Pre priebeh reakcie bol pouZity
termocyklér AriaMX Real — time PCR systém (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA).
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Histologicky typ | Bunkovi linia | Pévod | Rezistencia | CPTIC50 | Médium

ziskané darom od prof. Looijenga,
TERA -1 Princess Mixima Centrum pre  dno (inherently resistant) SuM McCoy
Pediatrickd onkologiu; Holandsko

ziskané darom od Dr.
Boublikova;Odd. hematologie a

TERA-2(CZ) detskej onkologie: 2. LF UK, e 22iM DMEM
Ceski republika

TERA -2 R (C2) odvodené v nasom laboratoriu ino 2uM DMEM

NTERA -2 ATCCRCRL 1973 nie 0.033uM DMEM

NTERA -2 CisR odvodené v nasom laboratériu ino TuM DMEM

ziskané darom od prof. Looijenga,
NT-2R (DE) Princess Méxima Centrum pre ino 324uM DMEM
Pediatrickd onkologiu; Holandsko

NCCIT ATCC®CRL 2073™ nie 0,8uM RPMI
NCCIT CisR (SK) odvodené v nasom laboratoriu ino (;jlﬁgym RPMI

RRID:CVCL_1451:ziskané darom
od prof. Looijenga, Princess
Méxima Centrum pre Pediatrick
onkolgiu; Holandsko

NCCIT (NL) nie 524 M RPMI

Em bl’y on alny Ziskané darom od prof. Looijenga,

karcinom NCCIT CisR (NL) Princess Méxima Centrum pre ino 16,11 uM RPMI
Pediatrickii onkologiu; Holandsko

ziskané darom od Dr.
Boublikova;Odd. hematologie a
detskej onkologie; 2. LF UK,
Ceski republika
ziskané darom od Dr.
Boublikova;0dd. hematologie a
detskej onkolégie; 2. LF UK,
Ceski republika
RRID:CVCL_C522; ziskané
2102Ep (NL) darom od prof. Looijenga, Princess
Mixima Centrum pre Pediatricki
onkologiu; Holandsko

NCCIT (C2) nie 32uM RPMI

NCCIT CisR (CZ2) ano 24,75uM RPMI

nie 2,62 M DMEM

RRID:CVCL_C522:ziskané darom
od prof. Looijenga, Princess X
2102Ep CisR (NL) Mixima Centrum pre Pediatricki ane 1336 4M DMEM

onkolgiu; Holandsko
NECS (RCB0489); ziskané darom

NECS od Riken, Tsukuba, Japonsko nie 1L5uM RPMII

NEC8 CisR (SK) odvodené v naSom laboratoriu dno 11 uM RPMI
JAR ATCC® HTB-144™ nie 0,1 uyM RPMI
Choriokarciném JAR CisR (SK) odvodené v nasom laboratériu ino 28uM RPMI
(subclone C)
JEG-3 ATCC® HTB36™ nie I uyM DMEM
JEG -3 CisR (SK) derived in our laboraton ano 4 uM (subclone A) DMEM
ziskané darom od Dr.
. TCam-2 Kitazana, Ehime e
Seminom Univerzitna nemocnica,
Shitsukawa, Japonsko 1,5 uM RPMI
TCam-2 CisR (SK) odvodené v naom laborat6riu dno 45uM RPMI
. NOY - 1 cat. no. ENGIOL, FA; Kerafast e 1T aM RPMI
Nador Zltkového vaku NOY 1 CisR (SK) advodené v nasom lsboratériu ino 7.8 uM RPMI
RCB0489, Riken, .
Testikuldrny nidor tkového vaku NCR-G1 Tsukuba, Japonsko e 0.1uM aVDMEM/F12
NCR - G1 CisR (SK) odvodené v nasom laboratériu 4no Vv procese advDMEM/F12
Teratém/Teratokarcing SuSa SUSA ACC 747, DSMZ e 0.7 1M RPMI
eratom/Teratokarcinom 577IMF ECAC (CVCL_2290) ino v procese DMEM

Tabulka 1: Panel bunkovych linii GCT pouZitych v tejto studii. Ich pévod, kultivacné médium a
hodnota IC50 pre cisplatinu.
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Prietokovd cytometria

Na detekciu povrchového markera Trop — 2 bola pouZita protilatka Trop — 2 anti —human, APC
REAfinity ™ clone REA916 (Miltenyi Biotec, Germany) v riedeni 1:50 a bolo pouzitych 500 000
nadorovych buniek z kazdej testovanej bunkovej linie. Mitve bunky boli vyli¢ené z analyzy na
zaklade farbenia Sytox Green a analyza prebehla pomocou BD FACSCanto™ Il flow cytometer
(Beckton Dickinson, USA), ktory obsahuje program FacsDiva. Data boli vyhodnotené pomocou
programu FCS Express.

Stanovenie relativnej bunkovej viability

Na stanovenie ciltivosti buniek po ovplyvneni ADC-SG (IMMU-132, Selleckchem, Huston, USA)
bol pouZity luminiscenény kit: CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega
Corporation, Madison, WI, USA), podla postupu uvedeného u vyrobcu. Bunky boli nasadané
v mnoZstve 1x10°/jamka v 100pl kultivaéného média na 96 jamkové platni¢ky (Cell culture
microplate, F-bottom, uCLEAR®, white, cellstar’, Greiner Bio-one, Germany), po 6 hodinach
boli liecené ADC-SG (Selleckchemm) v réznych koncentracidch (v technickych tripikatoch). Na
konci experimentu boli hodnoty vyjadrené ako priemery replikatov + SD, a relativna viabilita
bola uvedend v percentach. Za 100 % bunkovu viabilitu sa povaZovala luminiscencia
kontrolnych buniek bez lieg¢iva. Hodnoty 1Cso sme vyhodnotili pomocou Graphad Prism®
(Boston, MA, USA).

Rovnakym spésobom bol hodnoteny mozny toxicky ucinok Irinotekanu, Cisplatiny a ADC-SG
na zdravé testikularne fibroblasty Hs1.Tes (CRL-7002) a tieZ stanovenie ICso pre Irinotekan vo
vybranych bunkovych liniiach GCTs.

3D mnohobunkové sféroidy boli kultivované v 96 — jamkovych platnickach s ultra — nizkou
prilnavostou (ULA platni¢ky, Corning ™; Thermo Fisher Scientific, NY USA). v kultivaénom
médiu 3 dni. Nasledne boli ovplyvnené réznymi koncentraciami lie¢iva ADC-SG,
(Selleckchemm). Po 4 diioch bola relativna viabilita 3D mnohobunkovych sféroidov otestovand
pomocou testu CellTiter-Glo™ 3D Cell Viability Assay (Promega Corporation) a vysledky boli
vyhodnotené pomocou Graphad Prism” (Graphpad Inc., La Jolla, CA, USA).

Kinetické meranie bunkovej proliferdcie

Pred analyzou boli pripravené fluorescenc¢ne znacené bunky podla publikacie (Kucerova et al.,
2025), ktoré sa nasadili na 96-jamkové platnicky v 3D kultivacii (ako bolo uvedené vyssie) a po
72h boli oSetrené s ADC-SG (SeleckChem) v koncentracii 0 — 3125nM. Snimky fazového
kontrastu a fluorescencie sa ziskavali kazdé 2-3 h od osetrenia pomocou kinetického
zobrazovacieho systému IncuCyte® ZOOM a na kazdd jamku sa urobili dve snimky. Udaje sa
analyzovali pomocou softvéru IncuCyte*ZOOM verzie 2016A. V podmienkach 3D kultivacie boli
snimky zhotovené s objektivom so zvacsenim 4x. Proliferdcia bola vyjadrend ako priemerna
hodnota bunkovej konfluencie v % + SD celkovej intenzity integrovanej fluorescencie objektu
(RCUxum2/obrazok).

In vivo experimenty

V sulade s instituciondlnymi smernicami a schvalenymi protokolmi (Institucionalna eticka
komisia a Statna veterinarna a potravinova sprava Slovenskej republiky, registracné cislo Ro-
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5862-3/2023-220), v sulade so smernicou 2010/63/EU a nariadenim 377/2012 o ochrane
zvierat pouZivanych na vedecké ucely, boli pouzité 6 a7 8 — tyZzdfiové mysi NSG® (NOD.Cg-
Prkdcscid 112rgtm1wjl/Sz)/ *). Bunkova linia JEG3 CisR bola vybrana na zaklade predoslych in
vitro vysledkov, a podana suspenzia obsahovala 1x10° buniek v 100 ul zmesi: extracelularnej
matrix (ECM Gel - Engelbreth-Holm-Swarm murine sarcoma liquid, BioRea, Lamballe —France)
1:1 (50 pl média DMEM bez séra, 50 pl ECM). Bunkova suspenzia bola podana bilateralne
subkutdnne (s.c) kazdej zo skupiny 8 NSG mysi. Na 7. den, po dosiahnuti hmatatelnych
nadorov 1x1 mm u vetkych zvierat, bol 4 my3iam podany intravendzne (i.v) liek Trodelvy®
(ADC-SG  200mg; prdsok na koncentrat na infuzny roztok; registracné Cislo:
EU/1/21/1592/001) v mnozstve 17,5mg/kg. Zvieratam bolo podanych maximélne 8 davok
s frekvenciou dvakrat tyZzdenne (Cardillo et al., 2015). Nadory boli zmerané posuvnym
meradlom a objem vypocitany podla vzorca pre objem elipsoidu: objem = 0,52 x ((Sirka +
dizka)/2)3. Zvieratd boli huménne utratené, ked nadory presiahli objem 1 cm3, v pripade
zhorseného zdravotného stavu skor. Metastaticky model in vivo bol vytvoreny intravendznim
podanim nadorovych buniek NLR JEG3 CisR NSG mySiam (2 x 10° buniek v 200 ul PBS/mys3).
Experiment zahfial 12 mysi, ktoré boli rozdelené do dvoch skupin: n=7 nelie¢enych kontrol a
n=5 zvierat lieCenych ADC-SG. Vzhladom na vyssiu agresivitu tohto modelu bolo lie¢enie ADC-
SG zahajené na 5. den po injekcii nddorovych buniek. LieCebny a davkovaci rezim boli rovnaké
ako je uvedené vyssie. Vysledky boli vyhodnotené v programe Graphad Prism® (Graphpad Inc.,
La Jolla, CA, USA).

Statistickd analyza

Na Statistickl analyzu udajov z in vitro experimentov na testovanie rozdielov medzi dvoma
skupinami v jednotlivych ¢asovych bodoch sa pouZil Studentov t-test. Log-rank test (Mantel-
Cox) sa pouzil na porovnanie dvoch alebo viacerych kriviek preZzitia v experimentoch in vivo, v
zavislosti od normality Udajov, pomocou softvéru GraphPad Prism” (GraphPad Inc., La Jolla,
CA, USA).

Vysledky

Analyza génovej expresie TACSTD2 a TROP-2 proteinu v TGCT CisR bunkovych linidch

TROP-2 je transmembranovy glykoprotein kddovany génom TACSTD2. Na zaklade dostupnych
udajov z vyskumnej databdzy GEPIA2 (i1) sme zistili, Ze gén TACSTD2 je vyrazne vyssi v TGCT v
porovnani so zdravym tkanivom semennikov a je vyssi aj pri nadoroch vajecnikov (OV) a
cervikalnom skvamoceluldarnom karcindme a endocervikdlnom adenokarcindme (CESC)
(Obrazok 2). Expresia TACSTD2 v bunkovych linidch TGCT bola detegovand iba v SuSa (TtC), nie
su dostupné Ziadne Udaje o expresii TACSTD2 v inych histologickych podtypoch TGCT.
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Obrdzok 1: Expresia génu TACSTD2 v TGCT. Gén TACSTD2 je vyznamne upregulovany v TGCT
(Cervend) v porovnani so zdravym tkanivom semennikov (sivd), ako aj v inych typoch nddorov,
ako je cervikdlny spinoceluldrny karcinom a endocervikdlny (CESC) a rakovina vajecnikov (OV)

(udaje dostupné v databdze GEPIA2) (Tang et al., 2017).

V nasej praci bola analyzovand expresia génu TACSTD2 na uUrovni mRNA (obrazok 2A) a
expresia proteinu TROP-2 (obrazok 2B) v paneli vsetkych uvedenych histologickych podtypov
TGCT. Vysledky demonstruju zvysené hladiny génu TACSTD2 v bunkovych liniach niekolkych
histologickych podtypov TGCT a ich cisplatina — rezistentnych (CisR) variantoch: 2102Ep NL
(EC), JEG3 (ATCC) (ChC)/JEG3 CisR SK (ChC), TCam2 (SE)/TCam2 CisR SK (SE), NOY1 (YST)/NOY1
CisR SK, NEC8/NEC8 CisR SK. Analyza prietokovou cytometriou preukdzala zvysené hladiny
markera TROP-2 v NEC8 (EC), JEG3 (ChC), TCam2 (SE) a ich variantoch CisR (obrazok 2B). Medzi
bunkovymi liniami citlivymi na CPT a rezistentnymi na CPT sa nezistili Ziadne vyznamné zmeny.
Nizsie hladiny expresie TACSTD2/TROP-2 boli pozorované najmi v EC bunkovych liniach
(TERA1, TERA2 CZ, NTERA2 (ATCC), NT2 R DE, NTERA2 CisR SK, NCCIT CisR CZ, NCCIT CisR NL,
2102Ep NL, 2102Ep CisR NL).
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Obrdzok 2: Analyza hladin expresie génu TACSTD2 a proteinu TROP-2 v bunkovych linidch
TGCT. Hladiny génovej expresie TACSTD2 sa hodnotili pomocou metddy 2-AACt, pricom ako
referencnd bola pouZita génovd expresia GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfdt dehydrogendza). (A)
Zvysend reguldcia TACSTD2 v TGCT bunkovych linidch NEC8, JEG3 (ATCC)/JEG3 CisR SK (ChC),
TCam2/TCam2 CisR SK (SE) korelovala so zvysenou expresiou TROP-2. (B) Nizka alebo Ziadna
expresia TROP-2 bola pozorovand v histologickych podtypoch buniek TGCTs EC, ChC (JAR) a Ttc
(SuSa) a ich CisR variantoch.

Overenie mozného toxického ucinku pouZitych liekov na zdravé bunky

Na overenie toxicity liekov na zdravé, nenddorové bunky, sa ako kontrola pouzili testikularne
fibroblasty Hs1.Tes (CRL-7002) izolované zo zdravého bieleho muzského testikularneho tkaniva.
Zvysujuce sa koncentracie CPT, ADC-SG alebo Irinotekanu neboli cytotoxické pre zdravé
fibroblasty a nenastala Ziadna vyznamnd zmena v Zivotaschopnosti Hs1.Tes.

Relativna viabilita (%)
Relativna viabilita (%)
Relativna viabilita (%)

S & S @ 0 S S ORI IR PRI NSNS
o o2 A® o0 WY o? ‘P“\ _:,’.5 O AT T o7 07 o T RS S R O
CPT (uM) ADC-SG (nM) Irinotekan (M)

Obrdzok 3: Toxicita CPT, ADC-SG a Irinotekanu v zdravom tkanive semennikov. (A) Relativna
Zivotaschopnost (%) Hs1.Tes (CRL-7002) ovplyvnend CPT (koncentrdcia: 0,5-33,3 uM). (B)
Relativna Zivotaschopnost (%) Hs1.Tes (CRL-7002) ovplyvnend ADC-SG (koncentrdcia 1,5-100
nM). (C) Relativna Zivotaschopnost (%) Hsl.Tes (CRL-7002) ovplyvnend Irinotekanom
(koncentrdcia 1,9-120 uM). Po 72 hodindch sa urcili zmeny v inhibicii rastu s pouZitim
luminiscencnej supravy na stanovenie Zivotaschopnosti buniek a nezaznamenali sa Ziadne
vyznamné zmeny. Hodnoty boli stanovené ako relativna Zivotaschopnost (%) (priemer z troch
opakovani) + SD z aspoti dvoch nezdvislych experimentov.
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Citlivost (T)GCT bunkovych linii na irinotekan

Hodnotil sa aj cytotoxicky ucinok Irinotekanu. Vysledky naznacuju, Ze Irinotekan, ktory
vyZzaduje metabolizmus v peceni, aby sa premenil na svoj aktivny metabolit SN-38, nevykazuje
vyznamné terapeutické Gcinky na testované TGCTs, ked' sa poddva ako samostatnd latka. Na
dosiahnutie cytotoxicity su potrebné vysoké koncentracie Irinotekanu. Na rozdiel od toho, ked'
sa SN-38 podava ako sucast ADC-SG, terapeuticky ucinok sa vyrazne zvysi. Zatial ¢o ADC-SG
bol ucinny pri nanomolarnych koncentraciach, samotny Irinotekan vyzadoval mikromolarne
koncentracie na dosiahnutie porovnatelného ucinku — ¢o predstavuje 1000-nasobné zvysenie
koncentracie (obrazok 4).
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Obrdzok 4: Irinotekan, cytotoxicky liek ADC-SG, je menej ucinny samostatne v porovnani s
celym konjugdtom. Bunkové linie, ktoré vykazovali niZsiu citlivost na ADC-SG, tieZ vykazovali
nizsiu citlivost na Irinotekan (NCCIT CisR CZ (EC), NCCIT CisR SK (EC), JAR CisR SK (ChC), NOY1
CisR SK (YST)). Avsak koncentrdcie Irinotekanu potrebné na dosiahnutie IC50 boli
niekolkondsobne vyssie, co méZe viest k zvysenej toxicite a nepriaznivym vedlajsim ucinkom.
Po 72 hodindch sa urcili zmeny v inhibicii rastu pouZitim luminiscencnej supravy na stanovenie
Zivotaschopnosti buniek. Hodnoty boli stanovené ako relativna Zivotaschopnost (%) (priemer z
troch opakovani) + SD z aspori troch nezdvislych experimentov.

Vyznamny cytotoxicky efekt ADC-SG v bunkovej linii JEG3 CisR (ChC)

Po potvrdeni zvy$enej expresie TACSTD2/TROP-2 v JEG3 (ATCC)/ JEG3 CisR SK ChC bol dalej
overeny cytotoxicky u¢inok ADC-SG v 2D CPT- senzitivnych aj CisR variantoch JEG3 (Obrazok
5A) a tiez v 3D kultivaénom prostredi CisR variante (Obrazok 5B). Pri kultivacii buniek vo forme
multicelularnych sféroidov bol zisteny vyraznejsi ucCinok ADC-SG (Obrazok 5C).
Antiproliferativny G¢inok ADC-SG v 3D bol tieZ sledovany pomocou fluorescen¢ne znacenych
NLR JEG CisR pomocou Incucyte” Live -Cell Analysis System IncuCyte® ZOOM (Essen BioScience
Ltd., Welwyn Garden City, UK) (Obrazok 5D).
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Obrdzok 5: Porovnanie citlivosti 2D kultur oproti 3D mnohobunkovym sféroidom po osetreni
ADC-SG. (A) Cytotoxicky ucinok ADC-SG na bunkové linie JEG3/JEG3 CisR SK (ChC) v 2D
kultivacnom prostredi. (B) Cytotoxicky ucinok ADC-SG na bunkovt liniu JEG3 CisR SK (ChC) v 3D
kultivacnom prostredi. (C) Signifikantny vyssi cytotoxicky ucinok ADC-SG v 3D kultivdcii buniek
JEG3 CisR SK (ChC). Bunkové linie vykazovali vyznamne zvysendu citlivost (****p < 0,0001) po
osetreni ADC-SG v 3D mnohobunkovych sféroidnych modeloch v porovnani s 2D kultivdciou.
Ucinnost ADC-SG sa hodnotila pomocou luminiscencného testu Zivotaschopnosti, ktory sa
uskutocnil na 3. deri pre 2D kultury a na 4. den pre 3D sféroidy. Vysledky su vyjadrené ako
priemer + SD z aspofi troch nezdvislych experimentov. Statistickd vyznamnost bola stanovend
pomocou nepdrového Studentovho t-testu s prahmi vyznamnosti nastavenymi na *p < 0,05,
**p < 0,01 a ***p < 0,001, ****p < 0,0001. (D) Antiproliferativny ucinok ADC-SG v 3D
mnohobunkovych sféroidnych kulturach NLR JEG3 CisR. TGCT boli osetrené ADC-SG a kinetické
zmeny boli monitorované pomocou Incucyte® Live-Cell Analysis System IncuCyte ®ZOOM (Essen
BioScience Ltd., Welwyn Garden City, UK). MG-132 sa pouZil ako kontrola na uplné usmrtenie
buniek. Hodnoty sa urcili ako celkovd integrovand intenzita cCerveného objektu
(GCUxum2/obrazok) (priemer z troch/Stvorndsobkov) + SD.

Protinddorovy tcinok ADC-SG in vivo

V dalsej faze sa skimala tumorigenicita buniek JEG3 CisR SK (ChC). Na vyhodnotenie u¢inku ADC-
SG boli nddorové bunky injikované s.c. a boli vytvorené xenoimplantaty nadorovych buniek JEG3
CisR SK (ChC). Zvieratd boli rozdelené do dvoch skupin: neosetrené kontrolné zvierata (n=4) a
zvieratd oSetrené ADC-SG (n=4). V kazdej skupine sa medzi diiami 4 - 7 po injekcii buniek
vyvinulo 8 hmatatelnych nadorov. Liecba sa zacala 7. den po inokuldcii a prebiehala 2-krat
tyzdenne (celkovo 8 davok) (Obrazok 6A). Zvierata liecené ADC-SG vykazovali vyznamne dlhsie
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preZivanie v porovnani s nelie¢enou skupinou (p < 0,01) (Obrazok 6B) a dosiahli prah velkosti
nadoru 1 cm? neskdr, v porovnani s nelie¢enou skupinou (Obrazok 6C).
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Obradzok 6: Protinadorovy tcinok ADC-SG in vivo xenograftoch JEG3 CisR SK (ChC). (A) Grafickd
vizualizdcia experimentdlneho nastavenia (i4)(vytvorené pomocou https.//BioRender.com).
(B) Zvysend pravdepodobnost preZitia (%) u zvierat lieCenych ADC-SG v porovnani s nelieCenymi
kontrolami. Signifikantne dlhsSie preZivanie v porovnani s nelieCenou skupinou (p=0,0097;
**p<0,01). (C) ADC-SG inhiboval rast ndadoru in vivo v JEG3 CisR SK (ChC) v porovnani s
neosetrenymi kontrolami. Statistickd vyznamnost bola stanovend pomocou nepdrového
Studentovho t-testu a Long-rank (Mantel-Cox) testu v GraphPad Prism® (Boston, MA, USA), s
prahmi vyznamnosti nastavenymi na *p < 0,05, **p < 0,01 a ***p < 0,001, **** p < 0,0001,
nevyznamné > 501).

Dalej bol vytvoreny model metastatického ochorenia intravenéznou injekciou bunkovej linie
NLR JEG3 CisR SK (ChC). Zvieratd boli rozdelené do dvoch skupin: kontrolna skupina (n=7) a
skupina lie¢ena ADC-SG (n=5). Lie¢ba ADC-SG sa zacala 5. deri po injekcii nddorovych buniek.
Neliecené zvierata uhynuli do jedného mesiaca, zatial ¢o u 4 z 5 liecenych zvierat nedoslo k
zhorseniu zdravotného stavu a boli utratené v désledku ukoncenia experimentu po viac ako
Stvornasobnom case v porovnani s nelie¢enymi kontrolami (p < 0,01) (obrazok 7B).
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Obrdzok 7: Protinddorovy ucinok ADC-SG v metastatickom in vivo modeli. (A) Grafickd
vizualizdcia experimentu metastatického in vivo modelu NLR JEG3 CisR SK (ChC) (i2- vytvorené
pomocou https://BioRender.com). (B) Vyznamne zvysené preZivanie lie¢enych zvierat (p =
0,001; p < 0,01) v modeli metastatického ochorenia po podani buniek NLR JEG3 CisR
v porovnani s nelie¢enymi kontrolami. Statistickd vyznamnost bola stanovend pomocou Long-
rank (Mantel-Cox) testu v GraphPad Prism® (Boston, MA, USA), s prahmi vyznamnosti
nastavenymina * p < 0,05, ** p <0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001.

Fluorescencne znacené bunky NLR JEG3 CisR boli detegované v odobratych pluchach aj v
peceni kontrolnych zvierat (pouZitim Incucyte® Live-Cell Analysis System IncuCyte®ZOOM
(Essen BioScience Ltd., Welwyn Garden City). NelieCené zvierata mali viditelne zvacsenu pecen
s pritomnymi metastazami pricom pecen lie¢enych zvierat mala nie len niz3iu hmotnost ale
neboli viditelné Ziadne patologické zmeny (Obrazok 8).

Obrdzok 8: Zmeny v peceni zvierat odobratych z in vivo modelov po i.v inokuldcii NLR JEG3 CisR
SK (ChC). (A) Pecefi odobratd z nelieceného zvierata (kontrola) — Ziadne viditelné metastdzy.
Hmotnost pecene: 2, 169 g. (B) Peceri odobratd z lieceného zvierata (ADC-SG) — s viditelnymi
metastdzami. Hmotnost pecene: 1,753 g.

Diskusia

TGCT sa v populdcii sice nevyskytuju ¢asto, no predstavuju najrozsirenejsiu malignitu u muzov
vo veku 15—44 rokov. Tento typ ochorenia vo vieobecnosti velmi dobre reaguje na standardnu
chemoterapiu na bdze platiny, pricom miera vylieCenia presahuje 95 %. Dokonca aj v
pokrocilych metastatickych $tadiach dosahuje Gspesnost lie¢by viac ako 80 %. Napriek tomu
incidencia TGCT v populdcii stale narastd a jednou z hlavnych prekazok liecby je
chemorezistencia. Okrem toho, pri histologicky najagresivnejSom podtype TGCT -
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choriokarcinome — je liechba komplikovana aj vyvojom choriokarcindmového syndrému, ktory
vedie k zlyhaniu terapie a vyraznému zhorSeniu progndzy pacienta (Lobo et al.,, 2020,
Rottenberg et al., 2021, McHugh et al., 2024).

V nasom laboratériu sme v ramci predklinickych testovani skimali viaceré potencidlne
terapeutické pristupy s ciefom zlepsit liecebné vysledky u pacientov s TGCT, ktori nereaguju
na konvenénu chemoterapiu (Schmidtova et al., 2018, Schmidtova et al., 2019, Schmidtova et
al., 2020, Orszaghova et al., 2022, Schmidtova et al., 2022, Kucerova et al., 2025).

Najnovsie vyskumy poukazuju na vysokd G¢innost ADCs v réznych typoch nadorov, pricom
viaceré ADC vykazuju lepSie vysledky nez Standardne pouzivané chemoterapeutika
(Udvorkova et al., 2024). Dodnes bolo schvalenych niekolko ADC, ktoré by mohli byt G¢inné aj
pri liecbe TGCT, nakolko boli identifikované potencialne cielové molekuly vhodné na takyto
typ terapie. Medzi nimi sa CLDNG6 javi ako slubny terapeuticky ciel, kedZe bol detegovany GCT.
ADC TORL-1-23, zamerané na CLDNG6, preukazalo cytotoxick( aktivitu u pacientov s
refraktérnymi nadormi v klinickej studii fazy | (NCT05103683) (Konecny et al., 2023) (i3).
Okrem toho CLDN6-ADC terapia indukovala apoptdzu v CisR TGCT bunkach (Skowron et al.,
2023). V nasom laboratériu sme potvrdili priaznivy in vitro terapeuticky efekt ADC
Mirvetuximab soravtansine (MIRV) pri chemorezistentnych TGCT. Zaroven sme preukazali
nadmernu expresiu folatového receptora 1 (FOLR1) nielen v CisR bunkovych liniach, ale aj v
tkanivovych  mikroblokoch (TMA zangl. Tissue microarrays) odvodenych od
xenotransplantovanych nadorov a pacientskych vzoriek. Vyrazne vyssie hladiny FOLR1 boli
pozorované u pacientov s TGCT, ktori neodpovedali na chemoterapiu a mali Zivotaschopné
nadory aj po liecbe (Kucerova et al., 2025).

V tejto Studii sme sa zamerali na potencialny U¢inok ADC-SG, ktory bol schvaleny FDA na lie¢bu
metastatického triple — negativneho karcindmu prsnika (od roku 2020) a metastatického
HER2-negativneho, HR-pozitivneho karcinomu prsnika (od roku 2023) (Wahby et al., 2021,
Kang, 2024).

Detegovali sme expresiu TROP-2, transmembranového kalciového signalneho transduktora, v
cisplatin-senzitivnych aj CPT rezistentnych variantoch TGCT bunkovych linii. TROP-2 je
minimalne exprimovany v zdravych tkanivéch, aviak jeho nadmerna expresia bola preukdzana
v réznych solidnych nadoroch (Lenart et al., 2020, Tolaney et al., 2025). Podla dostupnych
databaz je expresia génu TACSTD2, ktory kdduje TROP-2, zvySena v nadorovych vzorkach
pacientov s TGCT v porovnani so zdravymi semennikovymi tkanivami (TCGA vs. GTEx) (Obrazok
1A). Avsak udaje o expresii TACSTD2 v TGCT su obmedzené iba na bunkovu liniu SUSA (TtC),
pricom informdcie o jeho expresii v inych podtypoch TGCT nie si zname (i2). V tejto studii sme
potvrdili nadmernu expresiu TACSTD2 a proteinu TROP-2 v r6znych histologickych podtypoch
TGCT bunkovych linii, vratane agresivnej bunkovej linie choriokarcindmu JEG3 v CPT-
senzitivnom aj CisR variante. Choriokarcindm je najagresivnejsi a najrychlejSie metastazujuci
podtyp TGCT. Ako sucast zmieSanych nadorov postihuje najmd mladych pacientov a jeho
progndza je nepriazniva (Al-Khayal et al., 2023). Cisty choriokarciném ¢asto vedie k rozvoju
choriokarcinémového syndromu, ktory je spdsobeny lyzou nadorovych buniek po podani
chemoterapie, najma v plucnych metastdzach. Tento proces vedie k masivnemu uvolneniu
zapalovych cytokinov, ako st IL-6, TNF-a a IL-1B, o spdsobuje systémovy zapal, akltne
respiracné zlyhanie a multiorgdnové zlyhanie. Efektivne terapeutické moznosti na zniZenie
mortality pacientov s choriokarcindmovym syndrémom su dodnes velmi obmedzené
(Rejlekova et al., 2019, Rejlekova et al., 2022, Herr et al., 2024).
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Cytotoxicky Ucinok ADC-SG v nizkych koncentraciach sme potvrdili v 2D kulturach JEG3 CisR.
Na presnejsiu simulaciu nadorového mikroprostredia sme bunkové linie TGCT kultivovali v 3D
multicelularnych sferoidoch. V 3D kultivacnom prostredi JEG3 CisR sme pozorovali zosilneny
cytotoxicky efekt ADC-SG a potrebu nizSach ddvok na dosiahnutie ICso v porovnani s 2D
kultivatnymi podmienkami. ADC-SG obsahuje CL2A linker, ktorého Stiepenie a nasledné
uvolnenie cytotoxického SN-38 je zavislé od kyslého prostredia (pH < 5) pritomného v
lyzozémoch a endozémoch (Staudacher a Brown, 2017). Nadorové bunky prechadzaju
metabolickymi zmenami, ktoré vedu k vzniku hypoxickych oblasti s nizkym pH, ¢im vytvaraju
vyhodné podmienky pre svoj rast a preZivanie (Takacova a Pastorekova, 2015, Yuan et al.,
2024). Namekawa a kol. preukazali vysoku expresiu HIF-1a v 3D multicelularnych sferoidach
TGCT odvodenych z chirurgickych vzoriek (Namekawa et al., 2020). Takéto prostredie by
mohlo podporovat stiepenie acidolabilného CL2A linkeru a tym zvysit uvolfiovanie SN-38, ¢im
by sa mohol zosilnit cytotoxicky Géinok ADC-SG v 3D kultdrach. Tieto vysledky naznacéovali
slubny in vivo efekt, ktory sme nasledne potvrdili v dvoch nezavislych modeloch —
subkutdnnych xenograftoch a v metastatickom modeli. Zaroven sme dokazali, Zze ADC-SG
nepbsobi toxicky na zdravé ludské testikuldrne fibroblasty, a tiez fakt, Ze liecivo SN-38 je
niekolko nasobne ucinnejsie ak je sucastou celého ADC anie je podavané samostatne
(Irinotekan).

Vysledky nasho vyskumu poukazuju na vysoky terapeuticky potencidl ADC-SG v liecbe
testikuldrneho choriokarcindmu, najagresivnejsej formy TGCT. Potvrdili sme nielen jeho
cytotoxicky uUcinok na chemorezistentné bunkové linie, ale aj jeho zvySenu efektivitu v
podmienkach, ktoré verne mimikuju nadorové miprostredie. Vzhladom na obmedzené
moznosti sucasnej terapie a vysoku mortalitu pacientov s choriokarcindmovym syndromom
méze byt zavedenie ADC-SG do klinickej praxe vyznamnym krokom k zlepseniu liecby a
progndzy pacientov. Nase zistenia otvaraju nové moznosti pre dalsi vyskum a vyvoj cielenych
terapeutickych pristupov v onkoldgii.

Tento vyskum bol podporeny Slovenskou agenturou pre vyskum a vyvoj—c¢. APVV-20-0158 (M.
Mego); Vednou grantovou agenturou ministerstva skolstva a vedy Slovenskej republiky—c.
VEGA 2/0124/21 (S. Jochovd/L. Kucerovd), 2/0059/25 (L. Kucerovd) a 1/0013/25 (Z. Cierna); a
Naddciou pre vyskum rakoviny a Ligou proti rakovine, Slovensko.
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Uvod

Antikoagulancia su podskupinou antitrombotik, ktoré brania nadmernej zrazanlivosti krvi tym,
7e spomaluju alebo blokuju rézne stupne koagulagnej kaskady.! VyuZivaju sa najma v prevencii
a liecbe tromboembolickych stavov vratane vendznych tromboembolickych prihod (VTE),
tromboembolickych komplikacii pri srdcovych ochoreniach (fibrildcia predsieni), a pri
prevencii a lie¢be mozgovych prihod a ako sekundérna prevencia infarktu myokardu.?8

Farmakoterapia antikoagulanciami v ostatnych rokoch presla vyznamnou zmenou. PouZivanie
tradicného warfarinu (antagonista vitaminu K) ustupuje v désledku prichodu priamych
peroralnych antikoagulancii na trh (DOAK). Hlavnhym benefitom DOAKov je rychlejsi nastup
ucinku (hodiny, kym warfarin pésobi az po niekolkych drioch), stabilnejsi farmakokineticky
profil a spravidla fixné davkovanie bez potreby castého laboratérneho monitorovania.
Vzhladom na preukdzand rovnakd alebo vy33iu U&innost oproti warfarinu sa DOAK stali
preferovanou volbou u pacientov s nevalvuldarnou fibrildciou predsieni ¢i pri vendznej
tromboembdlii.>*' Nadalej viak zostdvaju situacie (napr. mechanické srdcové chlopne,
valvuldrna fibrildcia predsieni alebo z ekonomickych pri¢in), ked je nutné radsej nasadit
warfarin.°

Hlavnym rizikom kaZdej antikoagulacnej terapie je krvacanie. V porovnani s warfarinom maju
DOAKy spravidla nizsie riziko intrakranidlneho krvacania, vo vybranych subpopuldciach
(pacienti s oblickovym poskodenim, s protidostickovou liecbou alebo s predchadzajucim
gastrointestinalnym ochorenim) sa méze zvySovat incidencia gastrointestinalneho krvécania.
V pripade predavkovania warfarinom sa najCastejsie vyuziva vitamin K, pripadne koncentrat
protrombinového komplexu ¢i Cerstvo zmrazena plazma; pri DOAKoch koncentrat
protrombinového komplexu alebo Specifické antidota (ak existuju, napr. idarucizumab pre
dabigatran).

Pohlavné rozdiely v antitrombotickej liecbe

Na rozdiely medzi pohlaviami v oblasti antitromboticke]j terapie poukazuju viaceré studie a
systematické prehlady.’? Podla nich existuju rozdiely v incidencii a klinickej prezentdcii
kardiovaskularnych ochoreni, ako aj v bezpecnosti a ucinnosti antitrombotik. U Zien sa
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kardiovaskularne ochorenia ¢asto diagnostikuju vo vy$som veku neZ u muzov a mézu byt
sprevadzané odlisnym rizikom krvacania.’* Tieto rozdiely maji komplexné priciny
(hormonalne, vekové, komorbidity, nizka telesna hmotnost u Zien, atd.) a mézu viest k
rozdielnej volbe terapie.!?'® V literature sa zdéraziiuje, ?e do klinickych 3tudii s
antitrombotikami byva zaradené mensie percento Zien, ¢o stazuje formulaciu definitivnych
zdverov — je preto Ziaduca vysSia reprezentacia Zien v buducich randomizovanych
kontrolovanych $tudiach.?

Material a metédy

Dizajn studie

Retrospektivna observacna studia zahffiala pacientov hospitalizovanych na V. Internej klinike
LF UK a UNB v rokoch 2010 aZ 2022. Na extrakciu a spracovanie dat z nemocni¢ného
informacného systému (elektronickych chorobopisov) sme vyuZili softvér R (RStudio). V
liekovej anamnéze sme identifikovali hospitalizacie, pri ktorych bola zaznamenana peroralna
antikoagulaéna liecba (warfarin alebo DOAK). Nasledne sme pacientov rozdelili na dve kohorty
podla typu lieCby a porovnavali ich demografické a klinické ukazovatele.

Rozdelenie pacientov

Pacientov sme rozdelili do dvoch skupin podla typu uzivaného antikoagulancia:

Pacienti uZiajuci warfarin

Pacienti uZivajuci Priame peroralne antikoagulancia (DOAK) - dabigatran, rivaroxaban,
apixaban a edoxaban.

Pri kazdom pacientovi sme skimali demografické ukazovatele (vek, pohlavie), dizku
hospitalizacie, hodnoty INR, pritomnost neZiaducich G¢inkov (predovsetkym krvéacanie),
podanie antidota. Zamerali sme sa aj na rozdiely medzi muzmi a Zenami.

Nasimi hypotézami boli nasledovné: (1) Pacienti uZzivajuci warfarin maju vyssi vyskyt
neziaducich ucinkov (2) Existuju rozdiely medzi muzmi a Zenami v priemernom veku, type
antikoagulancia a vyskyte komplikacii, podobne ako to uvédzajd zahraniéné zdroje.!213
Statistické metddy

Na porovnavanie parametrov medzi dvoma nezavislymi skupinami (napr. warfarin vs. DOAK,
muZi vs. Zeny) sme pouZili neparovy t-test so Statistickou hladinou vyznamnosti p < 0,05.
Vysledky uvadzame ako priemer + smerodajna odchylka (SD). Stidia bola schvalena etickou
komisiou LF UK a UNB. Pred analyzou boli daje anonymizované.

Vysledky
Zakladna analyza

Pocas rokov 2010 — 2022 bolo zaznamenanych 46 521 hospitalizacii (muzi 22 569; Zzeny 23
952). Priemerny vek: 69 + 16,1 roka (muzi: 66,2 + 15,9 roka, Zeny: 71,7 £ 15,9 roka. Priemerna
ditka hospitalizicie bola 6,5 * 6,7 dfia (v oboch skupinich podla pohlavia).
Z celkového poctu 5 380 hospitalizacii, ktoré skoncili Umrtim (pomer muzi : Zeny ~ 48 % : 52
%; p = 0,575, Graf 1.), bol priemerny vek zomrelych 76,9 + 11,8 roka. Zeny zomierali v priemere
vo vy$8om veku (79,1 + 11,2) ako muZi (74,5 £ 11,9). Nemocni¢na amrtnost celkovo dosiahla
11,6 % (11,4% u muzov a 11,7% u Zien).
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Pacienti s peroralnou antikoagulacnou terapiou

Pomocou pocitacového softvéru sme analyzovali chorobopisy v skupine zomrelych pacientov.
Identifikovali sme liekovi anamnézu (zhrnutie vsetkych liekov, ktoré pacient uzival v obdobi
pred hospitalizaciou). Na podrobnu analyzu sme vybrali pacientov, ktori uZivali peroralne
antikoagulancia (spolu 461 os6b). Rozdelili sme ich na 2 skupiny, na zaklade typu peroréinej
antikoagulacnej liecby:

Warfarin (n = 219) - 121 muzov a 98 Zien

DOAK (n =242) - 117 muZov a 125 Zien

Priemerny vek skupiny pacientov uZivajucich warfarin: 78,5 + 8,3 roka; skupiny pacientov
uzivajucich DOAK: 81,0 + 8,3 roka (p = 0,00182). Priemerna dizka hospitalizacie: warfarin 7,1
+ 7,8 vs. DOAK 8,8 £ 9,5 dnia (p = 0,03956).

Medzi pacientmi uZivajucich warfarin bolo viac muzov (55 %) ako Zien (45 %). V DOAK skupine
bolo viac Zien (52 %) ako muzov (48 %). Zeny v oboch skupinach boli v priemere o nie¢o starsie
neZ muzi, &o koreSponduje so vieobecnymi trendmi v kardiovaskularnych ochoreniach.!?
Hodnoty INR a neZiaducich ucinkov

Pri prvej kontrole krvi (uskutocnena pri prijati pacienta do nemocnice) mali pacienti, u ktorych
sme identifikovali uZivanie warfarinu vyrazne vyssie priemerné INR (3,4) ako pacienti uZivajuci
DOAK (1,71), s maximom aZ 23,37 v pripade warfarinu oproti 6,28 pri DOAK (p < 0,05). Rozptyl
hodnét INR bol u warfarinu 7,7, zatial ¢o pri DOAK len 0,71 (p < 0,05). NeZiaduce udalosti
(najma krvacavé stavy alebo kriticky zvysené INR) sa vyskytli u 40,2 % pacientov na warfarine,
zatial ¢o pri DOAK len u 6,6 % (Tabulka 1).
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pacienti uzivajuci | pacienti uZivajuci DOAK

warfarin (n=219) (n=241)
priemerna hodnota INR (prvy odber) | 3,4 £2,77 1,71+0,83
g(rjis(r;r:()erna’ hodnota INR (posledny 2344142 16240,68
neziaduci U¢inok/ zvysené INR 88 (40,2 %) 16 (6,6 %)
Zeny/muzi 41/47 10/6
priemerna hodnota INR (prvy odber) | 6,0£3,6 3,32+1,85
ggigz:;:rné hodnota INR (posledny 20419 214113
zasah 59 8
fytomenadidn (vitamin K) 41 6
Cerstvo mrazena plazma 29 2
protrombinovy komplex 1 1

Tabulka 1. Pacienti uZivajuci warfarin, ich priemerné hodnoty INR, vyskyt neZiaducich udalosti
alebo hlavne zvyseného INR a spésoby riesenia

Pri lietbe warfarinom dostalo az 59 pacientov aktivny zdsah na zniZenie/stabilizaciu INR
(najcastejsie vitamin K, Cerstvo zmrazena plazma, protrombinovy komplex). Pri DOAK bola

dostalo antidotum 8 pacientov.

Otrava Vnutromozgové

krvacanie z GIT antikoagulanciami |krvacanie

K92 T457 161
warfarin 14 3 4 33
INR > 3,5 7 8 0 3 18
viac ako 1
antikoagulan |3 1 1 0 5
s
DOAK 10 1 0 0 11
INR > 3,5 1 1 0 0 2
viac ako 1
antikoagulan |2 0 0 0 2
s

Tabulka 2. Prehlad vybranych neZiaducich udalosti (prevazne krvdcavé stavy, kédované podla
MKCH) u pacientov uZivajucich warfarin a DOAK
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V Tabulke 2. uvadzame prehlad tych neZiaducich udalosti, ktoré sme nasli v nemocni¢nom
systéme a chorobopisoch pacientov kddované podla MKCH u pacientov uZivajlcich warfarin
a u pacientov uZivajucich DOAK. Vyskytli sa nasledujuce komplikacie ako hlavna diagndza:
krvdcanie z GIT (K92), Hemoragicka porucha zavinena cirkulujicimi antikoagulanciami (D683),
otrava antagonistami antikoagulancii ¢i vitaminom K (T457) a vnutromozgové krvacanie (161);
posledny stipec uvadza sdéet vietkych udalosti v danej skupine. Riadky rozli$uju pacientov
podla toho, ¢i uzivali len jeden typ antikoagulancia (warfarin alebo DOAK) alebo mali INR > 3,5
¢i dokonca uZivali viac ako jeden antikoagulans stucasne.

U pacientov uZivajucich warfarin sa najCastejSie vyskytlo krvacanie z GIT (14 pripadov),
nasledované krvacanim zapri¢inenym antikoagulanciami (12), vnitromozgovym krvacanim (4)
a otravou antagonistami antikoagulancii (3). Z celkovych 33 pripadov bolo 18 spojenych s INR
> 3,5 a 5 pripadov bolo pri su¢asnom uzivani viac ako jedného antikoagulancia.

U pacientov uZivajuci DOAK vacésina komplikacii predstavovala krvacanie z GIT (10), zvySok
tvoril 1 pripad krvacania zapric¢ineného antikoagulanciami. Pri DOAK nebol zaznamenany ani
jeden pripad vnutromozgového krvacania ¢i otravy antagonistami antikoagulancii. Dva
pripady boli spojené s INR > 3,5 a tykali sa pacientov s viacerymi antikoagulanciami naraz.

Diskusia

Nasa retrospektivna analyza 46 521 hospitalizacii od roku 2010 do 2022 ukazala, Ze Zeny
dosahovali vyssi priemerny vek (71,7 vs. 66,2 roka) a zomierali v starSom veku (79,1 vs. 74,5
roka), avsak celkova nemocni¢na mortalita medzi muZzmi a Zenami nebola Statisticky odlisna
(11,4 % vs. 11,7 %, p =0,575). U pacientov s peroralnou antikoagulac¢nou lie¢bou (n = 461) sme
rozlisili dve skupiny — warfarin (n = 219) a DOAK (n = 242). V skupine warfarinu bolo mierne
viac muzov (55 %) oproti Zenam (45 %), zatial ¢o u DOAK bola zaznamenana mierna prevaha
Zien (52 % vs. 48 %). Pacienti na warfarine vykazovali vyrazne vyssie hodnoty INR pri prijati
(priemerné INR 3,4 s maximom 23,37 a rozptylom 7,7) v porovnani s pacientmi na DOAK
(priemerné INR 1,71, maximum 6,28, rozptyl 0,71), o koreluje s ovela Castejsim vyskytom
neZiaducich udalosti — 40,2 % oproti 6,6 % u DOAK. Podrobnejsia analyza podla kédov MKCH
odhalila, Ze u warfarinu dominuje krvacanie z gastrointestinalneho traktu, pricom dalsie
komplikacie, ako vnutromozgové krvacanie ¢i otrava antagonistami antikoagulancii, boli
menej asté. Vyznamna ¢ast komplikdcii u warfarinu bola tiez spojena s hodnotami INR > 3,5
a s kombinovanym uZivanim viacerych antikoagulancii.

Okrem rozdielov vyplyvajlcich z typu antikoagulancie je potrebné zohladnit aj vplyv pohlavia.
Vyssi vek zien a mozné biologické ¢i hormonalne odliSnosti m6zu ovplyvnit farmakokinetiku a
farmakodynamiku liec¢by, ¢o nasledne prispieva k individualnym rizikam komplikacii. Avsak
vzhladom na retrospektivny charakter studie a nedostatok detailnych klinickych adajov (napr.
rendlna funkcia, HAS-BLED skoére) je potrebné tieto zistenia interpretovat s opatrnostou.

Zaver

Nase zistenia potvrdzuju, Zze DOAK predstavuju bezpecnejSiu a preferovanu terapeuticku
alternativu v peroralnej antikoagulacnej liecbe, o dokazuje nizsie riziko komplikacii a
stabilnejsie hodnoty INR v porovnani s warfarinom. Napriek tymto vyhoddm vsak warfarin
zostava nevyhnutny pri Specifickych indikaciach, ako si mechanické srdcové chlopne. Rozdiely
medzi pohlaviami, najma starsi vek zien, mézu ovplyvnit volbu terapie, ale priméarny rozdiel v
bezpecCnosti liecby je spojeny so samotnym typom antikoagulancie. Pre presnejsie
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vyhodnotenie vplyvu pohlavia a dalsich faktorov bude potrebné zahrnat podrobnejsie klinické
Udaje v buducich analyzach.
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Introduction

Human anatomy is an integral part of medical studies and serves to impart knowledge about
the composition, structure, and function of the three-dimensional body, as well as their
interrelationships. It is a tactile and visual subject, which is why, in addition to teaching using
2D textbooks, practical anatomical exercises in the form of dissection and practical classes are
integrated into the curriculum [1,2,3]. The scarcity of body donations represents a limitation
to the provision of high-quality specimens.

Technology advancements have revolutionized the three-dimensional recording of
anatomical structures, and as such, 3D scanning and modeling, and 3D printing continue to
become more established for educational purposes and their use in diagnostics, surgical
planning, and patient education [1,2]. Moreover, 3D scanning, when used in conjunction with
3D printing, offers cost-effective, realistic alternatives for lecturing educational specimens.
During the COVID-19 pandemic digital 3D models proved essential to compensate for the
limited access to physical teaching aids. Simultaneously, the implementation of 3D models
across AR and VR oriented teaching methods has been further expanded [4,5]. Imaging
modalities such as CT, MRI, and ultrasound provide accurate reconstructions of the internal
anatomy. Moreover, 3D scanning tools such as LiDAR, photogrammetry, and structured light
provide high-quality capture of external structures. Mobile applications associated with 3D
scanning tools can give an efficient and low barrier to 3D models, at low cost. Models can also
be created and adjusted manually using 3D software (i.e., Blender [23], ZBrush [24]) or CAD
programs [1,6,22].

The use of 3D-printed models in teaching has been shown to improve tactile and spatial
understanding of anatomical structures [2,6,7].

Previous studies have been limited to examining the creation of 3D models based on CT, 3D
scanners, or comparing the results of smartphone 3D scanner apps [7,8,9,10,11,12].
Furthermore, there is a lack of studies comparing different methodological approaches.

This study intends to bridge this research gap through a systematic investigation of
photogrammetry and LiDAR scanning using the Kiri Engine app [13] by visually evaluating the
quality, practicality, and limitations. Two specifically selected test objects, the scapular and
the skull, are to be compared with established methods such as CT-based segmentation, which
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were performed manually and using Al segmentation based on the TotalSegmentator [14]
plugin.

Material and methods

Two methods were used to create anatomical 3D models: 1) smartphone-based
photogrammetry and LiDAR scans of a scapula and skull utilizing Kiri Engine and 2) CT-based
reconstruction using manual and Al-assisted segmentation via 3D Slicer [15]. The scapula was
segmented from the Healthy Total-Body CTs v02 dataset [16], which includes high-resolution
and isotropic CTs with a voxel size of 1.0 x 1.0 x 1.0 mm?3. Whereas the skull was reconstructed
by utilizing the AIDA CT Skull Dataset [17] which included CT data focusing on cranial
structures. These anatomical structures were selected based on their different levels of
complexity.

Photogrammetry and LiDAR scans with the Kiri Engine mobile application

The Kiri Engine app allows for the acquisition of 3D models through either photogrammetry
or LiDAR. For photogrammetry, no more than 300 overlapping images (275%) were acquired
off checkered surface. The scapula was stabilized while the skull was fixed on a tripod stand
with the skull's foramen magnum exposed. After acquisition, the image processing was
conducted using the cloud in within approximately 15 minutes, with export capabilities to
standard 3D image file formats (e.g. STL, OBJ) with the optional inclusion of PBR textures.
Lastly, the model was further edited in Meshmixer and Blender.

The LiDAR scans required an appropriate device. The scanning was conducted in 3 segments
with the object rotating for each segment (once from 180°). The Kiri app automatically creates
multiple overlapping images per segment and places a virtual 360° scan box around the model.
Critical surface areas are scanned with increased density. Automatic processing takes place
after uploading to the Kiri cloud. Quad mesh and rig generation were enabled before export.
The final files are available via a download link and are further processed in Meshmixer and
Blender in the format as they were exported.

CT-based 3D reconstruction with 3D Slicer
A second method for generating anatomical 3D models involved the use of medical datasets.

The automated segmentation is performed with TotalSegmentator, an Al-based extension for
3D Slicer, using integrated Python environment (version: >3.9), enabling complete
segmentation of anatomical structures within CT datasets. The software leverages deep
learning algorithms to identify and extract up to 104 anatomical structures as individual
segments.

After installing the Extension module in 3D Slicer (version: >5.0), the DICOM files were
imported. In the TotalSegmentator module perform a targeted segmentation of selected
structures was selected. To guarantee highest accuracy, the "Fast" option was turned off. The
segmentation was completed locally on a system including Intel i9 14900K CPU, 64GB RAM,
and NVIDIA RTX 5070ti GPU with GPU-based rendering leading to significantly shorter
processing times than CPU. The results were extracted in the Segment Editor.
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For manual segmentation of the DICOM CT data in 3D Slicer, the Sandbox toolkit is installed
via extensions to provide tools such as snipping and masking tool. A new segment is created
in the Segment Editor, and the Hounsfield value range is defined using the Threshold tool (e.g.,
130-3000 HU for bone). The preview is done via Show in 3D, and interfering artifacts are
removed with Snipping tool (Erase inside). Bone structures were separated from soft tissue by
adjusting the threshold range. This process required extensive post-processing because
numerous artifacts and unwanted particles were present in the reconstructed 3D
representation. Finally oversampling in the segment geometry was increased from factor 1.0
to 2.0-3.0 allowing for increased quality, followed by surface smoothing. The final export is
done as an STL or OBJ file (coordinate system: RAS). If topology errors occur, Autodesk
Meshmixer allows repair using Make Solid, Close Cracks and Holes or Inspector [18]. The
repaired model is then re-exported in a desired format.

Results

The tested methods showed varying results in terms of precision, detail, and practicality and
are presented in detail below in a direct comparison of the test objects.

Scapular

Reconstruction from medical CT data using 3D Slicer produced the most detailed models with
manual segmentation. With approximately 760,000 polygons, the resulting 3D model
represents the topography of the scapula with precision. Fine structures such as the scapular
spine, acromion, and the glenoid cavity were captured anatomically correctly and with sharp
delineation.

In contrast, automatic segmentation using the 3D Slicer extension TotalSegmentator showed
a drastically simplified surface geometry with highly smoothed contours, reduced landmarks,
and inhomogeneous structures. As a result, the mesh quality was insufficient for precise
anatomical applications. The scapula appeared topologically distorted, morphologically
disfigured and was often incompletely extracted by the algorithm.

Scanning bone structures using photogrammetry with the Kiri Engine app demonstrated high
reproduction quality while using minimal resources. Despite the lower number of polygons
(~25,000) compared to the CT model and the resulting loss of fine surface details, the
reconstructed model of the scapula proved to be consistent, morphologically coherent, and
accurately depicted in its basic form.

Important anatomical landmarks, particularly the general shape of the subscapular fossa, the
orientation of the scapular spine, and the three-dimensional depth, were well captured,
although some subtle structures were smoothed or only vaguely represented.

The additional LiDAR scans showed almost identical results in terms of surface structure and
detail to the purely photogrammetrically created models.
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Figure 1:Scapular 3D model accuracy (A) Manual Segmentation (B) Segmentation with
TotalSegmentator plugin (C) Photogrammetry 3D Model with Kiri Engine app.

Skull

The manually segmented model shows an excellent representation of the cranial anatomy.
Fine details like the occipital protuberance, the cranial bone fissures, and the nasal bone are
modeled precisely. This detailed reconstruction provides a realistic and comprehensive
visualization of the skull structures, including the complex geometry of the nasal cavity and
the delicate bony sutures.

The automatically segmented reconstruction of the skull using TotalSegmentator shows
considerable deviations from cranial anatomy. Key structures like nasal bone are absent;
critical portions of the skull are incomplete or blurred. Fine structures such as foramina, teeth
of the upper and lower jaws, and other anatomical details were only rudimentarily
represented. The model appears more like a smooth, simplified, surface which compromises
judgment of the smaller anatomical features.

The scan of the skull created by the Kiri Engine reproduces the general morphology, clearly
showing the orbits, nasal bone, and parts of the zygomatic bone. The cranial sutures and
foramina of the skull base are captured in less detail, resulting in limited visibility. The overall
external shape of the skull is recognizable, but without deeper insights into the more complex
intracranial structures.

Figure 2:Skull 3D model accuracy (A) Manual Segmentation (B) Segmentation with
TotalSegmentator plugin (C) Photogrammetry 3D Model with Kiri Engine app.
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Criterion CT — Manual CT - Al (T ) |Kiri Photogrammetry Kiri LIDAR

Polygon Count - Scapula High (~730K) Medium (~71k estimated) Low (-25K) Low (-24k)

Polygon Count - Skull High (~4.300K) Medium (~366k estimated) Low (-253) Low (-242)

Anatomical Accuracy Exclent Poor _insuffient Good — siffiient Good — sufficient

Resour ce Expenditure High (hardware, expertise) Low vey low vy low

Post-processing Required Yes Yes Yes (minima) Yes (minimd)

Printability High Low High High

suitability for Education | Advanced educetion, surgery Limited suitebility Basic eduction, predinica Basic education, predinicd

AR/VR Suitabilit Excdllent for detailed surgicd simulations | Limited by moddl quaity Suitable for basic educational VR expariences [ Suiteble for besic educationd VR experiences.

Table 1: a classification of the results based on various qualitative and quantitative criteria.

Discussion

The results of this study align with current research and extend it through a combined analysis.
It was shown that both photogrammetry and LiDAR scanning represent a valid alternative to
the 3D reconstruction of anatomical structures based on CT data [11,12,21]. Despite certain
smoothing effects, the topographical landmarks and basic morphological architecture are
preserved. Table 1 provides a classification of the results based on various criteria.

The results show that TotalSegmentator does not yet achieve the required precision for CT
segmentation, supporting Temple and Rowbottom’s [19] findings, who emphasize the need
for further development of deep learning-supported segmentation algorithms.

Piazza et al. [11] investigated mobile photogrammetry using the Metascan and 3D Scanner
App applications to create neuroanatomical 3D models. Their results show that Metascan
enabled higher polygon density and more detailed surface reconstructions, but strict
standardization of image acquisition is necessary to ensure methodological reliability.
Similarly, Morichon et al. [12] investigated the applicability of smartphone-based
photogrammetry for creating stereoscopic 3D reconstructions for neuroanatomical training.
Despite the optical limitations of mobile camera systems, high-quality models for educational
use could be generated. These results confirm the present study and highlight the potential
of mobile scanning technologies in medical education.

Research emphasises the importance of learner-centred digital teaching tools [2], which is
supported by our results. The present study suggests that photogrammetry and LiDAR are
particularly suitable for macroscopic anatomical education, while CT-based models remain
essential for specialized medical and surgical training [7].

The Kiri Engine models could be integrated into AR and VR environments by providing a basis
for didactic applications with lower detail requirements, while detailed manual segmentations
are suitable for advanced simulations. Aimar et al. [8] showed that students using VR
technologies in anatomy training exhibit significantly improved topographical understanding
and improved test scores.

The scalability and adaptability of AR and VR technologies demonstrates that even lower-
resolution models can be used to suit specific target groups. Nevertheless, the results of this
study show that model quality remains a crucial factor [7,20].

Limitations and future research
The results obtained are promising but should be viewed with caution.
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First, the study is limited to two selected bones of varying complexity, scapula and skull, and
therefore results can not be generalized. Future studies should integrate bone structures and
organs into the study design to ensure broader anatomical validity.

The quality of photogrammetry and LiDAR scans can vary considerably depending on user
experience, lighting, and scanning parameters and should be controlled and investigated in
future studies.

Furthermore, the model quality assessment was potentially based on subjective judgments,
limiting the comparability of the results.

Future studies should establish objective measurement methods and standardized criteria.
Furthermore, an extended cost-benefit analysis is required that systematically compares CT-
based 3D printing, 3D scanner models, and real bone structures within controlled studies.

Finally, Al-assisted segmentation should be further researched to convert CT data into
printable 3D models more efficiently and with greater fidelity, while using fewer resources.

Conclusion

The results demonstrated that photogrammetry and LiDAR scanning with the Kiri Engine app
offer cost-effective approaches for creating anatomical 3D models, primarily being suitable
for visualizing external structures and rather insufficient for the detailed representation of
complex internal structures. Although manual CT segmentation produced highly precise
models, it required high resource expenditure and intensive manual post-processing and
training in the respective programs. Automated segmentation using the TotalSegmentator
plugin resulted in excessive smoothing, which prevented an accurate representation of
complex anatomical details. Future research should focus on optimizing Al-assisted CT
segmentation, assess and evaluate potential applications in AR and VR, introducing objective
measurement methods, developing standardized criteria, as in this study a visual assessment
approach was chosen. Further research is therefore crucial to improve the accuracy and
applicability of these technologies.
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Introduction

The human head and neck are one of the most intricate regions of the body, containing a
dense network of neural, vascular, muscular, and skeletal structures within a confined
framework. Mastering this region's anatomy is especially important for foundational
knowledge and clinical applications such as in surgery, neurology, and otolaryngology.
Cadaveric dissection, which offers practical insight into spatial relationships, tissue qualities,
and a tactical understanding of the anatomy, is still essential despite the advancements in
digital visualization and virtual modeling [1].

Effective head dissection poses a unique challenge. Preserving delicate structures and
improving identifiability for teaching purposes is of the utmost importance. Traditional
fixation methods often fail to deliver expected results and maintain tissue integrity. One of
the main disadvantages of many traditional preparation methods is the inability to ensure
stable and repeated educational use.

This study introduces two complementary techniques to enhance the educational value of
head dissections. A traditional fixation enhanced by fixative injected via the cerebral sinuses
and a lateral dissection window exposing the facial nerve and associated vasculature.

The sinus-based fixation method preserves brain tissue, vessels, and cranial nerves by
distributing fixative through natural anatomical canals. Conversely, the lateral window
dissection provides partial cranial access through the temporal bone. It targets the
extracranial facial nerve, its branches, and the vascular system, such as the external carotid
artery and retromandibular vein.

These approaches aim to improve specimen utility in anatomical education and detail the
methodology and educational significance to optimize teaching capabilities.

Materials and Methods

The donor’s cadaver was obtained from our donation program, following all ethical and legal
guidelines. After a first inspection, the body was prepared and fixed in a general formol-
alcohol based fixing solution. The fixation solution was chosen to ensure epithelial stability
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and integrity. After a minimum required time period, the specimen underwent an alcohol-
based second step preparation to expel as much formalin as possible.

Dissection was performed using detailed preparational techniques, using general tools, such
as scalpels, forceps, scissors — and their micro modifications; an oscillating saw and micro
rotary tools for creating the deep window access in the temporal was also employed.

All the procedures have been conducted while following ethical guidelines for cadaveric
research.

Cerebral venous sinus fixation

The cerebral venous sinus fixation method was employed to preserve all cranial specimens, in
high detail, suitable for an anatomical dissection, targeting intracranial structures directly via
the venous sinus system. The cerebral venous sinus fixation is based on secured intracranial
access via posterior second third of the parietal bone. The procedure begins after primary
fixation administration via femoral or common carotid artery has been completed, with a
midline incision over the scalp to expose the skull; gate (diameter 4.0 mm) is made through
the sagittal suture line to ensure access to parietal part of sigmoid sinus. Enhanced formol-
alcohol fixative (at minimum of 200 ml) was administrated under controlled pressure to
perfuse the venous sinus network, including the transverse and sigmoid sinuses, preserving
brain tissue, cranial nerves, and intracranial vasculature.

This technique improves the preservation of deep structures better than immersion fixation
or arterial perfusion on their own, supporting detailed anatomical studies.

Lateral window preparation

The lateral window dissection technique was employed to expose the facial nerve and
associated neurovascular structures in the targeted region. We employed advanced
preparation techniques to ensure proper results, utilizing a multilayered macro dissection
approach adapted from Grant's Dissector [2].

Deep window preparation

The deep window preparation exposes the extracranial facial nerve and underlying cerebral
structures via a precise lateral craniotomy. It begins with a superficial incision from the
zygomatic arch to the mastoid process. Skin and superficial fascia are reflected to expose the
parotid gland, which is partially resected to reveal the facial nerve's branches. The nerve's
main trunk is identified at the stylomastoid foramen, and its branches are traced anteriorly
within the parotid region, preserving it where possible.

Next, an oscillating saw and micro rotary tools are used for ensuring a lateral access window
in the temporal bone. This step of preparation is asymmetrical; on the posterior area, bone is
removed from the temporal bone; while superficial tissues are retained in the anterior
portion. This reveals critical neurovascular components, including the middle meningeal
artery. By balancing between superficial and deep exposure, used method enhances clinical
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and educational understanding of the relationship between the facial nerve, cranial
vasculature, and brain.
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Figure 2: Schematic illustration of the anatomical structures of the lateral portion of the head

[2].

Superficial window preparation

The superficial window preparation emphasizes the extracranial facial nerve and its parotid/
preauricular relationships. The first step is identifying the great auricular nerve that crosses
the sternocleidomastoid muscle. The nerve is detached and reflected inferiorly, preserving its
cervical plexus connection and orientation.

Second, the temporal, zygomatic, buccal, mandibular, and cervical branches of the facial nerve
are separated and prepared trough the superficial tissues of the parotid. Dissection extends
posteriorly to the earlobe area to identify the nerve's main trunk before branching. The
parotid plexus is reflected anteriorly to improve the visualization of its course and
interconnections, and the trunk is transected close to the stylomastoid foramen.

After being located at the anterior border of the gland, the parotid duct is transected and
reflected forward, maintaining its passage along the masseter muscle. Finally, the

172



auriculotemporal nerve is identified between the mandibular head and external acoustic
meatus. It ascends over the zygomatic process [3].

This approach clarifies the facial nerve's branching, its relationship with sensory nerves and
salivary structures, and its relevance to parotid surgery, nerve exploration, and pathology.

Results

The lateral window dissection technique effectively displayed the extracranial facial nerve and
associated neurovascular structures in the temporal region across prepared cadaveric
specimens. The superficial window revealed the facial nerve's main trunk at the stylomastoid
foramen and its temporal, zygomatic, buccal, mandibular, and cervical branches within the
parotid gland, alongside the parotid duct and auriculotemporal nerve. Through temporal bone
osteotomy, the deep window allowed for the preservation of surrounding anatomy while
allowing visibility of intracranial structures such as the dura mater, middle meningeal artery,
and surrounding brain tissue. Tissue integrity was preserved by the cerebral venous sinus
injection fixation technique, which was used before dissection.

Discussion

Through organized access to the facial nerve and related neurovascular anatomy in the head
and neck, the lateral window dissection technique provides a strong foundation for
anatomical education. Due to its dual approach, it provides detailed knowledge of the
complicated interplay between superficial and deep tissues. This hands-on method
significantly enhances anatomical retention, sharpens spatial awareness, and deepens insight
into structures critical for surgical intervention, as supported by prior studies on effective
anatomical teaching [4].

By imitating operative techniques used in neurosurgery (e.g., lateral skull base approaches),
otolaryngology, and maxillofacial surgery (e.g., parotidectomy), it serves as a practical tool for
analyzing nerve injuries such as those resulting from temporal bone fractures or parotid
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surgery. Furthermore, it helps in understanding the impact of pathologies associated with this
area on surrounding neurovascular anatomy.

The technique's design, with a superficial window exposing the facial nerve branches, parotid
gland, and auriculotemporal nerve, directly supports training for parotid surgery and related
nerve procedures. The deep window is helpful in better grasping the basic approaches in
neurosurgery and skull base applications by enabling spatial understanding of intracranial
tissues, such as the brain and dura. Together, these components create a comprehensive
anatomical map that bridges educational objectives with a foundation for clinical practice
related to the head and neck. This adaptability underlines its value as a versatile training
methodology in conjunction with established dissection procedures [2] and surgical
approaches.

Beyond its practical use, this method is well-suited for the integration of modern technologies
like augmented reality (AR) and 3D mapping. Models that preserve spatial links are created by
digitizing their complicated anatomy using 3D scanning or photogrammetry, enabling users to
interactively modify and explore complex regions such as the lateral skull base [5].

Together, the lateral window dissection and cerebral venous sinus fixation techniques provide
a strong foundation for creating an extensive anatomical model that is suited to the
requirements of both educators and students. This technique produces a robust, high-fidelity
specimen that enables repeated hands-on investigation by maximising the preservation of
sensitive brain structures and exposing the facial nerve and temporal area in a multilayered
manner. While the dual-window dissection offers clear, accessible views of both superficial
and deep anatomy, which is considered as ideal for teaching complex spatial relationships and
clinical relevance; the sinus-based perfusion ensures long-lasting stability in contrast to
traditional fixation methods, which frequently erode tissue integrity over time and/or fail to
provide a complete overview of all the crucial structures.

Based on well-established procedures such as Grant's Dissector [2], this preparation method
gives teachers a useful tool to connect basic information with surgical application, improving
student comprehension and retention through hands-on experience with the specimen. The
main benefit of this model is its immediate usefulness as a tangible, accurate resource for
anatomical teaching, which will increase students' comprehension of anatomical clinical
practice. Future developments, such as digital mapping, may enhance this model [6].
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Introduction

This paper describes the fixation and preparation of a female pelvis for anatomical
demonstration and educational purposes. Methods, working steps and further possible
techniques will be explained and finally discussed. Preservation methods include formalin and
alcohol fixation. Physical dissection relating, the layer-by-layer technique was used, which led
to an increased workload but also resulted in a more precise and clear anatomical display of
muscles, organs, vessels, membranes and ligaments. Maintaining structural integrity was a
key point in the whole process. A distinct demonstrational model of the uterine and perineal
area, pelvic organs, pelvic diaphragm, perineum as well as associated important vessels and
nerves, is going to be achieved. Students shall be provided with a lifelike, relational display of
a female pelvis for better visualisation and understanding in the teaching context. The goal of
this project is to improve the general understanding of students in topics of the female pelvis
externally and internally, organs associated with urinary functions, anatomical positions and
better spatial perception for surgical procedures or pathological processes. For detail
enhancement, special dyes are going to be used in the procedure.

Cadaver dissection provides the possibility to understand the human body in situ. Regional
and topographical knowledge rather than separate organ systems is key for future medical
and surgical practice (1).

Methods

The female cadaver was obtained from the anatomical donation programme, following all
ethical and legal guidelines. After a first visualisation, the body was generally anatomically
prepared, embalmed and later fixed using a classical anatomical fixation solution consisting of
38% formalin, 96% alcohol, glycerine oil, sodiumchloride and water. The fixation solution was
chosen to ensure epithelial elasticity and integrity for further working steps. After a minimum
required time period, the specimen was treated by an alcohol-based solution to expel as much
formalin as possible. Depending on working conditions and workability of the cadaver, alcohol
was chosen, as it leaves the tissue softer to work with and provides a healthier and more
comfortable working environment, as alcohol is not as gas-emitting as formalin (2).
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After the expelling process and further fixation by alcohol, the cadaver was prepared for the
cutting process. Considering the goal of this project, cranially a transversal-plane cut at the
level of the fifth lumbar vertebra, without damaging the crista iliaca, was indicated. Caudally,
both extremities were detached at the level of the articulation coxae, without disturbing the
integrity of the acetabular fossa. Girdle muscles were separated with the limb. Only intrapelvic
and pelvic diaphragm muscles remained in situ (3).

The now-separated female pelvis needed to be cleaned and dissected until the target
structures were reached. We decided to preserve all pelvic organs and associated structures
to be able to show real relations and spatial orientation. Further, the inferior and anterior
views are intended to be demonstratively split into two halves, one superficial and one at the
level of the pelvic diaphragm with preserved sphincters and pelvic floor musculature. A
sagittal midline incision was performed at the perineal region, beginning at the superior
border of the pubic symphysis until the apex of the coccyx. To preserve all rectal and vulval
structures, the incision led around the left side of the labia majora and the external rectal
sphincter. The superficial and deep fascia were separated to reveal the superficial perineal
pouch. The next step included the detachment of all adipose tissue to reach vessels, nerves
and muscles in the urogenital and rectal triangles as well as the ischiorectal fossa. Especially
in the ischiadic region, this took a lot of effort, as it is crucial for humans to have abundant
adipose tissue in the perineal region. It supports the pelvic floor, provides cushion while sitting
and protects reproductive organs from damage. This makes dissection in the mentioned
region particularly challenging. Human morphology is widely variable, bearing that in mind as
the dissection proceeds, it is important to differentiate fine layers and structural variations.
Fragile structures like the musculus bulbospongiosus or ischiocavernosus around the vaginal
opening as well as the nervus perinealis or pudendus, which shall be preserved, represent a
difficulty in the deeper dissections. It was crucial to proceed layer by layer to not damage any
important structure. The peritoneum as well as the uterus were released by blunt dissection
to facilitate an internal ventral view (4,5,6).

After finishing all dissectional steps, the pelvis was prepared for the dying process. We used
Davidson® tissue marking dye, which is mainly utilised as a tissue dye in pathologic dissections
for positional analysis in surgical specimen. The main focus of this task was to separate target
structures and prevent unwanted colouration of other structures. Working with paper towels
has proven itself useful, as it absorbs liquid and is easily deformable, hence exclusive
colouration of wanted vessels or nerves. Acetic acid solution was used as mordant over all
painted surfaces, ensures a faster drying and enhanced dye adherence for the final
visualisation. Great importance was marked out concerning the course of the iliac artery and
vein, including their bifurcations as well as the femoral nerve, including its branch, the iliacus
nerve on the internal surface. Externally, on the posterior side, the sciatic nerve can be
observed in the infrapiriform foramen, in addition to the pudendal nerve seen inside the
ischiorectal fossa. Antero-lateral we can study a big part of the structures coursing through
the femoral triangle, like the femoral artery or vein, exactly bifurcating at the point of
dissection. For simplicity we decided to pick commonly used colours for visualisation. Red-
painted structures display arteries; blue was used for veins and yellow for nerves.
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Results

Generally, the project led to a full success. Tested techniques were proven to be useful, which
resulted in a presentable model for educational purposes. During the process of preparation,
a few difficulties were encountered. First and foremost, areas of excess adipose tissue
inherited the problem of unwanted damage that is going to be seen in the final product.
Especially the superficial layers of the ischiouterine fossa, which are rich in adipose tissue.
Very slow and careful dissection was necessary to also not damage the musculus levator ani,
which is a fairly thin muscle layer in the perineal region, easily cut if not carefully dissected.

Depicted in figure 1, we can clearly observe the bifurcation of the iliac artery and vein (Fig.1
A) into the external and internal iliac arteries. Especially the position and fact that these two
vessels are surrounded and connected by a layer of adventitia serve as an excellent
demonstration. Additionally, we were able to expose the femoral (Fig.1 B) and iliac (Fig.1 C)
nerves coursing behind the left iliopsoas muscle. Further, the posterior deep rectouterine
(Fig.1 D) and anterior shallow vesicouterine (Fig.1 E) pouches can be readily appreciated.

In the posterior view, figure 2, we generally recognise the levator ani muscle (Fig.2 A).
Laterally, the sciatic nerve (Fig.2 B) can be seen coming out of the infrapiriform foramen.
Medially, the pudendal nerve (Fig.2 C) running through the ischiorectal fossa is clearly visible.

Figure 3 shows, antero-laterally, the cranial portion of the femoral triangle, including branches
of the femoral nerve (Fig.3 A), the common femoral artery bifurcating into the superficial
(Fig.3 B) and profund femoral (Fig.3 C) arteries, as well as the common femoral vein
bifurcating into the superficial femoral (Fig.3 D) and profund femoral (Fig.3 E) veins running
next to the great saphenous vein (Fig.3 F), which can be excellently observed.

Figure 1: A superior view on the prepared topographical region of the female pelvis: A) lliac
Artery & Vein; B) Femoral Nerve; C) lliac Nerve; D) Rectouterine Pouch; E) Vesicouterine Pouch.
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Figure 2: A superior view on the internal structures of the prepared topographical region of the
female pelvis: A) Levator Ani Muscle; B) Sciatic Nerve; C) Pudendal Nerve.

Figure 3: A lateral view on the internal structures of the prepared topographical region of th
female pelvis: A) Branches of the Femoral nerve; B) Superficial Femoral Artery; C) Profund
Femoral Artery; D) Superficial Femoral Vein; E) Profund Femoral Vein; F) Great Saphenous Vein.

Discussion

The chosen dying method with tissue marking dyes has proven itself to be very useful. Colours
attached onto the vessels or nerves adhered well on their surface. A clean preparation with
towels and retainers before the dying process is crucial. Correct handling of the dyes is
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indicated. The usage of too much dye on the brush can lead to crumbling or falling off of the
colour after the drying process, which reduces the colouration of wanted vessel.

In the project, we were aiming for an excellent representation of a female pelvis to provide
future doctors a significant advantage for their education in gynaecology and anatomy.
Complicated procedures such as a pelvic exenteration, diverse pelvic prolapses, a
hysterectomy or even a more routine intervention like punctures are better understood and
even better spatially visualised. A model like this could be the only chance for medical students
to visualise the pelvic content openly. Anterior traction and retrotracion of the uterus allow
to explore and fully understand the system of pouches formed by the peritoneum, like the
recto-uterine pouch (space of Duglas or cul-de-sac) and the vesico-uterine pouch.
Furthermore, the dying of vessels and nerves enables us to properly display possible issues
which could be encountered during these procedures. A proper understanding of the course
of these structures is crucial to ensure the future patient’s safety and increase the success of
undergone measures. The further understanding and ability to visualise diagnostic procedures
like a culdocentesisor a digital-rectal-examination as well as pathologic conditions like a
rectocele, eneterocele or cystourethrocele along with treatment procedures like a
hysterectomy or episiotomy is beneficial for the overall studying success and future execution
of mentioned procedures (7).

The model proves to be an immensely useful tool for educational explanations and self-
studies. As diverse studies verify the meaningfulness of human cadaveric models for
visualisation and the overall importance of dissection done by medical students, we are sure
that this preparation will help educational staff to better visualise internal and external pelvic
structures as well as spatial orientations relating the pelvic floor, perineal area and internal
pelvic structures (8,9).

The preparation of a model pelvis for educational purposes was successful. The colouring
technique, which was tested, proved to be very useful. All important structures we aimed for
to point out are reasonably presented and usable to show as model in further educational
settings.

Future directions for improving anatomical preparations include an additional staining of
vessels with silicone-based dye injected directly into the lumen of needed vessels, which will
further improve the visibility and relational view concerning a whole picture of the chosen
area.
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Introduction
The pathology of oesophageal atresia is an infrequent, life-threatening disorder that requires

quick and professional actions from pediatric surgeons. (1] For a long period of time as a
standard technique of defect removal was used the posterolateral open approach, but
currently, surgical teams are increasingly giving preference to newer advantageous minimally

invasive methods. [2] Decreased size of surgical cuts, lower incidence of contamination and
infection occurrence, higher rate of accuracy, and shortened period of hospital stay are just

some of the benefits of thoracoscopy. (3] Despite the presence of various advantages listed
by many authors, the thoracoscopic approach is still avoided in some centers due to the
general complexity of the procedure, high requirements from the training skills of the

operator, and the newborn’s body space peculiarities. (4, 2] Conventionally, surgical
techniques education was carried out according to the principle of observation and further
repetition of actions under the guidance of a leading surgeon in operative theatre.
Nevertheless, numerous risk factors encountered in pediatric surgery, concretely concerning
the most susceptible to complications patients, neonates, are prompting the search for new
ways of acquiring valuable expertise. One of the most productive and secure ways of
increasing experience level and expanding the set of skills in minimally invasive surgery is to

perform training on simulation models of various types. 151 3p printed simulators, virtual
reality devices, trainers for specific tasks, and animal models have already been created and

used worldwide for oesophageal atresia repair procedure mastering. (6,7, 8] 3p printed
inanimate models play a crucial role in different fields of surgical teaching, as the devices
convey realistic feedback using safe materials without ethical restrictions and allow to spend

sufficient training time in a decreased-stress environment. (9] Therefore, the development
and validation of a modern and low-cost synthetic model for thoracoscopic oesophageal
atresia repair may prove extremely useful for creating an effective educational platform for
pediatric surgery specialists with different levels of knowledge. In addition, the obtained
online survey answers will expand the current views on the degree of minimally invasive
surgery simulation devices participation in the education of pediatric surgeons and indicate
central simulation demands, which are missing in the pediatric surgery departments of
Slovakia and the Czech Republic. The importance of this work is stressed by the fact that there
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is almost no information in scientific resources about the overall status of simulation
technologies development and the needs of Slovak and Czech surgical professionals.

Methods

Beforehand, the following study was analyzed and ethically approved by the National Institute
of Children’s Diseases Institutional Review Board. The research was conducted from 2022 to
2024 and consisted of several main stages:

1) development of the simulation Model 1 using 3D printing technologies;

2) creation of a questionnaire aimed at identifying:

- pediatric minimally invasive surgeries commonness and surgeons’ self-declared level of
experience in the departments of Slovakia and Czech Republic,

- how relevant is the use of simulation models in skills development of pediatric surgeons in
the departments of Slovakia and the Czech Republic,

- suitability of simulators for surgical training;

3) conducting a simulation and assessment of the newly developed model and commercial
model with subsequent carrying out the online anonymous survey (available on Google

Forms) during the 68th Czech and Slovak Pediatric Surgery Congress;
4) processing of the obtained data using special statistical tools.

To obtain a realistic simulation, a model based on an already existing tomographic image of
1-month-old neonate with a body weight of 3200 grams was used. Informed consent from
parents was previously received. The next step was the transformation of cross-sectional
images by specialized software 3DSlicer into a configuration suitable for 3D printer use. As a
result, the trachea and oesophagus were converted into 3D models. Tracheal structures were
printed on a special device (Phrozen Mighty 8K resin-based 3D printer) from Flex Resin
material that hardened with ultraviolet light exposure. Eventually, rigid tracheal parts were
put in 98% alcohol to get rid of residual polymers. Selected material provided sufficient
detailing, human-like trachea surface finish, and balanced flexibility of inanimate trachea.
Distal and proximal parts of the oesophagus were created by filling the 3D-printed forms with
a pigmented silicone Ecoflex 00-30. Both silicone parts of the oesophagus were modified with
a fine mesh. The Model 1 was assembled and sealed with silicone adhesives in its entirety to
ensure that fabricated components fit together densely.

The sample for this study was presented by qualified pediatric surgeons with various sets of
skills corresponding to their accumulated knowledge. Thus, to get more accurate results, all
participants were divided into two groups based on the length of their working experience:
“inexperienced” — novice surgeons in the first ten years of their occupational activity and
“experienced” — advanced professionals with a longer seniority in the pediatric surgery
department. For the study, two models of oesophageal atresia and tracheoesophageal fistula
were selected: newly constructed Model 1 and commercial Model 2 (LAPARO ® Medical
Simulators). To ensure a consistent understanding of the main tasks during the simulation and
to compensate for the possible lack of beginner’s knowledge, video tutorials were prepared
for each trainee. Additionally, were provided the Laparo Advance and Laparo Analytic
simulation tools. Training took place on one of the presented models. The practical session
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was time-limited, up to thirty minutes were allotted for each. After completing the practical
activity, every participant was asked to evaluate models by supplying information about the
face and content validation of both models according to the Likert scale (from one to five
points).

Statistical analysis

Statistical processing of the obtained data was carried out using SPSS version 24 (IBM, USA).
The result was considered statistically reliable if the p-value did not exceed 0.05. Content and
face validity results were presented as mean with standard deviation. Since the Likert scale
led to few responses in certain categories, Fisher’s exact test was used to identify the
significance between categorical variables in that case. Via t-test was analyzed parametric
data and chi-square test was utilized for other non-parametric values.

Results

Atotal of 33 pediatric surgeons from Slovakia and the Czech Republic took part in the research.
The majority — 15 respondents (46%) belonged to the youngest age group of 25-35 years.
According to the length of professional experience in pediatric surgery, the prevalent category
was advanced participants, which comprised approximately 55% of the selection. The annual
frequency of minimally invasive surgical interventions in the departments of 12 participants
(37%) was more than 151 operations during the year.

The results of self-evaluated competence turned out to be significant (p-value was 0.022): the
majority (47%) of inexperienced surgeons defined their knowledge as “insufficient” when half
of the experienced group self-assessed themselves as professionals with higher-level
expertise (50% chose the option “good”). It should be noted that despite the positive
correlation between being experienced and reporting better minimally invasive surgical
competence, 17% of advanced trainees were still not satisfied with their skills rate, and only
one experienced individual ranked his expertise as “very good” (as demonstrated in Figure 1).

Self-declared expertise

INSUFFICIENT SATISFACTORY GOOD VERY GOOD UNABLE TO ANSWER

Number of participants

™ Inexperienced group Experienced group

Figure 1 Self-declared expertise of inexperienced and experienced groups
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Also was investigated the situation with the implementation of simulation sessions on
different devices in the daily work schedule and it was revealed an inversely proportional
relationship between trainees’ experience level and the presence of minimally invasive skills
training possibility at the workplace (p-value was 0.022): 73% of inexperienced professionals
were able to improve their knowledge using laparoscopic simulators in opposition to only 33%
in the advanced group. There were no significant differences between other answers. The
overall analysis of training frequencies showed that just 18% could use simulators multiple
times per week and 24% had the opportunity to perform sessions less often than monthly. A
large proportion of surgeons, regardless of their qualifications, agreed that systematically
practicing could improve professional abilities.

Simulator validation

In the validation process took part 30 participants (18 experienced individuals and 12 —
inexperienced, respectively). Statistical processing with Fisher’s exact test did not show
significant differences in either the comparison between experienced and inexperienced
groups or the comparison between Model 1 and Model 2 in content validity assessment. Mean
score of Model’s 1 content validity was 3.9, so it was generally evaluated as satisfactory and
useful tool. During face validity evaluation was found a considerable alteration of scores that
were given during working space parameter rating (p-value was 0.030), results are provided
in Table 1. Other assessed parameters of face validity were found to be statistically
insignificant. Mean score of Model’s 1 face validity was 3.6, so it was generally evaluated as
satisfactory quality tool.

Characteristics Inexperienced group Experienced group p value
(n=12) (n=18)

Face validity 3.9[0.1] 3.5[1.3] 0.083*

(mean score [SD])

Realism of experience 4[0.7] 3.8[0.7] 0.223*

(mean score [SD])

Positioning of TEF and | 3.9[0.6] 410.6] 0.411=

esophageal pauches
(mean score [SD])

Haptic feedback on materials | 4.1 [0.3] 3.7 [0.5] 0.542x%
(mean score [SD])
Working space 4.1[0.7] 3.4[0.9] 0.030x*
(mean score [SD])
Difficulty (mean score [SD]) 3.9[0.4] 3.9 [0.6] 0.210%
Overall impression 4.6 [0.4] 4.6 [0.5] 0.202%*

(mean score [SD])

Table 1 Face validity evaluation: results from the Likert Scale Survey (* Fisher’s exact test, SD
— standard deviation)
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Discussion

Our conducted research revealed that most experienced and inexperienced respondents
completed around the same number of operations in the role of assistant and leading surgeon.
At the same time, a positive correlation (p-value = 0.022) between the level of proficiency and
self-identified competence was shown. Nevertheless, almost 17% of experienced survey
participants considered their knowledge insufficient, and just 6% were completely satisfied.
Such results highlighted the need for inexperienced and even advanced professionals to
continue actively enhancing minimally invasive skills. Markel et al. reported in their study that
only a third part of young specialists from different European countries could, without
difficulties, gain minimally invasive surgical experience. The majority nowadays can face
multiple barriers: budgetary limitations, laparoscopic procedures being predominantly
managed by experienced surgeons, a deficit of specialized instruments, the absence of

competent guides. [10] Therefore, it is essential to use alternative routes of teaching, such as
simulator training.

Additionally, participants of the Pediatric Surgery Congress declared that approximately 49%
could not practice on laparoscopic models in their institutions. Evaluation of access to
simulation devices in the surgical departments of the United States demonstrated that only
2% of participants had no opportunity to visit simulation facilities, while 76% of junior doctors

attended educational activities at least monthly. (11] Simultaneously, the majority of the
Congress participants stated that they were able to train just less than monthly. Thus, limited
minimally invasive training abilities in Slovakia and the Czech Republic can be explained by
shortcomings in funding and indicate an urgent need to pay sufficient attention to introducing
technological innovations into the educative training programs and enhancing the
competency of experienced surgeons.

Data about variable 3D models for oesophageal atresia repair already existed in the literature.
Wells et al., Zahradnikova et al., and Youn et al. have previously reported on the creation of
high-fidelity synthetic models (using a similar principle of 3D printing and silicone as material

for the oesophageal pouches construction) and their subsequent analysis. [12,13,14]

Conducted analysis of the content and face validity has shown that the weakest point of the
Model’s 1 face validity was working space (3.8 + 0.24). Furthermore, the difference between
experienced and inexperienced groups evaluating this parameter was statistically significant
(p value = 0.030). The following outcome can be interpreted differently: novice surgeons
probably were comforted with the training field provided by Model 1 and found it broad
enough to practice specific skills. In opposition, experts with a certain amount of experience
have more realistic space limitations acquired for improvement. It is worth noting that in some
previously introduced simulators, the most vulnerable aspect was either the upper

oesophageal segment characteristics [14] or the required force for putting trocars (as a part

of the realism assessment). [13]
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Uvod

Reumatoidna artritida (RA) je chronické systémové autoimunitné ochorenie, charakterizované
progresivnym zapalom kibov, pritomnostou protildtok proti citrulinovanym proteinom,
reumatoidného faktora (RF) a zvySenou hladinou prozapalovych cytokinov [1,2]. Kli¢ovymi
rizikovymi faktormi RA su genetickd predispozicia, pohlavie a environmentdlne vplyvy, no
presna etiopatogéneza zostava nejasna [3].

MnoZstvo Studii poukazuje na uUlohu ordlnej mikrobioty v patogenéze RA [4-6]. Stimulacia
imunitného systému véak méze pochadzat aj z mikrobioty osidlujucej iné Casti tela, konkrétne
¢revnej mikrobioty. Crevo predstavuje najhustejsie osidleny a najkomplexnejsi ekosystém v
[udskom tele [7]. Crevné baktérie produkuju metabolity, napriklad mastné kyseliny s kratkym
retazcom, ktoré mézu modulovat imunitnd odpoved, viest k zvy$enej produkcii prozapalovych
cytokinov a naruseniu rovnovdhy imunitného systému. Zaroven, metabolity invazivnych
patogénnych baktérii v creve mozu prenikat do krvného obehu, opét tak stimulovat imunitu a
podporovat systémovy zapal [8-10].

Narusenie imunitnej rovnovahy sposobené dysbidézou ¢revnej mikrobioty sa preukazatelne
spaja so vznikom, pripadne zhorsenim progndzy, mnohych autoimunitnych ochoreni, vratane
RA [11,12]. Viaceré studie poukazuju na zmeny v zloZeni ¢revnej mikrobioty u RA pacientov
[13,14]. Napriklad baktéria Prevotella je spajané so zvysenym rizikom vzniku a zavaznostou
priznakov RA prostrednictvom modulécie imunitnej odpovede v prospech prozapalovych drdh
[15]. Naopak, pritomnost baktérii Akkermansia a Bifidobacterium indukuje protizdpalové
drahy imunitného systému a obnovuje ¢revni homeostazu [16].

Tieto poznatky vyvolali zaujem o terapeutické stratégie zamerané na crevnu mikrobiotu,
vratane fekalnej transplantacie (FMT). FMT spociva v prenose ¢revnych baktérii od zdravého
darcu do ¢reva prijemcu [17]. Tato metdda bola pévodne aplikovand na lie¢bu opakujucich sa
infekcii Clostridioides difficile, avsak klinické Studie preukdzali pozitivne ucinky aj v pripade
inych autoimunitnych ochoreni, ako psoriatickd artritida alebo celiakia [18]. Prvé klinické
$tudie naznaduju, ze FMT by mohla pomdct taktiez zmiernit priznaky RA [19].
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Zvieracie modely su nevyhnutnym nastrojom pre pochopenie patogenézy ochorenia a
testovanie novych terapeutik. Jednym z najéastejSie pouzivanych modelov RA je model
kolagénom indukovanej artritidy (CIA) [20]. NajcastejSie vyuZivanym kmenom mysi v CIA
modeli st my$i DBA/1J [21]. Pouzitie réznych inych mysich kmeriov s odliSnou dysreguldciou
imunitného systému, napriklad kmeri mysi Aire™/~, by vSak mohlo poméct objasnit Glohu
¢revnej mikrobioty v $pecifickych autoimunitnych drahach [22].

Primarnym ciefom tejto $tudie bolo preskimat Glohu ¢revnej mikrobioty v patogenéze RA
pomocou dvoch kmerfiov mysi, DBA/1) a Aire”/”, svyuzitim CIA modelu a metédy FMT.
Poznatky vychddzajuce z tejto Stidie mdzu v buddcnosti ponuknut nové stratégie liecby u
pacientov s autoimunitnymi ochoreniami.

Material a metody
1. Darcovia FMT - pacienti

Vzorky stolice boli odobrané od RA pacientov a zdravych kontrol rovnakého veku a pohlavia.
Diagndza RA bola stanovena podla kritérii Eurdpskej ligy proti reumatizmu a pacienti boli
osloveni v spolupraci s reumatologickou ambulanciou Nemocnice svdatého Michala v
Bratislave. Vzorky boli po odbere spracované do 2 hodin, pricom 30 g Cerstvo odobratej stolice
darcu bolo homogenizovanych v sterilnom fyziologickom roztoku. Velké Ccastice boli
odstranené centrifugdciou a supernatant bol zmrazeny pri -80 °C.

2. Prijemci FMT — zvieraci model CIA

Pre Ucely $tadie bolo pouZitych 11 samic mysi DBA/1J (Kmeri #000670, Jackson Laboratory)
a 9 samic mysi Aire™/~ (Kmeri #004743, Jackson Laboratory). Na zaliatku experimentu oba
kmene mysi absolvovali antibiotickd lieCbu po dobu 14 dni roztokom antibiotik rozpustenych
vo vode. Nasledne boli mysi oboch kmeriov rozdelené do troch skupin podla typu poddvaneho
FMT: od zdravych darcov, naivnych RA pacientov bez liecby a lie¢enych RA pacientov v relapse
(Obr. 1). Vsetkym skupinam bola indukovana CIA, a to pomocou hovadzieho kolagénu typu II
u DBA/1) mysi a kuracieho kolagénu u Aire™/~ mysi. Model CIA trval celkovo 10 tyZzdriov. Podas
doby trvania experimentu bolo FMT podavané opakovane oralnou sondou v objeme 250 pL
vintervale 7 dni.

3. Analyza ¢revnej mikrobioty

Vzorky stolice od mysich prijemcov boli zbierané pred indukciou CIA a pocas 5. a 10. tyZdna
trvania experimentu. Genomicka DNA zo vzoriek fekdlnych transplantatov darcov a stolic
mysich prijemcov bola izolovana pomocou komeréného QlAamp Fast DNA Stool Mini kitu.
Variabilna oblast V4 génu 165 rRNA bola amplifikovana a vzorky boli sekvenované pomocou
MiSeq platformy Illumina v spolo¢nosti BioVendor MDx, Brno, Ceska republika. Kvalita
sekvenacnych dat vo formate fastq bola posidena pomocou néstroja FastQC (verzia 0.11.9).
Na odstranenie nekvalitnych citani bol pouZity nastroj Fastp (verzia 0.23.2). Sekvencie
primerov boli odstranené pomocou Cutadapt (verzia 3.5). Data boli dalej spracované balikom
DADA2 (verzia 1.22.0) na generovanie ASV (ang. amplicon sequence variant). Taxondémia bola
priradend pomocou IDTAXA Kklasifikatora balika DECIPHER (verzia 2.22.0) s referencnou
databazou SILVA SSU r138.
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Zdravy darca Naivny RA  LieCeny RA
pacient pacient
v relapse

DBA-C-FMT DBA-N-FMT DBA-R-FMT Aire-C-FMT  Aire-N-FMT  Aire-R-FMT
DBA/1J prijemci Aire-/- prijemci

Obr. 1. Experimentdlne skupiny

4. Analyza zavaznosti artritidy

Zavaznost artritidy bola vizudlne hodnotena pomocou skérovacieho systému 0-4 bodov pre
kazdu labku v pravidelnych intervaloch raz za tyzden. Sucasne bol merany opuch labiek
digitdlnym pletysmometrom a teplota labiek infracervenou termografiou. Na konci
experimentu boli zvieratd uspané inhala¢nou anestézou 3 % izofluranu. Nasledne im bola
odobrand krv z retroorbitdlneho plexu. Krvny obraz bol analyzovany pomocou
hematologického analyzatora Abacus VET 5. Plazma bola centrifugovand pri 1600 g pocas 10
minut pri teplote 4 °C. Koncentracie zapalovych cytokinov v plazme boli stanovené pomocou
analyzy LEGENDplex a prietokovej cytometrie pristrojom DxFLEX. Predné a zadné labky boli
odobraté na histologicki analyzu. Tkanivd boli farbené hematoxylinom-eozinom
a chloracetat-esterazou pre analyzu hrubky synovidlnej membrany a infiltracie neutrofilov.

5. Statisticka analyza

Statistické vyhodnotenie a vizualizacia Gdajov boli vykonané pomocou softvéru GraphPad
Prism (verzia 8.0.10). Na analyzu mikrobiomovych dat bol primarnym nastrojom pouzity
softvér RStudio (verzia 4.2.1). Rozdiely medzi skupinami boli analyzované pomocou ANOVA
testu a Bonferroniho post-hoc testov. Rozdiely boli povazované za statisticky signifikantné, ak
p-hodnoty boli mensie ako 0,05. Prezentované vysledky boli vizualizované ako priemer +
Standardna chyba priemeru. Schémy boli vytvorené pomocou Biorender.com.

190



Vysledky
1. Analyza ¢revnej mikrobioty

Vysledky PCA analyzy osekvenovanych vzoriek stolice mysi poukazali na S3pecifické
zoskupovanie zodpovedajuce ¢asovym bodom pred (0. tyZzder) a po aplikacii FMT (5. a 10.
tyzden), pricom vzorky po FMT vykazovali prekryv zoskupenia, ateda podobné zloZenie
mikrobioty. NavySe, PCA analyza vzoriek po FMT odhalila Specifické zoskupovanie vzoriek
podla kmera mysich prijemcov.

RDA analyza ¢revnej mikrobioty na trovni rodu v Aire™/~ mysiach odhalila vyznamné rozdiely
v zloZeni mikrobioty medzi skupinami, ktoré prijali r6zne FMT (R2=0,501; p<0,001). Tieto
rozdiely boli pozorované v rodoch Butyricimonas, Marvinbryantia, Ureaplasma,
Prevotellaceae UCG-001, Paraprevotella, Candidatus Saccharimonas, Lachnospiraceae UCG-
008, Hungatella, Catenibacterium, Parabacteroides a Dielma (p<0,01). Mensie, ale relevantné
zmeny boli zaznamenané v rodoch Bifidobacterium, Parasutterella, Lachnospiraceae FCS020
group, Enterorhabdus, Allobaculum, Monoglobus, Anaeroplasma, Tuzzerella, Coprobacter,
Romboutsia, Turicibacter, Barnesiella, Enterobacter, a [Ruminococcus] gauvreauii group
(p<0,05).

Podobne, RDA analyza ¢revnej mikrobioty na tGrovni rodu bola vykonana aj v DBA/1) mysiach
(R?=0,500; p<0,001). Najvyznamnejsie rozdiely boli pozorované v rodoch [Eubacterium]
nodatum group, Pseudogracilibacillus, Phascolarctobacterium, Bifidobacterium, Eggerthella,
Paraprevotella, Akkermansia, Fusobacterium, Anaerostipes a Sutterella (p<0,001). Okrem
toho boli vyznamné rozdiely zaznamenané aj v rodoch Alistipes, Parabacteroides,
Staphylococcus, Gordonibacter, Atopostipes, Faecalibaculum a Holdemania (p<0,01). Mensie
zmeny sa prejavili v rodoch Corynebacterium, Facklamia, Marvinbryantia, [Eubacterium]
ventriosum group, Odoribacter, Candidatus Stoquefichus, Parasutterella, Barnesiella,
Allobaculum, [Clostridium] innocuum group a Hungatella (p<0,05).

2. Analyza zavaznosti artritidy

V Aire™/~ kmeni mysi neboli pozorované vyznamné rozdiely v RA skére medzi FMT skupinami
v priebehu sledovaného obdobia (¢asovy bod: p=ns; skupina: p=ns; interakcia: p=ns). Relativna
telesnd hmotnost mysi sa sice v priebehu ¢asu zvySovala, aviak bez vyznamnych rozdielov
medzi skupinami (¢asovy bod: p<0,01; skupina: p=ns; interakcia: p=ns). Rovnako nebol
zaznamenany Ziadny Ucinok transplantacie FMT na objem prednych ani zadnych labiek (Casovy
bod: p=ns; skupina: p=ns; interakcia: p=ns). Teplota labiek sa v priebehu ¢asu zvySovala, avsak
bez vyznamnych rozdielov medzi FMT skupinami (Casovy bod: p<0,001; skupina: p=ns;
interakcia: p=ns). Histologickd analyza nepreukazala vyznamné rozdiely v hribke synovidlnej
membrany (p=ns), ani v pocte neutrofilov infiltrujicich synovium (p=ns). Pri analyze celkového
krvného obrazu sa nezistili Ziadne vyznamné rozdiely v po¢toch bielych krviniek, lymfocytov,
monocytov, neutrofilov a koncentraciach prozapalovych cytokinov v plazme (p=ns).

V DBA/1) mysiach RA skdre stupalo v priebehu ¢asu, avsak FMT nemalo na tento trend Ziadny
vplyv (éasovy bod: p<0,001; skupina: p=ns; interakcia: p=ns). Relativna telesna hmotnost sa v
DBA/1J) mysiach pocas experimentu nemenila (Casovy bod: p=ns; skupina: p=ns; interakcia:
p=ns). Objem labiek sa zvySoval v priebehu ¢asu bez vyznamného vplyvu FMT (Casovy bod:
p<0,01; skupina: p=ns; interakcia: p=ns). Teplota labiek v DBA/1) mysiach sa menila v priebehu
Casu, opat nezavisle od transplantacie FMT (¢asovy bod: p<0,001; skupina: p=ns; interakcia:
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p<0,01). U mysi, ktoré dostavali FMT od RA pacientov, bola pozorovand zvysena hrubka
synovialnej membrany v prednych labkach (p<0,05). Ziadne vyznamné rozdiely neboli
zaznamenané v zadnych labkach (p=ns), ani v pocte neutrofilov infiltrujicich synovium (p=ns).
Post hoc Dunnov test s Bonferroniho korekciou odhalil znizenu koncentraciu MCP-1 v skupine
DBA-N-FMT v porovnani s kontrolnou skupinou (p<0,05), avsak Ziadne dalSie rozdiely
v prozapalovych cytokinoch neboli pozorované (p=ns). V DBA/1J mysiach bola pozorovana
vyznamna pozitivna korelacia medzi skére RA a rodom Bifidobacterium a Paraprevotella
(p<0,05), ¢o naznacuje ich moznu suvislost s progresiou RA. Naopak, rody Corynebacterium,
Aerococcus, Enterorhabdus, Butyricicoccus a Odoribacter vykazovali vyznamnu negativnu
korelaciu so skore RA (p<0,05).

Diskusia

Hlavnym ciefom tejto $tudie bolo preskimat ulohu &revnej mikrobioty v patogenéze RA
pomocou modelu CIA v kombinacii s metédou FMT. V tejto praci boli pouzité dva rézne kmene
mysi. Zatial ¢o mysi kmeria DBA/1J su Siroko pouzivané v modeloch CIA [21], aplikacia kmefia
Aire™/” predstavuje novu stratégiu Studia patogenézy RA. Doposial boli Aire™/~ mysi vyuZité v
experimentalnych modeloch autoimunitnych ochoreni, ako je Sjégrenov syndrom [23] &i
autoimunitna hepatitida [24], avSak experimentdlne Studie zamerané na RA doposial chybaju.
Najnovsi vyskum naznacuje, ze ¢revna mikrobiota méze zohravat délezitd Glohu pri vzniku a
progresii mnohych autoimunitnych ochoreni. Klinické studie poukazuju na zmeny v zloZeni
¢revnej mikrobioty u pacientov s RA. Napriklad, zvySend relativna abundancia Escherichia-
Shigella a znizena relativna abundancia rodov Alloprevotella, Lactobacillus, Enterobacter a
Odoribacter bola pozorovana u pacientov s RA v porovnani so zdravymi jedincami [25]. Tieto
zistenia naznacuju, Ze stratégie zamerané na moduldciu ¢revnej mikrobioty by mohli byt
novym potencialnym terapeutickym nastrojom.

Metdda FMT bola preukazand ako ucinna pri lieCbe infekcii Clostridioides [18]. V tejto studii
bolo podavané FMT z troch skupin darcov: zdravych jedincov, naivnych RA pacientov a
lie¢enych RA pacientov v relapse, ktoré boli mysiam kontinualne transplantované raz tyzdenne
pocas indukcie CIA modelu. Pociato¢nd PCA analyza ukdazala vyrazné zoskupenie vzoriek pred
a po FMT, ¢o naznaduje zmenu v zlozeni ¢revnej mikrobioty po transplantdcii a Uspesnost
procedury FMT. Tieto zistenia podporila nasledne aj RDA analyza, kde sa prislusné vzorky
prijemcov mysi zoskupovali na zaklade prijatého FMT. Vysledky taktieZ naznacuju Specificku
kolonizaciu podla kmeria mysi z rovnakych FMT darcov, ¢o indikuje, Ze vyber kmerna mysi méze
ovplyvnit vysledky experimentalnych FMT $tadii.

Nasledné analyzy identifikovali niekolko Specifickych baktérii u mysi transplantovanych FMT
od zdravych darcov ako aj od pacientov. Bez ohladu na kmen mysi sa vo vietkych analyzach
zistila zvy3end relativna abundancia rodu Bifidobacterium v CTRL-transplantovanych mysiach.
Tento rod predstavuje bezné probiotikum, ¢asto pritomné v probiotickych potravinidch a
doplnkoch vyZivy, ako aj v zdravom gastrointestindlnom trakte. 41 Prekvapivo bola skupina
Aire-C-FMT obohatena aj o rody Paraprevotella, Prevotellaceae UCG-001 a Parabacteroides.
Sucasné klinické studie naznacuju pri¢inna dlohu tychto baktérii vo vzniku RA [26]. Obohatenie
rodiny Prevotellaceae a rodu Prevotella bolo zistené aj v preklinickych stadiach RA [15].
Vysledky tak naznacuju, ze érevnd mikrobiota zdravych jedincov méze obsahovat druhy tzko
spojené s nastupom RA.
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Okrem zhrubnutia synovidlnej membrany prednych labiek sa nezistili Ziadne vyznamné
rozdiely v RA skore, relativnej telesnej hmotnosti, objeme labiek, teplote labiek ¢i v
neutrofilovej infiltracii synovia medzi skupinami s roznymi FMT. Rovnako neboli pozorované
Ziadne rozdiely v systémovej zapalovej odpovedi s vynimkou chemokinu MCP-1, ktory hra
Ulohu v nabore monocytov a podpore zapalu [27].

Napriek prevazne negativnym vysledkom sme zistili niekolko korelacii, ktoré mézu naznacovat
potencidlnu tlohu uréitych bakterialnych taxénov v patogenéze RA. Prekvapivo bola v DBA/1J
mysiach zaznamenand pozitivna korelacia medzi skére RA a rodom Bifidobacterium, ¢o je v
rozpore s uz publikovanymi ddajmi. V interven¢nych Studiach podavanie réznych kmeriov
Bifidobacterium zmiernilo symptémy CIA a obnovilo rovnovahu medzi pro- a protizapalovymi
odpovedami v modeloch CIA [28,29]. Pozitivna korelacia medzi skére RA a rodom
Paraprevotella bola v sulade s predchadzajucimi Studiami [30]. Rody ako Odoribacter,
Enterorhabdus a Butyricicoccus, vykazovali negativnu koreldciu so skére RA, ¢o naznacuje ich
potencidlnu ochrannu ulohu v patogenéze RA.

Stidia prinasa nové poznatky vztahu érevnej mikrobioty a patogenézy RA. Hoci sa nepreukazal
priamy vplyv FMT na RA, pozorované zmeny v ¢revnej mikrobiote zdérazfiuju komplexnost
interakcii medzi hostitelom a mikroorganizmami pri autoimunitnych ochoreniach. Buduci
vyskum so $irSimi sibormi vzoriek a pokrocilymi metédami analyzy mikrobiomu bude kltcovy
pre objasnenie tychto interakcii.

Podporené ¢iastocne grantom UK-UK/1296/2025, APVV-21-0370 a VEGA 1/0706/25.
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Uvod

Stanovenie Urovne génovej expresie je klu¢ovym procesom vo vyskume biologickych
mechanizmov, ¢i uz fyziologickych alebo patologickych. Existuje niekolko metdd na meranie a
analyzovanie varidcie génovej expresie, akymi su napriklad mikrocipova analyza, RNA
sekvenovanie a kvantitativna PCR (gqPCR), ktora je zlatym Standardom. Kazda z metdd
ma svoje vyhody a nevyhody avolba tej vhodnej zavisi od konkrétnych cielov prace
a experimentov, ¢i od dostupnych materidlnych zdrojov (1). Tradi¢nejSia gPCR sluzi
na relativnu kvantifikdciu a sleduje fluorescenény signal v priebehu exponencidlnej fazy
amplifikacie. O nie¢o novsia metdda digitdlna dropletova PCR (ddPCR) sliZi na absollitnu
kvantifikdciu a zhromazduje fluorescencné signaly prostrednictvom koncového merania
a pouZiva pocet pozitivnych Casti reakcie na vypocet koncentracie analyzovanej vzorky. Hlavné
rozdiely medzi tymito dvoma metddami su uZ v spominanom spdsobe merania mnoZstva
ciefovej sekvencie, dalej v presnosti, citlivosti a odolnosti voci inhibitorom PCR reakcie (2).
Zavadzanie ddPCR do laboratérii predstavuje vyznamny posun vo vykondvani molekuldrnych
analyz a v diagnostike.

Placenta je vynimocny S3pecializovany docasny organ, ktory zohrava klucovu ulohu
v tehotenstve. Jednou z tehotenskych komplikacii je preeklampsia, ktora predstavuje riziko
pre matku aj plod. Je charakterizovana ako gesta¢na multisystémova hypertenzna porucha.
Napriek tomu, Ze vyskum genetickych aspektov tohto ochorenia stdle prebieha existuje este
vela neznamych ohladom presnych mechanizmov vzniku a vyvoja tejto gestacnej komplikacie.
Patofyzioldgia preeklampsie je Uzko spojena s poruchami vyvoja placenty. Protein syncytin-1,
kédovany génom ERVW-1, ma kltcovu ulohu pri diferenciacii syncytiotrofoblastu a optimalnej
placentacii. Tento protein ma ddlezitu ulohu pri diferencidcii placenty a vzhladom na to by
deregulacia génovej expresie jeho kddujiceho génu mohla hrat Glohu v rozvoji preeklampsie,
respektive v prechode do zavaznej formy preeklampsie (3, 4, 5). Nasa praca sa zamerala prave
na placentu, ktord je velmi komplexny a heterogénny organ a obsahuje pocetné bunkové
komponenty fetdlneho aj materského pdvodu. Kvoli heterogenite tkaniva vykazuje vysoku
variabilitu génovej expresie. Gény su odliSne exprimované v anatomicky odliSnych Castiach
placenty, ktoré prispievaju k fyzioldgii tohto orgdnu a zaroven su pozorované zmeny v Urovni
expresie niektorych génov aj medzi jednotlivcami (6).

Uvadzana préca je zaloZena na porovnani vysledkov ziskanych metdédou gPCR a ddPCR.
Génom zaujmu je vyssie spominany ERVW-1. Hlavnym cielom prace je stanovenie moznosti
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a navrhnutie vhodného metodického pristupu pri potrebe koreldcie dat ziskanych pomocou
metddy ddPCR s uz publikovanymi ddtami ziskanymi metédou gPCR.

Material a metody

Vzorky RNA boli izolované pomocou komerénej supravy GeneJET RNA Purification (Thermo
Scientific) z ¢erstvého tkaniva (klkov a placenty) podla pokynov vyrobcu. Pred gPCR metédou
bola RNA podla pokynov vyrobcov osetrena a prepisana do cDNA pomocou DNdzy | (Thermo
Scientific) a Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR (Thermo Scientific).
Pre samotnu gPCR bola pouzitda komerénd stipravu Maxima Probe/ROX qPCR Master Mix (2X)
(Thermo Scientific) podla pokynu vyrobcov avyhodnocovanie prebehlo v pocitatovom
programe (QuantStudio 3 and 5 Real-Time PCR System Software — Design and Analysis
Software v1.5.2). Pre ddPCR boli pouzité komeréné supravy od Bio-Rad 2x QX200 ddPCR
Supermix for Probes (no dUTPs) a One-Step RT-ddPCR Advanced Kit for Probes podla pokynov
vyrobcu. Prijednokrokovej RT-ddPCR sa vsetky komponenty pre reverzni transkripciu
aj pre ddPCR pipetovali naraz do reakcie na rozdiel od dvojkrokovej, pri ktorej bolo potrebné
najprv oSetrit RNA DNdzou | (Thermo Scientific) a nasledne ju prepisat do cDNA pomocou
Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR (Thermo Scientific). PouZité boli TagMan
préby pre ERVW-1 (cielovy gén; FAM — Hs00205893_m1) a YWHAZ (referencny gén; VIC —
Hs03044281_g1). Na vyhodnotenie vysledkov bol vyuZity pocitacovy softvér QX Manager
Software v2.1 (Bio-Rad).

Relativnu uroveri génovej expresie pri gPCR sme vyjadrili ako ACq, teda rozdiel v hodnotach
kvantifikacnych cyklov (Cq) pre ciefovy gén a referenény gén pre danu vzorku (ACq = Cq
(cielovy gén) — Cq (referenc¢ny gén)). Pri ddPCR sa pri vyhodnocovani génovej expresie pozerd
na samotné hodnoty koncentracie, aviak v naSom pripade sa vypocital pomer koncentracie
referenéného génu a koncentracie cielového génu pre porovnanie s vysledkami z qPCR.

Na Statistickd analyzu a hodnotenie Statistickej vyznamnosti bol vyuzity dvojvyberovy t-test
a korelacna analyza (Pearsonov korelaény koeficient - r). Hladiny vyznamnosti, *- p <0,05;
**_p<0,01; ***-p<0,001. Sila korelacie sa hodnotila podla hodnét r. Velmi vysoka korelacia
0,90 - 1,00, vysoka 0,70 — 0,90, stredna 0,50 — 0,70, nizka 0,30 — 0,50 a velmi nizka respektive
Ziadna korelacia 0,00 — 0,30.

Vysledky
Koreldcia vysledkov génovej expresie ERVW-1 génu medzi metédami polymerazovej
retazovej reakcie

Do experimentov boli vybrané RNA vzorky izolované z tkaniva placenty, pat fyziologickych (1,
2, 3, 4, 5) a pat patologickych vzoriek (6, 7, 8, 9, 10). Porovnavané boli vysledky z réznych
metodickych pristupov (RT-qPCR, jednokrokova a dvojkrokovéd RT-ddPCR) pre stanovenie
urovne expresie ERVW-1 (Obr. 1A). Medzi metodickymi pristupmi qPCR a dvojkrokovou RT-
ddPCR bolo pri niektorych vzorkach mozno vidiet trend v Grovni expresie génu ERVW-1. Pri
vysledkoch medzi RT-qPCR a jednokrokovou RT-ddPCR trend pozorovany nebol. Tieto zistenia
boli kvantifikované aj korelacnou analyzou (Obr. 1B), ktora hovori o tom, Ze medzi hodnotami
relativnej (RT-qPCR) a absolutnej (dvojkrokova RT-ddPCR) kvantifikacie je stredna miera
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korelacie (r=0,52), avSak medzi hodnotami z RT-qPCR a jednokrokovej RT-ddPCR je velmi
nizka respektive Ziadna korelacia (r = 0,15).

Pri porovnani priemernych hodnét Urovne expresie ERVW-1 vo fyziologickej a patologickej
skupine placent a medzi metédami qPCR a ddPCR je moZné vidiet, Ze priemerna hodnota
pri vSetkych metodickych pristupoch pri fyziologickych vzorkdch je takmer rovnaka, avsak pri
preeklamptickych vzorkach sa medzi qPCR a pristupmi ddPCR znacne odliSuje (Obr. 2). Rozdiel
v priemernych hodnotach medzi fyziologickymi a patologickymi placentami pri gPCR bol
Statisticky vyznamny (p < 0,01). Medzi vzorkami pri pouZitych pristupoch ddPCR bol Statisticky
nesignifikantny rozdiel v priemernych hodnotach.

3

fyziologické placenty patologické placenty

9 10

6 7 8
A) gPCR  mjednokiokovd RT-ddPCR  mdvojkrokova RT-ddPCR
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Obr. 1: Korelacnd analyza réznych metodickych pristupov PCR

A) Hodnoty ACq (rozdiel hodnét Ct pre sledovany a referencny gén) - metoda RT-qPCR. Pomery
koncentrdcii (pocet képii/ul) referenéného génu YWHAZ a sledovaného génu ERVW-1 - metddy
jednokrokovad a dvojkrokovd RT-ddPCR.

B) Korelacnd analyza vysledkov ziskanych RT-qPCR a RT-ddPCR. Referencny gén YWHALZ.

r — Pearsonov korelacny koeficient
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priemer fyziologickeé placenty priemer patologické placenty

ACq = pomer jednokrokova RT-ddPCR m pomer dvojkrokova RT-ddPCR

Obr. 2: Porovnanie priemernych hodnét (+ SD) urovne expresie ERVW-1 vo fyziologickej a
patologickej skupine gPCR a ddPCR

SD - smerodajnd odchylka, ** - p < 0,01, referencny gén YWHAZ

ACq = Cq (cielovy gén) — Cq (referencny gén)

pomer = koncentrdcia pre referenény gén/koncentrdcia pre cielovy gén

Diskusia

RT-gPCR je v sucasnosti zlatym Standardom na detekciu a kvantifikaciu RNA, avsak jej pouZitie
je spojené aj s viacerymi nevyhodami. Presnost merania moze byt ovplyvnena skresleniami v
dosledku mensich rozdielov vo vychodiskovom mnoZstve RNA, kvalite RNA

alebo rozdieloch v Uucinnosti reverznej transkripcie a PCR amplifikicie. Na to aby
sa minimalizovali chyby sa pouZiva normalizacia pomocou referencnych génov, ktoré
ale nemusia byt stabilné v roznych experimentalnych podmienkach. Referenéné gény by mali
vykazovat minimalnu variabilitu vo svojej expresii medzi tkanivami a fyziologickymi stavmi
organizmu. Je Ziaduce vybrat taku referenciu, ktord by vykazovala podobné hodnoty Cq
s cielovym génom. Odporuca sa vidy pri analyze pouzit minimalne dva referencné gény, kvoli
tomu aby sa zohladnil akykolvek dopad, ktory mézu mat experimentalne podmienky na
expresiu individualnych referen¢nych génov (7). Okrem toho nepresnosti v merani Cq hodnét,
vznik artefaktov a suboptimalne reakéné podmienky mézu viest k nespravnej interpretécii
Gdajov. Chyby sa navy$e méZu zndsobovat pri pouZiti relativnej kvantifikacie, najma ak sa
pouZiju neadekvatne normalizaéné stratégie (8). Pre optimalny dizajn experimentu boli
publikované smernice, ktoré je dbleZité dodrZiavat. Minimélne informacie pre publikovanie
experimentov gPCR ale aj ddPCR (MIQE) sa zameriavaju na spolahlivost vysledkov s cielom
poméct zabezpedit integritu vedeckej literatury, podporit konzistentnost medzi laboratériami
a zvysit transparentnost experimentov. MIQE obsahuje zoznam pre autorov, recenzentov a
editorov, podla ktorého by sa mali riadit pre zabezpeclenie relevantnosti, presnosti, spravnej
interpretacie a reprodukovatelnosti vysledkov (9, 10).

Ako mozné rieSenie limitacii gPCR sa javi metdda ddPCR, ktord poskytuje absolutnu
kvantifikaciu nukleovych kyselin bez potreby referencnych génov alebo standardnych kriviek.
Délezitou vyhodou ddPCR je aj nizsia citlivost na inhibiciu PCR reakcie, pretoZe cielové
sekvencie su ucinne koncentrované v mensich objemoch a taktieZ aj vyssia presnost, ¢o z nej
robi atraktivnu alternativu k RT-qPCR (2). Otazkou v$ak zostava, ako korelovat vysledky ddPCR
s doteraz publikovanymi tdajmi z RT-qPCR pre potreby nadvaznych studii.

V nasej studii boli porovnavané metddy RT-qPCR a ddPCR pri stanoveni Urovne expresie génu
ERVW-1 v placente. Ako experimentalny model sme vybrali placentu, pre ktoru je typicka
vysoka variabilita génovej expresie. Za gén zdujmu sme zvolili ERVW-1. Vysoka uroven
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expresie génu pre protein syncytin-1 je typicky exkluzivna pre placentarne tkanivo
za normalnych fyziologickych podmienok. Viaceré studie (11, 12, 13) ukazali, Ze deregulacia
expresie génu ERVW-1 v trofoblaste koreluje so vznikom a zavaznostou preeklampsie.

Na korela¢nu analyzu bolo vybranych 10 placentarnych biopsii, kde boli RT-qPCR vysledky
porovnané s dvoma pristupmi RT-ddPCR (jednokrokovou a dvojkrokovou). Pre porovnanie
vysledkov bol pouZity pristup normalizacie, kde boli pri RT-gPCR vypocitané hodnoty ACq,
zatial ¢o pri ddPCR boli pouzité pomery koncentracii referenéného a cielového génu. Tento
pristup sa ukazal ako efektivny pre porovndvanie metdd.

Nase vysledky ukazali, Ze medzi RT-gPCR a dvojkrokovou RT-ddPCR existuje Ciasto¢ny trend
(Obr. 1A), ktory potvrdila aj korelac¢na analyza (r = 0,52) (Obr. 1B). Zatial ¢o jednokrokova RT-
ddPCR nevykazovala vyraznu koreldciu (Obr. 1). Pri porovnani expresie medzi fyziologickymi a
patologickymi placentami boli zmeny v expresii ERVW-1 signifikantné len pri RT-qPCR (** - p
< 0,01), zatial ¢o pri ddPCR boli Statisticky nevyznamné (Obr. 2).

Aj ked ddPCR ponuka vyznamné vyhody v oblasti presnosti, citlivosti a reprodukovatelnosti,
jej poutitie je zatial limitované po¢tom dostupnych $tadii a nutnostou stanovit presné
kalibracné standardy pre zabezpecenie konzistentnosti medzi laboratdriami, ¢o by sa mohlo
dosiahnut dodrZiavanim MIQE smernic (8, 14). Nase zistenia naznacuju, ze dvojkrokova RT-
ddPCR je vhodnejsim pristupom pre korelaciu s dvojkrokovou RT-qPCR. Napriek ¢iastoénému
trendu a strednej miere korelacie medzi hodnotami ziskanymi tymito dvoma metddami sa pri
spriemerovani hodnot vo fyziologickej a patologickej skupine vzoriek dosiahli vyrazne odlisné
vysledky (Obr. 2). Na definitivne potvrdenie vhodnosti ddPCR je potrebnd rozsiahlejsia
validacia, SirSie spektrum experimentdlnych podmienok a Standardizacia analytickych
postupov. Do buducnosti by bolo perspektivne analyzovat vacsi Statisticky subor, pricom
ddPCR by sa mohla stat idedlnou metddou na kvantifikidciu génovej expresie v pripadoch
so $pecidlnymi poZiadavkami na analyzu malych zmien (8, 14).

Financované EU NextGenerationEU prostrednictvom Pldnu obnovy a odolnosti SR v rdmci
projektu ¢. 09103-03-V04-00253 a grantom VEGA 1/0198/24.
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Uvod

Skupina difuznych parenchymovych plticnych choréb (DPPCH) sa vyznaCuje najma
nedostato¢ne prebadanou etiolégiou a patogenézou a molekuldrne mechanizmy ostavaju
z velkej Casti neobjasnené. Patri sem 150-200 choréb a predpoklad je, Ze ich pocet sa bude
zvy3ovatl. u niektorych DPPCH ma déleZiti Glohu fibréza. Fibroticky proces je progresivny,
zapalovy a ireverzibilny proces, pri ktorom je postihnuty najma plicny parenchym. Dochadza
k nekontrolovanej aktivacii a diferenciacii fibroblastov na myofibroblasty a naslednému
ukladaniu extracelularnej matrix v intersticiu. Priznaky u pacientov st dusnost a zadychavanie
sa. V experimentalnom animalmom modeli pri mysiach sa ukdzalo, Ze po indukcii fibrézy
bleomycinom vyrazne stdpla expresia molekuly CD442. Preto sme predpokladali, Ze namerané
hladiny CD44 by mohli byt vyrazne vyssie aj v pripade DPPCH sprevadzanych fibrézou. Cielom
prace bolo stanovenie moZného zdroja sCD44 pomocou stimulacie bunkovych linii (pltcne
epitelové bunky a pltcne fibroblasty) a stanovenie koncentracie sCD44 naprie¢ réznymi
diagnézami. Stanovenie mozného zdroja sCD44 sme sledovali prostrednictvom molekuldrno-
biologickych metdéd ELISA a Western blot ana potvrdenie zdroja sme pouZili metdédu
kolénovej chromatografie, kedy sa ndm pritomné proteiny v tekutine z z bronchoalveolarnej
lavaze (BALT) rozdelili na zaklade velkosti.

Material a metddy

Vysetrovany subor tvorilo 257 pacientov s DPPCH. Vzorky pacientov pochadzali z Narodného
ustavu tuberkuldzy, plucnych choréb a hrudnikovej chirurgie vo Vysnych Hagoch a z Kliniky
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pneumoldgie a ftizeoldgie LF UK a FN v Bratislave. Pacientov sme rozdelili do piatich skupin:
1. Pacienti s idiopatickou plicnou fibrézou (IPF; n=46 pacientov); 2. Pacienti s
hypersenzitivnou pneumonitidou (HP; n=58); 3. Pacienti so sarkoid6zou (S; n=123); 4. Pacienti
s organizujlicou sa pneumoniou (OP; n=14); 5. Pacienti s intersticidlnymi pficnymi chorobami
spojenymi so systémovymi chorobami spojiva (CTD-ILD; n=16).

Diagndzy boli stanovené v sulade s aktualnymi usmerneniami publikovanymi ako oficidlne
usmernenia Americkej hrudnikovej spoloc¢nosti (ATS)/Eurdpskej respiraénej spolo¢nosti
(ERS)/Japonskej respiraénej spolo¢nosti (JRS)/Latinskoamerickej hrudnikovej asociacie (ALAT)
pre klinickd prax IPF a HP>*>6 alebo usmerneniami ATS/ERS/World Association of Sarcoidosis
and Other Granulomatous Disorders (WASOG) pre SRC’, resp. podla aktudlne pouzivanych
praktickych diagnostickych pristupov pre CTD-ILD®° a OP. Diagnézy boli stanovené ako
vysledok konsenzu multidisciplinarneho timu, ktori tvorili pneumolégovia, radiolégovia a
patolégovia.

Koncentraciu solubilnej CD44 (sCD44) sme merali v médiu tychto buniek (t.j. v supernatante
po centrifugacii) a to v prvom kroku po 24 - hodinovej stimuldcii pomocou BALT a v druhom
kroku po premyti a 24 hodinovej inkubacii v ¢istom médiu s PBS (phosphate buffer solution).

Koncentraciu sCD44 sme merali prostrednictvom metody Western blot, kedy sme poutzili
MRC-5 bunky stimulované BALT od pacientov s IPF. Nasledne sme na potvrdenie koncentracie
sCD44 merali v BALT od pacientov s IPF a zistovali sme to pomocou metédy ELISA (CD44 ELISA
Kit: FineTest, Catalogue No. #EH0654). V poslednom kroku sme pouZili metéodu kolénovej
chromatografie a to z dévodu zistenia mozného zdroja uvolfiovania CD44, ktora ndam rozdelila
proteiny v BALT na zaklade ich velkosti a to na exozomdlnu a proteinovu éast.

Na Statistické vyhodnotenie sme pouZili softvér SAS. Na uréenie toho, ¢i skimana populacia
ma normalne rozdelenie, sa pouzil Kolmogorov-Smirnovov test s jednym vyberom. Na urcenie
rozdielov a Statistickej vyznamnosti sa pouZzila neparametrickd analyza rozptylu Kruskal-Wallis
test s Dunnovym posttestom. Vysledky boli vyjadrené ako median a medzikvartilové rozpatie
(IQR). Korela¢na analyza sa vykonala pomocou Spearmanovho testu. Za Statisticku
vyznamnost sa povaZzovala hodnota P <0,05. Na posudenie schopnosti CD44 rozliSovat medzi
fibrotickym a nefibrotickym fenotypom DPPCH sa vypocitala pomocou metédy ROC (Receiver
Operating Characteristic) plocha pod krivkou AUC (Area Under the Curve.

Vysledky
1. Porovnanie koncentracii sCD44 v BALT u pacientov s r6znymi diagnézami DPPCH

Porovnanim koncentracie sCD44 v BALT sme zistili Statisticky vyznamne vysSie koncentracie
u pacientov s IPF, HP — fibroticka forma a CTD-ILD — fibrotickd forma (obrazok 1).
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Obrdzok 1: Porovnanie koncentrdcie sCD44 v BALT pri diagnézach DPPCH pomocou metddy
ELISA. Udaje sti prezentované ako medzikvartilovy rozdiel, a hodnoty p < 0,05 sa povaZovali za
Statisticky vyznamné (*p = 0,0324, **p = 0,0013, ****p < 0,0001).

2. Dbkaz pritomnosti sCD44 vo vzorkach plucnych fibroblastov MRC-5 stimulovanych BALT
pomocou metédy Western blot

CTR IPF
00k0- s W vimentn
45kD - (lysates)
4SKD- alpha-SMA

- (lysates)

26 kD -

— e COX-V
17kD - (Iysates)
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wio- o
72D - jIp——)

Obrdzok 2: Dékaz pritomnosti sCD44 vo vzorkdch MRC-5 pomocou metddy Western blot
Dékaz pritomnosti sCD44 vo vzorkdach MRC-5 bunkovych lyzatov pomocou metddy Western
blot s pouzitim Specifickej protilatky proti vimentinu, a-SMA, COX IV a CD44 sa expresia tychto
markerov zvysila. Vimentin a a-SMA s markery aktivacie fibroblastov. COX IV bol pouZzity ako
kontrolny protein.
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3. Dokaz pritomnosti sCD44 vo vzorkach plucnych fibroblastov MRC-5 stimulovanych BALT
pomocou metody ELISA
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Obrdzok 3: Dékaz pritomnosti sCD44 vo vzorkdch MRC-5 pomocou metddy ELISA
Dékaz pritomnosti sCD44 vo vzorkach MRC-5 pomocou metddy ELISA. PouZili sme vzorky
supernatantov MRC-5 buniek, ktoré boli stimulované BALT od pacientov z IPF a ako kontrolnu
vzorku sme pouzili MRC-5 bunky stimulované PBS.

4. DOkaz pritomnosti sCD44 vo frakciach (exozomalnych alebo proteinovych) odobratych
z tekutiny bronchoalveolarnej lavaze (BALT)

Dokdzali sme pritomnost sCD44 v exozomdlnych frakciach najviac pozitivne boli
v exozomalnych frakciach F8 a F9. CD63 sa pouzil ako exozomalny marker.

BALF fractions from the Izon qEV column

exosomal soluble
F8 F9 F10 F11 F12 F13 F14 F15 F18
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Obrdzok 4: Dékaz pritomnosti sCD44 vo frakcidch ziskanych z BALT

Vybrané frakcie sme rozdelili pomocou chromatografickych koldn 1zon gEV (Izon Science, UK)
na zaklade ich velkosti. Po separacii sme vybrané IPF-BALT, ktoré nam umoznili izolaciu
exozomov a nasledne sme zistili, Ze CD44 je vo frakciach, ktoré su pozitivnhe na CD63, ktoré
zodpovedali exozomalnej frakcii. Naopak, imunoglobulin bol pritomny vo frakciach, ktoré
zodpovedaju rozpustnym proteinom.
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Diskusia

V tejto Studii sme hladali Specificky biomarker pre plicnu fibrézu v BALT prirdznych
diagnézach DPPCH. BALT je zmes tvorena imunitnymi bunkami ardéznymi solubilnymi
molekulami, ktoré st vylu¢ované v alveoloch. Pri DPPCH sa pocet tychto imunitnych buniek
arozpustnych molekdl v alveoloch dramaticky zvySujel!, &o znalne staZuje identifikdciu
biomarkerov z BALT pre jednotlivé typy choréb'2. Existuje v3ak jeden charakteristicky znak
pltucnej fibrézy, ktory odlisuje fibrotické formy DPPCH od ostatnych typov. Konkrétne ide o
aktivaciu fibroblastov na myofibroblasty sprevadzani nadmernym ukladanim matrix, ¢o vedie
k strate funkénej plucnej architektdry®3.

Najprv sme identifikovali potencidlnych kandidatov v sekrétoch myofibroblastov, ktoré sa
diferencovali z fibroblastov MRC-5 aktivaciou pomocou BALT od pacientov s IPF a dalej sme
vyhodnotili BALT z réznych podskupin DPPCH na pritomnost vybraného kandidata (obrazok 1).
V dalSom kroku sme zistili zvy$ené hladiny sCD44 v BALT zo stUboru IPF a zo skupin fibrotickych
fenotypov HP a CTD-ILD. Zvysené hladiny sCD44 v BALT sa nam ukazali pri poufZiti citlivych
molekuldrno-biologickych metdd Western blot (obrazok 2) a ELISA (obrazok 3). Metddu ELISA
sme poutZili na potvrdenie pritomnosti sCD44 vo vzorkdch MRC-5 stimulovanych BALT od
pacientov s IPF.

CD44 je receptor pre kyselinu hyalurénovi'#> a okrem fibroblastov je exprimovany na
povrchu epitelovych buniek, endotelovych buniek, makrofagov, T-buniek a tiez inych typov
buniek!®. CD44 sa podiela na bunkovej adhézii, migracii buniek alebo ich aktivécii, pri ktorej sa
CD44 reguluje'’. Celkovo sa jeho funkcie odraZaju nielen v mnoZstve fyziologickych procesov
vratane hojenia ran, angiogenézy alebo zépalu'®', ale aj v patologickych podmienkach, napr.
pri rakovine alebo poskodeni pltic?>?l. Nasa $tudia poukazuje na to, e CD44 sa uvolfiuje z
aktivovanych fibroblastov ako exozomalna zlozka a sucasne je pritomna v BALT (obrazok 4).
Celkovo sa v plicnom mikroprostredi méze extracelularny CD44 produkovat v réznych
formach a z réznych buniek.

Zaver

Na zéklade svojej rozsirenej expresie a mnohostrannych uloh sa CD44 mdZe podielat na
progresii choroby nielen prostrednictvom ciest suvisiacich s fibrézou, ale aj so zapalom. Na
zéklade nasich vysledkov véak mdzeme konstatovat, Ze hodnotenie CD44 v BALT by sa mohlo
stat uZitoénym ndastrojom na spresnenie a zvy3enie spolahlivosti klinickej diagnostiky
progresivno-fibréznych fenotypov DPPCH, ¢o méze byt obzvlast uZitoéné pri predpovedani
plticnej fibrinogenézy napriklad aj u pacientov s dlhodobym COVID. sCD44 v BALT sa tak
ukazuje ako spolahlivy marker pltcnej fibrézy.

Studia bola financovand z grantu VEGA 1/0426/24, APVV-20-0513, VEGA 2/0152/21.
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Uvod

Mitochondridlne ochorenia radime do skupiny genetickych porach, pre ktoré su
charakteristické dysfunkéné mitochondrie. Molekuldrna etiolégia tychto ochoreni je
komplexna, pricom zahffia varianty v jadrovej a mitochondridlnej DNA (mtDNA). MéZu mat
akykolvek typ dedicnosti, vratane autozomalnej a X-viazanej dedi¢nosti pre varianty v
jadrovych génoch a maternalnej dedi¢nosti pre varianty v mtDNA. Sporadicky sa vyskytuju aj
pripady zapri¢inené de novo variantmi (1).

Pre uréenie potrebného genetického vySetrenia je kluCovd spravna a detailnd klinicka
diagnostika. Ta je vSak narocna z viacerych dovodov. Klinické prejavy pacientov vacSinou
nezapadaju do jediného syndrému. Diagnostika mitochondrialnych ochoreni je skomplikovana
Casto slabou korelaciou medzi genotypom a pozorovanym klinickym fenotypom, ¢o znamena,
Ze niektoré varianty v mtDNA mozu viest k niekolkym odlisnym klinickym syndrémom. U
mitochondridlnych ochoreni Casto pozorujeme pleiotropny ucinok, teda ak jeden variant
spodsobuje viacero, zdanlivo nesuvisiacich symptémov alebo ochoreni. Dal$ou komplikaciou je
neuplna penetrancia, teda aj ked'jedinec nesie patogénny variant, nemusi u neho nevyhnutne
dojst k rozvoju ochorenia. Variabilny klinicky prejav variantu v mtDNA je ¢asto dosledkom
urovne heteroplazmie. Prahova Uroven, teda minimalny kriticky podiel mutovanych mtDNA
potrebnych na fenotypovy prejav ochorenia, je rozdielna pre jednotlivé varianty a taktiez sa
méze lisit medzi tkanivami (2).

Revoluciu v diagnostike najma zriedkavejsich genetickych portch spdsobil prichod masivneho
paralelného sekvenovania (MPS), ktoré sa stalo silnym nastrojom na skimanie genetického
pozadia aj mitochondridlnych poruch. Vyznamnym problémom vsak v laboratérnej
diagnostike u pacientov so suspektnym mitochondridlnym ochorenim ostava, Ze hoci mnohé
metddy na diagnostiku mitochondridlnych ochoreni si dobre zavedené, metodika testovania
sa medzi jednotlivymi laboratériami liSi a doposial nie je Ziaden jediny laboratérny c¢i
diagnosticky test zlatym Standardom na potvrdenie diagndzy tohto ochorenia a ani ustdleny
diagnosticky algoritmus (3).
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Material a metddy

Biologicky material

Pre Ucely Studie sme zozbierali subor 137 pacientov so suspektnym mitochondridlnym
ochorenim. Len 32 pacientov (23,4 %) bolo indikovanych vylu¢ne na vySetrenie génov
asociovanych s mitopatiami so silnou klinickou suspekciou, kym zvySnych 105 pacientov (76,6
%) bolo na zaklade ich klinickych priznakov indikovanych aj na vysetrenie iného panelu génov.
Ako vstupny material na analyzu DNA sme mali k dispozicii od pacientov zvac¢sa vzorky
periférnej krvi a bukalneho steru, pricom v niektorych pripadoch sme mali k dispozicii aj vzorky
mocu, aspiratu kostnej drene, ¢i plodovej vody. Nas subor pacientov tvorilo 78 Zien a 59 muzov
slovenského pévodu.

DNA extrakcia

DNA pacientov bola izolovana zo vzoriek periférnej krvi a aspiratu kostnej drene pouZzitim
komeréne dostupnej analytickej stpravy innuPREP Blood DNA Mini (IST Innuscreen GmbH).
Na vzorky bukalneho steru, plodovej vody a mocu bola pouzitd stprava InnuPREP Forensic kit
(IST, Innuscreen GmbH).

Masivne paralelné sekvenovanie

Vzorky pacientov boli analyzované MPS, a to vySetrenim klinického exému (CES) alebo celého
exomu (WES) pomocou kitov od spolo¢nosti SOPHIA GENETICS. Pri vybere platformy sa
zohladriovala pritomnost génov zahrnutych v jednotlivych kitoch, ktoré by mohli asociovat s
klinickymi priznakmi pacienta. Dal$im kritériom bol vek pacientov, pricom pediatricki pacienti
boli preferovani na analyzu platformou WES. 97 vzoriek pacientov bolo analyzovanych
prostrednictvom CES platformy a 34 vzoriek bolo analyzovanych pomocou WES platformy.
Samotné sekvenovanie prebehlo pomocou sekvenaéného systému NextSeq1000/2000.
Ziskané data boli analyzované softvérom SOPHIiA DDM.

MLPA analyza

Vsetky vzorky pacientov boli analyzované MLPA analyzou pre mtDNA pomocou komercne
dostupného kitu SALSA MLPA Probemix P125 Mitochondrial DNA (MRC Holland) pre
presnejsiu detekciu moznych CNV variantov. Vzorky boli analyzované na pristroji SeqStudio
Genetic Analyzer (Applied Biosystems™), kde prebieha fragmentacna analyza.

Vysledky

Z celkového poctu 137 pacientov so suspekciou na mitochondridlne ochorenie sme detegovali
kauzalny variant u 50 pacientov (36 %) v paneli génov mitopatie. U 45 pacientov (33 %) sme
detegovali kauzalny variant vinom indikovanom paneli génov (Graf 1), a teda v skuto¢nosti
u tychto pacientov islo o diagnézu mimo skupiny mitochondrialnych ochoreni. U 42 pacientov
(31 %) sme nedetegovali Ziaden kauzdlny variant a teda nezistili sme genetickd pricinu ich
zdravotného stavu.

Z celkového poctu 50 pacientov s detegovanym patogénnym resp. potencidlne patogénnym
variantom v paneli génov mitopatie sme u 10 pacientov (20 %) detegovali kauzélny variant
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v mtDNA, pricom len 1 variant bol detegovany v homoplazmickom stave, kym zvysnych 9
variantov bolo detegovanych v heteroplazmickom stave. U zvysnych 40 pacientov (80 %) bol
kauzalny variant detegovany v jadrovom gendme.

V génoch asociovanych s mitochondridlnymi ochoreniami sme MLPA analyzou zachytili
kauzdlny variant u 7 pacientov (5 %). Zcelkového poctu pacientov analyzovanych CES
pristupom sme detegovali kauzdlny variant v paneli génov mitopatie u 33 pacientov (34 %),
u 28 pacientov (29 %) sme detegovali kauzdlny variant vinom indikovanom paneli génov,
pricom u 36 pacientov (37 %) sme nezachytili Ziaden variant triedy patogenity 5 alebo 4, ktory
by asocioval s fenotypom tychto pacientov. Z celkového poctu pacientov analyzovanych WES
pristupom sme detegovali kauzdlny variant v paneli génov mitopatie u 14 pacientov (41 %),
u 17 pacientov (50 %) sme identifikovali kauzalny variant viinom indikovanom paneli génov a
3 pacienti (9 %) ostali bez stanovej priiny ich ochorenia (Graf 2).

Mikrocefalia
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Graf 1: Panely génov mimo skupiny mitopatii s detegovanym patogénnym pripadne
potencidlne patogénnym variantom
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Graf 2: Celkovd uspesnost genetického testovania

Diskusia

Nasa praca identifikovala spomedzi 137 pacientov so suspektnym mitochondridlnym
ochorenim (potencidlne) patogénne varianty v mtDNA a v génoch jadrovej DNA asociovanych
s mitochondridlnymi ochoreniami u 50 pacientov, ¢o predstavuje 36 % z celkového poctu
pacientov. Toto percento pacientov s potvrdenym mitochondridlnym ochorenim je s sulade
so Studiou Grigalioniené et al. (4), ktora potvrdila mitochondridlne ochorenie u 36,7 %
pacientov s klinickou suspekciou. V studii Wortmann et al. (5) identifikovali velmi podobné
percento pacientov s potvrdenym mitochondridlnym ochorenim za pouzitia WES platformy,
kde u 109 pacientov s podozrenim na mitochondridlne ochorenie potvrdili tuto diagnézu u 42
pacientov (39 %). Percento pacientov s potvrdenou mitochondridlnou diagnézou v nasej
Studii, ale aj dvoch vysSie spomenutych studiach je vyssie ako v Studidch za pouZitia len
panelového sekvenovania (6). Ukazuje sa, Ze pri diagnostike mitochondrialnych ochoreni je
panelové sekvenovanie nepostacujuce, vzhladom na obmedzenu analyzu preddefinovaného
stboru génov, ¢im sa zvySuje riziko Uniku kauzalnych variantov nachdadzajicich sa mimo
preddefinovaného panelu génov a taktieZz v pripade, Ze ide v konecnom dosledku o iné
genetické ochorenie nie je mozné hladat genetickd pri¢inu ochorenia v inom paneli génov.

Zo vsetkych pacientov indikovanych na CES analyzu sme detegovali (potencialne) patogénne
varianty, ¢i uz vo virtudlnom paneli mitopatie alebo v inom indikovanom paneli génov u 63 %
pacientov, zatial ¢o pri pacientoch indikovanych na WES analyzu to bolo az 91 %, ¢o poukazuje
na vyrazne vysSiu diagnostickd vytaznost WES v porovnani s CES platformou. KedZe skupina
mitochondridlnych ochoreni je geneticky extrémne heterogénna, pricom do etioldgie tychto
ochoreni je zapojenych okolo 1500 génov (7), WES pristup je efektivnejsi, kedZe poskytuje
pokrytie takmer vsetkych kodujucich oblasti genému, a teda zahfna aj gény, ktoré nie su
sucastou CES, ¢im sa zvySuje $anca na identifikaciu aj zriedkavejSich DNA variantov spojenych
s fenotypmi pacientov (5).
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Z celkového suboru 137 pacientov so suspekciou na mitochondridlne ochorenie nebola
geneticka pricina ochorenia identifikovana u 42 pacientov (31 %), u ktorych sme nedetegovali
Ziaden kauzalny variant triedy patogenity 4 alebo 5, ¢i uZ asociovany s mitopatiami alebo inymi
ochoreniami. Tato skupina pacientov predstavuje velkd vyzvu, nielen v nasej, ale aj v inych
studiach (8-10).

7,1 % z tychto negativnych vzoriek bolo analyzovanych vyluéne MLPA metédou pre mtDNA.
Vzhladom na charakter tejto metddy je pravdepodobnost zachytenia kauzalneho nalezu
pomerne nizka, kedZe prislusny kit zahfiia 6 najcastejSich patogénnych mtDNA variantov
a deteguje CNV varianty, ktoré su ale vo vSeobecnosti genetickou pri¢inou niektorého zo
Sirokej a pocetnej skupiny mitochondridlnych ochoreni len zriedka.

Aj nasa Studia ukazala, Ze relativne malé percento pacientov s klinickou suspekciou na
mitochondridlne ochorenia ma v skutoc¢nosti geneticky potvrdené mitochondrialne ochorenie,
¢o je dosledkom rozsiahlej fenotypovej variability tychto ochoreni. Mitochondridlne ochorenia
mézu ovplyviiovat takmer vsetky tkaniva a organové systémy, ¢o vedie k Sirokému spektru
klinickych prejavov, od neurologickych a svalovych symptémov aZ po ochorenia srdca, pecene
¢i metabolické dysfunkcie, o sme pozorovali aj v naSom subore pacientov. Tato variabilita
¢asto napodobriuje mnohé iné genetické alebo ziskané ochorenia, ¢im sa stazuje klinicka
diagnostika (11). Na druhej strane je viak potrebné zddraznit, Ze pacienti, u ktorych sa klinicky
nepredpokladd mitochondridlne ochorenie, méZu napriek tomu trpiet tymto typom
ochorenia, ¢o ukdzala aj Studia Grier et al. (12), ktora uvadza, Ze z 210 pacientov bolo
nespravne diagnostikovych 50 % pacientov na ochorenie mimo skupiny mitopatii, pricom
podrobnejsie analyzy v kone¢nom désledku potvrdili mitochondridlne ochorenie.

Hoci je v sucasnosti WES rutinne vyuZivany v diagnostickej praxi, celkova diagnosticka
vytaznost stale nie je 100 %, ¢o sa ukdzalo aj v nasej $tudii. Pri nevyrieSenych pripadoch
prostrednictvom WES pristupu, kde bola ako vstupny material pouZita vzorka periférnej krvi,
je moZnou pric¢inou variant pritomny v mtDNA s heteroplazmiou pod detekcny limit danej
metddy. V takychto situdcidch je vhodné zvézit analyzu mtDNA zo vzoriek alternativnych
tkaniv, ako je mo¢, sval alebo iné relevantné tkanivo, kde méze byt Groven heteroplazmie
podstatne vyssia, ¢o hovoria aj iné Stadie (13). Nediagnostikované pripady by mohli byt
spdsobené aj kauzalnym variantom v génoch este neasociovanymi s mitopatiami, pripadne
variantmi, ktoré nie je mozné detegovat pomocou WES, ako su napriklad hlboké intronové
varianty, ¢i expanzie. Moznym rieSenim je vyuzitie celogenomového sekvenovania (WGS),
ktoré ma potencial zachytit varianty, ktoré nie sme schopni detegovat prostrednictvom WES
(14). V sucasnosti sa rozvijaju aj nové technolégie zalozené na dlhych Citaniach, ktoré by mohli
objasnit pripady bez stanovej genetickej pri¢iny ochorenia. Toto sekvenovanie s dlhymi
Citaniami umoznuje detekciu zloZitych Strukturalnych variantov, ktoré su prostrednictvom
kratkych ¢itani len tazko detekovatelné. Patria sem napriklad rozsiahle inverzie, delécie alebo
translokacie. (15).

Na zdklade ziskanych vysledkov je nevyhnutné zamerat sa na integraciu pokrocilych
technoldgii do klinickej praxe a prehibenie vyskumu v oblasti mitochondridlnych dysfunkcii,
aby sa zvysila diagnosticka vytaznost a zaviedli sa personalizované terapeutické stratégie,
ktoré by mohli vyznamne zlepsit kvalitu Zivota pacientov s mitochondrialnymi ochoreniami.
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Uvod

Pacienti s poruchami autistického spektra (PAS) Casto udavaju okrem charakteristickych
symptéomov, ktorymi si tazkosti vsocialnych interakcidch spolu s repetitivnym
a stereotypnym sprdvanim, aj poruchy spanku (1). Bolo popisané, Ze az 95% pacientov s PAS
ma tazkosti so spankom (2), pricom zvacsa ide o problémy pri zaspévani, ktoré mézu zhorsit
symptomy PAS (1). Zéroven boli popisané morfologické rozdiely arozdiely konektivity
mozgovych oblasti suvisiacich so spankom, akymi su amygdala, hypotalamus, talamus,
hipokampus, ¢i prefrontalny kortex u pacientov s PAS (3,4). Napriek stupajucej prevalencii PAS
je etiopatogenéza tychto poruch stale nejasna. Genetické faktory zohravaju vyznamnu ulohu
pri vzniku PAS, pricom jednym z ¢asto mutovanych génov identifikovanych u 1-2% pacientov
s PAS je SH3 And Multiple Ankyrin Repeat Domains 3 (SHANK3) gén zodpovedajuci za
synaptogenézu (5). Shank3-deficientné mysi su zaroven casto pouzivanym animalnym
modelom PAS, pretoZe vykazuju sprdvanie podobné symptémom PAS (5). Podobne ako
u pacientov, aj vtomto animdlnom modeli boli identifikované tazkosti so spankom (3,6).
Okrem toho boli poruchy synaptogenézy, ktoré suvisia aj s deficienciou Shank3 génu,
identifikované ako potencialny faktor tazkosti so spankom v animalnych modeloch PAS (7).
Avsak, prepojenie medzi neuroanatdomiou mozgovych Struktur, tazkostami so spankom a ich
dopadu na spravanie podobné PAS v genetickom animalnom modeli Shank3-deficientnych
mysi v literatdre chyba. Preto bolo nasim cielom skimat suvislosti medzi spravanim
podobnym PAS, spdnkovym spravanim a volumetriou mozgovych sStruktur (hypotalamus,
hipokampus, corpus callosum, mozoé&ek, striatum) Shank3b”- mysi. Taktie? sme zistovali, &
volumetria mozgovych Struktdr vedie kprehlbeniu spravania podobného PAS
prostrednictvom tazkosti v spankovom spravani u Shank3-/- mysi.
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Material a metddy

Samice a samce Shank3b”" mysi a wild-type (WT) my3i bez genetickej mutdcie (n=8/skupina)
boli behaviordlne testované na spravanie podobné PAS: Test recipro¢nej socidlnej interakcie
(socidlna interakcia, socidlny nezaujem), Test otvoreného pola (repetitivne samodistenie).
Spénkové spravanie bolo hodnotené pocas 24 hodinového monitoringu sprédvania v domacej
klietke, z toho 12 hodin zachytdvalo aktivnu fazu (noc) a 12 hodin zachytavalo pasivnu fazu
(dent), pri¢om sa hodnotila dizka spanku a spankové fragmentécie. Spravanie bolo automaticky
analyzované prostrednictvom EthoVision XT 16 software (Noldus, Wageningen, Holandsko).
Repetitivne samocistenie a socidlne spravanie bolo manudlne hodnotené dvomi nezavislymi
pozorovatelmi. Pre Statistické spracovanie bol pouzZity priemer hodnét posudeny
pozorovatelmi. Mysi boli skenované in vivo magnetickej rezonancii (T2 -w) a bola pripravena
volumetricka analyza vybranych neuroanatomickych Struktur. Objemy jednotlivych oblasti
boli normalizované vzhladom na objem celého mozgu.

Data boli analyzované prostrednictvom JASP 0.18.2.0 software. Pre zistenie rozdielov podla
genotypu, pohlavia aich interakcie bola pouzita ANOVA (two-way) s naslednou post hoc
Bonferroniho korekciou. Pearsonov korelaény koeficient bol pouzity na analyzu vztahov medzi
behavioralnymi parametrami a relativnym objemom mozgovych $truktar u Shank3b”- mysi.
Zistené vztahy medzi objemom mozgovych $truktir, spravanim podobnym PAS a spankovymi
preruseniami boli nasledne analyzované media¢nou analyzou, pricom prerusenia spanku
predstavovali skiumany mediator medzi prediktorom (relativnym objemom mozgovej
$truktary) azavislou premennou (behaviordlny parameter) u Shank3b”" my3i. Déta su
vizualizované ako priemer + SEM.

Vysledky

Zistili sme vyznamné rozdiely medzi Shank3b”- my$ami a WT my3ami v spravani podobnom
PAS (socidlna interakcia: F(1,28=43,054; p<0,001; n?=0,562; socidlny nezaujem: F1,28=20,682;
p<0,001; n?=0,42; repeticia: F(1,2=38,557; p<0,001; n?=0,578). Samce a samice sa medzi sebou
nelisili. Shank3b”- mysi prejavovali nizsi socialny zaujem (t=-6,562; p<0,001; d=-2,32; Obr. 1A)
a zaroven vyssi socidlny nezdujem o kontakt s druhou mysou (t=4,548; p<0,001; d=1,608;
Obr.1B) ako WT mysi. TaktieZ sme u nich pozorovali takmer trikrat vyssiu mierou repetitivneho
samotistenia ako u WT my3i (t=6,209; p<0,001; d=2,195; Obr.1C). Dizka spanku ako aj
spankova fragmentacia u Shank3b”- mysi pocas ich aktivnej fazy diia boli porovnatelné s WT
mySami. V pasivnej faze dila sme pozorovali rozdiely medzi Shank3b”- my$ami a WT my$ami
vditke spanku (Fu29=8,511; p<0,01; n%*=0,227), ako aj vspankovej fragmentacii
(F(1,28=62,141; p<0,001; n=0,658), aviak samce a samice sa neliili. Kym Shank3b”- mysi spali
dlhsie ako mysi WT (t=2,917; p<0,01; d=1,031; Obr. 1D), ich spanok bol takmer dvakrat tak
Casto prerusovany ako u WT mysi (t=7,883; p<0,001; d=2,787; Obr. 1E). Zatial ¢o vyssi Cas
straveny spankom v pasivnej faze nesuvisel so socialnym spravanim, trendom suvisel s nizsou
repeticiou (p=0,056). Vy$si pocet prerudeni spanku v pasivnej faze u Shank3b”" mysi suvisel
svy$Sou repeticiou atrendom (p=0,06) snizsim Casom stravenym v socialnej interakcii
(Tabulka 1).
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Obr. 1 Porovnanie spravania podobného PAS a spdnkového sprdavania WT a Shank3b-/- mysi.
**% _ p<0,001

Pozorovali sme rozdiely medzi Shank3b”- my$ami a WT my3ami v relativnom objeme
mozgovych $truktdr (Fiz,2s= min. 11,066 — max. 17,351; p<0,01 vietky; n?= min. 0,282 — max.
0,378). Shank3b”- mysi mali men$i hypotalamus (t=-3,93; p<0,001; d=-1,39; Obr. 2A),
hipokampus (t=-3,798; p<0,001; d=-1,343; Obr. 2B), corpus callosum (t=-4,165; p<0,001; d=-
1,473; Obr. 2C), striatum (t=-3,623; p<0,001; d=-1,281; Obr. 2D) a mozocek (t=-3,327; p<0,01;
d=-1,176; Obr. 2E) ako WT mysi. Nepozorovali sme rozdiely v relativnom objeme mozgovych
Struktdr medzi samcami a samicami.
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Obr. 2 Porovnanie relativneho objemu mozgovych struktur WT a Shank3-/- mysi.

Castejsie preru$enia spanku u Shank3b”- mysi stviseli s niz§im relativnym objemom mozocka
objemom striata, amygdaly a mozocka. Vyssi socidlny nezaujem suvisel s mensim relativnym

objemom hypotalamu a striata. Repetitivne spravanie bolo spojené s nizSim relativnym
objemom mozocka a striata (Tabulka 1).
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Tabulka 1. Koreldcie behaviordlnych parametrov a relativnych objemov mozgovych Struktur.

Di’ka  Preruien Soc. Soc. Repetici Rel. Rel.
spank iaspanku interakci nezauje P Mozo¢ Hypotalamu
als]
u [s] [n] a[s] m [s] ek S
Prerudenia spédnku 0555 —
[n] *
Soc. interakcia [s] -0.120 -0.475 —
Soc. nezdujem [s] 0.280 0.388 -0.572*% —
Repeticia [s] -0.486 0.531* -0.556* 0.356 —
*
Rel. Mozocek 0.159 -0.571%* 8'704 -0.462  -0.522* —
Rel. Hypotalamus 0.331 -0.666*** 0.399 -0.517* -0.442 0.595* —
Rel. Striatum 0032 6008 0.504*  -0.538* 6668** 0.551* 0.374

Pozn: soc.-socidlny, rel.-relativny objem (vzhladom na objem mozgu); *-p<0.05; **-p<0.01;
***_p<0.001

Na zaklade interkorelaéného vztahu medzi relativnym objemom mozocka, spankom a
spravanim sme vykonali media¢nu analyzu, ktord nepreukazala, Zze spankové fragmentdcie
sprostredkuvaju vztah mensieho relativneho objemu mozocka a vy$Sim repetitivnym
samocistenim (nepriamy efekt: B=-21,877; p=0,209, 95% CI [-101,172 — 8,71]) ¢i socidlnym
zaujmom (nepriamy efekt: B=6,913; p=0,617, 95% Cl [-12,742 — 66,828]) u Shank3b”" mysi.

Diskusia

V nasej praci sme zaznamenali spravanie podobné PAS spolu s tazkostami so spankom u
Shank3b”- mysi. Tieto mysi sice v pasivnej faze dfia sice spali dlhsie, ale viac sa budili v
porovnani s WT mySami. Zaroverl sme pozorovali atrofiu ich mozgovych Struktur, ktora
selektivne suvisela so spravanim. Bolo popisané, Ze tazkosti so spankom u pacientov s PAS
mozu viest ku zhorSeniu charakteristickych symptémov PAS (1). Podobne aj nase vysledky
nazanili suvislost medzi spravanim podobnym PAS a spdnkovymi fragmentaciami. Okrem
toho spravanie podobné PAS suviselo aj s atrofiou mozgovych $truktur. Tazkosti v sociabilite
suviseli najma s mensou relativnym objemom mozocka, striata a hypotalamu, kym repeticia
suvisela s atrofiou mozocka a striata. Relativny objem hypotalamu, mozgovej Struktiry
podielajlcej sa na regulacii spanku a bdenia (4), ako aj relativna velkost mozocka, ktory taktiez
prispieva k regulacii spanku pravdepodobne prostrednictvom cerebro-cerebelarnych drah (8),
v nasom vyskume suviseli so spankovymi prerudeniami Shank3b”7- mysi. Avsak, iba pri atrofii
mozocka sme pozorovali stvislost aj so spankovymi fragmentaciami ako aj s spravanim
podobnom PAS. Mozocéek zohrava vyznamnu rolu pri vyskyte repetitivneho spravania, pri
metalizacii, ktord je u pacientov s PAS zhorsena (7), no je tieZ podstatny pri spankovom
spravani (8). Avsak, naSe vysledky nepreukazali, Ze by mensi relativny objem mozocka
zhorsovala spravanie podobné PAS prostrednictvom zvySenej spankovej fragmentacie
u Shank3b” my3i. Zd4 sa, 7e mensi relativny objem mozoc¢ka méze byt zapojeny do modulécie
spravania podobného PAS skor prostrednictvom priameho vplyvu na toto spravanie, ako sa to
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predpoklada v literature (9), nez prostrednictvom vplyvu na spanok. Okrem toho je potrebné
zohladnit aj iné faktory, ktoré mozu hrat rolu pri vztahu spankového sprévania a zhorsenia
sociability a repeticie, ako napriklad miera nabudenia, ktord je spdjana s tazkostami so
zaspavanim u pacientov s PAS (2,4). Ziroveri mdze byt tento vztah u pacientov sPAS
sprostredkovany inym typom tazkosti so spankom (napr. problémy pri zaspdvani) (2), nez je
spankova fragmentacia, ktord sme identifikovali u Shank3b7- mysi. Limitaciou tejto prace je
tieZ absencia zaznamenavania elektorencefalografickych zaznamov priamo pri spanku mysi,
ktord by mohla hlbsie objasnit kvalitu spanku a pritomnost spankovych rytmov, ktorych zmeny
boli popisané u Shank3 deficientnych mysi najme v NREM faze (2). Do buduceho vyskumu by
bolo preto délezité pouZit vacsi vyskumny sibor na overenie identifikovanych vztahov.
Nasledne by bolo potrebné zamerat sa na zohladnenie dalSich faktorov suvisiacich so
zhorsenim spanku, ako napriklad koncentracie kortikosterénu ¢i melatoninu v cirkulacii, kedZe
ide o hormony, ktoré suvisia s hypernabudenim identifikovanym u pacientov s PAS. Nasa praca
vyuzila na analyzu spanku metéddu monitorovania spravania mysi v domacej klietke, ktora
sleduje prirodzené spravanie zvierata a znizuje vplyv stresu na vykon zvierata v teste (10).
Avsak, pre overenie kauzalneho vztahu medzi vplyvom spankovych tazkosti na spravanie
podobné PAS by bolo do budiceho vyskumu vhodné zaradit experimentalny dizajn vyuzivajlci
napriklad spankovu deprivaciu.

Podporené grantom APVV-20-0185.
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Uvod

Pamat je dolezity kognitivny proces, ktory umoziuje fudom ukladat a vybavovat informacie
nevyhnutné pre adaptdciu a prezitie. Hipokampus, Struktura v tempordlnom laloku mozgu,
zohrdva klucovu ulohu pri formovani a konsolidacii novych spomienok. Poskodenie
hipokampu moze viest k vaznym kognitivnym deficitom, vratane neschopnosti zapamatat si a
vybavovat si informacie. Napriek tradiénému vnimaniu hipokampu ako hlavného centra
pamati, sucasny vyskum odhaluje komplexnejsiu povahu paméatovych procesov, ktoré
zahfnaju Siroké spektrum molekuldarnych mechanizmov a interakcii medzi neurédnmi,
synapticku plasticitu, ako aj vplyvy roznych neurotransmiterov a receptorov.

V poslednych rokoch sa osobitnd pozornost venuje dlohe imunitného systému v regulacii
mozgovych funkcii, pricom sa poukazuje, Ze imunitné receptory mozu ovplyviiovat synapticku
plasticitu a procesy spojené s pamatou. Toll-like receptory (TLR) si zname svojou Ulohou v
imunitnom systéme, kde rozpoznavaju patogénom asociované molekulové vzory a
poskodenim asociované molekulové vzory a spastajd imunitnd odpoved. Jeden z TLR bol
identifikovany ako negativny regulator neurogenézy v hipokampe, priCom jeho absencia viedla
k zlepSeniu paméatovych funkcii u mysit.

Specificky, Toll-like receptor 9 (TLR9) je znamy svojou schopnostou rozpoznavat ne-
metylovanu CpG DNA, typickd pre bakteridlnu a virusovi DNA, a spustat imunitni odpoved.
Nedavne Studie naznacuju, Ze TLR9 zohrava Ulohu aj v centralnom nervovom systéme (CNS),
konkrétne v paméatovych procesoch. Vyskum ukazal, Ze mikroglie v hipokampe vyuZivaji TLR9
na regulaciu neurogenézy po zachvatoch, ¢im chrania pred abnormalnym rastom neurénov a
potencidlnym kognitivnym deficitom?.

Okrem toho, studia zistila, Ze TLR9 v neurdnoch CA1 oblasti hipokampu je nevyhnutny pre
kontextovi pamat. Selektivna delécia TLRI v tychto neurdnoch viedla k zhor$enej schopnosti
mysi zapamdatat si kontextové informacie, ¢o naznaduje, Zze TLR9 priamo prispieva k
formovaniu pamatovych engramov3.

Pamat zahfna rézne funkéne Specifické typy, ako su kratkodobd, dlhodoba, priestorova a
pracovna pamat. Zostava nejasné, ¢i mechanizmy regulované TLR9 ovplyviuju vietky tieto
formy pamaéti, alebo ¢i ich Gc¢inok je Specificky len pre niektoré aspekty kognicie. Preto je
cielom tejto Studie preskiumat vplyv deficiencie TLR9 na rézne formy pamati a kognitivnu
flexibilitu u mysi.
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Material a metddy

V tejto Studii sme pouzili dospelé TIr9-deficientné (TLR9-/-, n=25) a geneticky intaktné (WT,
n=19) mysi oboch pohlavi. Mysi boli testované v dvoch behavioralnych testoch: Morrisovom
vodnom bludisku (MWM) a teste rozpozndvania nového objektu (NOR).

Morrisovo vodné bludisko (MWM) je klasicky test priestorovej pamati a ucenia. Mysi boli
trénované na najdenie skrytej platformy v kruhovom bazéne s vodou. Pocas tréningovej fazy
sme merali vzdialenost a Cas, ktord mysi presli, kym nasli platformu. V testovacej faze sme
odstranili platformu a merali vzdialenost a ¢as straveny v cielovom kvadrante, kde sa
platforma predtym nachédzala.

Test rozpoznavania nového objektu (NOR) sa pouziva na hodnotenie kratkodobej a dlhodobej
pamati rozpoznavania. Mysi boli najprv vystavené dvom identickym objektom. Po hodinovej
prestavke (kratkodobd pamét) a nasledne po 24-hodinovej prestavke (dlhodobd pamét) boli
mysi opat vystavené dvom objektom, pricom jeden z nich bol novy. Merali sme ¢as, ktory mysi
stravili skimanim nového objektu.

Data boli analyzované pomocou Statistického softvéru GraphPad Prism version 6.04 for MAC.
Pre zistenie rozdielov medzi skupinami sme pouZili ANOVA (two-way) s naslednym post hoc
testom s Bonferroniho korekciou a Studentov T-test.

Vysledky
Proces ucenia a priestorovd pamdt v Morrisovom vodnom bludisku (MWM)

Tréningova faza MWM bola navrhnuta na hodnotenie priestorového ucenia u mysi. Vysledky
ukazali, Ze samice TIr9-/- presli v priemere dvojndsobnu vzdialenost v porovnani s kontrolnymi
WT mySami, kym nasli skrytu platformu (p < 0,01). Podobny, aj ked menej vyrazny efekt bol
pozorovany u samcov TIr9-/-, kde bola vzdialenost priblizne 1,5-ndsobne vicsia ako u WT mysi
(p < 0,05). Tieto vysledky naznacuju, Ze deficiencia TLR9 spomaluje proces ucenia
priestorovych vzorcov u oboch pohlavi.

Pocas testovacej fazy, v ktorej bola platforma odstranena, sa skimalo, ¢i si mysi dokazali
zapamatat jej pévodnu polohu. Samice aj samce TIr9-/- stravili v ciefovej oblasti porovnatelné
mnozZstvo ¢asu ako WT mysi, pricom rozdiely medzi skupinami neboli Statisticky vyznamné
(samice: p = 0,09; samce: p = 0,28). To naznacuje, Ze aj napriek pomalSiemu priebehu ucenia
si mysi TIr9-/- dokazali nakoniec osvojit priestorové informacie na Groven kontrolnych zvierat.
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Obr. 1 Porovnanie ¢asu a vzdialenosti potrebnych na ndjdenie skrytej platformy pocas uciacej
fdzy u samic a samcov WT a TLR9-/- mysi: A) Potrebny Cas a (B) prejdend vzdialenost pocas 4
cvi¢nych dni u samic WT a TLR9-/-; (C) Potrebny ¢as a (D) prejdend vzdialenost pocas 4 cviénych
dni u samcov WT a TLR9-/-. * - p<0,05 ** - p<0,01 *** - p<0,001

Kognitivna flexibilita v reverznom MWM teste

Kognitivna flexibilita bola hodnotend reverznym testom v MWM, kde bola platforma
presunuta na novud poziciu. Medzi samicami TIr9-/- a WT my3ami neboli pozorované Ziadne
vyznamné rozdiely (p = 0,16), ¢o naznacuje, Ze deficiencia TLR9 u samic nemala vplyv na ich
schopnost adaptovat sa na novu situdciu.

Naopak, samce TIr9-/- presli dvojnasobnu vzdialenost oproti kontrolnym WT samcom, kym
nasli novu polohu platformy (p < 0,05). Tento vysledok naznacuje, Ze deficiencia TLR9 méze u
samcov negativne ovplyvnit schopnost flexibilne vyuzZivat stratégie pri hladani ciela, ¢o by
mohlo odrazat deficit v schopnosti preucit sa na nové podmienky.

Krdatkodobd a dlhodobd pamdit v teste rozpozndvania nového objektu (NOR)

V NOR teste bola kratkodobd a dlhodoba pamét hodnotena podla ¢asu straveného skimanim
nového objektu v porovnani s uz zndmym objektom.

Samice TIr9-/- nevykazovali Ziadne vyznamné rozdiely oproti WT mysiam ani v kratkodobe;j (p

=0,20), ani v dlhodobej pamiti (p = 0,12). To naznacuje, Ze u samic deficiencia TLR9 vyznamne
neovplyviiuje pamat rozpoznévania.
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Obr. 2 Porovnanie ¢asu a prejdenej vzdialenosti potrebnych na ndjdenie novej pozicie skrytej
platformy pocas reverznej fazy u samic a samcov WT a TLR9-/- mysi: (A) Potrebny ¢as a (B)
prejdend vzdialenost usamic WT a TLR9-/-; (C) Potrebny ¢as a (D) prejdend vzdialenost
u samcov WT a TLR9-/-. * - p<0,05

Na druhej strane, samce TIr9-/- mali vyrazne zhorSenu kratkodobu pamét, pricom stravili
priblizne dvakrat menej ¢asu skimanim nového objektu v porovnani s WT mysami (p < 0,05).
Tento vysledok naznacuje, Ze deficiencia TLR9 méze u samcov ovplyvnit procesy kratkodobého
uchovavania informacii. Avsak v dlhodobej pamati sa medzi skupinami nezistili Ziadne rozdiely
(p =0,72), o znamena, Ze TLRI nie je zasadny pre dlhodobé uchovanie vizualnych informacii.
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Obr. 3 Porovnanie pamdtového indexu v teste krdtkodobej a dlhodobej pamdte u samic a
samcov WT a TLR9-/- mysi : (A) Krdtkodobd a (B) dlhodobd pamdt u samic WT a TLR9-/-; (C)
Krdtkodobd a (D) dlhodobd pamat u samcov WT a TLR9-/-. * - p<0,05

Diskusia

Nase vysledky naznacuju, Ze deficiencia TLR9 ovplyviiuje proces ucenia a niektoré formy
pamati u mysi. Hoci TIr9-/- mysi vykazuju pomalsi priebeh ucenia v Morrisovom vodnom
bludisku (MWM), po opakovanom tréningu dosahuju porovnatelnu Uroven vizuospacialnej
pamati ako kontrolné mysi. Okrem toho deficiencia TLR9 negativne ovplyviiuje kratkodobu
pamat a kognitivnu flexibilitu u samcov. Tieto vysledky naznacuju, Ze TLR9 zohrava selektivnu
Ulohu v kognitivnych procesoch a jeho vplyv na paméatové funkcie je Specificky pre pohlavie.
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Nedavne studie odhalili, Ze TLR9, znamy svojou Glohou v imunitnom systéme, je exprimovany
aj v neurdénoch hipokampu, kde prispieva k formovaniu paméatovych engramov
prostrednictvom mechanizmov opravy DNA. Jovasevic et al. (2024) zistili, Ze aktivacia TLR9 v
CA1 neurdnoch hipokampu je nevyhnutnd pre kontextuédlne ucenie a pamat, pricom jeho
absencia vedie k naruseniu tychto procesov . Nase zistenia, ktoré poukazuju na zhorsené
ucenie v MWM u TIr9-/- mysi, st v sulade s tymito vysledkami a naznacuju, Ze TLR9 je kltcovy
pre efektivne priestorové ucéenie.

Okrem toho, nase pozorovania naznacuju pohlavne Specifické rozdiely vplyvu deficiencie TLR9
na pamatové funkcie. Zatial ¢o samce TIr9-/- mysi vykazovali vyznamné deficity v kratkodobej
paméti a kognitivnej flexibilite, samice tieto deficity nevykazovali. Tieto rozdiely moézu byt
dosledkom hormonalnych vplyvov na expresiu TLR9 alebo rozdielov v neurondlnych drahach
medzi pohlaviami. Podobné pohlavne Specifické ucinky boli zaznamenané aj v inych Studiach
skimajucich vplyv imunitnych receptorov na neurogenézu a kognitivne funkcie?.

Je dolezité poznamenat, Ze nasa Studia ma niekolko obmedzeni. Po prvé, zamerali sme sa len
na dve formy pamiti a kognitivnu flexibilitu. Budice $tadie by mali preskiimat aj iné aspekty
kognicie, vratane pracovnej a epizodickej pamiti, ktoré by mohli byt regulované odlinymi
mechanizmami. Po druhé, pouzili sme globdlne TLR9-deficientné mysi, teda mysi s Uplnou
stratou TLR9 vo vsetkych bunkéch a tkanivach. Do buduicnosti by bolo vhodné zvazit vyuZitie
selektivnych knock-out modelov, napriklad s deficitom TLR9 Specificky v neurénoch, mikroglie
Ci astrocytoch, ¢im by sa presnejsie urcilo, ktoré bunkové populacie su klicové pre pozorované
zmeny v spravani. Alternativne by sa dalo uvaZovat aj o skumani deficiencie inych TLR
receptorov, ¢im by sa rozsiril pohlad na ulohu innate imunity v regulécii paméatovych funkcii.
Zaujimavym smerom by mohlo byt aj preskimanie funkcie TLR9 v kontexte neurozépalu,
napriklad po prekonani systémovych zapalovych stavov, ako je sepsa, alebo po traumatickom
poskodeni mozgu. Hoci ide o invazivne modely, predstavuju relevantny kontext, v ktorom by
mohol mat TLR9 odlisnd Ulohu, v zdvislosti od typu poSkodenia a Casového priebehu
odpovede.

Tato Studia ukazuje, Ze TLR9 zohrdva selektivnu dlohu v kognitivnych procesoch a jeho
deficiencia ma minimalny vplyv na vSeobecné pamatové schopnosti u mysi. Buddci vyskum by
sa mal zamerat na preskiimanie mechanizmov, ktorymi TLR9 ovplyviiuje pamét a kognitivne
funkcie, a zvazit klinicky vyznam tychto zisteni pre [udské zdravie.

Vyskum bol podporeny z vyskumného grantu APVV-22-0554.
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Uvod

Zavazné organické patoldgie vratane kardiovaskuldrnych (KVS) ochoreni mézu pri chronickom
trvani viest k zmenam sprévania v zmysle anxiety a depresie. Na druhej strane pretrvévanie
anxidznych a depresivnych ladeni ma tendenciu sa odrazit do zvy3enia incidencie takych
kardiovaskularnych stavov ako je hypertenzia, obezita, alebo ischemicka choroba srdca.
Okrem samotnych patologickych stavov sa na vzniku alteracie spravania méze podielat
aj farmakologickd intervencia kardiovaskularnych patoldgii. Je preto mimoriadne délezité
pri posudzovani profilu jednotlivych liekov detegovat ich mozné pozitivhe alebo negativne
efekty na behaviordlne prejavy, ¢o by umoznilo kvalifikovanejsi pristup pri selektivnom
nasadeni kardiovaskularnej intervencie (1,2)

Cely rad KVS situacii sa spaja s aktivaciou neurohumoralnych systémov. Sucasti renin-
angiotenzinového systému (RAAS) a adrenergného systému mézu participovat na vzniku
psychickej alteracie v zmysle vzniku a progresie anxiety. Na druhej strane blokatory RAAS ako
aj sympatikového systému vykazuju anxiolyticky efekt (1). Relativne nedavno sa v oblasti
zlyhania srdca zacal vyuzivat dudlny inhibitor sacubitril/valsartan (ARNI). Sacubitril blokddou
endopeptidazy neprilyzinu, ktory Stiepi viaceré peptidy vratane atridlneho- a mozgového
natriuretického peptidu (ANP/BNP), zvySuje hladinu ANP/BNP, ktorych vazodilatatny
a antiproliferativny ucinok sa povaZuje za benefi¢ny pre srdce a cievy. Blokator AT1 receptora
pre angiotenzin Il (ABR), valsartan, zase zabrariuje profibrotickému a vazokonstrikénému
efektu angiotenzin Il (Ang Il) a u pacientov so stredne tazkym zlyhanim srdca vyrazne zlepSoval
progndzu (3,4)

PretoZe v literature existuju len ojedinelé Gdaje o vplyve ARNI na spravanie, ciefom prace bolo
zistit, ¢i ARNI mdZe modifikovat behaviordlne prejavy uSHR potkanov s geneticky
indukovanou hypertenziou.

Material a metody

V experimente sa pouzili 12. tyZdriové samce potkanov kmena Wistar a SHR. Zvierata boli
chované individudlne v standardnych podmienkach (22 + 2 °C, 55 + 10 % vlhkost, 12 h cyklus
svetla/tmy) s volnym pristupom k potrave a vode. Rozdelené boli do 4 skupin: 1. CTRL (Wistar),
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2. ARNI (Wistar + ARNI 68 mg/kg/deri), 3. SHR, 4. SHR+ARNI (SHR + ARNI 68 mg/kg/deri). ARNI
sa podavalo 6 tyzdrov v pitnej vode, s koncentraciou upravenou podla dennej spotreby.
Pocas experimentu sa potkanom v tyzdennych intervaloch meral systolicky tlak krvi (STK)
a pulzova frekvencia (P) pomocou neinvazivnej pletyzmogarfie s pouzitim manZety na chvost.
Behavioralne testy sa realizovali na konci pokusu, a to otvorené pole (OF), vyvysené bludisko
v tvare plus (EPM) a box svetlo-tma (LDB). Po ukonceni experimentu boli zvieratd usmrtené,
odobrali sa krv asrdcia na dalSie spracovanie. Relativna hmotnost lavej komory (LK)
sa stanovila ako pomer hmotnosti LK ktelesnej hmotnosti potkana. Fibrotické zmeny
myokardu sa kvantifikovali stanovenim koncentracie hydroxyprolinu v myokarde, vyjadrenej
v mg/g LK.

Statistické spracovanie Udajov bolo realizované v softvéri IBM SPSS Statistics 29.0.
Na porovnanie skupin sa pouZila jednofaktorova analyza, dvojfaktorova analyza a analyza
rozptylu pre opakované merania s Bonferroni post-hoc analyzou. Vysledky su prezentované
ako priemer + Standardnd chyba priemeru (SEM), pri hladine vyznamnosti a=0,05. Na analyzu
vztahov medzi kardiovaskularnymi parametrami a anxiete podobnom spravanim sa pouzila
linedrna- (B, R?) a logisticka regresia (B, R?), pri hladine vyznamnosti a=0,05.

Vysledky
Hemodynamické parametre

U SHR potkanov pretrvaval pocas experimentu signifikantne vyssi systolicky tlak krvi (STK,
t4g=18,04, p<0,001; 1a) apulzova frekvencia (P, tis=11,47, p<0,001; 1b) v porovnani
s kontrolnymi Wistar potkanmi. Lie¢ba ARNI viedla k signifikantnému znizeniu STK (ARNI vs.
SHR+ARNI, t48=10,38, p<0,001) a P (ARNI vs. SHR+ARNI: t4g=6,24, p<0,001) u SHR potkanov.

Patologickd remodelacia myokardu bola u SHR potkanov vyraznejsia v porovnani s Wistar
potkanmi, ¢o sa prejavilo signifikantne vyssim obsahom hydroxyprolinu v LK (t3=4,11; p<0,001;
1c) a vyraznou hypertrofiou LK (t3=18,00; p<0,001; 1d). Liecba ARNI vyznamne znizila
hypertrofiu LK (t3=13,38; p<0,001; 1d). V pripade fibrotickych zmien bol pozorovany hrani¢ne
signifikantny interakcény efekt medzi typom potkana a lieCbou (F1.48=4,04, p=0,05; 1c).

Behaviordlne parametre

SHR potkany vykazovali signifikantne vyssiu frekvenciu vstupov do otvoreného ramena EPM
(CTRL vs. SHR: t43=3,06, p=0,02; 2a), do centralnej ¢asti EPM (CTRL vs. SHR, tss=3,14, p=0,02;
2b), do centralnej zény OF (CTRL vs. SHR, t4s=3,76, p=0,003; 2c) a do svetlej komory LDB (CTRL
vs. SHR, t48=3,81, p=0,002; ARNI vs. SHR+ARNI, tss=4,61, p<0,001; 2d) v porovnani s Wistar
potkanmi. Taktiez SHR potkani travili viac ¢asu v centralnej zéne OF (CTRL vs. SHR: tss=4,27,
p<0,001; 2e) a vo svetlej komore LDB (ARNI vs. SHR+ARNI, tss=2,78, p=0,05; 2f) v porovnani
s kontrolnymi Wistar potkanmi.
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Obr. 1: Hemodynamické parametre: a) Systolicky tlak krvi (STK), b) Pulzova frekvencia (P), c)
Koncentrdcia hydroxyprolinu lavej komory (LK), d) Hypertrofia LK; *p<0,05; **p<0,01;
**¥p<0,001.

Statistickd analyza preukazala hlavny efekt typu potkana v anxiete podobnom spravani (Wistar
vs. SHR; EPM, vstup do centrélnej Casti: F1.48=8,20, p=0,006; OF, centralna zéna: F1.43=18,82,
p<0,001, LDB, svetld komora: F1.4s=35,30, p<0,001). Lie¢ba ARNI nepreukdzal Statisticky
vyznamny vplyv na anxiete podobné spravanie.

Regresnd analyza vplyvu kardiovaskuldrnych (KVS) parametrov na anxiete podobné spravanie
u SHR potkanov

Linedarna regresna analyza preukazala, Ze anxiete podobné spravanie (EPM, vstup
do otvoreného ramena: F4.3=2,08, p>0,05; vstup do centralnej Casti: F4=2,08, p>0,05; OF,
vstup do centralnej zény: F4.5=2,08, p>0,05; LDB, vstup do svetlej komory: F4.5=2,08, p>0,05)
nebolo Statisticky vyznamne asociované s KVS parametrami (STK, P, fibréza LK, hypertrofia LK)
u SHR potkanov. Regresné modely vykazovali nizku mieru vysvetlenej variability (R?=0,24—
0,51) Ziadna z analyz nepreukazal $tatistick vyznamnost (p>0,05).

Naopak, vysledky bindrnej logistickej regresie potvrdili, Ze KVS parametre su Statisticky
vyznamne asociované s typom potkana (Wistar vs. SHR). STK (B=0,101, p<0,001; 3a),
P (B=0,023, p=0,001; 3b) a koncentracia hydroxyprolinu LK (B=11,45, p=0,002; 3c)
s vyznamnymi prediktormi typu potkana. Hypertrofia LK (B=197,11, p>0,05; 3d) nebola
identifikovana ako Statisticky vyznamny prediktor typu potkana.
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Obr. 2: a) EPM, vstup do otvoreného ramena, b) EPM, vstup do centrdlnej asti, c) OF — vstup
do centrdlnej zény, d) LDB, vstup do svetlej komory e) OF — cas trdveny v centrdlnej zone, f)
LDB — cas trdveny vo svetlej komore; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Obr. 4: Vysledky logistickej regresie: a) predikcia typu potkana na zdklade STK ; b) predikcia
typu potkana na zdklade P; c) predikcia typu potkana na zdklade fibrézy LK; d) predikcia typu
potkana na zdklade hypertrofie LK.

Diskusia

Sucasny vyskyt anxiety a hypertenzie je v klinickej praxi Casto pozorovany fenomén, ktory
sa spdja so zhorsenou progndzou (5). Hladanie indikatorov a mechanizmov pripadného
kauzdlneho vztahu medzi hypertenziou a anxietou je preto pertraktovanym problémom
kardioldgie aj psycholdgie. SHR potkany sa vyuZivaju na Studium tychto suvislosti niekolko
desatroci. Poznanie neurohumorélnych aktivécii, ktoré su spojené so vznikom hypertenzie,
by mohlo prispiet k detekcii spolo¢ného zdkladu hemodynamickych a behavioralnych
alteracii. U SHR suvislost medzi hypertenziou a neurohumoralnymi zmenami nie je celkom
objasnend. Skutocnost, Ze v naSom pokuse bola srdcova frekvencia, ktora je odrazom aktivity
adrenergného systému, u SHR vyznamne zvysSena (6) a v predchadzajucich pokusoch rendlna
denervacia sympatikového systému zabranila vyvoju hypertenzie a remodeldcie LK u SHR (7)
nasvedcuje tomu, Ze hemodynamické a Strukturdlne zmeny sud u SHR skoér determinované
s aktivaciou sympatikového nervového systému.

Aktivacia adrenergného systému ako Ustredného stresového systému u SHR potkanov je
do urcitej miery v stlade s nasimi nalezmi anxiolytického (antiaxiogénneho) spravania, ked’
potkany s excesivnou odvahou vstupovali do osvetlenych alebo nechranenych oblasti, kde
sa kontrolné Wistar potkany zdrZiavali podstatne menej. Starsie literarne ndlezy u SHR
opakovane dokladovali hypertaktivitu a hyperaktivitu k novym stimulom (8,9). Vhodnym
inbreedingom mnohych generacii vychadzajuc z SHR a normotenznych Wistar potkanov
sa vytvorili dva modely, kde je hyperaktivita oddelend od hypertenzie. WKHA potkany
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vykazuju hyperaktivitu ale bez sprievodnej hypertenzie a WKHT kmen je hypertenzny kmen,
ale bez sucasnej hyperaktivity (7).Takéto oddelenie patologického spravania od vplyvu
hypertenzie umozruje cielenejsie Studium hemodynamickych a psychogénnych alterdcii (8).
Casto v kardiovaskularnom vyskume vyuzivany model SHR, ktory vykazuje spontannu
hyperaktivitu a hyperaktivitu indukovanu stresovym impulzom, sa pouzival aj ako model pre
Studium poruchy pozornosti s hyperaktivitou (ADHD; 9). Zda sa pravdepodobné, Ze tieto
charakteristiky SHR, ktoré potencidlne stvisia so zvysenou aktivaciou adrenergného systému,
by mohli participovat na detegovanych anxiolytickych prejavoch SHR v naSom experimente.
Regresnd analyza umoziiuje do urlitej miery detegovat kauzalnu suvislost medzi
koincidujucimi a potencialne vzajomne sa ovplyviiujicimi premennymi. Analyza jednotlivych
anxiolytickych prejavov SHR s krvnym tlakom, srdcovou frekvenciou, hypertrofiou a fibrézou
lavej komory nepreukdzali priamu suvislost spravania suvedenymi KVS premennymi.
To umoziuje vyslovit predpoklad, Ze zvySend miera anxiolytického spravania uSHR
je nezavisld od sprievodnej hypertenzie, zvySenej frekvencie aich nasledkov v podobe
remodelacie lavej komory, ateda zrejme ani od neurohumoralnej sympatodrenergnej
aktivacie, ktord tieto alteracie hemodynamicky sprevadza. Skor sa zda prevdepodobné, Ze
zmena spravania v zmysle anxiolyzy-teda ,,odvaznejSieho” chovania je inherentna, geneticky
determinovana vlastnost SHR.

Chronické podéavanie ARNI nemalo vyznamny vplyv na antiaxiogénne prejavy SHR. Tento nalez
je vzdanlivom rozpore s ojedinelym nalezom anxiolytického ucinku ARNI v klinickych
podmienkach, kde prechod z enalaprilu na ARNI u symptomatickych pacientov so zlyhanim
srdca nielen zlepsil kardiovaskuldrnu progndzu, ale bol spojeny s redukciou depresivnych
a anxiogénnych prejavov (10), pricom v inej studii sa anxiolyticky efekt ARNI dostavil dokonca
akutne uZ v priebehu jedného tyZdria terapie (11). Treba si vsak uvedomit, Ze u SHR v naSom
experimente nebola u potkanov pritomna anxiozita, ale prave opacny prejav charakterizovany
odvaznym spravanim. Je preto pochopitelné, Ze anxiolyticky potencidl ARNI dokazany
u pacientov s depresiou sa v nasom experimente nemal prileZitost prejavit. Na druhej strane
skuto¢nost, Ze ARNI u SHR redukoval hypertenziu, remodeldciu srdca uSHR a kompletne
vertoval systolicku aj diastolickt dysfunkciu lavej komory (6) bez podstatného vplyvu na
alteracie spravania potvrdzuje na zaklade regresnej analyzy vytvoreny predpoklad, Ze
modifikdcia sprdvania u SHR v nasom pokuse je nezavisld od hypertenzie a sprievodnych
kardiovaskularnych portch, ale je pravdepodobnejsie deterrminovana inherentou alteraciou
spravania SHR.

Zaver

SHR potkany vykazovali vo viacerych testovanych parametroch znizeni mieru anxiete
podobného spravania - anxiolytické/odvaine prejavy. Regresna analyza ukdzala,
Ze anxiolytické prejavy spravania uSHR neslvisia s hemodynamickymi zmenami
ani so strukturdlnou prestavbou LK. Chronickd aplikdcia ARNI vyrazne zniZila krvny tlak
aj remodelaciu srdca SHR, nemala vsak vplyv na zvySend mieru anxiolytickych prejavov.
Anxiolytické spravanie sa preto da povaZovat za suéast inherentnej konstittcie SHR nezavislej
na hemodynamickych zmenach ani na strukturdinej prestavbe LK srdca.

Podporené: VEGA 1/0048/23
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Uvod

Pocas intenzivnej fyzickej aktivity moze doéjst k poskodeniu svalovych vlakien a tzv.
mikrotraume tkaniva, najma v désledku mechanického pretaZenia, energetického stresu
a nedostato¢ného zasobenia tkaniva kyslikom (1). Rozpadom poskodenych buniek sa do
cirkulacie uvolfiuju proteiny a DNA, kde sa z nej stava extraceluldrna DNA (ecDNA) (2). ECDNA
predstavuje molekularny signél nebezpedenstva (DAMP) schopny alarmovat stav ohrozenia
organizmu (3). RozliSujeme nukledarnu a mitochondridlnu ecDNA, pricom mitochondridlne
DAMPs (DNA a proteiny) maju vacsi imunogénny potencial, pretoZe vdaka evolucnej
pribuznosti s baktériami si zachovali ich Struktirne prvky, akymi su cirkuldrna DNA,
hypometylované useky, ¢i formylované peptidy (4).
Imunitnd odpoved na intenzivnu fyzicka aktivitu zdiela charakteristické ¢rty so systémovou
zépalovou odpovedou (5). Pritomnost ecDNA v cirkuldcii spusta prozépalovd signalizaénu
kaskadu, ¢o vedie k mobilizacii imunitnych buniek, predovsetkym neutrofilov, do miesta
poskodenia (6). Sterilny zapal po fyzickej aktivite je nevyhnutny pre regeneraciu tkaniva, avsak
nadmerné uvolfiovanie alebo nedostatocné odburavanie ecDNA deoxyribonukledazami
(DNazami) defokusuje imunitny systém, ¢im sa znizZuje obranyschopnost voci patogénom (7,
8). Téato suvislost bola preukdzand u pacientov s traumatickymi poraneniami alebo po
chirurgickych zakrokoch, kde nadmerné uvolfiovanie ecDNA prispievalo k rozvoju infekcie az
sepsy (9).

U fyzicky aktivnych jedincov je ¢astou zdravotnou komplikaciou zvy$end nachylnost na infekcie
hornych dychacich ciest. Po intenzivnej fyzickej zataZi nastava tzv. ,open window” obdobie,
trvajuce 3-72 hodin, pocas ktorého dochadza k do¢asnému oslabeniu imunitného systému
azvySenému riziku rozvoja bakteridlnej pneumodnie (10). Molekuldrne mechanizmy
zodpovedné za reguldciu imunitnych procesov vyvolanych fyzickou aktivitou doposial nie su
dostatoc¢ne zname. Cielom tohto experimentu bolo skiimat imunomodulac¢né ucinky fyzickej
aktivity a analyzovat ako sterilny zapal po fyzickej aktivite ovplyvriuje priebeh bakterialnej
pneumonie v mysacom modeli.
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Material a metddy
Animdlny model

V tomto projekte boli pouZité dospelé samce laboratérnych mysi kmena C57BL/6) (n=24)
s priemernou hmotnostou 30 gramov. Mysi boli rozdelené do kontrolnej skupiny (CTRL; n=12),
ktora nebola vystavena fyzickej aktivite a do experimentalnej skupiny (BEH; n=12), ktora bola
po habitudcii na beZiaci pas vystavend akutnemu intenzivnemu behu po dobu 60 minut.
Habitudcia na beziaci pas pre hlodavce (Ugo Basile, Varese, Taliansko) prebiehala dvojfazovo
po dobu 3 dni, aby sa predislo stresovej reakcii z nového prostredia. Pred samotnou fyzickou
aktivitou boli vSetky mysi podrobené 1-hodinovému fastingu, s cielom zabezpedit rovnaky
metabolicky stav medzi jednotlivymi skupinami. Zaroven sa tymto opatrenim predchdadza
moznému gastrointestindlnemu diskomfortu pri fyzickej aktivite umysi z BEH skupiny.
Protokol intenzivneho behu mysi na beZiacom pase vychadzal z publikacie Shi a kol., 2019 (11),
v ktorom beh mysi zacina rychlostou 10 m/min po dobu 15 minut na rozcviCenie, potom
postupuje na 15 m/min pocas 15 minut a nasledne sa kazdych 15 minut zvysuje rychlost o 3
m/min. Bezprostredne po fyzickej aktivite bolo kontrolnym aj experimentdlnym mysiam
odobranych 300 pl krvi z retro-orbitdlneho plexu pre hemoanalyzu, analyzu koncentracie
ecDNA, laktatu, neutrofilovych enzymov a DN&zovej aktivity.

Po 3 hodinach od indukcie sterilného zapalu fyzickou aktivitou boli mysi rozdelené do
4 podskupin: CTRL (n=4), BEH (n=4), CTRL+pneu (n=8; nebeZiace s indukovanou pneumaniou)
a BEH+pneu (n=8; beZiace s indukovanou pneumaéniou). Mysiam bola vyvolana bakteridlna
pneumonia intratrachedlnym podanim baktérii kmena Staphylococcus aureus (0D=0,2). Po 16
hodinach bol experiment ukonéeny terminalnym odberom krvi z retro-orbitdlneho plexu. Pre
analyzu prekonania bakteridlnej pneumanie boli ziskané aj vzorky tekutiny bronchoalveoldrnej
lavaze (BALF).

Bunkovd imunitnd odpoved’

Pocet neutrofilov a makrofdgov atrahovanych do miesta infekcie (pltic) bol stanoveny
spracovanim 50 pl BALFu pomocou cytospinu (Centric 250 Domel, Zelezniki, Slovinsko) pri
1800 x g, 7 minut na vytvorenie bunkovych preparatov na mikroskopickom sklicku. Nasledne
boli preparaty fixované a farbené hematoxylin-eozinom pre vizualizaciu buniek aich
kvantifikdciu pod svetelnym mikroskopom. Zmeny v pocte neutrofilov, resp. zmeny v
bunkovom zastUpeni v periférnej krvi boli kvantifikované hemoanalyzdtorom (Abacus Vet5,
Diatron MI Zrt, Budapest, Madarsko) bezprostredne po fyzickej aktivite, ako aj po prekonani
bakterialnej pneumonie. Funkéna aktivita neutrofilov, prezentovana koncentraciou enzymov
myeloperoxiddzy a neutrofilovej elastazy, bola analyzovana v plazme a tekutinidch
bronchoalveolarnej lavaze metddou sendvicovej ELISY. Na detekciu tychto biomarkerov vo
vzorkach bol pouzZity komerény kit (R&D Systems, Minneapolis, USA) s postupom podla
pokynov vyrobcu.

Kvantifikdcia extraceluldrnej DNA a DNdzova aktivita

Vzorky krvi boli spracované centrifugdciou pri 1600 x g, 4°C, 10 minut pre ziskanie plazmy. 100
pl plazmy bolo nasledne centrifugovanych pri 16 000 x g, 4°C, 10 minut na analyzu
extracelularnej DNA. EcDNA bola izolovana automaticky pomocou pristroja QlAcube (Qiagen,
Hilden, Nemecko) na zdklade koldonkovej elucie. Koncentrdcia ecDNA v plazme bola
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kvantifikovana fluorometricky prostrednictvom Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Subcelularny povod ecDNA (mitochondridlny a nuklearny) bol detegovany
metddou real-time PCR vtermocykleri gTOWER? G (Analytik Jena, Thuringia, Nemecko).
Aktivita DNazy | vo vzorkach bola stanovena v agarézovom géli so substratom kuracej DNA
radidlnou difuziou enzymu. Na vypocet DNazovej aktivity podla kalibracnej krivky bol pouzity
softvér ImageJ (NIH, Maryland, Bethesda, USA).

Statistickd analyza

Statistickd analyza bola spracovana a graficky znazornena pouzitim softvéru GraphPad Prism
10 (La Jolla, San Diego, CA, USA). Rozdiely medzi kontrolnymi a beZziacimi mySami boli
vyhodnotené nepdrovym t-testom. Na vyhodnotenie vysledkov v mySacom modeli
pneumonie bol pouZity one-way ANOVA test s Bonferroni korekciou. Za Statisticky vyznamné
rozdiely si povazované hodnoty p mensie ako 0,05. Ziskané udaje su uvedené ako priemer +
SEM.

Vysledky

Fyzicka aktivita u mysi, reprezentovana behom na beZiacom pase pre hlodavce po dobu 60
minut, viedla k zmendm v zastipeni imunitnych buniek v krvi. Krvny obraz experimentalnej
skupiny BEH preukazal po fyzickej aktivite neutrofiliu (p=0.0005, t=4.15), lymfocytopéniu
(p=0.0002, t=4.41) a monocytézu (p=0.0007, t=3.95) v porovnani s kontrolnou skupinou mysi
(Obr. 1A). Okrem toho boli v plazme mysi po fyzickej aktivite detegované vyssie koncentracie
enzymov myeloperoxidazy (p=0.002, t=3.56) a neutrofilove] elastazy (p=0.002, t=3.52) (Obr.
1B). Koncentracia celkovej ecDNA v plazme bola vyssia u beZiacich mysi o 78%, pricom jej
pbévod bol odzrkadleny vzostupom koncentracie nukledrnej DNA (p=0.003, t=3.38), ale nie
mitochondridlnej DNA (p=0.66, t=0.45) (Obr. 1C). Aktivita DN4azy | nebola ovplyvnena fyzickou
aktivitou (Obr. 1C). Nebola detegovana ani zvySend koncentracia laktatu v plazme beZiacich
mysi v porovnani s kontrolnou skupinou bezprostredne po fyzickej aktivite (Obr. 1B).

Indukcia bakteridlnej pneumadnie kmeriom Staphylococcus aureus viedla u mysi k infiltracii
plic klfdcovymi bunkami vrodenej imunity — neutrofilmi (p=0.048, F=3.18) (Obr. 2A-E).
Naopak, v zastUpeni makrofagov v plucach boli pozorované len minimalne rozdiely medzi
jednotlivymi skupinami (p=0.354, F=1.15) (Obr. 2A-E). VysSie koncentracie enzymov
myeloperoxidazy (p=0.004, F=6.20) a neutrofilovej elastazy (p=0.055, F=3.03) v BALFe mysi
s indukovanou pneumdniou poukazuju na aktivaciu a degranulaciu neutrofilov v akutnej faze
bakterialnej infekcie (Obr. 2F).
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Obr. 1: A — Krvny obraz imunitnych buniek po fyzickej aktivite; B — Koncentrdcia laktdtu,
myeloperoxiddzy a neutrofilovej elastazy v plazme po fyzickej aktivite; C — Koncentrdcia
celkovej ecDNA, jej subceluldrneho pévodu (nukledrnej a mitochondridlnej DNA) v plazme
a aktivita DNdzy | po fyzickej aktivite.
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Obr. 2: A — Populdcia buniek makrofdgov v tekutine bronchoalveoldrnej lavdze CTRL skupiny;
B — Populdcia buniek makrofdgov v tekutine bronchoalveoldrnej lavdZze BEH skupiny; C —
Populdcia buniek neutrofilov a makrofdgov v tekutine bronchoalveoldrnej lavdZze CTRL+pneu
skupiny; D — Populdcia buniek neutrofilov a makrofdgov v tekutine bronchoalveoldrnej lavdze
BEH+pneu skupiny; E — PocCet neutrofilov a makrofdgov v 1 ml tekutiny bronchoalveoldrnej
lavdze; F — Koncentrdcia myeloperoxiddzy a neutrofilovej elastdzy v tekutine
bronchoalveoldrnej lavdZe.

Hematologickd analyza po bakteridlnej pneumonii ukazala vyssie zastUpenie neutrofilov
(p=0.006) a monocytov (p=0.046) v CTRL+pneu skupine s indukovanou pneumoniou, ako aj
vyssi pocet neutrofilov v skupine BEH bez pneumodnie (p=0.008) v porovnani s kontrolnou
skupinou mysi (Obr. 3A). NavySe, tieto dve experimentdlne skupiny vykazovali aj
lymfocytopéniu (CTRL+pneu: p=0.006; BEH: p=0.008). V skupine BEH+pneu s indukovanou
pneumoniou neboli pozorované Ziadne vyrazné zmeny v populdcii imunitnych buniek v krvi
(Obr. 3A). Plazmaticka koncentracia myeloperoxidazy bola vyssia iba v skupine BEH v
porovnani so skupinou CTRL+pneu (p=0,047), avsak koncentracia neutrofilovej elastazy nebola
vyssia (Obr. 3B). Co sa tyka ecDNA v plazme, najvyssia koncentracia bola detegovana v skupine
CTRL+pneu (p=0,0006) (Obr. 3C). Naopak, v skupine BEH+pneu bola koncentracia ecDNA o 59
% nizSia v porovnani s kontrolnou skupinou s pneumédniou (p=0,0003). Celkova plazmaticka
ecDNA korespondovala s nukledrnou DNA (p=0,0002, F=10,87), ale nie s mitochondridlnou
DNA (p=0,183, F=1,79) (Obr. 3C). Po bakteridlnej pneumonii neboli zaznamenané zmeny v
aktivite DNazy | (p=0,377, F=1,09) (Obr. 3C).
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Myeloperoxidaza Neutrofilova elastiza

¢ Celkova extracelularna DNA

Obr. 3: A — Krvny obraz imunitnych buniek po bakteridlnej pneumdnii; B — Koncentrdcia
myeloperoxiddzy  a neutrofilovej elastdzy v plazme po bakteridlnej  pneumonii;
C — Koncentrdcia celkovej ecDNA, jej subceluldrneho pévodu (nukledrnej a mitochondridlnej
DNA) v plazme a aktivita DNGzy | po bakteridlnej pneumonii.

Diskusia

V tejto praci sme sledovaliimunomodulacné Ucinky fyzickej aktivity pri prekonani bakterialnej
pneumonie v mysacom modeli, so zameranim na ecDNA a aktivitu neutrofilov. Krvny obraz
umysi po fyzickej aktivite preukazal neutrofiliu, lymfocytopéniu a monocytdzu,
charakteristické pre intenzivnu, resp. dlhotrvajicu fyzickd zataz (12). Mobilizacia kltic¢ovych
buniek vrodenej imunity z kostnej drene do obehu podporuje iniciaciu sterilného zapalu
esencialneho pre regeneraciu namahanych tkaniv. Lymfocytopénia naznacuje presun
lymfocytov do sekunddrnych lymfatickych orgdnov na udrianie imunitnej homeostazy.
Koncentracia laktatu v plazme mysi ihned po behu nebola vyrazne vys$Sia v porovnani
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s kontrolnou skupinou. Moznym vysvetlenim je, Ze maximalna koncentracia laktatu nemusela
byt zachytend v zvolenom ¢asovom bode, alebo bol laktat efektivne vyuZity ako energeticky
substrat, preto mysi nedosiahli anaerébny metabolicky stav (13). Fyzicka aktivita viedla
k uvolneniu DNA z buniek do extracelularneho priestoru, ¢o sa prejavilo vy$Sou koncentraciou
ecDNA v plazme beZiacich mysi. Jej nuklearny pévod a vyssie koncentracie myeloperoxidazy a
neutrofilovej elastazy u beZiacich mysi poukazuju na aktivaciu a degranulaciu neutrofilov, ¢o
naznacuje tvorbu neutrofilovych extracelularnych pasci (NETs) ako potenciadlneho zdroja nami
detegovanej ecDNA (14).

3 hodiny po fyzickej aktivite bola mysSiam indukovanad bakteridlna pneuménia, ktora sa
prejavila infiltraciou pluc neutrofilmi a zvySenou koncentraciou neutrofilovych enzymov v
bronchoalveolarnej lavazi. Tieto vysledky zdéraznuju ulohu neutrofilov v akdtnej imunitnej
odpovedi na bakteridlnu infekciu (15). Krvny obraz po bakteridlnej pneumaénii ukazal zvysené
zastupenie neutrofilov a monocytov u kontrolnych mysi s pneumaniou, o potvrdzuje typicku
systémovu zapalovu odpoved pocas infekcie. U beZiacich mysi s pneumodniou vsak nebol
pozorovany tento vysledok. NavySe, v kontrolnej skupine bola po indukcii pneuménie
detegovana aj najvyssia koncentracia ecDNA v plazme, prevazne jadrového pdvodu, zatial ¢o
u beziacich mysi s pneumdniou bola zaznamenana nizka koncentracia ecDNA, a to napriek
podobnej aktivite DNazy | v oboch skupinach. Jednou z potencidlnych pricin tohto rozdielu
méze byt zapojenie alternativnych mechanizmov degradacie DNA po fyzickej aktivite, ako je
napriklad aktivita enzymu DN&zyllL3. DN&zall3 zohrdva klucovu ulohu v prevencii
nekontrolovaného zapalu a autoimunitnych reakcii tym, Ze degraduje jadrové DNA fragmenty
(16), avsak jej funkcia pri modulacii zdpalu po fyzickej aktivite zatial' nie je preskimana.
Ziskané vysledky naznacuju, Ze priebeh bakteridlnej infekcie bol podobny u kontrolnych aj
beZiacich mysi s indukovanou pneumoniou, avsak boli pozorované urcité rozdiely v regulacii
ecDNA, ¢o méze byt dosledkom imunitnych procesov po fyzickej aktivite. Na objasnenie
povodu ecDNA a jeho potencidlnej Glohy v nachylnosti na infekcie si potrebné dalsie Studie.
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Introduction

Mitochondria and bacteria exhibit several structural and molecular similarities due to their
common evolutionary origin. However, over time, mitochondria have been integrated into
eukaryotic cells and are typically intracellular. When tissue damage occurs, such as in the case
of traumatic injury, cell rupture can result in the release of mitochondria into the extracellular
environment, triggering sterile inflammation (1). Innate immune cells, particularly
neutrophils, recognise these extracellular mitochondria as bacterial-like particles and respond
by phagocytosis, degranulation, and the formation of neutrophil extracellular traps (NETs).
NETs consist of neutrophil nuclear and mitochondrial DNA, enriched with granular and
cytosolic proteins that form a web-like structure in order to trap and prevent the
dissemination of pathogens (2). However, the presence of NETs is not always advantageous;
excessive NET formation, especially during sterile inflammation, can damage host tissues and
hinder the resolution of inflammation (3).

Neutrophils detect pathogens via pattern recognition receptors (PRRs), including formyl
peptide receptors (FPRs) and Toll-like receptors (TLRs). Activation of these receptors leads to
intracellular Ca?* fluctuation, serving as a second messenger. Increased intracellular calcium
concentration is required for the activation of several key enzymes, such as NADPH oxidase 2
(NOX2) and peptidylarginine deiminase 4 (PAD4). These enzymes are essential for the
production of reactive oxygen species (ROS) and the citrullination of histones, both of which
are critical steps in the process of NET formation (4). In parallel, signalling pathways involving
phosphorylation of kinases such as AKT, p38a or mTOR regulate neutrophil metabolism and
functions including polarisation, migration, and defence responses (5). Notably, there is
currently a lack of evidence on the how the differences in these pathways in translate to
neutrophil responses when activated by bacteria versus mitochondria.

Our research aims to describe signalling pathways leading to NETs formation and their
differentiation dependent on the activation by bacteria and mitochondrial particles that
mediate infectious vs. sterile inflammation. Understanding these differences could open
possibilities for the modulation of neutrophil reactivity in sterile inflammation needed for
managing polytraumatic patients while preserving the antimicrobial properties of neutrophils.

244



Materials and methods
Isolation of Polymorphonuclear (PMNs) cells

Heparinised blood was collected by venipuncture from healthy volunteers under ethical
approval granted by the Ethics Committee of the University Hospital Bratislava (workplace
Ruzinov under number EK 218/2020). Erythrocytes were lysed using ice-cold isotonic
ammonium chloride buffer (150 mM NH4CI, 10 mM KHCO3, 0,1 mM EDTA) and leukocytes
were centrifuged at 400xg for 10 minutes at 4°C. The cell pellet was resuspended in
MojoSort™ Buffer and followed by kit insolation of PMNs according to manufacturer protocol
(480152, Biolegend, San Diego, CA, USA).

Isolation of mitochondria

For human mitochondria isolation, placental tissue was used (EK 218/2020). Mitochondria
were isolated using a modified isolation protocol (6). Briefly, 200mg of placental tissue was
chopped and homogenized with a Dounce homogenizer in 1ml of ice-cold STE buffer (250 mM
saccharose, 2 mM EGTA, 5 mM Tris-HCI, pH 7.4). The whole homogenate was centrifuged at
500xg for 3 minutes at 4°C. Mitochondria-rich supernatant was centrifuged at 8000xg for 10
minutes at 4°C and the mitochondria pellet was resuspended in 1ml of ice-cold STE buffer This
process was repeated two more times before the mitochondria were collected.

Cultivation of bacteria

Gram-positive bacteria S. aureus subspecies aureus Rosenbach (NCTC 8530) was inoculated
from frozen stocks into liquid LB broth (L3022, Sigma, Saint-Louis, MO, USA) and incubated
overnight in aerobic conditions at 250RPM, 37°C. After incubation, bacterial suspension was
centrifuged at 5000xg for 5 minutes and the bacterial pellet was resuspended in sterile PBS
(BRO095, Canvax Reagents SL, Valladolid, Spain). The bacterial amount was determined by
optical density (O.D.) at 600nm using a spectrophotometer (Eppendorf, Germany), where O.D.
1 equalled 7.8 x 10~8/ml for S. aureus.

Protein array analysis of phospho-kinase activity in PMNs

Isolated PMNs were transferred to RPMI 1640 medium (11835030, Gibco, Paisley, UK) in a
total concentration of 3x106 cells/200ul supplemented with or without FPR1 agonist - 50nM
FPR-A14 (HY-103472, MedChemExpress LLC, Monmouth Junction, NJ, USA) 30 minutes before
mitochondria inoculation. As stimuli, both bacteria and mitochondria, 20ul of suspension
were added to PMNs suspension from O.D. 1 stock solution and incubated for 30 minutes at
37°C. After incubation, Cells were harvested by centrifugation at 500xg, for 5 minutes at 4°C.
For cell lysis, commercial Lysis buffer 6 supplemented with 100nM phenylmethylsulfonyl
fluoride and 1x concentrated Protease Inhibitor Cocktail | (539131, Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) was used. For the array, 3 biological samples were pooled and the whole procedure
was done according to manufacturer protocol (ARYO03C, R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA). The array was developed by exposing the membranes to X-ray film for 15 minutes to
detect chemiluminescent signals. X-ray films were scanned and analysed using Fiji, an open-
source Image) according to the modified protocol (7).
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NETs formation assay

To evaluate the signalling cascade of PMNs, cells were transferred into RPMI supplemented
with 10% FBS (P30-3306, PAN-Biotech, Aidenbach, Germany) pre-stained with 100ng/ml
Hoechst 33342 (5117, Bio-Techne, Abingdon, United Kingdom) and 100nM SYTOX™ Green
(57020, Invitrogen, Eugene, OR, USA) for 30 minutes at 37°C, supplemented with 1 mM EGTA,
FPR1 agonist 50nM FPRA14, 5uM FPR1 inhibitor (Cylcosporin H, HY-P1122, MedChemExpress
LLC, Monmouth Junction, NJ, USA), 1.25uM NOX 2 inhibitor (GLX481304, SML3192, Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) TLR9 inhibitory oligonucleotide (tIrl-4084, Invitrogen, Eugene,
OR, USA) and 5.9uM PAD4 inhibitor (Cl-amidine, 506282, Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
After incubation, cell suspension was transferred into 96-well cell culture plate in
concentration 2x10”4 cells/100ul and mixed with 100ul of 5x diluted O.D. 1 suspension of
bacterial and mitochondrial suspension. NETs formation was analysed using BioTek Cytation
7 Cell Imaging Multimode Reader (Santa Clara, CA, United States). NETs formation was
analysed as integral of Sytox green signal over time and normalized to the number of cells in
the view field. A 3-hour scanning cycle with a 15-minute imaging interval was used.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism v8.00 for Windows (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA). NETs formation assay was evaluated using two-factor ANOVA
followed by Dunnett’s multiple comparisons test. Data are presented as a mean and standard
deviation (SD). P values < 0.05 were considered statistically significant.

Results

First, we have described differences in the phosphorylation of kinases involved in immune
response upon neutrophil activation with mitochondrial or bacterial stimuli. We have
observed increased phosphorylation of STAT6 in PMNs upon stimulation with both,
mitochondria and S. aureus while agonist FPRA14 decreased the phosphorylation to the level
of control. Contrary, phosphorylation of p70 S6 kinase was mildly increased in mitochondria-
treated PMNs, but FPRA14 increased phosphorylation levels as in S. aureus-treated cells.
Increased phosphorylation of kinases associated with immune response was observed in S.
aureus-treated PMNs, like JNK 1/2/3 and RSK 1/2/3, while stimulation of PMNs with
mitochondria decreased phosphorylation level without effect of FPA14. Meanwhile, the
phosphorylation level of AKT 1/2/3 decreased after mitochondria induction, but changes in
PMNs induced by S. aureus were not observed. Similarly, the kinase p38a phosphorylation
level was not changed in either mitochondria or bacteria-induced PMNs, but after FPRA14,
the phosphorylation level decreased (Fig.1 A). To summarise, mitochondria decrease the
phosphorylation of JNK, AKT and RSK1/2/3, three major kinases associated with immune
response, while S. aureus either upregulates them, or their phosphorylation status does not
change.
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Fig.1 Protein profiler array analysis. A) The graph shows the relative fold change
phosphorylation of proteins with differences upon mitochondria, FPRA14 or S. aureus
treatment. Results are shown as pooled biological triplicates. B-E) Developed
chemiluminescent signal of protein array on X-ray films of the control group (B), mitochondria-

treated PMNs (MITO; C), mitochondria and FPRA14-treated PMNs (D) and S. aureus-treated
PMNs (E).

Activation of kinase pathways commonly leads to activation of enzymes required for
chromatin decondensation and NETs formation (8, 9). Here we tested the implementation of
several receptors described as key players to trigger NETs formation. Inhibition of FPR1
prevents induction of NETs formation induced by mitochondria, while FPRA14, the agonist of
FPR1 decreases NETs formation induced by mitochondria but also induces NETs formation
itself. Next, depletion of extracellular Ca?* did not prevent mitochondria-NETs formation but
inhibited induction of NETs caused by FPRA14, single receptor FPR1-triggered NETs formation,
in addition, the combination of extracellular Ca** depletion and use of FPRA14 decreased NETs
formation induced by mitochondria. Decrease, but not complete inhibitions in NETs formation
was also observed when we targeted NOX2, TLR9 and PAD4 (Fig.2). To summarize these
results, we speculate that most key enzymes involved in NETosis are, while important in the
process, partially replaceable by alternative pathways.
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Fig.2 NETs formation assay. A) The graph shows observation of NETs formation by PMNs ex
vivo induced by mitochondria and modulated using several inhibitors. B-C) Representative
pictures of intact PMNs (B) and PMNs with mitochondria (C) after 3 hours of incubation. The
data presented are means +SD of 3 independent experiments performed in duplicates. ***;
### p < 0.001; two-factor ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparisons test.

Discussion

Even two decades after the discovery of NETs, there are still gaps in understanding the
differences in molecular pathways, leading to NETs formation induced by infectious and sterile
stimuli. Neutrophils triggered with mitochondria and bacteria showed differential
phosphorylation of RSK1/2/3. This result corresponds with the already described pathway,
indicating the involvement of FPR1 (10). We found that triggering of neutrophils with S. aureus
leads to phosphorylation of JNK which phosphorylation is regulated by ROS formation, which
is also linked to the killing of bacteria and NETs formation (11). On the other hand, damage-
associated molecular patterns including mitochondria were reported to induce JNK, p38a and
AKT kinases, which we did not observe using isolated mitochondria (12). However, our analysis
did not include a variety of isoforms and phosphorylation sites of all kinases. Our findings
about p70 S6 kinase are partially in accordance with the described pathways induced by
formylated peptides (8). Surprisingly, we observed phosphorylation of STAT6, which is
associated with antiviral immunity and anti-inflammatory properties upon its activation, but
the role in neutrophils, especially in NETosis is unknown (13). Our findings show that S. aureus-
induced neutrophils have increased phosphorylation levels of kinases associated with immune
response, while mitochondria often decrease this phosphorylation. FPRA14 partially preserve
phosphorylation patterns, but together with mitochondria did not correspond with what is
known regarding immune response of neutrophils.
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Besides kinases, NETosis also consist of several other crucial checkpoints, whose activation is
important to produce NETs (9). Here, we tested several checkpoint molecules, receptors and
enzymes, which are considered as necessary for NETs formation. Blocking of FPR1 with either
an agonist or an inhibitor attenuates NETs formation induced by mitochondria (14), but pre-
activation of FPR1 with FPR1 agonist alone also induced NETs formation (8). While both NOX2
and PAD4 were shown to be indispensable for NETosis in some inducers and redundant in
others, we have observed that their inhibition only partially attenuates NETs formation,
highlighting the complexity of NETosis initiated by mitochondria (15, 16). Ca?* is an important
signalling molecule in the context of NETosis, whose release is regulated upon FPR1 activation.
We showed that for NETs release induced by mitochondria, intracellular Ca?*is sufficient (9).

Taken together, mitochondria induced NETs formation even when known kinases implicated
in NETosis were more dephosphorylated, conversely hinting at possible immune suppression.
While these results are surprising and must be further expanded upon, the distinct
phosphorylation patterns in mitochondria- and pathogen-induced NETs formation open
avenues for possible therapeutic exploitation. We show that activation of FPR1 is a key
molecular regulator in response to mitochondria also in the case of NETs formation. Hence
specific targeting and modulation of FPR1 may be crucial in both, immunosuppression and
overreaction of neutrophils.

This work was supported by APVV-21-0378 and UK/27/2023
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Uvod

Podla poslednej definicie predstavuje sepsa Zivot ohrozujuci stav s organovou disfunkciou ako
nasledok prehnanej aneregulovanej imunitnej odpovede organizmu na infekciu. (1)
NajcastejSimi povodcami sepsy su baktérie, avsak infekciu vyvoldvaju aj virusy a patogénne
mikromycéty. (2) Komplexna patogenéza sepsy sa zacina v momente, ked sU invadujlce
patogény asnimi asociované molekuldrne vzorce rozpoznané receptormi imunitného
systému, ktoré nasledne aktivuju bunkové signdlne drahy veduice k expresii medidtorov
zapalu. Okrem s patogénmi asociovanych molekularnych vzorcov dochadza v priebehu
infekcie k nekréze a apoptdze hostitelskych buniek, ktoré do okolia uvolfiuju s poskodenim
asociované molekularne vzorce, akymi mézu byt histény alebo extracelularna DNA (ecDNA)
(3). ecDNA ma vo zvysenych koncentréaciach imunogénne vlastnosti, a dokaze byt rozpoznand
Toll-like receptorom 9 (TLR9). Tato interakcia vedie prostrednictvom signdlnej drahy
jadrového faktora kappa-B a interferénového regulacného faktora 7 k zvySenej expresii
prozapalovych cytokinov (4). Ak prozdpalovy stav pretrvava, infekcia vedie kvzniku
cytokinovej burky a systémovému zapalu, ktory mdZe vyustit aZ do septického $oku a zlyhania
viacerych organovych sustav (5). Patogenéza sepsy mdie byt ovplyvnend aj radou
hostitelskych faktorov, akymi su napriklad vek, pohlavie alebo pritomnost rozliénych
komorbidit (6,7) . Primarnym cielom tohto projektu bolo preto sledovat rozdiely v mortalite u
mysi divého typu a mysi deficitnych pre Toll-like receptor 9 (TLR9-/-) v pripade oboch pohlavi,
u ktorych bola vyvolana abdominalna sepsa. Z doposial zndmych publikacii sme ocakavali
vy$8iu mortalitu u samcov, avysSiu mieru preZivania v pripade TLR9-/- mysi v porovnani
s divym typom.

Material a metody

Na vyvolanie sepsy sme vyuZili model podania fekalnej suspenzie (FSI) na zaklade protokolu
prebraného od Tsuchida a kolektivu (8). Do experimentu boli zapojené samice a samce mysi
divého typu (C57BL/6; $n=5, 'n= 8) a mysi deficitné pre receptor TLR9 (?n=11, S'n= 14). FSI
bola pripravend svykalov zdravych mysi, ktoré boli rozsuspendované vo fyziologickom
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roztoku. Tato zmes bola nasledne prefiltrovana cez sitko s pdrmi o velkosti 70um a 40um, aby
sme sa zbavili tuhych nestravenych casti stolice. Jednotlivym mysiam bolo nasledne
intraperitonealne podané konstantné mnoZstvo tejto suspenzie s koncentraciou 50mg, ¢o
predstavovalo 200ul suspenzie, jedincom v kontrolnej skupine bol intraperitonedlne podany
fyziologicky roztok. Sest hodin po zadiatku experimentu bolo my$iam podané antibiotikum
Imipenem (25mg/kg). V ¢asovych bodoch 6, 24 a 48 hodin bolo mySiam pridelené adekvétne
septické skére ajedincom bola prostrednictvom termokamery zmerana telesna teplota.
Septické skére odzrkadluje zdravotny stav jedincov a taktiez zavaznost infekcie, hypotermia
ako nasledok sepsy je zase spajand svysSou mortalitou. Pozorované parametre spolu so
skdérovacim systémom su znazornené v tabulke 1. Voda a potrava bola podavana ad libidum.
Na konci experimentu boli jedince uvedené do celkovej narkdzy prostrednictvom
intraperitonedlneho podania roztoku ketaminu (100mg/kg) a xylazinu (10mg/kg). Jedince boli
nasledne usmrtené exsangvinaciou a naslednou cervikadlnou dislokaciou. Ziskana krv bola
analyzovand prostrednictvom hemoanalyzatora. Data boli analyzované prostrednictvom
softvéru GraphPad Prism (verzia 10.4.1). Normalne rozloZenie dat bolo potvrdené testom
normality (Shapiro-Wilk test), na zaklade ¢oho sme pouZili parametrické Statistické testy
(dvojfazova ANOVA, zmieSany model). Rozdiely v prezivani boli vyjadrené krivkou prezivania
(Log-Rank test). Jednotlivé data su zobrazené ako aritmetické priemery so Standardnou
odchylkou priemeru.

Tabulka 1. Parametre skdrovania septickych mysi.

Piloerekcia | O — hladka srst, 1 - piloerekcia

Oci 0 —otvorené, 1 - privreté aZ zatvorené

Aktivita 0 —aktivna, 1 —letargicka, 2 — neaktivna

Vedomie 0 — pri vedomi, 1 - ospala

Dychanie 0 —rychle dychanie, normdlne, 1 — pomalé, namdahané a trhané dychanie
Vysledky

Napriek tomu, Ze mortalita samic v porovnani so samcami mysi divého typu dosiahla
v priebehu prvych 24 hodin 100%, signifikantny rozdiel v preZivani nebol pozorovany (Obr. 1A
- Log-rank test — p=0.37). Opak nastal v pripade mysi deficitnych pre receptor TLR9, kde bola
mortalita samic vyssia v porovnani so samcami, z ktorych neuhynul Ziadny jedinec (Obr. 1B -
Log-rank test — p=0.0003). Pri porovnavani mortality medzi mysami divého typu a TLR9-/-
mys$ami sme rozdiely nepozorovali (Obr. 1C a 1D - Log-rank test — @ = 0.60; & = 0.12).
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A Prezivanie WT B Prezivanie TLR9 -/-
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Obrdzok 1. Krivky preZivania mysi divého typu — A, a TLR9-/- mysi — B. Krivky C a D zndzorriuju
rozdiely v ramci genotypov.

Signifikantné rozdiely v teplote medzi mySami divého typu a mySami deficitnymi pre receptor
TLR9 sme nezaznamenali. U TLR9-/- samcov a samcov divého typu bol v3ak v priebehu 48
hodin pozorovany postupny vzrast teploty aZ na hodnoty kontrolnych zdravych jedincov
(Obr. 2A). V pripade septickych samic sme takyto narast nezaznamenali, aich teplota sa
v priebehu prvych 24 hodin experimentu nezmenila (Obr. 2B).

Teplota samice =3 WT kontrola

A Teplota samce B
=3 WT kontrola 40— S WT+FSI
Za WTFSI s *¥** = TLRY-/- kontrola
=3 TLRO kontrola m m 23 TLR9-/- + FSI|
= TLROFSI 354
7 ©
v
v
; 304
v
v
v
v
%
4 25_
. 6 24
Cas (h) Cas (h)

Obrdzok 2. Rozdiely v teplote mysi divého typu a TLR9-/- mysi. WT — divy typ (*p= 0.05;
*¥p=0.01; ***p=0.001)

Hodnota septického skére bola najvyssia 6 hodin po infekcii v pripade vsetkych pozorovanych
skupin, a v priebehu experimentu sa postupne znizovala. Pri porovndvani hodnot septického
skore medzi samcami divého typu a TLR9-/- sme rozdiel pozorovali 48 hodin po infekcii,
pri¢om prave samce divého typu mali toto skére vysSie v porovnani s TLR9-/- samcami (Obr.
3A - p<0.001).
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A Septické skore

= WT Samice
Za WT Samce
=1 TLR9-/- Samice
Za TLR9-/- Samce

6 4 48
Cas (h)
Obrdzok 3. Hodnoty septického skdre v priebehu experimentu. (*p= 0.05; **p=0.01;
*¥¥p=0.001)

Diskusia

V predloZenom projekte sme Uspesne testovanym jedincom navodili sepsu prostrednictvom
FSI metddy. Experimentom sme zistili, Ze samice TLR9-/- mysi sU nachylnejSie na Umrtie
v pripade polymikrobidlnej abdomindlnej sepsy. Tieto zistenia su v rozpore s pociatocnou
hypotézou o tom, Ze prave samce by mali vykazovat vy$siu mortalitu. Tuto skutoc¢nost si
vysvetlujeme tym, Ze pri navodzovani sepsy sme pouZili konstantni koncentraciu FSI
suspenzie pri samcoch ako aj pri samiciach. V praci od Bojaliliho a kolektivu navodzovali
laboratérnym mysiam sepsu prostrednictvom bakteridlneho endotoxinu (LPS) a metédou
prepichnutia a podviazania slepého c¢creva (CLP). V pripade LPS modelu bola davka
normalizovand na vahu zvlast pre samice a zvlast pre samce. Vysledkom bola 100% mortalita
samcov, pricom priblizne 5% samic experiment prezZilo. V pripade CLP modelu bola
zaznamenand mortalita v pripade oboch pohlavi priblizne 50% a signifikantné rozdiely neboli
pozorované (9). V buducich experimentoch planujeme model Standardizovat a normalizovat
davku FSI suspenzie ato bud' v zavislosti od vahy testovanych zvierat, alebo konstantnym
mnoZstvom FSI suspenzie, ktoré viak bude rozdielne pre samce apre samice. Niekolko
publikovanych prac dokazalo, Ze deficiencia TLR9 receptoru ma v pripade CLP navodenej sepsy
protektivny ucinok vo forme zniZenej expresie prozapalovych cytokinov, pricom tato
deficiencia viedla k signifikantnému znizZeniu v mortalite TLR9-/- mysi v porovnani s mySami
divého typu (10, 11). Mortalita samic oboch genotypov v nasom pripade dosiahla v priebehu
experimentu 100%. V pripade samcov doslo u TLR9-/- k preZitiu vietkych jedincov v porovnani
so samcami divého typu, avSak tento rozdiel nebol signifikantny. Mame za to, Ze aj v tomto
pripade zohravala Ulohu konstantnd davka FSI suspenzie, a nizky pocet jedincov v jednotlivych
skupinach. Okrem normalizacie davky by sme v budicom experimente preto urcite navysili
pocet testovanych jedincov. Po normalizacii davky a navyseni poctu jedincov by sme sa taktiez
pozreli na to, aky vyznam zohrava signalizacia TLR9 receptorom auvolnend ecDNA
s potencidlnou aplikaciou  DNazy | ako lie¢by. V mnohych pripadoch sa v studiach pouzivaju
iba mladé samce, preto v nasledujucich experimentoch pldnujeme zahrnut obe pohlavia
a mladsie ale aj starsSie mysi.

Napriek niekolkym nedostatoCnostiam tdto pilotnd praca predstavuje dobry zaklad pre
buduce experimenty zaoberajluce sa mortalitou a rozdielnou patogenézou sepsy v pripade
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samic a samcov, pri¢om ziskané data by v budicnosti mohli byt translatované do klinického
vyskumu pre lepsi a personalizovanejsi manaZment sepsy u Zien a muzov.

Tento projekt bol podporeny grantom APVV-22-0554.
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Uvod

Gestacna trofoblastovd choroba (GTCH) je skupina ochoreni spojenych s graviditou, pri
ktorych dochadza k abnormalnej proliferacii trofoblastu. Maligne formy GTCH sa oznacuju ako
gestaCnd trofoblastovd neopldzia (GTN) a zahfnaju nasledujice tumory: invazivha a
mestastatickd hydatidézna mola, gestacny choriokarciném, trofoblastovy tumor
placentarneho 16zka (PSTT), epiteloidny trofoblastovy tumor (ETT) a zmiesany trofoblastovy
tumor (1). Perzistujuca GTN je forma trofoblastovej neoplazie, ktora je diagnostikovana
klinicky pri stupajucich hladindch alebo platé hladin fudského choriového gonddotropinu
(hCG) po evakuacii molarnej gravidity alebo pérode, potrate i ektopickej gravidite (2). Okrem
PSTT a ETT sa biopsia trofoblastovych tumorov neodporuca pre ich bohatu vaskularizaciu a
vysokeé riziko krvacania (3).

Incidencia GTCH sa v Eurdpe a v Severnej Amerike pohybuje medzi 0,57-2 pripadmi na 1000
tehotenstiev (4). Kurabilita pacientiek s GTN je az do 100 % pri nizkorizikovom a az do 95 % pri
vysokorizikovom ochoreni (2).

Napriek vybornej chemosenzitivite ma chirurgicka liecba vyznamnu ulohu v liecbe GTN.
NajcastejSimi indikaciami na chirurgicku liecbu su loZiskd rezistentné na chemoterapiu a
krvacanie z tumoru. Vykony vyuZivané v manazmente lokdlneho ochorenia zahfnaju dilataciu
a kyretdz dutiny maternice a hysterektémiu, pri extrauterinnych metastdzach je to
torakotdmia so segmentdlnou resekciou plic a kraniotdmia. U pacientiek so splnenymi
reprodukénymi poZiadavkami je moZzna primarna chirurgicka liecba, ktord redukuje alebo i
eliminuje chemoterapiu (3,5). PSTT a ETT su rezistentné na chemoterapiu a hysterektémia s
resekciou metastatickych loZisk je liecba prvej volby (6).

Metddy

Praca retrospektivne analyzuje chirurgicku liecbu pacientiek s GTN v Centre pre gestacnu
trofoblastovu chorobu Slovenskej republiky od 1.1.1993 do 31.12.2023. VySetrovacie metddy
vyuzité na urcenie Stadia ochorenia a na zhodnotenie rizikovych faktorov boli ultrazvukové
vySetrenie malej panvy, pocitacova tomografia (CT) hrudnika, brucha a malej panvy,
rontgenovy snimok hrudnika a magneticka rezonancia hlavy. Stadium ochorenia bolo uréené
podla FIGO (Medzinarodna spoloc¢nost pre gynekoldgiu a pérodnictvo) stagingového systému
a WHO (Svetova zdravotnicka organizdcia) prognostického skérovacieho systému.

Pacientky boli stratifikované do nizkorizikovej (WHO skére < 6) a vysokorizikovej (WHO skére
>7) skupiny a liecené monochemoterapiou alebo polychemoterapiou.
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Analyzované boli nasledovné parametre: vek pacientky, interval a typ predchadzajicej
gravidity, typ chirurgického vykonu, FIGO Stadia ochorenia, WHO prognostické skdre, interval
do dosiahnutia remisie. Do suboru boli zahrnuté pacientky, ktoré boli liecené len chirurgicky
alebo kombinaciou s chemoterapiou alebo radioterapiou. Remisia bola definovana ako
dosiahnutie hladiny hCG < 5 IU/I, rezistencia ako platé alebo vzostup hladin hCG pocas lie¢by
a recidiva ako vzostup hladin hCG po dosiahnuti remisie.

Na spracovanie a analyzu Udajov bol pouZity program MS Office Excel 2023.

Vysledky

Do studie bolo zahrnutych celkovo 69 pacientiek s GTN. Priemerny vek pacientiek bol 34,1
rokov (rozsah 17-56; SD + 10,4). Najviac pacientiek bolo vo vekovej kategdrii 20-29 rokov
(21/69; 30,4 %) a 30-39 rokov (19/69; 27,5 %) a najmenej ich bolo v kategdrii > 50 rokov (6/69;
8,7 %). Najlastejsi typ predchéddzajicej gravidity bol pérod (26/69; 37,7 %) apo fiom
kompletna mola (25/69; 36,2 %). Nizkorizikové pacientky podla WHO prognostického skére
tvorili viac ako polovicu pripadov (35/69; 57,4 %). Az na jednu pacientku, u ktorej bola
potvrdend invazivna/metastatickd mola, bol uvSetkych vysokorizikovych pacientiek
potvrdeny gestaény choriokarcindom (25/26; 96,2 %).

Gestacné choriokarcindmy boli histologicky potvrdené v 39 pripadoch (55,6 %), invazivne
a metastatické moly v 21 pripadoch (30,4 %), PSTT v 6 pripadoch (8,7 %), ETT v 2 pripadoch (3
%) a zmieSany trofoblastovy tumor v jednom pripade (1,4 %). V pripade zmie$aného tumoru
iSlo 0 kombindciu gestacného choriokarcinému a PSTT. 35 pacientiek malo nemetastatické
ochorenie (50,7 %) a 34 pacientiek malo metastazy (49,3 %).

Metastdzy sa najCastejSie vyskytovali v plucach (n=28; 82,4 %). Menej ¢asto sa metastazy
nachadzali v mozgu (n=6; 17,6 %), v posve (n=5; 14,7 %), v oblicke (n=3; 8,8 %), v slezine (n=3;
8,8 %), v peceni (n=2; 5,9 %), v nadoblickach (n=1; 2,9 %), v parametriu (n=1; 2,9%) a v rekte
(n=1; 2,9 %).

Celkovo bolo 17 pacientiek (24,6 %) lieCenych iba chirurgicky. 52 pacientiek (75,4 %) bolo
liecenych chirurgicky a chemoterapiou, z ktorych 2 boli lieCené aj radioterapiou (2,9 %).
V stbore bolo vykonanych 77 chirurgickych vykonov. Najéastejsie vykony boli hysterektomia
(32/77; 46,4 %) a dilatacia a kyretaz (25/77; 36,2 %). Menej ¢asté boli resekcie pluc (4/77; 5,8
%), salpingektémia (3/77; 4,3 %); extirpacia posvovej metastazy (3/77; 4,3 %), hemostaticka
sutura (3/77; 4,3 %), kraniotémia (3/77; 4,3 %), splenektémia (2/77; 2,9 %), resekcia pecene
(1/77; 1,4 %) a resekcia rekta (1/77; 1,4 %). Vysledky liecby podla stadia ochorenia st uvedené
v grafe 1.

Chirurgicka lie¢ba bola pouzitd v prvej linii v 60 pripadoch pripadoch (87 %) a v druhej linii v 9
pripadoch (13 %). Celkovy pocet a typ vykonov v prvej a druhej linii s uvedené v tab. 1.
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Graf 1. Vysledky liecby pripadov podla lieCebnej modality

N - pocet pripadov, V- vylie¢ené, U - Umrtie, P - prerusenie liecby

Chirurgicky vykon Prvd linia | Druhdlinia | Spolu
N=67 (%) N=10 (%) N=77 (%)
Hysterektémia 26 (38.8) 6 (60) 32 (41.6)
Dilatécia a kyretaz 25 (37.3) 0 25 (32.5)
Salpingektomia 3(4.5) 0 3(3.9)
Extirpdcia posvovej metastazy | 3 (4.5) 0 3(3.9)
Hemostaticka sutura 3 (4.5) 0 3(3.9)
Kraniotomia 2(3.0) 1(10) 3(3.9)
Splenektémia 2(3.0) 0 2 (2.6)
Resekcia pluc 1(1.5) 3(30) 4(5.2)
Resekcia pecene 1(1.5) 0 1(1.3)
Resekcia rekta 1(1.5) 0 1(1.3)

Zo 17 pripadov (17/60; 28,3 %) lieenych iba chirurgicky, bolo 8 pripadov
invazivnej/metastatickej moly (8/21; 38,1 %), 5 pripadov PSTT (5/6; 83,3 %), 2 pripady ETT (
vykonand hysterektémia (13/17; 76,5 %). V dvoch pripadoch PSTT boli pacientky vylieeny iba
dilatdciou a kyretazou (2/6; 33,3 %), v ostatnych pripadoch bola vykonana hysterektémia.
Jedna pacientka s gestaénym choriokarcindmom (1/39; 2,6 %) vo vaji¢ckovode bola vylie¢ena
salpingektémiou.

Takmer vietky druholiniové chirurgické vykony boli indikované pre rezistentné loziska tumoru.
Iba v jednom pripade bola vykonand kraniotémia pre krvacanie.
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Priemerny pocet aplikovanych cyklov chemoterapie v celom stbore bol 7 (rozsah 1-17; SD +
3,1). Nizkorizikové pacientky boli liecené sekvenénou liecbou metotrexdatom a aktinomycinom
D avdvoch pripadoch kombinovanym rezZimom MAC (metotrexat, aktinomycin D,
cyklofosfamid). Vysokorizikové pacientky boli prevaine liecené polychemoterapeutickym
rezZimom EMA/CO.

Relaps ochorenia sa vyskytol v 5 pripadoch (5/69; 7,2 %), z ktorych dve (2/5; 40 %) bolo
vylie€enych resekciou chemorezistentného loZiska v plticach. Tri pacientky zomreli (3/69; 4,3
%), pricom vo vsetkych pripadoch iSlo o pacientky velmi vysokého rizika s metastazami
v mozgu. Celkovd kurabilita bola 95,7 % (66/69), pricom sa vylie€ili vSetky nizkorizikové
pacientky (35/35) a 88,5 % (23/26) vysokorizikovych pacientiek. Priemerny interval od
zaciatku liecby do dosiahnutia remisie bol 11,3 tyzdina (rozsah: 0-86; SD + 11.4).

Diskusia

GTN je vdaka chemoterapii vyborne liecitelnd malignita (2). Postupné zavadzanie
imunoterapie do liecebnych protokolov zlepsuje progndzu u vysokorizikovych pacientiek
a u pacientiek s ochorenim rezistentnym na chemoterapiu (4). Napriek vybornej
Ulohu. Hlavné indikacie na lieCbu su krvacanie z nadoru, rezistencia na chemoterapiu a ako
primarna liecba PSTT a ETT (2).

Dilatacia a kyretdz sa vlieCbe vyuZiva najmd na primdrnu diagnostiku a lieCbu moly
hydatiddzy. Opakovana kyretaz mozno vyuZit na odstranenie tumorov v dutine maternice.
V studii Osborne et al. dosiahlo remisiu po kyretazi 40 % pacientiek s nizkorizikovou
nemetastatickou formou GTN (7). Riziko komplikdcii pri druhej kyretazZi je dosahuje az 8 % (8).
Vsetky pacientky v naSom subore s histologickou diagnézou gestacného choriokarcinému
ainvazivnej a metastatickej moly, ktoré postupili opakovanu kyretdz, vyzadovali dalSiu
chemoterapiu alebo iny chirurgicky vykon. Dve pacientky s PSTT (2/6; 40 %) boli vylie¢ené iba
kyretazou.

Hysterektdmia sa vyuZiva najma na odstranenie chemorezistentnych loZisk a pri profuznom
krvdcani z nadoru u pacientiek so splnenymi reprodukénymi poZziadavkami (2). V publikaciach
sa popisuje miera remisie 47,8-82,4 % po hysterektomii bez chemoterapie u 47,8-82,4 %
pacientiek s nemetastatickym ochorenim (9,10). Hysterektémia v prvej linii modze byt
kurativna aj pri metastatickom ochoreni. Vstudii od Dabi et al. dosiahlo remisiu po
hysterektémii bez chemoterapie az 77,3 % z 30 pacientok, ktoré mali maximalne 2 zobrazené
metastazy v plucach (11). VnaSom subore dosiahlo remisiu po hysterektomii bez
chemoterapie 42,1 % pacientiek s invazivnou/metastatickou molou, 3 zo 4 pacientiek s PSTT
a oba pripady ETT. Vsetky pacientky s gestacnym choriokarcinémom, u ktorych bola vykonana
hysterektémia, vyZadovali chemoterapiu.

Najéastejsie lokalita metastaz su pluca (80 %), posva (30 %), peceni (10 %) a mozog (10 %).
Chirurgicka liecba sa najcastejsie vyuZiva na odstranenie rezistentnych loZisk a menej Casto pri
krvacani z metastdz (8). Resekciou rezistentnych plicnych metastdz je mozné dosiahnuat
remisiu az v 90,5-90,9 % pripadov (12). V nasom subore vyZadovalo resekciu plicnych
mestastaz 5,8 % pripadov (4/69), pricom v dvoch pripadoch bola indikécia recidiva ochorenia,
v jednom pripade chemorezistencia a v jednom pripade bola vykonana resekcia ako primarny
vykon.
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Zaver

GTN patri medzi zriedkavé malignity s vynikajicou progndzou. Napriek chemosenzitivite
vacsiny trofoblastovych tumorov ma chirurgicka liecba délezitu ulohu na dosiahnutie takmer
100 % kurability. Vysledky nasho suboru potvrdzuju vyznam chirurgie v manaZzmente
pacientiek s GTN.
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Uvod

Pandémia COVID-19 vyvolala viaceré otdzky o vplyve infekcie SARS-CoV-2 na priebeh
tehotenstva a zdravie novorodencov. Kym prvotné spravy naznacovali minimalny dopad
infekcie SARS-CoV-2 na tehotné Zeny, dalsSie Studie poukdzali na vyznamné rizikd vratane
zvySenej materskej morbidity a mortality, zavaznych perinatalnych komplikacii, ¢astejsSich
prijmov na jednotky intenzivnej starostlivosti (JIS) a vy$sieho vyskytu predcasnych pérodov
(1). Ako rizikové faktory zavazného priebehu COVID-19 u tehotnych boli identifikované
pokrocily vek matky (nad 35 rokov), zvySeny index telesnej hmotnosti (BMI), ina ako kaukazska
rasa, diabetes mellitus, chronickd hypertenzia a preeklampsia (2,3).

Vadsina existujucich studii cerpala z nemocni¢nych Udajov a nezachytavala mierne ani
asymptomatické pripady, ¢o zdoraznilo potrebu populaéne orientovaného vyskumu
pokryvajuceho celé spektrum gravidity (2). V reakcii na tuto potrebu vznikla slovenska stadia
COVID-19 PreMatOut, zamerana na analyzu priebehu a dosledkov infekcie SARS-CoV-2 pocas
tehotenstva a porodu vratane pérodnickych aj nepérodnickych komplikacii a
zdravotného stavu novorodencov pocas hospitalizacie.

Material a metddy

Tato ndrodnd retrospektivna observacéna kohortova Studia zahfria vSetky tehotné Zeny s
potvrdenou infekciou SARS-CoV-2 v ktoromkolvek $tadiu tehotenstva, od zaciatku pandémie
v marci 2020 a7 do oficidlneho ukonéenia pandémie podfa WHO diia 5. maja 2023. Studia bola
koncipovand s dvoma hlavnymi ciefmi:

® Primarny ciel: Preskiimat vplyv COVID-19 na priebeh tehotenstva s dérazom na
subjektivne vypovede pacientiek — ich priznaky a skusenosti.

e Sekundarny ciel: Ziskat doplfiujlce objektivne data od poskytovatelov prenatélnej a
pbrodnej starostlivosti.
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Pre tieto Ucely bola vytvorena multiodborova spolupraca viacerych pracovisk Lekarskej fakulty
Univerzity Komenského (LF UK) a Uradu verejného zdravotnictva Slovenskej republiky (UVZ
SR). UVZ SR viedol celostatny register pozitivne testovanych vratane tehotnych ien. Po jeho
spristupneni sa Udaje zbierali z dvoch hlavnych zdrojov:

Pacientsky dotaznik: Respondentky boli telefonicky kontaktované, oboznamené s cielom
Studie a po vyjadreni sthlasu im bol odoslany dotaznik e-mailom alebo postou.

Klinické udaje: Po ziskani informovaného suhlasu boli kontaktovani obvodni gynekoldgovia a
prislusné nemocnice. Boli poZiadani o vyplnenie online dotaznika zameraného na diagnostiku,
hospitalizacie a vysledky porodu.

Véetky tdaje boli spracované anonymne v stlade s nariadenim GDPR platnym v EU. Analyza
bola vykonana pomocou kvantitativnych statistickych metéd.

Vysledky
3.1 Subjektivne udaje ziskané od respondentiek

Z celostatneho registra bolo identifikovanych 1148 tehotnych Zien s potvrdenou infekciou
SARS-CoV-2 metddou PCR alebo antigénovym testom. Po ziskani informovaného suhlasu
dotaznik Uplne vyplnilo 240 respondentiek, ktoré boli nasledne zahrnuté do analyzy.
Priemerny vek respondentiek v ¢ase infekcie bol 32 rokov a priemerny gestacny vek pri
diagnostikovani bol 23 tyZzdriov. Vietky Zeny boli kaukazského pévodu.

Symptémy infekcie

U vacsiny Zien mal priebeh infekcie symptomaticky charakter; bezpriznakovy priebeh uviedlo
len 1 % respondentiek. NajcastejSie sa vyskytli priznaky hornych dychacich ciest (42 %),
nasledované neurologickymi symptémami u 38 % pacientiek. Menej Casto boli pritomné
priznaky dolnych dychacich ciest (16 %) a gastrointestinalne tazkosti (3 %). Jednotliva
prevalencia symptomov je uvedena v tabulke ¢. 1.

Potet pripadoy (n=240)

[ Hn

i VB)'Ichaviénost’

“S‘valov kibova bolest | )
e B
||Strata Guchu | 132

Zvy§enateplota(>37°C) e e
iBollest’vhiavy. T I
3}3nava/malémcsf 168

Tabulka 1. Symptomaticky priebeh ochorenia: Prevalencia a percentudlne zastupenie
hldsenych priznakov v sledovanom subore.
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Pérodnicke komplikacie a spdsob porodu

Analyzovali sme aj porodnicke komplikacie v subore 240 Zien, pricom sme rozliSovali
komplikacie pred a po prekonani infekcie SARS-CoV-2 (tabulka 2). Celkovo 52 Zien (22 %)
uviedlo, Ze pred infekciou pocas tehotenstva zazili urcity typ komplikacie. Najcastejsie islo o
krvacanie (21 %), hroziaci predcasny porod (19 %) a placentarne patoldgie (8 %). Po prekonani
infekcie hlasilo 55 Zien (23 %) nové alebo zhorSené komplikdcie. NajcastejsSie sa vyskytli
hypertenzné poruchy (25 %), hroziaci predcasny porod (25 %) a opuchy (16 %), nasledované
poruchou rastu plodu (15 %) a abnormalnym nélezom na placente (11 %).

~
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Tabulka 2. Pérodnicke a nepérodnicke komplikdcie pred a po prekonani infekcie SARS-CoV-2

Sp0Osob porodu: 67 % vaginalny, 33 % cisarsky rez. Pred¢asne (32.-37. tyzden) porodilo 21 Zien.
Dalsich 21 malo aktivnu infekciu pocas porodu.

Ockovanie a hospitalizacie

V rdmci suboru sme analyzovali aj ockovaci status. Celkovo 47 Zien uviedlo, Ze boli ockované
proti ochoreniu COVID-19, z toho 30 pred tehotenstvom a 17 pocas tehotenstva. Hlasené boli
len mierne nezZiaduce ucinky, ako zvy$ena teplota, bolest v mieste vpichu, zafervenanie a
Unava. Pri porovnani vyskytu hospitalizacii, febrilit, dychavi¢nosti a bezpriznakového
priebehu medzi Zenami ockovanymi pred tehotenstvom, pocas tehotenstva a neockovanymi
Zenami Statistickd analyza nepreukdazala Statisticky vyznamné rozdiely v Ziadnom z
ukazovatelov. Trend vsak naznacoval miernejsi priebeh ochorenia u Zien ockovanych pocas
gravidity (tabulka 3).

Pred . o . L] hod
gz ! (n= 30;"" POéa:n =17) ;)::d[ ?Iss f”ng:]s - VS. Poén(sl;red Cneoékov:ltlgs. l‘m‘,oékovan(:",l)s.
Hospitalizci 163 %) 0(0,0 %) © 1,000 229 0,319
Hortitka (>37 °C) 20 (66,7 %) 8(47,1%)  2,25[0,69-7,38] 0,227 19 | 0376
Dychavitnost [ 9(300%) 3(17,6%)  2,00[0,50-8,07] 0,492 0,28 0870
Asymptomatick§ priebeh 00,0 %) 2(11,8%) 0,00 0,126 4,50 o106

Tabulka 3. Porovnanie vystupov podla nacasovania ockovania (pred tehotenstvom vs. pocas
tehotenstva)
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Hospitalizaciu si vyZzadovalo 13 Zien (5,42 %) zo suboru 240. Vsetky hospitalizacie si vyZadovali
$pecializovant zdravotn( starostlivost: Styri Zeny boli hospitalizované na COVID
Specializovanom oddeleni, Styri na gynekologickom oddeleni, tri na jednotke intenzivnej
starostlivosti a dve na oddeleni infektoldgie.

Jednofaktorova analyza bola pouZita na identifikaciu rizikovych faktorov hospitalizacie. Hoci 7
hospitalizovanych Zien bolo starSich ako 35 rokov v porovnani s nehospitalizovanymi, rozdiel
nebol Statisticky vyznamny. Naopak, Zeny v tretom trimestri mali $tatisticky vyznamne vysSiu
pravdepodobnost hospitalizicie. Dychaviénost bola taktiez vyznamne asociovand s
hospitalizaciou. NajsilnejsSim prediktorom bola horiu¢ka — pritomnda u vSetkych
hospitalizovanych Zien (tabulka 4).

| Rizikovy faktor . /ané (n = 13) | Nehospitalizované (n=227)| OR(95% CI) | p-hodnota |
IVek> 35 rokov | 7(53,8%) 92 (40,3 %) 1,71(0,55-5,32) | 0,393
(Tretirimester | 9(692%) | 92(405%)  330(1,02-10,65) 0,048
[Dychavienost | 7(38%) | 4707%) | 447(143-1401) 0011
13(1000%) | 124(54,6%) | 00007

Tabulka 4. Jednofaktorovd analyza rizikovych faktorov pre hospitalizdciu z dévodu COVID-19

3.2 Objektivne klinické udaje
Nalezy z prenatalnej starostlivosti

Z Udajov od poskytovatelov prenatdlnej starostlivosti (n = 24) sme analyzovali laboratérne a
ultrazvukové vysledky. V nasej studii sa vyznamné odchylky nepotvrdili. Zaznamenali sme vSak
zvysené CRP, ¢o je v sulade s literaturou ako typicka zapalova odpoved’ pocas infekcie SARS-
CoV-2 v tehotenstve (4).

Ultrazvukové vysSetrenia nepreukazali vyznamné rozdiely v dopplerovskych alebo
morfologickych parametroch v porovnani s beZznou populdciou. Neboli zaznamenané Ziadne
znamky fetalnej infekcie ani Strukturdlne abnormality plodu.

Udaje z porodnice

Tato Cast prezentuje objektivne klinické Udaje ziskané z pérodnic (n = 53). Vacsina Zien mala
na zaiatku tehotenstva normalny BMI (60 %), 40 % nadvahu/obezitu. Komorbidity boli
pritomné u 40 % pripadov, najcastejsie hypotyredza a trombofilia. Peripartdlne komplikacie sa
vyskytli v 34 %, najma krvacanie, hypotonia maternice, OASIS, pred¢asny odtok plodovej vody
a fetalna hypoxia. Priemerna dizka hospitalizacie bola 3,8 diia.

Neonatdlne vysledky

Subor zahffial 53 novorodencov. Priemerna pérodna hmotnost bola 3420 g, pH pupo¢nikovej
krvi pri narodeni bolo 7,35, ¢o zodpovedd normdlnemu rozpatiu acidobdzickej rovnovahy.
Vsetci novorodenci boli po porode hodnoteni ako zdravi a ani dotazniky realizované rok po
pérode neodhalili Ziadne zdravotné komplikacie.
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Diskusia

Tehotenstvo predstavuje vSeobecne uznavany rizikovy faktor pre tazsi priebeh ochorenia
COVID-19 (5). Uz jedna z prvych studii UKOSS (narodnd prospektivna kohortova studia) v
Spojenom kralovstve analyzovala 1148 hospitalizovanych tehotnych Zien s potvrdenou
infekciou SARS-CoV-2 v obdobi marec aZz august 2020. Zistilo sa, Ze 63 % tychto Zien malo
symptomaticky priebeh a odhadovana incidencia hospitalizacie so symptomatickym COVID-
19 bola 2 na 1000 tehotenstiev (3). V nasSej studii si hospitalizaciu vyzadovalo 13 zo 240
tehotnych Zien (5,42 %). Tento podiel sa moZe zdat vyssi nez v britskych ddtach, avsak
porovnanie limituju rozdiely v narodnych stratégidch, nemocni¢nej kapacite ¢i pristupe k
prijimaniu pacientiek. NavySe, symptomaticky priebeh prevazoval aj v nasom stubore —len 1%
respondentiek ostalo bezpriznakovych.

Pri porovnani symptémov sa ukdzali isté odliSnosti oproti inym studidm. Kym niektoré
systematické prehlady uvadzaju ako najcastejsie horucku, kasel a myalgiu (6), v nasej kohorte
dominovala Unava (70 %), bolesti hlavy (58 %), hortcka (57 %), strata ¢uchu (55 %) a kasel (53
%). Tieto rozdiely moZzu byt spdsobené odlisnym gestatnym vekom pacientok, cirkulujicim
variantom virusu alebo metdédou zberu udajov.

Vyskyt cisarskych rezov (33 %) zodpovedd globalnym trendom vyssej pravdepodobnosti
operativneho porodu u symptomatickych tehotnych (3,7). Neonatdlne vystupy boli priaznivé
— nezaznamenali sme Ziadne Umrtia ani zavazné komplikacie novorodencov.

Podla predbeznych udajov jedného zo spoluautorov doslo pocas pandémie na Slovensku k
ndrastu materskej mortality. V rokoch 2021-2022 bolo 7 Umrti priamo alebo nepriamo
spojenych s COVID-19, ¢o tvorilo priblizne 37 % vSetkych materskych umrti.

Zaujimavé je, Ze sme nezaznamenali vyznamné rozdiely v priebehu infekcie medzi
dominantnymi vinami pandémie (varianty Alpha, Delta, Omicron). Kriticky choré pacientky
boli hospitalizované pocas vsetkych faz pandémie bez jednoznaénej prevahy konkrétneho
variantu. Ockovanie bolo v subore malo zastipené, a aj podavanie efektivnych liecebnych
moznosti — ako kortikosteroidy ¢i tromboprofylaxia —bolo len vynimocné, ¢o poukazuje na isté
rezervy pri prenose medzinarodnych odporucani do klinickej praxe (8).

Pandémia COVID-19 zaroven poukdzala na potrebu existencie flexibilnych vyskumnych
ramcov. Tehotné Zeny byvaju casto vyluCované z velkych klinickych studii, ¢im vznika
informacna medzera. Pre buduce krizové situdcie je déleZité mat pripravené tzv. ,hibernované
protokoly” so schvalenim financovanim, aby sa vyskum mohol okamZite spustit bez zdrzania

).

Zaver

Tato ndrodnad studia potvrdila, Ze symptomaticky priebeh COVID-19 bol u tehotnych Zien na
Slovensku velmi ¢asty. Pokrocily matersky vek a infekcia v tretom trimestri boli spojené so
zvySenym rizikom hospitalizacie. Mierne zvySeny vyskyt cisarskych rezov a predcasnych
pbérodov naznaduje mozny nepriamy vplyv pandémie na porodnicku starostlivost. Vo
vseobecnosti boli materské a neonatalne vysledky priaznivé. Napriek tomu by SirSie vyuZitie
overenych lie¢ebnych pristupov — vratane ockovania pocas tehotenstva — mohlo viest k este
lepsim vysledkom. Tato Studia spojila subjektivne vypovede Zien s dopliiujucimi klinickymi
udajmi z prenatalnej a porodnej starostlivosti, ¢im ponukla komplexny pohlad na priebeh
tehotenstva pocas pandémie.
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Uvod

Materskd mortalita (MM) je jednym z hlavnych indikdtorov Urovne a kvality zdravotnej
starostlivosti poskytovanej v danej krajine. Definuje sa ako Umrtie Zeny pocas tehotenstva, pri
pérode alebo do 42 dni po pérode, a to v désledku komplikacii suvisiacich s tehotenstvom
alebo pérodom (priama materskd Umrtnost), alebo v désledku ochorenia, ktoré bolo
tehotnostou alebo pérodom negativne ovplyvnené (nepriama materskd amrtnost). Svetova
Zdravotnicka Organizdcia (World Health Organisation — WHO) v tejto definicii nezohladnuje
Umrtia nesuvisiace s tehotnostou — ndhodné materské amrtia (1).

MM je vyjadrovand ako index materskej Umrtnosti (maternal mortality ratio — MMR), ktory
urcuje pocet umrti na 100 000 Zivonarodenych deti. MM patri medzi hlavné vyzvy verejného
zdravotnictva, najma v rozvojovych krajinach, kde je pristup k adekvatnej zdravotnej
starostlivosti ¢asto obmedzeny.(2) Vysokd materska mortalita naznacuje medzery v pristupe
ku kvalitnej zdravotnej starostlivosti pocas tehotenstva, porodu alebo po pérode (1). Celkové
MMR vo svete bolo 233/100 000 Zivonarodenych deti (Udaj z roku 2020). V Eurdpe bolo MMR
13/100 000 zivonarodenych deti. Ciefom WHO je znizit materski mortalitu vo svete do roku
2030 na 70/100 000 Zivonarodenych deti (2).

Cielom analyzy materskych Gmrti je zistenie incidencie materskych Gmrti na Slovensku a uréit
najCastejsie priciny Gmrti.

Metody

Jednotlivé pripady materskych umrti na Slovensku boli ziskané z databdzy Slovenskej
gynekologicko-pdrodnickej spolo¢nosti (SGPS), ktora tieto Udaje zbiera od roku 2007. Pripady
su spolo¢nosti hlasené z jednotlivych gynekologicko-pérodnickych pracovisk na Slovensku,
z inych pracovisk, na ktorych ddéjde k umrtiu matky (najcastejSie oddelenia anestezioldgie
a intenzivnej mediciny), a niektoré boli ziskané aktivnym patranim v masmédiach.

Analyza jednotlivych pripadov bola vykonanda podla Medzinarodnej klasifikacie choréb pre
materskd mortalitu (MKCH-10-MM) (3). Vysledky boli spracované podla jednotlivych rokov
umrti a nasledne v celom 18-ro¢nom obdobi.

Na zdklade poc¢tu umrti a poctu Zivonarodenych deti bol pocitany index materskej iGmrtnosti
a percentualny podiel pre jednotlivé priciny MM.
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Vysledky

V rokoch 2007 — 2024 bolo na Slovensku Zivonarodenych 987 181 deti. V tomto obdobi umrelo
na Slovensku celkovo 125 matiek. MMR v sledovanom obdobi bolo 12,66/100 000
Zivonarodenych deti. 50 Zien (40,00%) umrelo z priamych pricin, 56 Zien (44,8%) z nepriamych
pricin, 3 Zeny (2,40%) umreli z nezndmej priciny a 16 Zien (12,80%) umrelo z nahodnych pricin.

nahodné priciny
13%

nezname priciny
2%

priame priciny
40%

nepriame priciny
45%

Graf 1 Percentudlne zastupenie pricin umrti na Slovensku v rokoch 2007 - 2024

NajcastejSou priamou pri¢inou Umrtia matiek bola embdlia plodovou vodou (EPV). Na EPV
umrelo v sledovanom obdobi 13 Zien (10,40%) — MMR1,32/100 000 Zivonarodenych deti.
Nasledovali Umrtia z hemoragickych pricin (abrupcia placenty, aténia uteru, placenta acreta
spectrum), na ktoré umrelo celkovo 11 Zien (8,8%). Tretou najcastejSou pri¢inou Umrtia boli
umrtia na hypertenzné ochorenia (preeclampsia, HELLP syndrém) — umrelo 9 Zien (7,20%).

Z nepriamych materskych Umrti boli na prvom mieste vpocte Uumrti kardiovaskularne
ochorenia - zlyhanie srdca, kardiomyopatie, zapalové ochorenia srdca, krvacanie z aorty,
sleziny a krvacanie do mozgu. Na tieto priciny umrelo celkovo 27 Zien (21,60%), ¢o predstavuje
MMR 2,74/100 000 zivonarodenych deti.

Druhou najcastejSou nepriamou pric¢inou umrtia boli Umrtia na virusové ochorenia (ochorenia
H1N1 a COVID-19) — celkovo 11 materskych umrti (8,80%). Tretie miesto tvorili Umrtia na
onkologické ochorenia, ako su leukémie, nddor mozgu, nador pluc. Na tieto ochorenia umrelo
7 pacientok (5,60%).

Zo 16 pacientok, ktoré umreli z ndhodnych pricin, az 81,3% pacientok umrelo v désledku
polytraumy. 68,75% nahodnych Umrti tvorili autonehody, na druhom mieste (18,75% umrti)
boli vrazdy.

Priemerny vek matiek, ktoré umreli, bol 31,6 roka. NajmladSia pacientka mala 15 rokov,
pacientky od 20 do 24 rokov. Celkovo 87 (69,60%) Zien umrelo po pdrode —z nich 60 (68,96%)
pacientok rodilo cisarskym rezom a 27 (31,03%) pacientok rodilo vaginalne. Styri pacientky
(3,20%) umreli po potrate, 28 pacientok (22,40%) umrelo pocas tehotnosti a tri pacientky
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(2,40%) umreli pocas po6rodu. Utroch pacientok bol ¢as Umrtia pre nekompletnu
dokumentaciu neznamy.

Diskusia

Vo viacerych s$tudiach o materskej mortalite prevladaju nepriame pri¢iny Umrtia nad
priamymi, podobne ako na Slovensku. Vysvetlit to méZeme zlep$enim starostlivosti o Zeny
pocas tehotnosti a pérodu a zlepsenim manazmentu pérodnickych komplikacii (4-5).

NajéastejSou priamou pri¢inou Umrtia matiek vo svete su hemoragie (27,1%), hypertenzné
ochorenia (14%) a sepsa (10,7%) (6). Hemoragie a hypertenzné ochorenia boli na Slovensku
v poéte Umrti na druhom a tretom mieste, vedicou pri¢inou Umrti boli embdlie plodovou
vodou. Vysoky podiel hypertenznych ochoreni méze byt désledkom zvySovania sa
priemerného veku rodi¢iek a stUpajicu incidenciu civilizacnych ochoreni ako su cukrovka
a obezita (7). Kym v roku 2007 bol priemerny vek rodiciek 28,1 roka, v roku 2023 to bolo 29,8
roka (8).

Do Statistiky boli zaradené aj iumrtia z nahodnych pricin. WHO tieto Umrtia zo svojich Statistik
vynechava, pretoze nemdzu byt ovplyvnené zdravotnou starostlivostou. Niektorym
ndhodnym materskym Umrtiam by sa vSak dalo predist r6znymi preventivhymi opatreniami
napr. spravnym pouzivanim bezpec¢nostnych pasov v aute. Prevencia domaceho nasilia a vrazd
tehotnych Zien si vyZaduje komplexny pristup, ktory zahtna zdravotny skrining, pravne
opatrenia a systémy socidlnej podpory (9-10).

Incidencia traumy v tehotnosti sa odhaduje priblizne na 6-8% celosvetovo. Je to jedna
z najastejsich neporodnickych pricin umrti matiek. Najviac umrti z ndhodnych pricin je
v désledku autonehody (55 —85%) (11-12). Na Slovensku tvorili autonehody 66,7% nahodnych
materskych amrti.

Z hladiska veku pacientok, najvyssiu materskd mortalitu v Eurépe maju Zeny nad 35 rokov.
Percento porodov Zien nad 35 rokov sa zvysuje takmer v kaZzdej krajine Eurdpy (13). Vyssi vek
rodiiek je spojeny s vysSou prevalenciou komplikdcii pocas tehotnosti aj pocas porodu.
NajcastejSimi komplikaciami tehotnosti Zien nad 35 rokov su vyssi vyskyt hypertenznych
ochoreni, vys$sie riziko vzniku gestaéného diabetu mellitu (DM), ale aj vyssi vyskyt
neonatdlnych komplikacii ako rastova restrikcia plodu, syndrém dychovej tiesne a potreba
resuscitacie novorodenca po porode. U starSich Zien je aj vyssi vyskyt pérodov ukonéenych
cisarskym rezom (13-14).

Viaceré Studie oznacili cisarsky rez ako jeden z rizikovych faktorov materskej mortality
a morbidity (15). Materska mortalita u Zien po cisarskom reze bola na Slovensku 2x vyssia, ako
u zien po vagindlnom poérode. Z 59 pacientok, ktoré rodili cisdrskym rezom, iba 2 U4mrtia
priamo suvisiaseli s cisarskym rezom — jeden pripad purulentnej peritoninitidy po dehiscencii
uterotomie a jeden pripad aspiraénej pneumonie po celkovej anestézii. Ostatné umrtia nemali
priamu suvislost s cisarskym rezom. Vyssia mortalita Zien po cisarskom reze mébze byt
vysvetlena pritomnostou zdvaznej komplikdcie pocas tehotnosti, ako HELLP syndrém,
preeklampsia, intrakranidlna hemordgia, infekcia alebo dekompenzovany diabetes mellitus.
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Zaver

Materskd mortalita nie je len zdravotnym problémom, ale aj socidlnym a ekonomickym
faktorom, ktory ovplyvriuje celé rodiny a komunity. ZniZzovanie materskej umrtnosti je preto
jednym z hlavnych cielov udrzatelného rozvoja, pricom krajiny po celom svete prijimaju rézne
opatrenia na jej elimindaciu. Stratégie by sa mali zamerat na skupiny Zien s vy$sim rizikom
umrtia ako su Zeny nad 35 rokov a aplikovanie preventivnych opatreni na zniZzovanie nie len
priamych a nepriamych pri¢in materskych umrti, ale aj ndahodnej materskej iumrtnosti.
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Uvod

Podla WHO (World Health Organisation) neplodnostou trpi priblizne 15% pérov
v reprodukénom veku. Prognosticky nepriaznivym faktom je, Ze celosvetovo stéle narastd
vyskyt neplodnosti®?). Jednym z najvyznamnejsich rizikovych faktorov vzostupu neplodnosti je
zvysujlci sa vek rodiciek v prvej gravidite?). Vyssi vek rodiciek so sebou nesie i vyssie riziko
vyskytu zdvaznych komplikacii, ktoré maju negativny vplyv na materskd morbiditu i mortalitu.
Vek nie je jedinym faktorom vplyvajicim na neplodnost. Ide vak o jeden z mala faktorov,
ktoré je moiné vramci rozvijajlicej sa neplodnosti ovplyvnit, vzmysle dostatoénej
informovanosti pacientok v mladSich vekovych kategériach planujacich v buddcnosti
koncepciu, poukazanim na zvy$ené riziko komplikdcii a materskej morbidity a mortality®.

Material a metodika

V retrospektivnej deskriptivnej populacnej studii boli analyzované a porovnavané pripady
vybranych zavainych morbidit v skupindch Zien v graviditach po ART (Assisted reproductive
technologies) a po spontannej koncepcii v SR (Slovenska republika) od 1. janudra 2012 do 31.
decembra 2021. Do Studie boli zahrnuté pripady peripartalnej hysterektémie, PAS (placenta
accreta spektrum), transportu rodiciek na jednotky intenzivnej starostlivosti (JIS), HELLP
syndrému (Haemolysis, Elevated Liver enzymes, Low Platelets) a sepsy. V graviditach po ART
boli zahrnuté gravidity po IVF-ET (In Vitro Fertilization- Embryotranfer) aKET
(Kryoembryotransfer), intrauterinnej inseminacii. Peripartalna hysterektdmia bola definovana
ako chirurgické odstrdnenie maternice pocas pérodu alebo do 42 dni po fiom®™. Medzi
transporty rodiciek na JIS patrili pacientky, ktoré pocas gravidity alebo 42 dni po porode
vyzadovali preklad na oddelenie/kliniku anestezioldgie a intenzivnej mediciny alebo na
akukolvek jednotku intenzivnej starostlivosti vzhladom na zavainost ich zdravotného stavu!®,
Materskd sepsa bola definovand ako diagndza zavaznej sepsy u tehotnej alebo Sestonedielky,
bez ohladu na primarne loZisko infekcie — zahfiajuc pripady sepsy porodnickej aj
neporodnickej genézy. Kritéria boli: telesna teplota < 36° C alebo > 38° C minimalne 2 merania
s odstupom 4 hodin; pulz >100/mindtu minimalne 2 merania s odstupom 4 hodin, tachypnoe
>20/mindtu minimalne 2 merania s odstupom 4 hodin a pocet leukocytov >17x10 9 alebo <
4x10 9 alebo > 10 % nezrelych foriem leukocytov pri 2 meraniach®. V skupine pacientok
s HELLP syndrémom boli zaradené tie, ktoré spifiali kritéria HELLP syndrému podla Mississippi
klasifikacie. AIP — placenta accreta, increta, percreta boli diagnostikované histologicky po
hysterektémii alebo post mortem s dékazom trofoblastovych klkov v myometriu alebo
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zobrazovacimi metédami s ponechanim placenty alebo ¢asti placenty in situ”. Udaje boli
ziskané zo standardizovanych anonymnych dotaznikov pracovnej skupiny SOSS, vyplnenych k
jednotlivym pripadom zdvaznych morbidit a porovnané s idajmi SPM SGPS.

Vysledky

V rokoch 2012 — 2021 bolo v SR spolu zaevidovanych 559 856 porodov. Z nich 549 479 (98,15
%) bolo po spontannej koncepcii a 10 377 (1,85 %) z gravidit po ART.

V analyzovanom obdobi bolo v SR zdokumentovanych a zaevidovanych spolu 444 pripadov
peripartalnej hysterektomie. Znich 16 (3,60 %) bolo po ART. Incidencia peripartalnych
hysterektémii na 1 000 pérodov bola signifikantne vyssia 1,54 (95% Cl 0,88-2,50) (p < 0,01) v
skupine pacientok po ART neZ po spontannej koncepcii 0,80 (95% Cl 0,71-0,86). V porovnani
so Zenami po spontannej koncepcii boli rodi¢ky s peripartdlnou hysterektémiou po ART
signifikantne starsie. BMI, priemerna krvna strata a modalita porodu boli bez signifikantného
rozdielu. Najcastejsimi indikaciami k vykonaniu peripartalnej hysterektomie patrili aténia
maternice, PAS, ¢i placenta praevia. K materskému Umrtiu v suvislosti s peripartalnou
hysterektémiou v skupine pacientok po ART nedoslo.

Transport na JIS si v sledovanom obdobi vyZiadalo 746 pacientok, z toho 28 bolo pacientok
s graviditou po ART (3,75 %). Incidencia transportu rodiciek na JIS na 1 000 poérodov bola
signifikantne vyssia 2,70 (95% ClI 1,79-3,9) (p < 0,01) v skupine pacientok po ART neZ po
spontdnnej koncepcii 1,31 (95% Cl 1,21-1,41. Medzi najcastejsie indikacie prekladu na JIS
patrili masivne krvacanie, HELLP, diseminovana intravaskuldrna koagulopatia (DIC), kardidlne
zlyhanie, hypotdnia, abrupcia placenty, kardiomyopatie ¢i embolizidcia do plicnej artérie.
Medzi transportmi na JIS u pacientok po spontannej koncepcii patrili k najcastejSim indikaciam
masivne krvécanie, HELLP, eklampsia(®).

V sledovanom obdobi bolo zaznamenanych 85 pripadov sepsy. Znich 7 (8,26 %) bolo
u pacientok v gravidite po ART. Incidencia sepsy na 1 000 p6érodov bola signifikantne vyssia
0,67 (95% ClI 0,27-1,34) (p < 0,01) v skupine pacientok po ART neZ po spontannej koncepcii
0,14 (95% ClI 0,11-0,18). Priemerny vek pacientok bol 34 rokov, priemerné BMI 26,02.
NajcastejsSim obdobim vyskytu sepsy bolo v oboch skupindch Sestonedelie a najcastejSim
zdrojom sepsy bola infekcia mocovych ciest a prsnika'”).

HELLP syndrom bol diagnostikovany v sledovanom obdobi u 283 pacientok. Z nich 35 (12,37
%) bolo z gravidit po ART. Incidencia HELLP na 1 000 pdrodov bola signifikantne vyssia 3,37
(95% Cl 2,35-4,69) (p < 0,01) v skupine pacientok po ART neZ po spontannej koncepcii 0,47
(95% Cl 0,41-0,53). Priemerny vek pacientok s vyskytom HELLP syndrému bol v graviditach po
ART 32,3 roka, priemerné BMI 29,96, priemerny gestacny tyzden v ¢ase ukoncenia gravidity
bol 33,2 gestaéného tyzdfa, priemernd hodnota tlaku krvi (TK) pri hospitalizacii bola 162/97
mmHg.

Placentarna patoldgia PAS sa vyskytla v sledovanom obdobi u 180 pacientok. 5 pripadov PAS
bolo v graviditach po IVF. Incidencia PAS na 1 000 p6rodov bola vyssia 0,482 (95% Cl 0,157-
1,124) (p 0,358) v skupine pacientok po ART ako po spontannej koncepcii 0,319 (95% CI 0,273-
0,370), no nie signifikantne - p 0,358. Priemerny vek pacientok po ART bol 38,3 roka,
priemerné BMI 28,95. Priemerna strata krvi bola 1300 ml. U Ziadnej z pacientok nebola
pouzitd chirurgickd intervencia na zachranu uteru, vsetky skoncili vykonanim peripartalnej
hysterektémie®). Prehlad vyskytu materskej morbidity uvadza tabulka €. 1.
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Tabulka 1 Porovnanie vyskytu materskej morbidity v graviditdch po spontdnnej koncepcii
a ART v rokoch 2012-2021

Zavazna materskd morbidita | ART Spontanna koncepcia |P

n % n %
Peripartalna hysterektémia |16 0,16  |428 0,08 0,006
Transport rodiciek na JIS 28 0,27 718 0,13 <0,001
Sepsa 7 0,08 78 0,014 <0,001
HELLP syndrém 35 0,34 258 0,05 <0,001
PAS 5 0,05 175 0,03 0,358

ART- assisted reproductive technologies, JIS - Jednotka intenzivnej starostlivosti, HELLP-
Hemolysis, Elevated liver enzymes, Low Platelets, PAS — placenta accreta spektrum

Diskusia

Kazda zo sledovanych morbidit sa v SR vyskytovala Castejsie v skupine gravidit po ART ako po
spontannej koncepcii. Vyskyt peripartdlnej hysterektdmie v skupine gravidit po ART
predstavoval 0,16 % a po spontdnnej koncepcii 0,08 %. Na porovnanie, v studii z Kanady tvoril
vyskyt peripartalnej hysterektémie 0,36 % v graviditdch po spontannej koncepcii a 0,39 %
v graviditdch po ART®), Sepsa bola v SR diagnostikovanad u 0,07 % pacientok po ART aiba
u 0,014 % pacientok po spontdnnej koncepcii. Podobné vysledky publikovala americka studia,
kde vyskyt sepsy u pacientok v graviditach po ART tvorilo 15/10 000 pérodov a po sponténne;j
koncepcii 7/10 000 pérodov®). Abnormalne invazivna placenta sa dokazala u 0,05 % pacientok
po ART au 0,03 % pacientok po spontdnnej koncepcii. V Cinskej studii bol vyskyt placenty
accrety u 4,1 % pacientok v graviditach po IVF a po spontannej koncepcii u 2,2 %19, Transport
rodiciek na JIS v ART skupine tvoril 0,27 % a po spontannej koncepcii 0,13 %. UZ v spominanej
kanadskej studii tvoril transport rodiciek na JIS v graviditach po ART 0,69 % a po spontannej
koncepcii 0,46 %8). HELLP syndrém bol potvrdeny u 0,43 % pacientok po ART au 0,05 %
pacientok po spontannej koncepcii. Vsetky zo sledovanych morbidit okrem AIP preukazali
Statistickd vyznamnost. Z daného sledovania sme potvrdili vyznam veku pri vyskyte zdvaznej
materskej morbidity, ktory bol signifikantne vyssi (okrem HELLP syndrému) pri vSetkych
morbiditach v graviditach po ART.

Zaver

V sledovanom obdobi bola v Slovenskej republike dokdzand zvySend incidencia materskej
morbidity v graviditach po ART ako po spontannej koncepcii, podobne ako v studiach z inych
krajin Eurépy a sveta.
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Uvod

Zavainé poporodné krvacanie (Severe Postpartum Haemorrhage, SPPH) je celosvetovo
zodpovedné priblizne za 27 % z 303 000 materskych umrti ro¢ne (incidencia 1 Umrtie na 1 200
pdrodov), pricom priblizne 20 miliénov Zien poznadi dlhodobymi nasledkami (1-4). Umrtiam
na SPPH sa da do znaénej miery predchadzat a v krajindch s vysokymi prijmami sa postupne
Umrtnost znizuje. Prevaznd ¢ast Umrti je v subsaharskej Afrike a juinej Azii (5). Zvy$ujucu sa
incidenciu popérodného krvacania mozno pripisat zvySujicemu sa veku rodiciek, stipajicemu
poctu viacplodovych tehotnosti a cisarskych rezov (6). Aj napriek mnoZstvu publikacii
venujucich sa popérodnému krvacaniu nie je definicia a rozdelenie jednoduché. Definicia na
zdklade vizudlne odhadovanej krvnej straty je nepresnda v dosledku vyrazného
podhodnocovania odhadu, ¢o sme opakovane deklarovali aj v nasich publikaciach (7-11).
Jednoznacné kritérium SPPH v literature neexistuje.

Pre uvedené problémy bolo kritérium popérodného krvdcania definované podanim Styroch
aviac transfuznych jednotiek (transfusion unit — TU) erytrocytov bez ohladu na spdsob
vedenia pérodu pocas 24 hodin od ukonéenia tehotnosti a/alebo krvnd strata presahujuca 2
000 ml. Toto kritérium prijal medzinarodny panel expertov INOSS-u (International Network of
Obstetric Survey Systems) z 13 ¢lenskych krajin, vratane SR, na zaklade Delphi metodiky, na
ktorych sa pracovalo od r. 2015 a boli publikované vo februari 2019 (12).

SOSS (Slovak Obstetric Survey System) - pracovna skupina sekcie perinatalnej mediciny (SPM)
Slovenskej gynekologicko-porodnickej spolo¢nosti (SGPS) zhromaZduje od roku 2012 udaje o
zavaznych akutnych materskych morbiditdch v SR a analyzuje ich (13-15). Jednou zo
sledovanych morbidit je aj zavazné pop6rodné krvacanie. Ciefom tohto sledovania bolo zistit
skutoénu incidenciu pripadov SPPH v SR a zaroven publikovanim vysledkov a poukazanim na
moznosti zlepsenia tieto pripady postupne minimalizovat.

Cielom tejto prace je poukazat, &i za 10 rokov sledovania SPPH doslo k zmene incidencie
a spésobu manazmentu v SR.

Material a metddy

Retrospektivne boli analyzované jednotlivé pripady SPPH v SR v rokoch 2012 — 2022. Kritériom
bolo podanie 4 a viac TU erytrocytov podla zjednotenej definicie INOSS. Udaje boli ziskané
trojkrokovou analyzou —v prvom kroku boli informdcie o pocte jednotlivych pripadov ziskané
zrocnych perinatologickych hlaseni zasielanych SPM SGPS. V druhom kroku boli
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gynekologicko-porodnickym pracoviskdm zaslané Standardizované dotazniky k hlasenym
pripadom. V tretom kroku boli vyplnené dotazniky analyzované komisiou SOSS na zaklade
definovanych kritérii a z nich selektované pacientky podla veku. Incidencia pripadov bola
pocitana na 1000 porodov.

Vysledky

Po analyze pripadov bolo zavainé popdrodné krvacanie dokdzané u 1172 pacientok.
Incidencia SPPH v sledovanych rokoch v SR bola 2,18/1000 pérodov (graf 1).

2,5

1,5

0,5

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
(113)  (92) (85) (89) (93) (102) (141) (123) (115) (123) (95)

Graf 1. Incidencia SPPH v SR v rokoch 2012 — 2022 (zdroj: SOSS)

Aj napriek kaZdorocnému publikovaniu vysledkov perinatologickych analyz nedoslo
v priebehu sledovanych rokov k vyraznejsiemu zniZeniu incidencie SPPH. Bratislavsky kraj je
svojou incidenciou (6,7/1000 pérodov) krajom s najvy$$im poétom pripadov popérodného
krvacania.

Z 1172 analyzovanych pripadov 32 % tvorili prvorodicky, v 68 % iSlo o viacrodic¢ky. Pomer SPPH
po vaginalnom poérode a cisarskom reze bol pocas celého obdobia takmer zhodny —49,5 % po
vaginalnom poérode a 50,5 % po cisarskom reze. Z cisarskych rezov dominovalo krvacania
pocas alebo po akutnom cisarskom reze.

Priemerny vek pacientok bol 34,5 roka (16 — 47 rokov). Kym v roku 2012 bol priemerny vek
pacientok s SPPH 29,7 roka, v roku 2022 to bol 36,2 roka.

Medzi pri¢inami zdvazného poporodného krvacania dominovala hypotdnia maternice — 37,7
%, krvacanie z pérodnych poraneni— 19,4 %, krvacanie pri pred¢asnom odluc¢ovani placenty —
16,9 %, krvacanie pri abnormalnej invazii placenty — 12,9 %, 9,21 % pri poruchdch koagulacie
a 2,8 % pri rupture maternice. 1,5 % zdvainého poporodného krvacania boli v kategorii iné —
inverzia maternice a krvacanie z inych ako gynekologickych pricin (tabulka 1). Medzi pri¢inami
popérodného krvacania dominuje stale hypotdnia maternice, avsak poklesol podiel krvacania
pri abnormalne invazivnej placente (z 11,5 % na 9,4 %) na Ukor krvacania z pérodnych
poraneni (16,8 % a 28,4 % v roku 2021).
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roky
morbidita 2012 2018 2019
OO CHIENNEEIGITCN 45,1 | 32,6 | 43,5 | 28 |36,5/40,1 34,4 | 44 | 336 | 341 | 43,1 37,7

predéasné
odlucovanie placenty &) 25 |15,2 15,7 [193/19,6 22,1 | 13,9 | 195 ]| 146 | 6,3 16,9

abnormalna invazia
placenty 11,5/15,2|10,5|14,6 | 15 |156 155|118 | 173 | 65 | 9,4 12,9

CILLOENIEGENIEM 16,8 | 23,9 | 20 | 11,2 121,5|17,6 | 20,4 | 16,1 | 22,8 | 28,4 | 14,7 19,4
(LI AGETAIETS-M 9,7 | 239 | 58 | 6,7 |129(235| 5,4 3 2,1 3,2 5,2 9,21
ruptira maternice 0 0 0 6,7 | 43 |49 |16 | 32 | 21 3,2 5,2 2,8

iné 0 0 0 0 0 0 [ 16 6 0 48 | 42 1,5

Tabulka 1. Pricina SPPH v SR v rokoch 2012 — 2022 (zdroj: SOSS)

Celkovo bolo podanych 6 207 TU erytrocytov. Najviac TU erytrocytov bolo podanych
v Bratislavskom kraji — 26,6 % z celkového poctu TU erytrocytov, najmenej v Nitrianskom kraji
(5 %) a Trencianskom kraji (5,1 %).

Z priznakov a objektivneho nélezu indikujucich podanie hemosubstituénej lie¢by dominovali
vizualny odhad krvnej straty, kolapsovy stav a tachykardia pacientky. Kym v roku 2012 bolo
podavanych najviac TU zindikacie subjektivnych a objektivnych priznakov anemického
syndréomu, v rokoch 2019 — 2022 to bola vizualne odhadovana krvna strata. Priemernd krvna
strata v pripadoch zavazného popérodného krvacania v SR bola 1 346 ml (150 — 4 500 ml). Aj
vtomto ukazovateli sme zaznamenali zlepSenie — vroku 2012 bola priemerna vizualne
odhadovana krvnd strata 850 ml a o 10 rokov neskér 1350 ml.

V medikamentdznej lietbe hypotdnie/aténie maternice dominovalo pouZitie oxytocinu
a methylergometrinu bez evidentnych rozdielov v priebehu sledovanych rokov. PoufZitie
karbetocinu sa drzalo konstantne na nizkej Urovni, iba v rokoch 2014 — 2018 bolo jeho pouZzitie
viac ako 20%.

V hematologickej podpornej liecbe sme vsak zaznamenali najvacSie rozdiely. Kyselina
tranexamova v rokoch 2012 — 2014 nebola pouZitd v Ziadnom pripade SPPH. Od roku 2015
zacalo jej poutzitie stupat avrokoch 2021 — 2022 dosiahlo 42,3 %. Rovnako pozorujeme
stupajuci pocet pripadov podania fibrinogénu —z 10,6 % na 33,6 %.

V chirurgickej liecbe zdvainého poporodného krvacania v SR dominovala peripartdlna
hysterektémia—19,9 %. Kym v roku 2012 bolo vykonanych 9,7 % peripartdinych hysterektémii
na zvladnutie SPPH, v roku 2022 to bolo uz 17,8 %. Zaroven pretrvdva stupajuci trend uterus
zachovavajucich operdcii —z 2,6 % v roku 2012 na 10,5 % v roku 2022.

Diskusia

Incidencia SPPH v rokoch 2012 — 2022 bola 2,18/1000 pérodov. Aj napriek publikaciam
a Standardnym postupom na prevenciu, diagnostiku a liecbu popérodného krvacania sa
nedari jeho incidencia v priebehu 10 rokov zniZit. Incidencia zavazného popoérodného
krvdcania sa celosvetovo pohybuje v rozmedzi 1 — 19 %, v rozvinutych krajinach 4 -8 % a v
rozvojovych krajinach okolo 19 % (16,17). WHO v multicentrickej $tudii na 275 000 pérodoch
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uddva incidenciu poporodného krvacania 1 % (18). Carolli a spol. uvadzaju incidenciu
zavazného poporodného krvacania na africkom kontinente 0,3 — 3,8 %, v Azii 0,7 - 2,7 % a
v Eurépe 1,7 = 5,5 % (17). Vzostupny trend vSak pozorovat uZ aj v industridlnych krajinach:
kym riziko SPPH bolo na konci minulého storocia 1 : 1 000 poérodov, dnes uZ je to 1,2 %
v Spojenom krélovstve a 11,4 % v USA (19,20).

Ako najcastejSia pri¢ina poporodného krvacania sa uvddza v niektorych pracach
hypotdnia/aténia maternice (70 — 90 %), nasledovana pérodnymi poraneniami, retenciou
zvyskov placenty a poruchami koaguldcie. Iné prace uvadzaju ako najcastejsiu pricinu
abnormalne invazivhu placentdciu — 27 %, nasledovanu aténiou maternice — 21 %,
predéasnym odlucovanim placenty — 17 % a koagulopatiami — 15 % (21). V SR v priebehu
vSetkych sledovanych rokov dominovalo krvécanie z hypotdnie/aténie maternice (37,7 %),
z pérodnych poraneni (19,4 %), pri predéasnom odlucovani placenty (16,9 %), abnormalne
invazivnej placentacii (12,9 %), pri poruchach koagulacie (9,21 %). Priemernd krvna strata v
pripadoch zdvazného popdrodného krvacania v SR bola 1 346 ml. V prvych rokoch sledovania
morbidity bolo vyrazné podhodnocovanie krvnych strat, avSak v priebehu dalSich rokov sa
situdcia zlepSovala. Vyrazné podhodnocovanie odhadu krvnych strat vSak ostava v SR
dlhoro€nym javom (7-11).

Vyznamnu dlohu v manaZmente zdvainého popérodného krvicania zohrava dostupnost
a moznost hemosubstituénej lie¢by (22). V rokoch 2012 — 2022 bolo v SR v sibore pacientok
s SPPH podanych priemerne 5,4 TU erytrocytov na pacientku. WHO aj Ministerstvo
zdravotnictva Slovenskej republiky odporuca intravendzne podanie kyseliny tranexdmovej do
3 hodin od pérodu plodu pri riziku vzniku SPPH ako Standardny postup na jeho zvladnutie
(24,25). V SR sa k vyuZitiu kyseliny tranexamovej do roku 2015 pri lie¢be SPPH neda vyjadrit,
avsak v rokoch 2016-2022 pozorovat vzostup jej pouZitia na 5,18 % az 42,3 % pripadov. Do
roku 2015 nepatrila do odporucani na lie€bu SPPH, rovnako jeho dostupnost na pérodnickych
pracoviskdch v SR bola nizka, resp. Ziadna. PouZivanie uterokinetik v SR by sa malo riadit
Standardnym postupom MZSR na prevenciu, diagnostiku a liebu SPPH (25). Nie vo vsetkych
pripadoch vsak bol tento postup plne akceptovany.

Zaver

Analyza udajov o zdvainom popodrodnom krvacani v SR vrokoch 2012-2022, ktoré boli
publikované v odbornych ¢asopisoch SR mohla postupne viest k zlepseniu jeho diagnostiky a
lie¢by. Napriek tomu nedochdadza k zniZovaniu incidencie SPPH. Na druhej strane je pozitivny
zvysujuci sa pocet intervencii zachovavajucich uterus na zvladnutie peripartalneho krvacania
a pouZitie podpornej hematologickej lieCby. So snahou o zniZovanie incidencie SPPH, ako aj
manazmentu krvacania a zniZzovaniu peripartalnych hysterektomii sledovanim morbidity
budeme pokracovat.
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Uvod

Poterminové tehotenstvo je definované ako tehotenstvo, ktoré trva dlhsie ako 42 tyzdriov (>
294 dni), aje vypocitané od prvého dfa poslednej menstruacie. Tuto definiciu uznavaju
popredné svetové organizacie ako Svetova zdravotnicka organizacia (WHO), International
Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) a American College of Obstetricians and
Gynecologists (ACOG).(1)

Pérod po 41. tyzdni je spojeny so zvySenym rizikom komplikacii pre matku aj plod. Zvysené
riziko pre matku aj plod je v dosledku starnutia placenty a naslednej placentarnej insuficiencie,
makrozémie plodu a protrahovanej prvej a druhej doby porodnej s ¢im je spojend vacsia
pravdepodobnost opera¢ného vedenia porodu.(2) Tieto faktory mézu viest k vy$Siemu vyskytu
poérodnych poraneni. ZvySené riziko poérodnych poraneni a opera¢ného vedenia porodu vedie
k dIhsiemu zotavovaniu pacientky a zvySenej potrebe poporodnej starostlivosti.(3)
Makrozémia plodu zvysuje riziko dystokie ramienok plodu a tym riziko ruptiry maternice,
poraneni hradze Ill. alV. stupnia a traumatickych poskodeni méakkych tkaniv porodného
kanala.(4) Riziko ruptury hradze lll. a IV. stupnia je aZ dvojnasobne vyssie pri poterminovej
tehotnosti v porovnani s terminovymi pérodmi,(5) a je vyssie u multipar.(6) Prolongovany
pbrod vedie k zvysenej pravdepodobnosti Unavy svalov maternice a poranenia makkych
tkaniv.(6) Riziko ruptury maternice je 2-3 ndsobne vysSie v porovnani s tehotenstvami
ukonéenymi do 40. gestacného tyzdnia.(5)

Poterminova tehotnost je ¢asto spojend s nutnostou pouzitia vakuumextraktora alebo
porodnickych kliesti, ¢o zvysuje riziko poranenia pérodného kanala, hradze a kréka maternice
0 25%.(7) U starSich rodiciek sa CastejSie vyskytuje znizena elasticita pérodnych ciest, ¢o
zvysuje riziko tkanivovych poraneni pocas pérodu.

Poterminova gravidita vyznamne zvySuje riziko cisarskeho rezu v doésledku nepriaznivych
faktorov ako su placentarna insuficiencia, makrozémia plodu a nepostupujuci pdérod, ¢o
zvysuje riziko krvacania, infekcie a dlhsej rekonvalescencie pacientky.(8) Riziko cisarskeho rezu
pri tehotenstve po 41. tyZzdni predstavuje okolo 25 — 30 % poérodov, priCom pri tehotenstve
po 42. tyzdni mdze dosiahnut 35 — 40 %.(9,10)

K indukcii porodu pri poterminovej gravidite sa pristupuje za ucelom zniZenia rizika fetdlnej
morbidity a mortality. Avsak, v porovnani so spontannym nastupom pérodu méze byt indukcia
pbérodu spojend s vyssim vyskytom poérodnych poraneni, najmd v dosledku rychlejsieho
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priebehu porodu, pouZzitia farmakologickych alebo mechanickych metdd indukcie a Castejsej
nutnosti asistovaného pérodu.(11)

Indukcia poérodu syntetickym oxytocinom alebo prostaglandinmi moZze viest k
hyperstimulaénym kontrakcidam maternice, ktoré mozZu spdsobovat poranenia krcka
maternice pri jeho neuplnej dilatdcii a CastejSie poranenia posvy pri rychlom priebehu druhej
doby porodnej.(12) Pri rychlom postupe pérodu, najma v druhej dobe poérodnej, hrozi vyssi
vyskyt vy$Sich stupriov ruptury hradze (lll. a IV. stupnia), ktoré mozu viest k inkontinencii
stolice.  Epiziotdmia je pri indukovanom poérode vykondvand castejsSie, za ucelom
predchadzania rizika vacsieho pérodného poranenia.(13)

Pri indukovanych pérodoch po 41. tyzdni je ¢astejSia makrozémia plodu, ktora moze viest k
dystokii ramienok plodu, ¢o je vyznamny rizikovy faktor pre poranenia plexus brachialis u
plodu (Erbova obrna) a symfyziolyzi u matky.(9)

Pri indukovanych poérodoch je vys$Sia pravdepodobnost potreby vakuumextrakcie alebo
pouzitia kliesti, ¢o zvySuje riziko hlbokych ruptir hradze a poraneni hlavicky plodu
(kefalhematdm, intrakranialne krvacanie).(14)

Pri rozhodovani medzi spontannym nastupom poérodu a indukciou pérodu je jednym z
dolezitych faktorov vyskyt pérodnych poraneni.(15,16) Caughey a kol. vo svojej studii zistili, Ze
pri indukcii pérodu po 41. tyZdni bolo riziko ruptury hradze Ill. a IV. stupna 3 — 5 %, zatial ¢o
pri spontdannom porode len 1 —2 %. (9) Vyssi stupen perinedlnych ruptur (l1l. a IV. stupen) bol
pozorovany Castejsie po spontannom nastupe porodu.(17) Podla WHO (2018) je riziko ruptury
maternice pri indukcii oxytocinom vyssie o 1,5 — 2x u viacrodiciek s predchadzajicou jazvou
na maternici.(10) Indukcia pérodu po 41. tyZdni je spojend s vy$Sou mierou epiziotomie, ktora
sa Casto vykondva na ulahcenie pérodu vacsieho plodu a prevenciu ruptdr vyssieho
indukovanom porode v 25 — 30 % pripadov, v porovnani s 15 — 20 % pri spontannom
pbrode.(19) Pacientky po indukovanom porode mali vyssi vyskyt cervikalnych poraneni.(20)
P6rodné poranenia hradze sa klasifikuju podla medzinarodne uznavanych standardov vratane
FIGO (International Federation of Gynecology and Obstetrics), WHO a odporucani Slovenskej
gynekologicko-pdrodnickej spolo¢nosti (SGPS). Zakladné rozdelenie zahffia Styri stupne
poraneni hradze:

Ruptura perinei |. stupfia (Grade ), povrchové poranenie hradze, zahfia drobné trhlinky alebo
odreniny sliznice posvy, vulvy ¢i hradze. Nezasahuje do svalovych Struktur hradze a zvycajne
nevyzaduje velké chirurgické oSetrenie alebo len minimalne Sitie. (21)

Ruptura perinei Il. stupfia (Grade II), ruptdra hradze so postihnutim svalstva, okrem koze a
sliznice posvy zahfna aj trhliny v perinealnych svaloch (m. bulbospongiosus, m. transversus
perinei superficialis). Nezasahuje do analneho zvieraca a vyzaduje chirurgické osetrenie. (22)

Ruptura perinei Ill. stupfia (Grade lll), ruptira hradze s postihnutim andlneho zvieraca,
zasahuje do vonkajsieho a/alebo vnutorného analneho zvierac¢a. Medzi podtypy patri ruptura
perinei gr. Illa kde je poskodené menej ako 50 % vonkajsieho analneho zvieraca. Ruptura
perinei gr. lllb kde je poskodené viac ako 50 % vonkajsieho andlneho zvieraca a ruptura perinei
gr. llic kde je poskodenie vnutorného andlneho zvieraca. Vyzaduje starostlivé chirurgické
oSetrenie. (13)
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Ruptura perinei IV. stupna (Grade 1V), ruptira hradze s postihnutim rekta, je najzavaznejsia
forma poranenia. Zahiia roztrhnutie hradze, analneho zvieraca aj rektalnej sliznice. Vyzaduje
chirurgicku rekonstrukciu a dlhodobd pooperaénd starostlivost. (10)

Okrem poraneni hradze sa mozu vyskytnut aj iné poranenia, ako napriklad epiziotémia,
chirurgicky nastrih hradze, na ulahcCenie po6rodu, najCastejsie mediolaterdlneho typu.
Lacerécie posvy a kréka maternice mozu byt rézneho rozsahu, od povrchovych trhlin az po
zavazné ruptury vyzadujuce chirurgicku intervenciu.(23)

Material a metody

Praca analyzuje retrospektivne Gdaje pacientok, ktoré porodili po 41. tyZdni tehotenstva na
Gynekologicko — pérodnickom oddeleni Nemocnice Bory v Bratislave v obdobi od 1.1.2024 do
31.12.2024. Skupiny su rozdelené na pacientky so spontannym nastupom pérodu a pacientky,
u ktorych bol poérod preindukovany a nasledne indukovany pomocou mechanickych a
farmakologickych metdd. Udaje boli ziskane z protokolov o indukcii pérodu a porodnych knih.
Hodnotené boli nasledujlce parametre:

Stupen ruptury perinea
Frekvencia epiziotdmie
Percento tehotenstiev ukoncenych cisarskym rezom

Vysledky

Subor predstavuje 297 pacientok odrodenych po 41. tyZdni tehotenstva. Subor rodiciek so
spontannym nastupom porodnej ¢innosti zahfna 125 pacientok ¢o predstavuje 42% a subor
rodiciek po indukcii pérodu zahffia 172 pacientok ¢o predstavuje 58%. (tabulka 1)

Vyskyt pérodnych poraneni v stibore pacientok po spontdnnom nastupe Cinnosti
Sine: 11 pacientok, ¢o predstavuje 8,8 %.
Rpt perinei gr. I: 24 pacientok, ¢o predstavuje 19,2 %.
Rpt perinei gr. II: 28 pacientok, ¢o predstavuje 22,4 %.
Rpt perinei gr. llI: 5 pacientok, ¢o predstavuje 4 %.
Rpt perinei gr. IV: 0 pacientok.
Epiziotdmia: 27 pacientok, ¢o predstavuje 21,6 %.
Cisarsky rez: 30 pacientok, ¢o predstavuje 24 %.
Vyskyt pérodnych poraneni v sibore pacientok po indukcii pérodu
Sine: 13 pacientok, ¢o predstavuje 7,6 %.
Rpt perinei gr. I: 37 pacientok, ¢o predstavuje 21,5 %.
Rpt perinei gr. II: 30 pacientok, ¢o predstavuje 17,4 %.
Rpt perinei gr. llI: 5 pacientok, ¢o predstavuje 2,9 %.
Rpt perinei gr. IV: 0 pacientok.
Epiziotémia: 30 pacientok, ¢o predstavuje 22,7 %.
Cisarsky rez: 48 pacientok, ¢o predstavuje 27,9 %.
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Tabulka 1. Porovnanie poraneni pri indukovanych a spontdnnych pérodoch po 41. tyZdni
tehotenstva.

Typ poranenia 22?2?{;2125) % Ln;izoé a=n1\'/72) % (p=0,534)
N—-42% N —-58%

Bez poranenia (sine) 11 8,8 13 7,6

Ruptura perinea I. st. 24 19,2 37 21,5

Ruptura perinea Il. st. 28 22,4 30 17,4

Ruptura perinea lll. st. 5 4 5 2,9

Ruptura perinea V. st. 0 0 0 0

Epiziotdmia 27 21,6 30 22,7

Cisarsky rez 30 24 48 27,9

Porovnanie pérodnych poraneni po spontdnnom a indukovanom pérode
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Diskusia

Vysledky tejto prace poukazuju na vyznamny vplyv poterminovej tehotnosti a indukcie pérodu
na vyskyt porodnych poraneni a frekvenciu cisarskeho rezu. Vyskyt pérodnych poraneni bol v
oboch skupinach porovnatelny, avsak v niektorych skupinach su rozdiely vyraznejsSie.
Zatial ¢o ruptura perinea I. stupnia bola mierne castejsia pri indukovanych poérodoch (21,5 %
oproti 19,2 %), ruptura perinea Il. stupria bola naopak castejsia pri spontannych porodoch
(22,4 % oproti 17,4 %).

V nasej analyze bol vyskyt ruptiry hradze Ill. stupna a vyssieho stupnia relativne nizky, pricom
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nebol zaznamenany Ziadny pripad ruptury IV. stupna. Tento vysledok koreSponduje s
literaturou, ktora uvadza, Ze ruptura hradze Ill. a IV. stupna je CastejSia pri makrozémii plodu
a asistovanych vaginalnych pérodoch. Zistenia naznacuju, Ze vyskyt ruptury Ill. stupna bol
mierne vyssi u pacientok so spontannym nastupom porodu (4 %) v porovnani s indukovanymi
pbrodmi (2,9 %). Tento rozdiel mdze byt spésobeny tym, Ze pri indukovanych pérodoch sa
Castejsie pristupuje k epiziotomii.

Epiziotdmia bola vykonana castejsie v skupine indukovanych pérodov (22,7 %) v porovnani so
spontannymi porodmi (21,6 %). Tento rozdiel je v sulade so zisteniami WHO, pod!la ktorych sa
epiziotomia pri indukovanych porodoch pouziva ako preventivne opatrenie na minimalizaciu
rizika vyssich stupriov ruptur.(10)

Vyznamné rozdiely sa vyskytli pri frekvencii cisarskeho rezu, ktory bol vyssi v skupine pacientok
po indukcii pérodu (27,9 % oproti 24 %). Tento vysledok je v sulade so zavermi viacerych studii,
ktoré naznacuju, Ze indukovany porod je spojeny s vysSSim rizikom operacného vedenia
porodu, najma v pripadoch nepostupujiceho pérodu alebo fetalneho distresu. Studia z roku
2023 z Michigan University of Medicine analyzovala udaje z viac nez 14 000 po6rodov
v Michigane a ukazala, Ze u low risk prvorodiciek nebolo preukazané znizenie rizika cisarskeho
rezu pri indukcii porodu v 39. tyZdni. Naopak, Zeny, ktoré podstupili elektivnu indukciu, mali
vysSiu mieru cisarskych rezov v porovnani s tymi, ktoré ¢akali na spontanny ndstup pérodu
(30% oproti 24%).(24) Dolezitym faktorom je aj vyssia pravdepodobnost makrozémie plodu
pri poterminovych graviditach, ¢o méze komplikovat vaginalny porod a viest k potrebe
cisarskeho rezu.

Zaver

Poterminova gravidita a indukcia porodu si vyznamnymi faktormi ovplyviujucimi vyskyt
pérodnych poraneni a spdsob vedenia pérodu. Hoci indukcia pérodu méze zniZit riziko fetalnej
morbidity a mortality, je spojena s vysSou frekvenciou epiziotémie a cisarskeho rezu, ¢o by
malo byt brané do Uvahy pri rozhodovani o optimaélnej stratégii manazmentu pérodu po 41.
tyzdni gravidity. rozhodnutie o indukcii pérodu by malo byt individualizované s dékladnym
zvazenim rizik a benefitov.
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Uvod:

Ochorenie chlopriového apardtu je neoddelitefnou suéastou komplexného syndrému
zlyhdvania srdca. Jednou z najddlezitejsich primarnych valvulopatii je aortalna stendza, kedysi
znama ako ,senilnd” choroba aortalnej chlopne. Definovanad je ako obstrukcia v prietoku krvi
degenerativne zmenenou aortalnou chlopriou podas vypudzovania krvi z LK(1).
Epidemiologické data ukazuju na stale narastajucu mieru prevalencie ako srdového
zlyhavania, tak aj aortdlnej stendzy a napriek pokroku v medicine je mortalita na obe
ochorenia velmi vysoka(2,3). Diagnostika je zakladnym pilierom pre zvolenie spravnej liecby a
nacasovania intervencie a v suc¢asnosti mame k dispozicii dve kli¢ové moznosti — laboratérne
odbery a zobrazovacie modality.

Najcastejsie vyuZivanym laboratérnym ukazovatefom je NTproBNP , ktory je zaradovany do
spektra natriuretickych peptidov(4). Uvoluje sa na zaklade podnetu pri zvySeni napatia stien
srdca alebo hypoxii myokardu. Specificka situacia jeho zvy$enych hodnét pri srdcovom
zlyhavani so simultdnne pritomnou aortalnou stendzou je u seniorov, kde Studie ukazuju
priamu zavislost zvySujlcej sa hodnoty NTproBNP vo vztahu k zévaznosti diastolickej aj
systolickej funkcie LK(5). Laboratdrna referencna hodnota je < 125 ng/l, koriguje sa ale na vek
pacienta:

do 50 rokov < 450 ng/I

od 50 — 75 rokov =900 ng/|

nad 75 rokov > 1800 ng/|

Za posledné roky sa s vyvojom technoldgii zdokonalili aj moznosti echokardiografie, ktora je
zadkladnou diagnostickou modalitou v klinickej kardioldgii. Ma v nej unikdtne miesto a
poskytuje ndm moznosti neinvazivneho merania velkého mnoistva parametrov. Medzi ne
zaradujeme merania geometrie LK, diastolickej a systolickej funkcie LK.

Na zaklade ejekcnej frakcie sa vyclenuju 3 skupiny podla hodnoty EF LK. Pacienti s vyznamne
znizenou systolickou funkciou LK(EF LK < 40 %) predstavuju skupinu HFrEF. Pacienti so
zachovanou systolickou funkciou LK (EF LK > 50 %) predstavuju skupinu HFpEF. Medzi
skupinami s redukovanou a zachovanou EF LK sa nachadzaju pacienti so srdcovym zlyhavanim
v kategdrii mierne znizenej systolickej funkcie LK nazyvanej HFmrEF, kde hodnota EF LK je
medzi 40 — 50 %(6).
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Aortalna stendza je hodnotena prostrednictvom triady priznakov — Vmax, Pgmean a AVA na

lahku, stredne tazkd a tazka(7).

Stuperi zavazZnosti AVA(cm2) PGmean(mmHg) Vmax (m/s)
Lahka 1,5 <25 <3

Strednd 1,0-1,5 25-40 3-4

Tazkd <1,0 > 40 >4

Pacienti a metédy

V nasom subore bolo retrospektivne analyzovanych 121 pacientov hospitalizovanych
v kardiocentre SUSCCH v obdobi od marca 2024 do marca 2025. Z tohto bolo 66 muZov a 55
zien.

Inkldznymi kritériami boli - vek nad 65 rokov a pritomnost tazkej aortélnej stendzy(PGmean
nad 40mmHg).

Exklaznymi kritériami bola nepritomnost vietkych dat u jednotlivych pacientov. Vyélenenych
bolo aj 14 pacientov, ktori patrili do kategérii LF-LW alebo paradoxnej LW-LG aortdlnej
stendzy(8).

Vysetrenia boli robené na analyzatore cobas e411 od firmy ROCHE. Vzorky boli spracované
elektrochemiluminiscen¢nou imunoalyzou na mikrocasticiach, pricom reagencny set bol
Elecsys pro BNPII.

Echokg vySetrenie bolo realizované na stroji EPIQ CVx. Na tychto strojoch sme hodnotili celu
$kalu parametrov — LAVi, pomer E/e” a EF LK.

Na postdenie geometrie lavej komory je vhodné hodnotenie masy LK. Uvadzana je v gramoch
a aj dnes je rutinne vyuzivana metdda merania v 2D projekcii, kde schému merania moézeme
prirovnat k elipse. Podla tohto vzoru vznikla rovnica zaloZzena na Penn konvencii:

Hmotnost LK = 1,04 x [(IVSd + LKd + ZSd)3 x LKd3] - 13,6g

Hmotnost LK je vSak kontinudlna premenna a stanovenie ostrej hranice medzi normalnymi a
patologickymi hodnotami je striktne arbitrarne(9). V praci sme merali hodnotu IVS, LKd a ZS,
nakoniec sme neidexovanu hodnotu masy LK vypocitali prostredictvom aplikacie ECHOlab.

Plnenie LK vieme vy$etrovat relativne velkym mnoZstvom parametrov. Medzi najvyznamnejsie
patri pomer E/e” a LAVi.

E je vrcholova rychlost plnenia vo véasnej diastole(koreluje s maximalnym tlakovym
gradientom ledzi LP a LK vo véasnej diastole). LK sa plnenim v diastole predlZuje od bazy
smerom k vrcholu a objem sa zva¢uje ako v pozdiznom, tak prieénom smere. Rychlost
pozdizneho myokardialneho predliovania v diastole je parameter, ktory hodnotime v ramci
tkanivového dopplerovského zobrazenia. Pre klinicki aj echokardiograficki prax ma
dominantny vyznam zrkadlova komponenta diastolickej fazy k transmitralnemu prietoku —e’,
ktord zodpoveda véasnej diastolickej relaxacii. Dolezitym ukazovatelom je pomer medzi E/e’,
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ktory vypoveda o plniacich tlakoch LK, pricom napriek rozdielnym literarnym pramernom sa za
patologicku hodnotu podklada cislo nad 14(10).

Meranie LAV sa odporuca na posudenie velkosti a remodelacie LP. Dobre koreluje s chronicky
zvySenymi plniacimi tlakmi v LK. Na meranie LAV sa preferencne pouZiva Simpsonova
biplandrna metéda — zobrazuje kontury LP vdvoch na seba kolmych projekciach(A2C
a A4C).Objem LP sa liSi u muZov a Zien, preto sa objem LP indexuje na telesny povrch a mali by
sa uddvat iba indexované hodnoty — LAVi. Normalna hodnota LAVi nepresahuje 34ml/m?(11).
Na meranie EF LK v 2D projekciach sa ukazuje ako najvhodnejSie pouzit Simpsonovu metédu
sumdcie diskov, ktora rata objem LK sumdciou série paralelne prebiehajucich diskov od bazy
po hrot(12).

Aj ked je vliteratire popisovanych mnoZstvo moznych echokardiografickych okien
prostrednictvom ktorych sa d4 merat aortalna stendza, v naSom subore boli v drvivej vaésine
vyuzivané A3C a A5C projekcie(13).

V praci sme analyzovali subor Udajov obsahujuci zavisli premennu NTproBNP a subor
prediktorov (LAVi, E/e’, neindexovana masa LK, EF LK, Pgmean). Najskér boli idaje désledne
vyCistené odstranenim vsetkych nekompletnych zdznamov (chybajucich hodnét), pricom tato
operdcia bola vykonand v prostredi R pomocou kniznice dplyr. Pre identifikdciu moznych
linearnych vztahov medzi premennymi bola vypocitana Pearsonova korelaéna matica, ktorej
vizudlna reprezentdcia bola vytvorend vo forme teplotnej mapy (heatmap) pomocou
balika corrplot. Tato analyza poskytla zékladné informacie o smere a sile linearnych vztahov
medzi jednotlivymi premennymi, ¢im sa zabezpedilo lepsSie pochopenie Struktiry udajov.

Nasledne bol vytvoreny prediktivny model typu Random Forest, ktory bol zostrojeny
pomocou balika ranger. Na interpretaciu a hlbsie pochopenie vysledkov modelu boli
vypocitané SHAP(SHapley Additive exPlanations) hodnoty, ktoré kvantifikuju prispevok
kazdého prediktora k predikovanym hodnotam cielovej premennej. Tieto SHAP hodnoty boli
odhadnuté pomocou Monte Carlo aproximdcie(100 simulacii) s vyuzitim balika fastshap.
Vypocitané SHAP hodnoty boli nasledne zhrnuté, zoradené podla velkosti cielovej premennej
(NTproBNP) a graficky znazornené s cielom jasne identifikovat, ktoré prediktory prispievaju k
zvyseniu (pozitivne SHAP hodnoty) alebo zniZeniu (negativne SHAP hodnoty) hodnoty cielovej
premennej.

Napokon sme na detailnejSiu interpretéciu vysledkov zostrojili grafy ciasto¢nych zavislosti
(Partial Dependence Plots — PDP) pre kazdy prediktor, ¢im sme zachytili priemerny vplyv
jednotlivych prediktorov na vyslednu predikciu cielovej premennej. Tieto PDP grafy boli
vytvorené pomocou balika pdpa umoznili ndm interpretovat nelinedrne vztahy medzi
prediktormi a zavislou premennou v kontexte vytvoreného modelu. Grafické vystupy boli
realizované pomocou balika ggplot2.
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Obradzok ¢. 1 - Pearsonova korelacnd matica vizualizovand vo forme teplotnej mapy(heatmap)
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Diskusia

Dnes uZ je pomenovanie systolické a diastolické srdcové zlyhavanie zaradené medzi terminy
oznacené pojmom obsolentné. S narastom poznatkov doslo aj krozdielnej fenotypickej
klasifikacii srdcového zlyhavania, no pri aotélnej stendze je situdcia mierne ind, nakolko prinej
najprv dochadza k rozvoju diastolickej dysfunkcie LK, ktora nasledne prechadza do zlyhania
systolickej funkcie LK(14). Velmi peknou ilustraciou tejto aj experimentdlne preukdzanej
hypotézy su odporucania Americkej spolocnosti pre echokardiografiu, ktory rozdeluju
aortalnu stendzu na Styri skupiny A-D rozdelené podla stupfia zavaznosti chlopne. Pre klinicku
prax su rozhodujuce $tadia C a D, kedy je uz pritomnd tazka stendza. V $tadiu C je pacient
asymptomaticky aj ked' méze aj nemusi mat redukovanu EF LK(pod 50%), no v $tadiu D st uz
pritomné aj klinické symptémy. UzZ od $tadia B je uvadzand diastolicka dysfunkcia ako sucast
komplexu aortalnej stendzy, no presné merania na jej detekciu a pripadne stratifikdciu miery
jej zavazinosti absentuju, ¢o je prikladom opominania tohto vyznamného pojmu akym je
diastolicka dysfunkcia LK(15).

NTproBNP je zakladym laboratérnym parametrom v kardioldgii, jeho vyuZitie pri tazkej
stendze aortélnej chlopne je vSak neisté. Podla poslednych $tudii méze sluZit ako suéast
strafitikacného systému s vyznamnou mierou prinosu k urceniu spravneho nacasovania
intervencie a posudenia pokrocilosti aortalnej stendzy a zhodnoteniu simultdnnej pritomnosti
srdcového zlyhdvania. Jeho hodnoty v rdmci tohto ochorenia zna¢ne variruju a su zavislé na
diastolickej aj systolickej funkcii LK(16). My sme si poloZili dve otazky — aky je jeho vztah
k diastolickej a systolickej funkcii LK pri tazkej stendze aortélnej chlopne a potom aj vplyv
geometrickej remodelacie komory na jeho hodnoty.

NTproBNP je nutné korelovat aj na vek. Jeho hodnoty u seniorov su podstatne vy$sie ako
u mladsej populdcie, ¢o je spojené s fyziologickymi procesmi asociovanymi so starnutim.
Prekvapivym zistenim v nasom subore bola jeho nesignifikantnd koreldcia s ostatnymi
parametrami. S LAVi aj E/e’vykazovali nesignifikantnu pozitivnu koreldciu, s EF LK a masou LK
vykazoval nesignifikantny negativny vztah. Tieto vysledky mézu byt podmienené neurcitou
vypovednou hodnotou a limitaciou tohto markera v Specifickych podmienkach aortalnej
stendzy, kedy az do velmi pokrocilého obdobia ochorenia useniorov NTproBNP
nema prediktivne postavenie vypovedajuce o nutnosti véasnejsieho terapeutického zasahu do
vyvoja ochorenia. Toto tvrdenie podporuje graf Ciastocnej zavislosti, kedy je redukcia EF LK
spojena s narastom NTproBNP. D3 sa teda predpokladat, Ze do obdobia redukcie EF LK po 50%
je NTproBNP napriek relativne pokrocilej diastolickej dysfunkcii malo vypovedné. Podla SHAP
grafu parametre LAVi, E/e’, masa lavej komory a taktiez gradient nezvySuju hodnotu
NTproBNP v podmienkach tazkej aortdlnej stendzy, ale skoér naopak k prispievaju k jeho
nizkym hodnotam. Opacna situdcia nastava az v pokrocilych fazach, kedy je NTproBNP vysoké,
¢o je pravdepodobne spojené s velmi pokrocilymi zmenami myokardu v $tadiu redukovane;j
EF LK vyvolanymi tazkou stendzou aortalnej.

Dalej sme sa zamerali na hodnotenie diastolickej funkcie LK prostrednictvom LAVi a E/e’. Oba
tieto ukazovatele v heatmap preukazali signifikantny pozitivny korelaény vztah k EF LK.
Jednotlivé analyzy vztahu EF LK k LAVi aj E/e"preukazali zaujimavé skutoénosti.

EF LK ma velmi pozitivnhu koreldciu s LAVi, v grafe &iastoénej zavislosti vidime uzky vztah
zachovanej EF LK(nad 50%) k postupne narastajucemu LAVi az do zlomového bodu, kedy
dochdadzka k poklesu ejekénej frakcie a podla ndsho data sa LAVi nezvysuje. Tento fenomén
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dokazuje pravdivost vyskumnych dét o izkom prepojeni diatolickej a systolickej funkcie LK. Po
vyCerpani funkénych diastolickych reverz LK uZz nedochadza k dalSej progresii diastolickej
dysfunkcie, ale klesa systolicky vykon LK. V tychto podmienkach by LAVi mohol byt délezitym
parametrom slUzZiacim k prognostickej stratifikacii pacientov s aortalnou stendzou.

Velmi podobna situacia je spojena aj E/e’. V heatmape sa preukazala velmi silna pozitivna
korelacia s EF LK. V grafe Ciastocnej zavislosti EF LK pri poklese EF LK doslo k zlomovému
poklesu hodnoty E/e’. Na druhej strane pri hodnote EF LK malo E/e’relativne stabilni zvysend
hodnotu.

Vztah LAVi a E/e’'mali v heatmape signifikantne pozitivny korela¢ny vztah. Tato skuto¢nost
preukazuje vyznam spoloéného merania oboch parametrov a nie jedného zvlast, ¢im sa nam
méze poskytnut komplexnejsi obraz o diastolickej funkcii LK.

Zaujimavym a prekvapivym nélezom bol inverzny signitikantny korelaény vztah medzi EF LK
a masou LK v heatmape. Aortdlna stendza je neodmyslitelne spojend s vyvojom koncentrickej
hypertrofie LK, ktord vedie kfibrotickym zmendm myokardu, ¢o sa spaja s dalSimi
mechanizmami, ktoré postupe vedu k dysfunkcii srdca. Negativny linearny vztah poklesu EF LK
k ndrastu masy LK bol preukazatelny aj vgrafe CiastoCnej zavislosti. Hodnotenie
geometrického tvaru LK ako aj masy LK by teda mohlo byt velmi dobrym a uZitoénym faktorom
v hodnoteni predikcie progndzy arizika dysfunkcie LK ato hlavne u asymptomatickych
pacientov($tadium C) a v€asnejsie predikovat potencionalny rozvoj poklesu EF LK. Je nutné ale
skonstatovat aj charakter merania masy LK. V naSom stibore sme vyuZivali neindexovani masu
a otazkou prislichajucou dalsiemu vyskumu je potenciondlny rozdiel medzi indexovanou
a neindexovanou hodnotou tohto parametra.

Samozrejme na druhej strane je nutné poznamenat limitdciu aj v miere stiboru. Aj ked'je sibor
v pocetnosti pacientov relativne suficientny, Statistické metody, ktoré sme vyuZili odporucaju
na zvysenie presnosti nalezov omnoho vyssi podiel pacientov. Je nutny dalsi vyskum a zber
aortalnej stendzy, vyuzitie LAVi a E/e” v predikcii redukcie EF LK ako aj moznost hodnotenia
geometrie LK a jej vztahu k progndze pacientov. Aj nadalej je nutné prihliadat na vekovy
aspekt 65 rokov a to hned'z niekolkych dévodov. Prevalencia ako srdcového zlyhdvania, tak aj
aortalnej stendzy narasta s vekom a populacéné Studie ukazuju tento trend aj v najblizsich
desatrociach. Dal$im doévodom je $pecifickost tychto pacientov, ¢o je spojemné s mnozstvom
fyziologickych zmien asociovanych so starnutim a je nutné na tieto skutocnosti prihliadat, aby
boli spravne nastavené kritéria pre adekvatne nacasovanie intervencie.
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Introduction

Dilated cardiomyopathy (DCM) is one of the most common cardiomyopathies and a frequent
cause of heart failure (HF) in the adult population. DCM is defined as the presence of left
ventricular (LV) dilation and global or regional systolic dysfunction that cannot be explained
by abnormal preload or afterload, nor by direct myocardial loss in the context of coronary
artery disease (1). Today, DCM is an umbrella term encompassing various pathological
processes and genotype-environment interactions that result in a common phenotype of a
dilated, dysfunctional LV (2). The epidemiology of DCM remains insufficiently explored, partly
due to diagnostic challenges and the dominant manifestation, which can lead to an initial
diagnosis of an otherwise unrecognized cardiomyopathy (e.g., arrhythmias,
thromboembolism, or incidental coronary artery disease). Recent surveys suggest that the
prevalence of DCM is around 120 per 100,000 of population, with idiopathic DCM accounting
for around 60 per 100,000 (3). The etiology and clinical course of DCM are highly variable, as
is the response to treatment. Risk stratification, survival data, disease progression, and
complications are crucial for effective management and personalization of treatment.

Matherials and methods

A retrospective analysis of medical records of patients admitted to a tertiary cardiac center
with advanced HF treatment options with a diagnosis of DCM between January 1, 2016, and
December 31, 2023 was performed. Data were collected through an analysis of hospital
information system records. The study included patients with a newly diagnosed HF and also
patients with known DCM referred for evaluation of advanced treatment of HF. As a result
the duration of DCM diagnosis varied among patients, including those with a short medical
history as well as those with long-standing DCM. Patients with DCM underwent a
comprehensive protocol-based diagnostic evaluation, including clinical examination and
laboratory tests such as creatinine, electrolytes, fasting glucose, lipid profile, liver enzymes,
high-sensitivity troponin T, N-terminal pro-brain natriuretic peptide (NT-proBNP), C-reactive
protein, complete blood count, electrocardiogram (ECG), echocardiography, and coronary
catheterization (4). Echocardiography exam was done by an experienced cardiologist. After
excluding other causes of HF, the diagnosis of DCM was established or confirmed.
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All statistical analyses were conducted using IBM-SPSS software. Quantitative variables were
analyzed using descriptive statistics, including the number of measurements, mean, and
standard deviation. Qualitative variables were analyzed using absolute and relative
frequencies. Differences between groups for quantitative variables were tested using an
independent samples t-test or analysis of variance (ANOVA), and for qualitative variables using
the chi-square test of independence. Kaplan-Meier survival curves were estimated and
compared between groups using the log-rank test. Univariate and multivariate cox
proportional hazards model (Hazard Ratio, HR) was used to identify independent prognostic
factors. The level of statistical significance was set at a = 0.05.

Results

The study population included 622 patients with DCM. Patients were referred to our tertiary
centre for further management of the disease or for consideration of more advanced
treatment options for HF. The time period from diagnosis to the visit in the tertiary centre was
not taken into account. Baseline characteristics of population are in table 1.

Table 1. Baseline characteristics of the study cohort

All patients | 1. era 2.era p-value
Male n (%) 484 (78) |258(76) 226 (80) 0,154
Female n (%) 138 (22) 83 (24) 55 (20)
Age (mean £ SD) 54 +13 54 +13 55+13 0,794
Arterial hypertenson n (%) 333 (54) 183 (54) 150 (53) 0,943
Diabetes mellitus n (%) 119 (19) 65 (19) 54 (19) 0,961
Hyperlipidemia n (%) 280 (45) 144 (42) 136 (48) 0,124
Atrial fibrilation n (%) 152 (24) 81 (24) 71 (25) 0,662
History of smoking n (%) 292 (47) 144 (42) 148 (53) 0,009*
Familiar DCM n (%) 44(7,1) 31(9,1) 13 (4,6) 0,031*
NYHA 1/2 n (%) 301(48) [178(52) [123(44) 0,036*
NYHA 3/4 n (%) 321 (52) 163 (48) 158 (56)
SBP mmHg (mean + SD) 121+17 121+17 121+18 0,784
DBP mmHg (mean + SD) 77 £11 76 £11 79+12 0,002*
Heart rate /min (mean + SD) 80+ 16 80+16 80+17 0,677
Height cm (mean + SD) 175+9 174+9 175+ 10 0,250
Weight kg (mean £ SD) 8820 8820 89+20 0,628
BMI kg/m2(mean + SD) 296 296 29+6 0,889
Chol mmol/l (mean % SD) 45+1,3 45+1,3 4,5+1,2 0,838
HDL-C mmol/l (mean % SD) 1,1+0,4 1,1+0,4 1,1+0,3 0,858
TG mmol/l (mean % SD) 1,6+1,1 1,61 1,6+1,2 0,858
LDL mmol/I (mean £ SD) 3,51 3,9+0,9 3,21 0,001*
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Creatinin umol/l (mean + SD) 92+44 89 +25 96 + 59 0,067
Troponin ng/l (mean + SD) 30175 25+48 34+ 95 0,269
NTproBNP ng/l (mean + SD) ig;; * ig;; * 3103 +4567 | 0,809
BIL-T umol/I (mean * SD) 15,6 +12,2 {155+12,4 |15,7+11,9 |0,819
CKD-EPI [ml/s/1,73m] (mean £ SD) (1,36 +0,35 [1,37+0,33 |1,35+0,38 |0,598
HGB g/l (mean £ SD) 144 + 17 144 + 16 145 +17 0,383
RV mm (mean + SD) 35+7 34+6 367 0,001*
LVEDD mm (mean + SD) 677 66+7 68 +8 0,001*
IVS mm (mean = SD) 98+1,7 99+1,7 9,8+1,8 0,850
PWD mm (mean % SD) 9,7+1,5 99+1,4 95+1,6 0,002*
LVEF % (mean + SD) 26+7 26+7 26+8 0,545
TAPSE mm (mean + SD) 185 185 19+5 0,992
LA mm (mean % SD) 47 +6 47 +6 48+ 6 0,259

n- amount, NYHA- New York heart assosciation, SBP- systolic blood pressure, DBP- diastolic
blood pressure, DCM- dilated cardiomyopathy BMI- body mass index, chol- cholesterol,
NTproBNP- N-terminal pro—B-type natriuretic peptide, CKD-EPI - The Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration, HGB- hemoglobin LVEDD- left ventricular end diastolic diameter,
IVS- interventricular septum, LA- left atrium, LVEF- left venticular ejection fraction, RV- right

ventrikle Statistically significant results are marked with an asterisk (*, p < 0.05).

0,5

0,6

0,4

overall survival

0,2

No. at risk months

2016-2019 341 312 290 276 257 246 178

114 51

2

—2016-2019
~712020-2023

Figure 1. Kaplan-Meier curve for all cause mortality according to enrolment period.
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Patients aged 260 years had significantly worse survival than younger patients (p=0,011).
There were also gender differences, with women being older, but having better survival than
men (p=0,017).

Regarding body mass index (BMI), survival was compared among patients with normal weight
(BMI £ 25 kg/m?), overweight (BMI 25-30 kg/m?), and obesity (BMI >30 kg/m?). Obese patients
had significantly better survival compared to those with normal weight (p = 0.013).

A subgroup analysis was performed to evaluate the effect of New York heart association
(NYHA) class and LVEF on survival. Patients in NYHA class llI/IV had significantly worse survival
compared to those in NYHA class I/l (p=0,002). Similarly, patients with LVEF <

25% and LVEF 25-39% had worse overall survival compared to those with LVEF >40% (p =
0.002, p = 0.022, respectively).

We assesed survival in patients with chronic kidney disease (CKD). Patients with advanced CKD
(stage 3-5) had significantly worse survival compared to patients with milder kidney
involvement (stage 1-2) (p=0.001). Considering the novel investigation of the cardio-reno-
metabolic (CRM) phenomenon, we compared the survival of patients among specific
subgroups. Patients with LVEF <40% and CKD (stagel,2) had better survival compared to
patients with CKD (stage 3-5) (p=0,001). Difference in survival was also in a group with LVEF
<40% with diabetes mellitus (DM) vs. without DM. Patients without DM had better survival
(p=0,027). In a subgroup with a patients with LVEF <40%, CKD (stage 3+), DM vs. without DM
there was not a difference in survival (p=NS). Then we compared a subgroup of patients with
LVEF <40%, CKD (stage 3-5), DM vs CKD 1,2). Patients in the second group had a better survival
(p=0,016). Also patients with documented atrial fibrilation had worse survival compared to
patients with sinus rhytm (p=0,002).

Patients with NT-proBNP levels >3000 ng/L had significantly worse survival than those with
NT-proBNP <3000 ng/L. (p = 0.001).

We performed Cox regression analysis to identify independent predictors of survival in
patients with dilated cardiomyopathy. The results are presented in the table 2., Negative risk
factors (worsening survival) were age (HR=1,024, 95% Cl 1,008-1,040, p=0,003) NYHA IIl/IV
(HR=1,573, 95% ClI 1,080-2,289 p=0,018), CKD stage 3+ (HR=1,576, 95% Cl| 1,021-2,434,
p=0,040), NT-proBNP> 3000 ng/l (HR= 2,020, 95% CI 1,396-2,922 ng/l, p <0,001), DM
(HR=1,067, 95% Cl 1,076-2,399) were independent negative risk factors in survival. Positive
risk factor improving surival were female sex (HR=0,441, 95% Cl 0,278-0,699, p= 0,001),
overweight (HR=0,627, 95% Cl 0,420-0,937, p= 0,023) and LVEF (HR=0,972, 95% Cl 0,945-
0,999, p=0,041). Factors without significant impact on survival were obesity, NYHA IV, LVEDD>
65 mm and history of Atrial fibilation
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P HR 95,0% CI FOR HR

Lower Upper
Age ,003 1,024 1,008 1,040
Female sex ,001 ,441 ,278 ,699
Overweight ,023 ,627 ,420 ,937
NYHA3 /4 ,018 1,573 1,080 2,289
CKD3/4/5 ,040 1,576 1,021 2,434
LVEF ,041 ,972 ,945 ,999
NT-proBNP> 3 000 |,001 2,020 1,396 2,922
ng/|
Diabetes mellitus ,021 1,607 1,076 2,399

NYHA- New York heart assosciation, CKD- chronic kidney disease, LVEDD- left ventricular end
diastolic diameter, NT-proBNP- N-terminal pro—B-type natriuretic peptide

Table 2. Multivariable analysis.

Discussion

This retrospective study presents a single tertiary center survival analysis of patients with
DCM. Our findings indicate a 5-year mortality of 22,3% and 9-year mortality of 46,9%. While
the prognosis of patients with DCM has improved over the years, effective risk stratification
of these patients plays an importart role over the course of disease. Our data suggest a better
survival rates compared to previous studies. EPICAL study reported a 5-year mortality of
65,5% among patients with heart failure with reduced ejection fraction (HFrEF). Several
factors may account for this discrepancy. The mean age of patients in our study was lower (54
vs. 64 years) and EPICAL study included other aetiologies of HF (5). Another study focusing
only on DCM patients reported a 5-year mortality rate of 55.9% (6). In addition, our study
identified age as another independent prognostic risk factor affecting survival in DCM
patients, suggesting that ageing is associated with progressive deterioration of cardiac
function and increased comorbidity burden.

NYHA classification is widely used system to classify patients with HF. According to our results,
patients with NYHA Ill/IV had worse survival compared to patients with NYHA I/Il. Many
studies have investigated the prognostic role of NYHA classification in HF, with mixed results.
The Briongos-Figuero study found that patients with worse NYHA class had an independently
increased risk of cardiovascular death (7). Multivariate analysis confirmed that NYHA class
1II/1V was an independent predictor of worse prognosis. On the other hand, Meta-analysis
from 2019 found out that NYHA classification is unreliable predictor of adverse outcome in HF
(8). In light of these findings, we believe that mortality should be considered comprehensively
and not just on the basis of a single parameter. Also the female sex was associated as a positive
indepedent risk factor. This finding is consistent with many studies that have found that
women have better outcomes with DCM than men. (9).
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In our analysis, we compared patient survival between two time periods: 2016-2019 and
2020-2023. These periods were chosen to evaluate the potential impact of the COVID-19
pandemic (2019-2022) and the introduction of SGLT2i in 2022. However, we found no
significant difference in survival between the two periods, nor between patients who received
SGLT2 inhibitors and those who did not.

The number of patients enrolled in the second era was lower than in the first, which could be
attributed to the impact of the COVID-19 pandemic on healthcare access and hospital
admissions In addition, patients with stable DCM may have been managed by district
cardiologists and only referred to tertiary care centres when their disease progressed. These
findings suggest that despite advances in heart failure treatment, long-term survival has not
significantly improved in our DCM cohort. Possible contributing factors include the
stabilisation of treatment strategies.

In our study population we found that patients who were obese had better survival than
patients with normal values of BMI. The so-called obesity paradox has been described in
patients with HF and obesity. The latter suggests that obese HF patients have a better
prognosis than those with a normal BMI (10). However in our multivariate analysis this was
not confirmed. Interestingly overweight (BMI 25-30 kg/m?) was indentified as independent
negative prognostic factor. This finding suggest that intial findings may be influenced by
compounding factors. However, there is no need to condemn this result, as obesity may be
involved in the formation of DCM through a stimulatory effect on collagen synthesis
influenced by the immune response and ferroptosis, which is related to increased oxidative
stress (11).

Additionaly, patients with NT-proBNP> 3000 pg/mL had worse survival than those with lower
NT-proBNP levels. Multivariate analysis confirmed that NT-proBNP> 3000 pg/ml is indepednet
risk factor affecting survival. These findings allign with previous research, such as the study by
Aaronson et al (12), which demonstrated that patients with NT-proBNP levels below 4500
pg/mL had better event-free survival. This highlights the prognostic value of NT-proBNP in risk
stratification of patients with dilated cardiomyopathy.

With increasing age, SZ patients develop other diseases such as DM or CKD. The combination
of these diseases increases the risk of adverse outcomes (13). Recently, the combination of
these conditions has been termed cardio-renal-metabolic comorbidity (CRM). According to
the 2022 study, patients with HF and CKD had a six- to sevenfold adjusted risk of all-cause
mortality (14). Our results are in line with the following findings. According to multivariable
analysis DM and CKD stage 3+ were independent risk factors for survival. The focus must
therefore be on controlling individual risk factors, multidisciplinary collaboration and the use
of newer drugs such as SGLT2i.

LVEF is the most frequently used measure of cardiac function and is associated with the
prognosis of patients with heart failure. According to PARADIGM-HF the risk of all outcomes
increased with decreasing LVEF each 5-point reduction in LVEF was associated with 9%
increased risk of cardiovascular death (15). Results of our multivariate analysis suggest that
each 5% increase in LVEF is associated with a 14% lower risk of death.

301



DCM remains one of the most important diagnoses leading to HTx. Identifying the factors that
influence the prognosis of patients with this disease may help us to better stratify these
patients. Further prospective studies should be performed to confirm our findings.
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Uvod

Artériova hypertenzia zohrdva klucovu ulohu v kardiovaskuldrnej morbidite a mortalite
pacientov po transplantacii oblicky. Predstavuje vyznamny nezavisly rizikovy faktor v procese
aterosklerdzy a s tym suvisiacimi vaskularnymi komplikaciami, hypertrofii lavej komory srdca,
srdcového zlyhdvania, koronarnej choroby srdca a celkovej kardiovaskuldrnej mortality (1). U
pacientov po transplantacii oblicky predstavuje korondrna choroba srdca najcastejsiu pricinu
mortality a druhd najéastejsiu pricinu straty Stepu. V snahe znizit kardiovaskuldrne riziko v po
transplantacnom obdobi je identifikacia a lie¢ba rizikovych faktorov artériovej hypertenzie
klaCova. Vzhladom na vysokd mieru vyskytu abnormalnych cirkadiannych rytmov a
patologickych fenotypov artériovej hypertenzie v obdobi po transplantacii oblicky predstavuje
24 - hodinovy monitoring tlaku krvi metédou podla Holtera optimalny nastroj na hodnotenie
artériovej hypertenzie (1,2).

Material a metddy

Hodnoty sledovanych parametrov sme zaznamendvali do tabulky v programe MS Excel,
vytvorili sme databazu pacientov, z ktorej sme tvorili tabulky, grafy a ziskavali Udaje pre dalsie
analyzy. Aplikovali sme metddy deskriptivnej Statistiky, prostrednictvom Statistickych vzorcov
sme vypocitali aritmetické priemery, mediany, minimalne a maximalne rozpatia pre jednotlivé
sledované parametre. Pri Statistickom spracovani bol pouZzity certifikovany Statisticky program
MedCalc verzia 13.1.2. PouZili sme Studentov t-test. Uvedené klinické a vyskumné aktivity su
v sulade s principmi Istanbulskej deklaracie, ktoré su stanovené v Declaration of Istanbul on
Organ Trafficking and Transplant Tourism.

V subore sme prospektivne monitorovali 50 pacientov, ktori podstupili transplantaciu obli¢ky
v obdobi od 4. 1. 2022 do 1. 2. 2024. S ohladom na zmenu v organizacii transplantacného
centra pre oblicky v Univerzitnej nemocnici Bratislava boli pacienti zaradeni do Studie
monitorovani v obdobi od 4. 1. 2022 do 30. 10. 2023 na Urologickej klinike s Centrom pre
transplantacie obli¢iek LFUK, SZU a UNB, nasledne od 1. 11. 2023 do 1. 2. 2024 na Klinike
nefroldgie a transplantacii obli¢iek LFUK a UNB.
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Vysledky

305

p p p
Sledované parametre |Vstupne M3 M6 M12
p p (V  vs. (M3 Vs. (M6 vs. (Vvs. M12)
M3) M6) M12)
Celkovy pocet | 54 50 50 50
pacientov
Hb (g/1) 118 126 0,004 134 0,01 139 0,12 3'10000000
KM (pmol/I) 361 332 0,011 333 0,479 332 0477 0,024
PTH (pg/ml) 469 206 0,00009 169 0,249 145 0,317 0,00002
eGF (ml/s/1,73 m2) 0,1 2’8 NA* 0,94 0,111 1,03 0,189 NA*
153
Krea (umol/I) 753 9 NA* 137 0,144 126 0,227 NA*
KVP (g/24 hod) 3,17 2’2 NA* 0,27 0,464 0,22 0,337 NA*
p p p p
Sledované parametre |Vstupne M3 (v vs. M6 (M3 vs. M12 (M6 vs. Vvs. M12
M3) M6) M12) (1775 )
LDL-cholesterol 2,64 2,58 0,266 2,9 0,326 0,478
(mmol/1)
TAG (mmol/I) 2,44 2,12 0,00001 1,9 0,05 0,00001
RIv TxO 0,75 (5)'7 0,348 0,75 0,389 0,76 0,352 0,438
25,
BMI (kg/m2) 25,8 9 25,4 24,6 0,078
POI’L:ICha metabolizmu 50 2 05
glycidov (spolu)
Bez DM 40 29
DM 1. typ 4 4
DM 2. typ 11
PGT 0 6
Pacienti s AH (n) 46 47 45 43
Pocet antihypertenziv 147 165 132 96
(spolu)
0 3 5 7
1 9 10 13
2 15 13 12 15
3 14 10
4 5 2




5 aviac 9 9 8 3

TKs ABPM (mmHg) 143 132 0,001 136 0,404 126 : 0,041 0,000001
KV komplikécie (spolu) |22 38 0,001
Hypertenzna urgencia |4 7

Fibrilacia predsieni 4 7

ICHS 11 15

STEMI 0 2

NSTEMI 0 1

NAP 0 1

NCMP 3 5

EF LK (%) 59 64 0,0001
Luminex (n) 50 50 50 50

Negat. 36 35 35 34

Non-DSA 4 5 5 5

DSA 10 10 10 11

Tabulka 1 Vysledky v sledovanom subore pacientov

Skratky: TxO, transplantdcia oblicky; M3, 3 mesiace po TxO; vs., versus; V, parametre pred TxO;
M6, 6 mesiacov po TxO; M12, 12 mesiacov po TxO; Hb, hemoglobin; KM, kyselina mocovd;
PTH, parathormdn; eGF, odhadovand glomeruldrna filtrdcia;, krea, kreatinin; KVP,
kvantitativna proteindria; LDL lipoprotein s nizkou denzitou; TAG, triacylglyceroly; Rl, index
rezistencie; BMI, body mass index; DM, diabetes mellitus; AH, antihypertenziva; TKs, systolickd
zloZka tlaku krvi; ABPM, 24-hodinovy monitoring tlaku krvi metédou podla Holtera; **,
hodnota TK merand pocas kontroly v ambulancii; KV, kardovaskuldrne; ICHS, ischemickd
choroba srdca; STEMI, infarkt myokardu s ST elevdaciami; NSTEMI, infarkt myokardu bez ST
elevdcii; NAP, nestabilnd angina pectoris; NCPM, ndhla cievna mozgovd prihoda; EFLK, ejekcnd
frakcia lavej komory,; DSA, donor specifické protildtky;, NA*, neporovnatelné udaje
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Graf 1 Systolicky tlak krvi v prvom roku po transplantdcii oblicky

*p < 0,05 statisticky vyznamny t-test

Skratky: TKs 0, systolicky TK pocas 24-hodinového monitoringu TK metddou podla Holtera v 1.
tyZdni po TxO; TKs 3, systolicky TK pocas 24-hodinového monitoringu TK metddou podla
Holtera v 3. mesiaci po TxO; TKs 6, systolicky TK pocas 24-hodinového monitoringu TK metddou
podla Holtera v 6. mesiaci po TxO; TKs 12 **, systolickd zloZzka TK pocas merania tlaku
v ambulancii v 12. mesiaci po transplantdcii oblicky; TxO, transplantdcia oblicky
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Graf 2 EF LK v prvom roku po transplantdcii oblicky

*p < 0,05 statisticky vyznamny t-test

Skratky: EFLK O, ejekcnd frakcia lavej komory pred TxO; EFLK 12, ejekcnd frakcia lavej komory
12 mesiacov po TxO; TxO, transplantdcia oblicky
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Diskusia

Artériova hypertenzia je vskupine pacientov po transplantacii oblicky podla dostupnej
literatury pritomnd u 70 — 90 % pacientov (3). Ako artériovu hypertenziu po transplantacii
obli¢ky sme hodnotili tlak krvi > 130/80 mm Hg alebo uZivanie aspori jedného antihypertenziva
denne v chronickej medikacii podla KDIGO odporucani z roku 2021 (4). V sledovanom subore
pacientov bola artériova hypertenzia v pred transplantacnom obdobi pritomnd u92 %
pacientov, na konci prvého roka po transplantdcii oblicky sme zaznamenali pokles incidencie
na 86 %. Podobny trend sme zaznamenali v spotrebe antihypertenzivnej medikdcie. Kym
vstupne pred transplantdciou oblicky bol sucet uZivanych antihypertenziv v sledovanom
subore 147, na konci prvého roka po transplantacii oblicky klesol stucet celkového poctu
antihypertenziv na 96, ¢o predstavuje znizenie o 35 % v porovnani so vstupnymi parametrami.
V rdmci analyzy sme preukazali najvyznamnejsi pokles v pocte pacientov, ktori uZivali viac ako
3 - kombinacie antihypertenziv.

Hodnotenim 24 - hodinového monitoringu tlaku krvi metédou podla Holtera sme v sledovanej
skupine pacientov preukazali Statisticky vyznamny pokles systolického tlaku krvi 3 mesiace po
transplantacii oblicky oproti hodnotam zistenym v druhom tyZzdni. Pocas prvého roka sme
zaznamenali pokles po¢tu abnormalnych cirkadidnnych rytmov, porovnanim hodnét tlaku krvi
v 1. a 6. mesiaci po transplantdcii oblicky sme zaznamenali pokles poctu non-dipperovo 8 % a
pokles poctu reverznych dipperov o 4 %. Normdlny dippingovy status bol na konci prvého roka
po transplantdcii oblicky pritomny u 10 pacientov, ¢o predstavuje Upravu cirkadidanneho rytmu
u 12 % pacientov.

Publikované studie, ktoré sa venovali echokardiografickym zmenam v obdobi po transplantacii
oblicky preukazali pozitivny vplyv transplantacie oblicky na zniZenie hypertrofie lavej komory
srdca, zlepSenie systolickej aj diastolickej funkcie favej komory pocas prvych 6 mesiacov po
transplantacii oblicky a preukézali linedrny vztah medzi vzostupom hodnét hemoglobinu
a funkciou lavej komory srdca (5,6). Pri porovnani echokardiografickych nalezov v obdobi pred
transplantaciou oblicky a na konci prvého roka po transplantacii oblicky sme v sledovanom
subore potvrdili znizenie vyskytu hypertrofie lavej komory srdca, vramci koncentrickej
hypertrofie favej komory srdca sme zaznamenali pokles vincidencii 069 % a pokles
excentrickej formy hypertrofie lavej komory o 70 %. Zaznamenali sme Statisticky vyznamné
zlepSenie na urovni systolickej funkcie favej komory srdca v prvom roku po transplantacii
oblicky a vyznamné zlepsenie aj na uUrovni diastolickej funkcie lavej komory srdca a dilatacie
[avej predsiene srdca.

Na zaklade vysledkov v sledovanom subore pacientov sme preukazali Statisticky vyznamné
zlepsenie kompenzacie sekundarnej anémie, sekundarnej hyperurikémie, hyperparatyredzy,
metabolizmu triglyceridov, sekunddrnej artériovej hypertenzie a s tym suvisiace zlepSenie
echokardiografickych nalezov, predovsetkym systolickej funkcie lavej komory srdca, zmien
geometrie lavej komory srdca v zmysle redukcie hypertrofie lavej komory a dilatacie lavej
predsiene v prvom roku po transplantacii oblicky v porovnani so vstupnymi parametrami pred
transplantaciou oblicky. Zaznamenali sme pozitivny trend v poklese incidencie abnormalnych
cirkadidnnych rytmov amnoistve uZivanej antihypertenzivnej liecby. Statisticky
nevyznamnymi boli v sledovanom subore zmeny na uUrovni BMI, LDL-cholesterolu a indexu
rezistencie renalnej artérie v Stepe pri duplexnom Dopplerovskom vysetreni. Zaznamenali sme
Statisticky vyznamné zmeny na Grovni metabolizmu glycidov v zmysle narastu poctu pacientov
s poruchami glukézovej tolerancie a diabetes mellitus 2. typu, ¢o korSeponduje so
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znamymi Udajmi zo svetovej literatiry. Na zaklade vysledkov mézeme konstatovat, Ze
transplantacia oblicky vedie kzlepseniu kompenzacie artériovej hypertenzie, zlepseniu
metabolického profilu a echokardiografickych nélezov pacientov. Kardiovaskularne riziko v po
transplantacnom obdobi pretrvava aj napriek odstraneniu niektorych rizikovych faktorov,
manazment pacientov sa pre nepritomnost Specifickych odporudani pre pacientov po
transplantacii oblicky vo velkej mierne opiera o skusenosti transplantac¢nych centier. V snahe
minimalizovat kardiovaskularne riziko u pacientov po transplantacii oblicky sa odporuéa
dlhodobo udrziavat systolicky tlak krvi pod 140 mm Hg, v€as iniciovat lie¢bu dyslipidémie, dbat
na skory skrining a liecbu pordch metabolizmu glycidov, venovat pozornost prevencii a liecbe
obezity aindividualizovat imunosupresivnu lie¢bu sohlfadom na pripadné komorbidity
pacienta.
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Uvod

Idiopaticky normotenzny hydrocefalus (iNPH) je Specifickd forma komunikujuceho
hydrocefalu a predstavuje potencidlne lieditelné neurodegenerativne ochorenie (1). Je
charakterizovany nadmernym hromadenim cerebrospindlneho moku (CSF) v mozgovych
komorach pri normélnom tlaku (70-200 mm H,0) s typickym klinickym obrazom Hakimovej
triddy: poruchy chddze, inkontinencia mocu a kognitivny deficit (2). Napriek tomu, Ze bol iNPH
opisany uz v 60. rokoch 20. storodia, jeho skutocnd prevalencia zostdva nejasna. Velké
populaéné $tadie naznacuju, Zze INPH méZe postihovat aZ 3,7 % os6b starsich ako 65 rokov (3).
Patofyzioldgia iNPH nie je Uplne objasnena (4, 5). Sucasné poznatky poukazuju na zmeny v
dynamike CSF a mozgovej mikrocirkulacie, ktoré vedu k ventrikulomegdlii a poskodeniu
periventrikuldrnych oblasti. To mdZe narusit integritu bielej hmoty a funkciu frontélnych
lalokov, €o sa prejavuje poruchami spravania, nalady, exekutivnych funkcii a emocnej
reguldcie (6, 7). Difuzne poskodenie bielej hmoty zéroven negativne ovplyviiuje motoriku aj
kognitivne schopnosti (8). Diagnostika iNPH je komplikovana kvéli symptomatickému
prekrytiu s inymi neurodegenerativnymi ochoreniami a rozdielom v diagnostickych kritériach
medzi zapadnymi a japonskymi odporuc¢aniami (9, 10). Okrem motorickych symptomov sa
Casto vyskytuju aj kognitivne a neuropsychiatrické poruchy, napr. bradyfrenia, apatia,
depresia ¢i emoc¢nd dysreguldcia (11). Ciefom naSej pilotnej $tadie bolo zhodnotit
neuropsychiatrické aspekty iNPH v réznych $tadidch ochorenia a posudit ich sudvislost s
emociondlnou pohodou a celkovou kvalitou Zivota. Na rozdiel od predchadzajicich vyskumov,
ktoré zdorazrovali prevazne motorické a kognitivne symptomy, nasa praca poukazuje na
nedostatocne preskimané emociondlne a psychosocidlne dimenzie iNPH s pouZitim
komplexného stboru Standardizovanych néstrojov.

Material a metody

Do $tudie bolo zaradenych 15 pacientov s diagndzou iNPH a ich opatrovatelov, ktori splfiali
diagnostické kritéria pre iNPH podla Relkin et al. (4). V3etci pacienti boli sledovani v Centre
pre extrapyramidové ochorenia Il. neurologickej kliniky LF UK a UNB. Exklizne kritéria
zahriovali organické poskodenie mozgu potvrdené na MR (napr. traumatické, encefalopatia);
iné typy hydrocefalu (sekundarny alebo obstrukény hydrocefalus); aktivne malignity; zavazné
psychiatrické komorbidity; ablzus alkoholu alebo drog; zdvazné systémové ochorenia (napr.
pokrocilé srdcové alebo obli¢kové zlyhanie); nedostatoéna spoluprédca pacienta a/alebo jeho

310



rodiny. Vztah implantacie VP shuntu na kvalitu Zivota a emocionalne zdravie bol u pacientov
hodnoteny prostrednictvom Standardizovanych dotaznikov:

Dotaznik kvality Zivota WHOQOL-BREF: Nastroj vyvinuty WHO na hodnotenie kvality Zivota v
oblastiach fyzického a psychického zdravia, socialnych vztahov a Zivotného prostredia.

DAS (Dimensional Apathy Scale): Hodnoti apatiu v troch oblastiach — exekutivnej,
emocionadlnej a iniciacnej.

SCL-90 (Symptom Checklist-90): Sebahodnotiaci dotaznik na meranie psychickych symptémov
a stresu v deviatich dimenziach, vratane depresie, Uzkosti a somatizacie.

GAD-7 (Generalized Anxiety Disorder-7): Skriningovy dotaznik na hodnotenie zdvaZznosti
generalizovanej Uzkosti.

PHQ-9 (Patient Health Questionnaire-9):Devat polozkovy dotaznik na skrining depresivnych
symptémov podfa DSM-IV.

CFQ (Cognitive Failures Questionnaire): Zamerany na frekvenciu kazdodennych kognitivnych
zlyhani v oblasti pamaéti, vnimania a motorickej kontroly.

Na objektivne hodnotenie kognicie boli pouzité testy MoCA (Montreal Cognitive Assessment)
a FAB (Frontal Assessment Battery).

Na hodnotenie apatie pacientov z pohladu opatrovatelov bol pouzity 24-polozkovy
dotaznik Dimensional Apathy Scale (DAS), ktory rozliSuje exekutivnu, emoc¢nu a iniciaénu
apatiu (21). Miera zataze opatrovatelov bola posudzovana pomocou Zarit Caregiver Burden
Interview (ZBI), ktory hodnoti dopad starostlivosti na psychickd pohodu, vztahy, financie a
spoloéensky Zivot opatrovatela.

Udaje boli analyzované v programe IBM SPSS Statistics (verzia 26) pomocou deskriptivnej
Statistiky, Spearmanovej koreldcie a neparametrickych testov (Mann-Whitneyho U,
Wilcoxonov test). Prakticka vyznamnost rozdielov bola posudzovana pomocou Cohenovho d
koeficientu s korekciou na velkost skupin.

Vysledky

Studie sa zGcastnilo 15 pacientov s diagnostikovanym iNPH (5 Zien, priemerny vek=73,1;
SD=3,96). Subjektivne poruchy kognicie, chdodze a inkontinencie uviedlo 86,7% pacientov,
pricom poruchy chédze boli objektivne potvrdené u vsetkych participantov. Na zéklade MoCA
skére pod 26 bodov bolo mozné kognitivny deficit predpokladat u 86,7 % pacientov. Osem
pacientov malo zavedeny VP shunt, priemerny ¢as od implantacie bol 3,13+1,73 roka. Uroven
apatie a zataZe opatrovatelov hodnotilo 15 blizkych os6b (10 manzelov/manzeliek, 4 dcéry, 1
priatel), vo veku 41-78 rokov (priemer=63,5; SD=11,9).
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Tabulka 1: Rozdiely v urovni skimanych premennych v zdvislosti od implantdcie VP shuntu.

VP shunt Median (IQR)

Nie Ano U p d

Somatizacia (0-4) 0.75 (0.3-1.4) 0.46 (0.3-0.7) 20.00.352 |0.492
Obsesie-kompulzie (0-4) 1.23(0.9-1.8) 0.65 (0.5-1.2) 9.5 |0.0311.327
Interpersondlna citlivost (0-4)  (0.89 (0.4-1.6) 0.48 (0-1.1) 15.5(0.147 |0.805
Depresia (0-4) 1.13 (0.6-1.6) 0.23 (0.2-1.0) 10.0(0.036 |1.276
Anxieta (0-4) 0.67 (0.5-1.5) 0.23 (0-0.5) 10.5|0.042 |1.227
Hostilita (0-4) 0.50 (0.3-1.0) 0.40 (0.2-0.7) 21.0/0.408 |0.428
Fobicka anxiety (0-4) 0.52 (0-1.3) 0.14 (0-1.0) 20.50.375 |0.460
Paranoidné ideacie(0-4) 0.67 (0.5-1.0) 0.33 (0-0.5) 8.0 [0.018 1.491
Psychoticizmus (0-4) 0.40 (0-0.5) 0.15 (0-0.3) 19.0(0.285|0.558
Global Severity Index (0-4) 0.90 (0.5-1.1) 0.30 (0.2-0.8) 10.5(0.042 [1.227
GAD-7 (0-21) 4.75 (3-7) 1.50 (0-3.8) 10.0|0.035|1.276
PHQ-9 (0-29) 7.67 (5-11) 5.00 (1.3-8.5) 15.5|0.147|0.805
Apatia (0-72) 38.00 (30-42) 29.00 (27.3-39.3)  [19.0(0.297 [0.558
Apatia —opatrovatel (0-72)  |31-00(25-44)  [34.33(23.5-41.5) |26.0(0.816 0.004
Kognitivne zlyhania (0-100) 25.00 (20-48) 19.00 (7.3-27.8)  |13.5/0.093 [0.961
MoCA (0-30) 21.00 (19-23) 22.33(19.5-25.0) [24.5(0.683 [0.210
Fyzické zdravie (0-20) 11.43(9.7-149) [14.71(12.6-16.4) [17.0/0.197(0.696
Psychické zdravie (0-20) 11.56 (10.7-14.0) [13.17 (12.7-16.5) [12.0(0.062 [1.089
Socialne vztahy (0-20) 14.00 (12.0-16.0) [16.27 (14.0-17.3) [18.0(0.235 [0.626
Prostredie (0-20) 13.00 (10.5-16.5) |15.33 (14.6-16.8) [15.5(0.147 [0.805
Kvalita Zivota (0-130) 77.00 (72-101) 92.50 (85.3-108.0) (14.0(0.105 |0.921
Zataz opatrovatela (0-88) 15.00 (0-34) 12.00 (7.3-23.3) 28.0(1.000 |0
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Zo zvysujucou sa Uroviou depresie (rs=-0,69, p=0,004), Uzkosti (rs=-0,67, p=0,006), fobickej
Uzkosti (rs=-0,66, p=0,008) a paranoidnych predstav (rs=-0,66, p=0,008) sa znizuje kvalita
Zivota (QoL). Medzi premennymi sa zistil silny vztah s rs > 0,60. Celkové skére QoL korelovalo
aj s apatiou (rs=-0,71, p=0,003), skére v skriningu PHQ-9 (rs=-0,61, p=0,016), GAD-7 (rs=-0,68,
p=0,005) a MoCA (rs=-0,60, p=0,018). Vztah medzi QoL a apatiou hodnotenou blizkym
pribuznym (rs=-0,36, p=0,187), ako aj vnimanou zataZou opatrovatela bol nizky (rs=-0,29,
p=0,290). V Tabulke 2 uvadzame hodnoty korelaénych koeficientov pre jednotlivé dimenzie
Qol.

Na zdklade hrani¢ného skdre stanoveného pre slovenskd populaciu sme identifikovali
najcastejSie oblasti psychiatrickych a behavioralnych problémov u pacientov s iNPH. ZvySena
miera obsedantno-kompulzivneho sprdvania bola pritomna u 46,7% pacientov. Zvysenu
depresivnu symptomatiku uviedlo 40% pacientov. Tendencia k obsesivho-kompulzivnemu
spravaniu sa u60 % pacientov prejavovala ako nezndsanlivost vocdi povrchnosti
a nedbanlivosti. Tretina pacientov uvadzala nerozhodnost a nutkavé obavy o svoju pamit a
myslenie. Depresivne zaZitky sa najvyraznejsie prejavovali pocitmi nedostatku energie (67%),
nadmernymi obavami (33%) a pocitmi sklt¢enosti a smutku (27%). Kognitivne poruchy v
kazdodennom Zivote sa u pacientov prejavovali predovietkym neschopnostou vybavit si
spravne slova (73%), znizenou schopnostou rozhodovania (60%), zabudanim (53%) a
tazkostami so sustredenim sa na mena ludi (60%). Subjektivne vnimanie kognitivnych funkcii
slabo korelovalo s objektivnym hodnotenim vykonu prostrednictvom skriningu MoCA
(rs=0,27, p=0,34).

Vnimanu zataZ vyplyvajlcu zo starostlivosti o pacienta s iNPH uviedlo 36% opatrovatelov.
Najvyznamnej$imi ukazovatelmi zvy$enej zataZze opatrovatela si obavy o budicnost (60%),
nadmerna zodpovednost (40%) a zavislost pacienta od ich podpory (40%). Rozdiel v hodnoteni
apatie medzi pacientom a opatrovatefom nebol vyznamny (p=0,691).

Ucastnici bez implantacie VP shuntu dosiahli vyznamne vyssie skére (d=1,227 - 1,491) v
dimenziach obsesie-kompulzie, depresie, Uzkosti a paranoidnych predstav. Pacienti bez VP
shuntu tiez uvadzali horsiu kvalitu Zivota (d=0,921). Vysledky porovndvacej analyzy st uvedené
v Tabulke 1.
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Tabulka 2: Koreldcie medzi premennymi v Studii

Kvalita Fyzické Psychické Socialne )

Zivota zdravie zdravie vztahy Prostredie
Somatizacia -0.36 -0.32 -0.45 -0.04 -0.31
Obsesie-kompulzie ~ |-0.52" -0.45 -0.65™" -0.18 -0.31
Interpersonalna -0.59" -0.45 -0.66™" -0.31 -0.50
citlivost
Depresia -0.69" -0.59" -0.78™" -0.39 -0.57"
Anxieta -0.67"" -0.51 -0.81" -0.41 -0.56"
Hostilita -0.45 -0.34 -0.34 -0.47 -0.30
Fobickd anxiety -0.66"" -0.66"" -0.70™" -0.27 -0.53"
Paranoidné idedcie  |-0.66™ -0.59" -0.67" -0.56" -0.61"
Psychoticizmus -0.49 -0.33 -0.58" -0.42 -0.40
Global Severity Index [-0.65™ -0.52" -0.74™ -0.36 -0.53"
GAD-7 -0.68" -0.53" -0.81" -0.54" -0.52"
PHQ-9 -0.61" -0.62" -0.63" -0.26 -0.43
Apatia -0.71"" -0.73" -0.59" -0.56" -0.67""
Apatia (opatrovatel) |-0.36 -0.38 -0.21 -0.35 -0.19
Kognitivne zlyhania -0.24 -0.16 -0.34 0.04 -0.03
MoCA 0.60" 0.68™ 0.42 0.47 0.62"
ZataZ opatrovatela -0.29 -0.41 -0.17 -0.17 -0.14
"p<0.05, “"p<0.01

Diskusia

Tato pilotna studia prinasa novy pohlad na neuropsychiatrické symptomy, kognitivne funkcie,
behavioralne prejavy a kvalitu Zivota (QoL) u pacientov s iNPH. Zatial ¢o predchadzajice
vyskumy sa zameriavali najma na motorické a kognitivne prejavy iNPH, nase zistenia
poukazuju na déleZitost emocionélnych a psychologickych aspektov ochorenia, ktoré su ¢asto
podceriované. Zistili sme, Ze az 40% pacientov vykazovalo symptomy zodpovedajtcej depresii,
pri¢om najcastejSie uvadzané tazkosti zahffiali nedostatok energie (67%), nadmerné obavy
(33%) a pocity sklticenosti (27%). Tieto Udaje su v sulade s predchadzajucimi stadiami (12).
Okrem depresie sme zaznamenali aj pritomnost dalSich neuropsychiatrickych symptémov,
najma obsedantno-kompulzivne spravanie (46,7%), ktoré sa prejavovalo zvySenou
neznasanlivostou voci povrchnosti a nedbalosti. Taktiez sme pozorovali ¢asté kognitivne
zlyhania v kazdodennom Zivote, najma v zmysle tazkosti s vybavovanim slov (73%), zniZzenu
flexibilitu pri rozhodovani (60%), zabudanie (53%) a problémy so zapamatanim si mien
(60%). Nizka korelacia medzi subjektivnymi tazkostami a vykonom v MoCA naznaluje, Ze
pacienti nemusia mat dostato¢ny nahlad na svoj kognitivny deficit. Tento rozpor medzi
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sebahodnotenim a objektivnym meranim mézZe savisiet so znizenym sebauvedomenim,
typickym pre MCI ¢ demenciu, a pramenit z anozogndzie alebo dysfunkcie frontdlneho
laloku (26). Z nasej analyzy vyplynulo, Ze depresia bola jednym z najvyznamnejsich prediktorov
znizenej kvality Zivota (rs=—0,69; p=0,004). Vyrazna bola aj negativna koreldcia medzi QoL a
urovnou Uzkosti, fébickej Uzkosti, paranoidnych predstav a apatie. Tieto vysledky potvrdzuju,
ze psychicky stav pacienta vyznamne ovplyviiuje jeho subjektivne vnimanie Zivota a celkovu
funkénd kapacitu. Zaujimavym zistenim bol vplyv VP shuntovania na neuropsychiatrické
priznaky. Pacienti bez VP shuntu vykazovali vysSie skoére v oblastiach obsedantno-
kompulzivneho spravania, depresie, Uzkosti a paranoje v porovnani s pacientmi so zavedenym
VP shuntom. Rovnako bola QoL vyrazne nizsia u pacientov bez implantovaného shuntu. Treba
v8ak poznamenat, ze nasa $tidia nema longitudinalny dizajn, a preto nemozno s istotou urcit
dlhodobu stabilitu pozorovanych efektov. V sulade s literatirou (13, 14, 15) su vysledky
tykajuce sa vplyvu VP shuntovania na psychiatrické symptomy rozporuplné. Niektoré Studie
preukazali trvalé zlepSenie psychického stavu, iné uvadzaju len docasné zlepSenie alebo Ziadny
efekt. Tieto rozpory mézu byt spdsobené rozdielmi v metodoldgii, sledovanom obdobi,
rozsahu kognitivneho poskodenia ¢i odlisnej definicii psychopatologickych prejavov. Zataz
opatrovatelov si taktieZz vyzaduje osobitni pozornost. V nasej vzorke uviedlo 36%
opatrovatelov vyznamny stres suUvisiaci so starostlivostou o pacienta s iNPH, pricom
najcastejSimi stresormi boli obavy o buducnost (60%), nadmerna zodpovednost (40%) a
zévislost pacienta od ich podpory (40%). Zaujimavé je, Zze hodnotenie apatie medzi pacientmi
a opatrovatelmi sa vyznamne nelisilo (p=0,691). Apatia sa v nasej vzorke ukdazala ako Casty, ale
Casto podcefiovany symptom, ktory vyrazne vplyva na funkénost, ak aj na celkovd QoL. Hoci
zlepsenie motorickych funkcii po VP shunte modzZe viest k vacsej nezavislosti pacienta,
pretrvavajice kognitivne a psychické symptdmy mozu nadalej predstavovat vyznamnu zétaz
pre opatrovatela.

Zaver

Zaverom mozno konstatovat, Zze vysledky naSej pilotnej Studie podporuju predpoklad, ze
implantacia VP shuntu moze priaznivo ovplyvnit nielen motorické, ale aj kognitivne a
psychiatrické prejavy iNPH. Zaradenie hodnotenia psychického stavu a kvality Zivota do
rutinného klinického vysetrenia by mohlo prispiet k zlepSeniu starostlivosti o pacientov a
pozitivne ovplyvnit aj ich celkovy zdravotny stav a pohodu opatrovatelov.
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