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1. Uloha biochemického skriningu v odhade rizika chromozémovych a
vyvojovych poruch plodu

Adam Lukac

(vSeobecné lekarstvo, 2. rocnik)

Spoluautori: MUDr. Katarina Meli$ova, CSc., MUDr. Pavol Durina, Ing. Dana Ivani$ovd, MUDr.
Martina Culenovad, PhD.

Skolitel: MUDr. Stefan Harsanyi, PhD.
Ustav lekarskej bioldgie, genetiky a klinickej genetiky LFUK a UNB

Uvod

Prenatalny skrining predstavuje subor klinickych, biochemickych, ultrasonografickych a
genetickych postupov, ktorych cielom je véas identifikovat gravidity so zvysenym rizikom
chromozdémovych abnormalit a zdvainych vyvojovych poruch plodu. Vrodené poruchy su
definované ako Strukturalne alebo funkéné anomalie vznikajuce pocas intrauterinného vyvoija,
ktoré mozno zachytit prenatalne, pri narodeni alebo neskér v dojéenskom veku. Priblizne 3 %
az 5 % gravidit je komplikovanych vrodenou chybou [!] alebo genetickou poruchou a
chromozémové abnormality sa vyskytuju priblizne u 1 zo 150 Zivonarodenych deti. [?]

NajcastejSou chromozémovou abnormalitou kompatibilnou so Zivotom je trizomia 21, teda
Downov syndrém, ktorého incidencia sa v populacii uvadza priblizne 1 : 700 az 1 : 800
Zivonarodenych deti.[}] Medzi dal3ie klinicky vyznamné aneuploidie patria trizémia 18
(Edwardsov syndrém) a trizomia 13 (Patauov syndrém). Riziko numerickych chromozémovych
abnormalit narastd s vyssim vekom matky, preto vek matky zostava vyznamnou sucastou
individudlneho odhadu rizika.[* 3]

Rozvoj prenatalnej diagnostiky uzko suvisi so zdokonalenim ultrasonografie a invazivnych
diagnostickych vykonov. Vyznamny posun prinieslo zavedenie real-time gray-scale
ultrasonografie v 70. rokoch 20. storocia, ktoré umoznilo presnejsie hodnotenie gravidity uz v
skorsich stadiach a zlepsilo detekciu viacerych malformacii plodu.[*] V klinickej praxi sa na
definitivne potvrdenie chromozdmovej abnormality vyuZivaju invazivne diagnostické metddy,
najma amniocentéza a odber choriovych klkov. Amniocentéza patri medzi najcastejsie
pouzZivané invazivne prenatdlne diagnostické vykony a vykondva sa pod ultrazvukovou
kontrolou.

Vyznamnym medznikom bolo vydanie dokumentu ACOG Practice Bulletin No. 77 v roku 2007,
ktory odporudil ponuknut skrining aneuploidii alebo invazivne diagnostické testovanie
vSetkym tehotnym Zendm, idedlne uz pri prvej prenatalnej navsteve. Tento pristup vyznamne
rozsiril dovtedajsi model, v ktorom boli takéto vysetrenia primarne odporucané najma zenam
so zvy$enym rizikom vrodenych a chromozdémovych poruch plodu. [3]
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Material a metddy

Tato praca predstavuje predbeznu retrospektivnu analyzu databazy prenatalnych vysSetreni
realizovanych v rokoch 2010 a7 2012 na Ustave lekarskej bioldgie, genetiky a klinickej genetiky
Lekarskej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave. Do databdzy boli zaradené pripady
indikované na prenatalne genetické vysetrenie. Pre vysledkovo orientovanu analyzu boli
vyClenené pripady s evidovanym cytogenetickym vysetrenim plodovej vody ziskanej
amniocentézou. V pripadoch, ked pacientka s navrhovanym invazivnym vySetrenim
nesuhlasila, pripadne nebol dostupny hodnotitefny vysledok, bol takyto pripad v databaze
ponechany len evidenc¢ne a nebol zahrnuty do analyzy diagnostickej vytaznosti. VSetky udaje
boli pred spracovanim anonymizované.

Z databazy boli ziskané tieto premenné: rok vysetrenia, vek pacientky, hlavna indikacia na
prenatalne vysSetrenie, doplnkové indikacné udaje, suspektna diagndza, gestacny vek,
ultrazvukovy gestacny vek, hodnota AFP (alfa-fetoproteinu) v plodovej vode, typ vysetrenia,
typ cytogenetického vysSetrenia, vysledok vysetrenia, doplnkovy textovy opis vysledku a
poznamky. Pre explorativnu analyzu AFP v plodovej vode boli zahrnuté pripady s dostupnou
hodnotou AFP a s gestatnym vekom 14.-20. tyZzden, pre ktoré boli dostupné referencné
hodnoty podla gestacného veku. Vysledky boli rozdelené na negativne nalezy, chromozémové
aberacie, pravdepodobne nepatogénne varianty, vyvojové chyby alebo Strukturalne anomalie,
monogénové alebo iné genetické poruchy a nejasné alebo neuspesné vysledky. Pri analyze
gestacného veku boli z opisne;j Statistiky vyradené zjavne chybne zapisané hodnoty.

Statistické spracovanie bolo realizované pomocou programov MS Excel[®] a IBM SPSS Statistics
for Windows, version 29.0 .[®] Kategorické premenné boli vyjadrené ako absolutne a relativne
pocetnosti. Spojité premenné boli opisované pomocou priemeru a Standardnej odchylky, resp.
medianu a interkvartilového rozpétia podla charakteru distriblcie. Na porovnanie spojitych
premennych medzi dvoma skupinami je vhodné pouzit Mannov-Whitneyho U test, pri
viacerych skupinach Kruskalov-Wallisov test. Asocidcie medzi kategorizovanymi premennymi
je vhodné hodnotit chi-kvadrat testom, resp. Fisherovym exaktnym testom pri nizkych
ocCakavanych pocetnostiach. Hladina Statistickej vyznamnosti bola stanovena na p < 0,05.
Vzhladom na predbeiny charakter prace su vsetky inferencné analyzy interpretované
exploratorne.

Vysledky

V Studovanom subore bolo analyzovanych 1249 zdznamov, z toho 383 z roku 2010, 404 z roku
2011 a 462 z roku 2012. Cytogenetické vySetrenie bolo realizované v 1192 pripadoch. Vek
matiek sa pohyboval od 15 do 46 rokov, s priemernym vekom 33,35 roka. Najpocetnejsie boli
pacientky vo veku 35 a 36 rokov. Amniocentéza bola vykonana medzi 14. a 24. gestacnym
tyzdnom, najcCastejSie v 18. tyZzdni gravidity. Hodnoty AFP v plodovej vode sa pohybovali v
rozmedzi 2677 az 254394 klIU/I, s priemernou hodnotou 11145 kIU/I. S rasticim gestacnym
vekom surové hodnoty AFP klesali, preto bola pri dalSej analyze pouzitd aj gestacne
Standardizovana hodnota AFP vyjadrena ako MoM. Okrem cytogenetického vySetrenia boli v
mensom pocte pripadov vyuzité aj dalSie metddy, najma PCR, DNA analyza, FISH, vybrané
molekuldrno-genetické vysetrenia a metabolické testy podla konkrétnej indikacie.

NajcastejSou hlavnou indikaciou prenatdlneho vysetrenia bol vek matky (n = 598),
nasledovany skupinou pozitivny biochemicky skrining bez dalSich Gdajov (n = 510). Menej

10
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Casto boli zastupené indikacie na zaklade patologického ultrazvukového ndlezu (n = 29) a
indikacie pre poruchy neuralnej trubice (n = 12). Do skupiny inych Specifickych indikacii bolo
zaradenych 43 pripadov. Vek matky sa medzi jednotlivymi indikaCnymi skupinami vyznamne
liSil (p < 0,001). Najvyssi vek bol pritomny v skupine indikovanej pre vek matky. Rozdiel bol
zaznamenany aj pri gestacnom veku v ¢ase odberu (p < 0,001), pricom mierne vyssi gestacny
vek bol pozorovany pri ultrazvukovych a inych Specifickych indikaciach.

Cytogenetické a doplinkové vysetrenia

Vo vacSine pripadov bol zachyteny normalny nalez. Po harmonizacii vysledkov bolo
identifikovanych 30 jednoznacnych chromozdmovych aberacii, ¢o predstavovalo priblizne 2,5
% cytogeneticky vySetrenych pripadov. NajcastejSie bola potvrdena trizomia 21, nasledovana
trizomiou 18 a Turnerovym syndromom. Menej Casto boli zachytené aj Patauov syndrém,
Klinefelterov syndrém, Jacobsov syndrom a Pallisterov-Killianov syndrém. V mensej Casti
zaznamov boli pritomné nepatologické chromozémové varianty alebo balansované
translokacie. Ojedinele boli zachytené aj zavainé vyvojové chyby plodu pri normalnom
karyotype, najma poruchy neuralnej trubice a komplexné malformacie. Malu samostatnu
skupinu tvorili monogénové alebo nechromozémové genetické poruchy.

NajvysSia miera diagnostického zachytu chromozdémovych aberdcii bola zaznamenand v
skupine inych Specifickych indikacii (vid. Tab. 1), kde vytainost dosiahla 16,3 %. Pri
patologickom ultrazvukovom néleze bola vytaznost 10,3 %. Pri indikacii z dovodu veku matky
bola vytaznost 2,2 %, zatial ¢o v skupine pozitivny biochemicky skrining bez dalSich Gdajov
dosiahla 1,4 %. V skupine indikovanej pre poruchy neurdlnej trubice nebol zaznamenany
ziadny chromozémovo pozitivny nalez. Rozdiel medzi skupinami bol vyznamny (p < 0,001).

Tab. 1 - Vytaznost chromozémovych aberdcii podla hlavnej indikdcie vysetrenia

Hlavna indikacia Pozitivhe / vetci Vytaznost
Iné Specifické indikacie 7/43 16,3 %
USG ndlez 3/29 10,3 %
Vek matky 13 /598 2,2%

Pozitivny biochemicky skrining

0,
bez dalSich udajov 7/510 1,4%

NTD / porucha neuralnej trubice | 5/42 11,9%

V tejto selektovanej kohorte sa vek matky neukdzal ako rozliSujuci faktor medzi
chromozdémovo pozitivnymi a negativnymi pripadmi (p = 0,814). Rovnaky zaver platil aj pri
porovnani skupin podla hranice = 35 rokov vs. < 35 rokov (p = 1,000). Pri porovnani
jednotlivych rokov bol pozorovany narast miery pozitivity z 0,8 % v roku 2010 na 3,0 % v roku
2011 a 3,7 % (vid. Obrazok 1.) v roku 2012 (p = 0,026).

11
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Vytaznost’ podl'a rokov
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2010 2011 2012
mPocet pacientok  —Celkova vytaznost

Obrdzok 1. Vytaznost vysetreni podla rokov.

Pri analyze suspektnej diagndzy bola najvyssia vytaznost zaznamenana pri USG/VVCH naleze
a pri suspektnej trizomii 18 (vid. Tab. 3). Nizsia vytaZnost bola pritomna pri NTD a pri
suspektnej trizdmii 21. Rozdiel medzi skupinami bol vyznamny (p < 0,001).

Tab. 2 - Diagnostickd vytaznost podla suspektnej diagnézy

Suspektna diagnoza Pozitivne / vSetci Vytaznost
USG / VVCH nélez 6/21 28,6 %
Suspektnd T18 4/21 19,0 %
NTD / porucha neuralnej trubice | 5/42 11,9%
Suspektna T21 12 /391 3,1%

GestaCne Standardizovana analyza AFP bola realizovana v podsubore 1077 pripadov s
dostupnou hodnotou AFP, hodnotitelnym gestacnym vekom a jednoznacnym zapisom AFP.
Po prepocte na AFP MoM bol medidan 1,04 a interkvartilové rozpatie 0,83-1,29. Surové
hodnoty AFP signifikantne klesali s rastucim gestacnym vekom (p = -0,435, p < 0,001). Po
prepocéte na AFP MoM tento vztah vymizol (p = -0,023, p = 0,449). Pri porovnani pripadov s
chromozémovou aberdciou a bez chromozémovej aberacie sa AFP MoM signifikantne nelisilo.
Median AFP MoM bol pri chromozémovych aberaciach 0,84 oproti 1,04 v ostatnych pripadoch
(p = 0,052). Nepotvrdila sa ani asocidcia medzi chromozémovou aberaciou a prekrocenim
hornej hranice referenéného intervalu AFP (p = 1,000).

Odlisna situdcia bola pozorovana pri skupine potvrdenych Strukturdinych a vyvojovych poruch
plodu. V tejto skupine boli hodnoty AFP MoM vyrazne vysSie neZ v ostatnych pripadoch.
Medidan AFP MoM dosiahol 12,94 oproti 1,04 v skupine bez Strukturdlnej alebo vyvojovej
chyby (p < 0,001). Zaroven vsetky hodnotitelné pripady so Strukturdlnou alebo vyvojovou
chybou mali AFP nad hornou hranicou referenéného intervalu (p < 0,001).

12
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Tieto vysledky naznacuju, Zze AFP v plodovej vode malo v sledovanom subore vacési vyznam pri
zachyteni Strukturalnych vyvojovych poruch plodu nez pri odhade rizika chromozémovych
aberdcii.

Diskusia

Predlozené predbezné vysledky potvrdzuju, Ze biochemicky skrining mal v sledovanom obdobi
vyznam najma ako selektivny nastroj na identifikaciu gravidit so zvySenym rizikom, ktoré
nasledne smerovali k invazivnej prenatalnej diagnostike. Tento koncept zodpoveda
dlhodobému vyvoju prenatalneho skriningu, ktory sa od pévodného vyuzitia AFP pri detekcii
poruch neuralnej trubice postupne rozsiril o kombinované algoritmy zahfiajlce ultrazvukové
a biochemické parametre a neskor aj cfDNA (Cell-free DNA)/NIPT(Non-invasive Prenatal
Testing). Zakladny princip vSak zostava rovnaky: skrining odhaduje riziko, zatial ¢o
amniocentéza a dalsie invazivne metddy poskytuju presnejsiu diagnostickd informaciu. [7712]

V nasom subore bola najc¢astejSou hlavnou indikaciou vyssi vek matky, avsak samotny vek sa
v uZ selektovanej kohorte amniocentéz neukdzal ako faktor, ktory by dalej rozliSoval medzi
chromozdémovo pozitivnymi a negativnymi pripadmi. Tento vysledok je logicky, pretoze vek
matky predstavuje najma vstupny rizikovy faktor pre indikaciu skriningu alebo invazivneho
vySetrenia, nie nevyhnutne diskriminaény parameter v uZ predselektovanom subore
pacientiek. Sucasné odporucania aj novsie prehlady preto zd6raznuju, Ze rozhodovanie by
nemalo byt postavené iba na veku, ale na kombinacii klinickych, ultrazvukovych a
biochemickych Udajov, pripadne na postupoch zaloZenych na stratifikacii.[* 10 12 13]
Vyznamnym zistenim nasej analyzy je vys$sia diagnosticka vytaznost pri patologickom
ultrazvukovom naleze a pri inych Specifickych klinickych indikaciach v porovnani s indikaciou
zaloZzenou iba na veku matky. Tento vysledok podporuje nazor, Ze ultrazvukové vysetrenie ma
v prenatalnom skriningu zasadnu hodnotu nielen pri detekcii Strukturalnych chyb, ale aj ako
vyznamny doplnok pri odhade rizika chromozdémovych aberacii. Zaroven je v sulade s novsimi
Gdajmi, podla ktorych kombinovany skrining a detailny ultrazvuk dokazu zachytit aj c¢ast
atypickych chromozémovych odchylok, ktoré nemusia byt zachytitelné iba testami
zameranymi na najCastejSie trizomie. To je doblezité najma pri interpretacii vysledkov v ére
NIPT, ked vysoka vykonnost pre trizémie 21, 18 a 13 neznamena Uplné nahradenie ultrazvuku
ani invazivnej diagnostiky pri klinickom podozreni.['4]

Explorativna analyza AFP po prepocte na MoM ukazala, Ze po Standardizacii podla gestacného
veku sa odstranil jeho vztah ku gestacnému veku, ¢o podporuje spravnost zvoleného postupu.
Zaroven sa AFP MoM v nasom subore nespajal s chromozémovymi aberaciami, ale vyrazne sa
zvySoval pri Strukturalnych a vyvojovych chybach plodu. Tento vysledok je v zhode s
historickou aj suc¢asnou uUlohou AFP, ktory je tradi¢ne viazany najma na detekciu otvorenych
defektov neurdlnej trubice a dalSich malformacii, kym pri aneuploidiach ma vyznam skoér ako
sucast viaczlozkovych skriningovych algoritmov nez ako izolovany marker. Nase Udaje tak
podporuju zachovanie interpretacie AFP najma v kontexte morfologickych abnormalit a nie
ako samostatného ukazovatela chromozédmového rizika.[”  10]

Zaujimavym nalezom bol aj narast podielu pozitivnych vysledkov v priebehu sledovanych
rokov. Pri interpretacii tohto trendu je vSak potrebna opatrnost. MozZe odrazat skutocné
zlepSenie selekcie pacientok na invazivne vysetrenie, postupné zmeny v organizacii skriningu,
meniacu sa vekovu Strukturu gravidit aj SirSie vyuZivanie cielenejSich diagnostickych metod.
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Podobné casové trendy boli opisané aj v inych populaciach, kde sa spolu so zvySujucim
podielom gravidit vo vysSom veku menil aj podiel invazivnych vykonov a prenatdlna detekcia
trizdmie 21 a 18 sa v Case zvySovala. Na druhej strane, naSe vysledky stdle odrdazaju
predovsetkym obdobie pred ploSnym rozSirenim NIPT, a preto ich nemoZzno priamo
porovnavat so sucasnymi skriningovymi algoritmami bez zohladnenia tohto metodického
posunu.[213,17]

Pri interpretacii nasich vysledkov treba zohladnit aj viaceré limitacie. Ide o retrospektivnu
analyzu databazy z jedného pracoviska, pricom cast Udajov bola zaznamenana vo forme
volného textu a vyZzadovala dodato¢nu harmonizaciu kategorii. Nie vSetky indikacie boli
presne $pecifikované a ¢ast zaznamov mala skor evidencny alebo konziliarny charakter. AFP
MoM bolo navyse potrebné vypocitat z dostupnych referencnych intervalov len aproximaciou
podla stredu referenéného rozpatia. Napriek tomu ma subor dobru vypovednid hodnotu ako
obraz realnej klinickej praxe v danom obdobi. Zaroven predstavuje vhodny zaklad pre dalSie
rozsirenie analyzy o nasledujice roky, ktoré umozni presnejsie posudit trendy v indikaciach,
zachytnosti a postupnej transformacii prenatdlneho skriningu. V tomto kontexte ostava
dolezité aj kvalitné genetické poradenstvo a zrozumitefnd komunikacia limitacii skriningovych
testov, na ¢o upozoriuju aj novsie prehlady venované skusenosti pacientok a implementdcii
novych skriningovych. [1% 16,18, 19]

Zaver

Predbezna retrospektivna analyza prenatalnych vysetreni z rokov 2010 az 2012 potvrdila, Ze
biochemicky skrining predstavoval v sledovanom obdobi vyznamnu sucast prenatalnej
diagnostiky, najma ako nastroj na vyber gravidit so zvysenym rizikom pre dalSie vySetrenie.
NajcastejSou indikaciou prenatalneho vysetrenia bol vek matky, avSak v uz selektovanej
kohorte pacientiek indikovanych na amniocentézu sa vek matky neukazal ako faktor, ktory by
vyznamne odliSoval chromozdmovo pozitivne a negativne pripady.

Najvyssia diagnosticka vytaznost bola zaznamenana pri patologickom ultrazvukovom naleze a
pri inych Specifickych klinickych indikaciach, ¢o poukazuje na vyznam komplexného
hodnotenia rizika. Explorativna analyza zaroven ukazala, Ze AFP v plodovej vode malo v
analyzovanom subore vacsi vyznam pri zachyteni Strukturalnych a vyvojovych poruch plodu
nez pri identifikacii chromozémovych aberacii.

Vysledky tejto prace je potrebné interpretovat ako predbeiné, kedZe ide o retrospektivnu
analyzu databazy s CiastoCne neuplnymi a heterogénne zaznamenanymi udajmi. Napriek tomu
praca poskytuje cenny obraz o realnej klinickej praxi v sledovanom obdobi a vytvara vhodny
zaklad pre dalSie rozSirenie analyzy o nasledujuce roky.
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Introduction

Staphylococcus aureus is a ubiquitous opportunistic human pathogen that naturally colonises
human skin and mucous membranes. While it often exists as part of the commensal
microbiota, it is also a versatile pathogen capable of causing a wide spectrum of infections,
ranging from minor skin infections like abscesses to life-threatening diseases such as
bacteremia, ventilator-associated pneumonia and surgical site infections. These infections are
a leading cause of prolonged hospital stays, increased morbidity and mortality, and higher
healthcare-associated costs [1,4].

Nasal carriage is recognized as a significant risk factor for the development of subsequent
infections, particularly in patients undergoing surgery or those with acquired or congenital
immunodeficiencies. The anterior nares serve as the primary reservoir for this pathogen in
humans. Approximately 20% to 30% of the human population are persistent nasal carriers,
acting as a reservoir for both community-acquired and hospital-acquired (nosocomial)
infections [2,4].

The ability of S. aureus to colonise host surfaces is mediated by various virulence factors,
including cell wall-associated proteins known as MSCRAMMs (Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules). These proteins, such as clumping factor B (CIfB),
fibronectin-binding proteins (FnbA), and iron-regulated surface determinants (IsdA), interact
with host biomolecules to facilitate adherence and persistence on the nasal mucosa.
Furthermore, horizontal gene transfer plays a vital role in establishing carriage and acquiring
drug resistance [4].

In recent years, significant attention has been focused on S. aureus due to its increasing
resistance to antimicrobial agents. The emergence and spread of methicillin-resistant S.
aureus (MRSA) strains, which carry the mecA gene, have become a major global health
concern. These strains often exhibit multidrug resistance, making the resulting infections
difficult to treat [3,6]. Medical students transitioning into clinical environments represent a
critical population for epidemiological study, as they may act as vectors for the cross-
transmission of both community-acquired and nosocomial strains [6].

The objective of this study was to determine the prevalence of S. aureus nasal carriage of
medical students of the faculty of medicine at Comenius University in Bratislava and to
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investigate the relationship between colonisation status and specific risk factors or the
subsequent development of clinical infection.

Methodology
The presence of S. aureus strains on the nasal mucosa of medical students of the Faculty of
Medicine at Comenius University in Bratislava was assessed by the following method:

The study was conducted in two sampling phases. The first phase started in February 2025
with the second-year students. After eight months, the second phase of collection followed in
December 2025 with the now third year students.

Nasal swabs were collected from the anterior nares of each student, as this site is the primary
reservoir for S. aureus colonisation [3,4]. The swabs were handled according to standard
microbiological  protocols to ensure the viability of the isolates [5].

After the collection of samples, the students were also asked to fill out a brief questionnaire
regarding multiple lifestyle factors. The survey contained data on sex, smoking status, allergies
(inhalation), chronic or recurrent respiratory infections (RTls), excessive use of nasal sprays,
presence of nose piercing, clinical placement in healthcare facilities and antimicrobial therapy
within three months prior to sampling.

The collected nasal swabs were then transferred for primary cultivation onto blood agar plates
(BD Columbia Agar with 5% Sheep Blood (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Germany)) and
followed by inoculation into nutrient broth [1,2]. These cultures were incubated under aerobic
conditions at 37 °C for a duration of 18-24 hours [2]. Phenotypic identification of S. aureus
was established through systematic microbiological evaluation, assessing their morphological
growth characteristics and the production of the characteristic carotenoid pigment,
staphyloxanthin and B-hemolytic activity [1,2,3]. The isolates were further differentiated
based upon enzymatic profiling, which included standard assays for hyaluronidase production
[1,2].

Following identification, the antimicrobial susceptibility of each isolate was determined via the
Kirby-Bauer disk diffusion method on specialized agar plates [1]. This technique enabled the
measurement of inhibition zones to classify the strains as sensitive, susceptible increased
exposure, or resistant according to established international standards [1,4]. The antimicrobial
susceptibility was assessed using the following agents: Trimethoprim-sulfamethoxazole
(cotrimoxazole) (2ug + 23ug), erythromycin (15 ug), clindamycin (2 pg), gentamicin (10 ug),
tetracycline (30 pg), ciprofloxacin (5 pg) and mupirocin (200 ug) (all Oxoid, Basingstoke, UK)
according to EUCAST recommendations. Cefoxitin disk (30 pg) testing was used to assess
methicillin resistance in Staphylococcus aureus (MRSA) [1,7].

The distribution of categorical variables between two groups was compared by using the
Pearson X2 test. Fisher’s exact test was used if the expected count was less than five in 220%
of cells of the 2 x 2 contingency table. All the statistical tests were performed at the level of
statistical significance a = 0,05. Data analysis was performed using GraphPad Prism (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) [8].

Results
In the first sampling round, 138 S. aureus strains were isolated from the nasal mucosa of
medical students, while 152 strains were isolated during the second course.
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Persistent colonisation (i.e. detection of positive strains in both collections) was identified in
89 students (26,2%). Colonisation was found in 49 students (14,4%) only in the first sampling
and in 62 students (18,2%) showed newly acquired colonisation in the second sampling. A
total of 140 students (41,2%) were not colonised. These results are presented in Figure 1.

26.2% Persistent colonization
14.4% Transient colonization
18.2% New acquisition
41.2% No colonization

Figure 1: Proportion of Staphylococcus aureus carriers among medical students based on nasal
mucosa sampling.

The susceptibility of the isolated strains to the tested antimicrobial agents ranged from 55,4%
to 100,0%. Most strains were methicillin-susceptible S. aureus (MSSA) (97,6% in the first round
(R1) and 93,9% in the second round (R2)). High susceptibility was found for cotrimoxazole with
100,0% in R1 and 98,6% in R2 and mupirocin with 98,5% in R1 and 100,0% in R2. The lowest
susceptibility rates were observed for erythromycin with 55,4% and clindamycin with 65,6%
in R1 and 58,1% and 67,6%, respectively in R2. These results are graphically depicted in Figure
2.

During the first sample collection, the prevalence of S. aureus colonisation was significantly
higher in male students compared to female students (p = 0,018).

No statistically significant associations were found between S. aureus colonisation and any of
the investigated risk factors in either sampling. Similarly, no significant differences were
observed between sexes in the second sampling. Detailed results are presented in Table 1.
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Figure 2: Antimicrobial susceptibility of S. aureus strains.
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MSSA — methicillin-susceptible Staphylococcus aureus; CIP — ciprofloxacin; ERY — erythromycin; TET —
tetracycline; GEN — gentamicin; COT — cotrimoxazole; CLI — clindamycin; MUP — mupirocin. *

Susceptible increased exposure

Table 1: Potential risk factors associated with Staphylococcus aureus colonisation.

Sex p=0,018 p=0,052
Smoking p=0,641 p=0,157
Chronic respiratory tract | p=0,166 p=0,548
infections

Asthma p=0,266 p=0,229
Nasal spray usage p=0,895 p=0,634
Inhalation allergy p=0,248 p =0,680
Exposure to healthcare | p=0,199 p=0,473
settings

Nose piercing p=0,126 p=0,241
Antibiotics usage p=0,286 p=0,667

Discussion

The present study investigates the prevalence of nasal carriage of S. aureus among medical
students and the factors that may influence colonisation by this bacterium. Carriage of S.
aureus among healthcare workers represents a significant risk factor for the development of
infections in immunocompromised patients. During clinical internships, students encounter
such patients and, if colonised with S. aureus, may act as a source of infection.
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The investigation shows that 26,2% of students who were tested twice within one year were
persistently colonised with S. aureus in their nasal mucosa. This finding is consistent with
results reported in the available literature. For example, a study conducted in the United
States with a similar focus, reporting with nasal colonisation in 21% of participants [10].

The overall prevalence of S. aureus nasal carriage increased slightly from 40,5% in the first
sampling round to 44,9% in the second. Among the study population, 26,2% of students were
identified as persistent carriers. Notably, 18,2% of students acquired S. aureus colonisation in
the second round following exposure to the clinical environment. S. aureus is a well-known
causative agent of infections in hospital settings. However, no statistically significant
association was identified between exposure to the hospital environment and mucosal
colonisation. On the other hand, there is evidence in the literature supporting this association,
with studies identifying hospital stay or contact with a hospital environment as a significant
risk factor for S. aureus carriage [10,11]. The difference in the findings may be attributed to
the relatively young age of participants and their limited exposure to the healthcare
environment.

A statistically higher rate of colonisation by S. aureus was present in males in comparison with
females. This finding is supported by other studies. For example, a Brazilian study from 2020
identified male sex as a significant predisposing factor for nasal carriage of S. aureus [11].

The assessment of antimicrobial susceptibility patterns the isolated strains represents a key
area of clinical importance, as determining current resistance profiles is crucial for guiding
appropriate therapeutic choices and limiting the impact of antimicrobial resistance. The
results indicate that the majority of isolates were methicillin-susceptible Staphylococcus
aureus, accounting for 97,6% in the first collection round and 93,9% in the second. Overall
susceptibility to tested agents was high (55,4% - 100,0%), with near-universal sensitivity to
cotrimoxazole (100,0% in R1; 98,6% in R2) and mupirocin (98,5% in R1; 100,0% in R2). In
contrast, the lowest susceptibility rates were observed for erythromycin (55,4% - 58,1%) and
clindamycin (65,6% - 67,6%) [2,3,4]. When compared to a study of a college-aged cohort at
Hartford University (USA), the isolates in this population demonstrated higher susceptibility
rates to cefoxitin, ciprofloxacin, and tetracycline. In contrast, resistance to gentamicin was
markedly higher [10]. Further comparison with a 2020 Brazilian screening study revealed
shared trends in the low susceptibility of erythromycin and clindamycin. However, the
Brazilian cohort exhibited higher sensitivity to ciprofloxacin, tetracycline, gentamicin, and
cotrimoxazole in comparison to our student group. A significant divergence was noted
regarding cefoxitin resistance. While the student population in Bratislava remained
predominantly MSSA, the Brazilian study reported a significantly higher proportion of MRSA
strains, despite analysing a comparable number of isolates (n=139). This difference is likely
due to the additional inclusion of hospital staff in the Brazilian study, as healthcare workers
are more commonly carriers of resistant hospital-acquired strains than medical students
coming from the community [11].

Based on our results, it can be concluded that students are not an exception in terms of nasal
colonisation. During the second sampling (48,9%), a higher prevalence of carriage was
observed compared to the first sampling (40,6%). These findings suggest that even the first
semester of clinical internship, and thus regular exposure to the hospital environment, may
influence the rate of colonisation.
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In conclusion, a high prevalence of S. aureus nasal carriage was observed among medical
students, with a substantial proportion of persistent carriers. Although most isolates were
methicillin-susceptible, and overall antimicrobial susceptibility remained high, colonisation
rates increased after clinical exposure. No significant associations with most investigated risk
factors were identified, except for male sex in the initial sampling. These findings highlight the
potential role of medical students in the transmission of S. aureus in healthcare settings and
underscore the importance of awareness, infection control measures, and further monitoring
during clinical training.

The study was approved by the Ethics Committee of Faculty of Medicine of Comenius University
and University Hospital Bratislava (protocol code 74/2024). The informed consent was
obtained from all participants. This research study was funded by the Slovak Research and
Development Agency under contract No. APVV-23-0140.
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3. Ultrastruktirna analyza hipokampu mysi s deficitom deoxyribonukleazy
gama

Patrik Krhat, Samuel Palkovic
(vSseobecné lekarstvo, 4.rocnik)

Skolitel: doc. RNDr. Martin Kopani, PhD?, Mgr. Jakub Szabd, PhD?
1Ustav lekarskej fyziky a biofyziky LF UK

Uvod

Hipokampus predstavuje kfucovu Strukturu centrdlneho nervového systému, ktord zohrdva
zasadnu ulohu v procesoch ucenia, pamati a priestorovej orientdcie. Vzhladom na svoju
vysoku metabolickd aktivitu a citlivost na vnutorné aj vonkajsie faktory patri medzi oblasti
mozgu obzvlast nachylné na Strukturalne a funkéné poskodenie. Jednym z vyznamnych
faktorov ovplyvnujucich bunkovd homeostazu je spravna funkcia deoxyribonukledzy gamma.
Jej deficit je spajany s narusenim mitochondridlnej integrity, o moze viest k energetickému
deficitu buniek, zvysenej produkcii reaktivnych foriem kyslika a naslednym ultrastrukturalnym
zmenam v tkanive (1,2).

Cielom tejto prace je analyzovat ultrastruktirne zmeny v hipokampe mysi so zameranim na
Struktdru lipofuscinu v neurénoch hipokampu mysi. Osobitnd pozornost je venovana
porovnaniu tychto zmien u jedincov s deficitom deoxyribonukledzy gama, s cielom prispiet k
lepSiemu pochopeniu mechanizmov veducich k neurodegeneracii na bunkovej drovni.

Material a metddy

Vzorky hipokampu od dospelych mysi oboch pohlavi s deficitom pre deoxyribonukledzu gama
(n = 3) a od kontrol (n = 3) boli odobrané v stave hlbokej inhalacnej anestézy (isofluran) pri
transkardialnej perfundacii ladovym fyziologickym roztokom. Nasledne boli vzorky fixované v
2,5 % glutaraldehydom pri teplote 4 °C a postfixované v 1 % tetroxide osmia (OsQ,), narezané
na hrabku 100 nm a vySetrené transmisnym elektrénovym mikroskopom H-7650 TEM (Hitachi,
Nemecko) pri urychlujicom napati 100 kV.

Vysledky

V cytoplazme neurdnov hipokampu mysi bez deficitu deoxyribonukledzy gama sme pozorovali
tmavé ovalne cCastice pravdepodobne lipofuscinu s malym pocétom lipidovych ovalnych
utvarov a nanometrovych granul. Vo vnutri Castic boli vyrazné nanometrové, paralelne
usporiadané vlakna (obr. 1A). V hipokampe neurénov mysi s deficitom deoxyribonukleazy
gama tieto Struktury boli homogénnejsie s vacsim poctom lipidovych Castic a bez vyraznych
granul (obr. 1B).
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1 500 nm 100 nm

Obr.1 Hipokampus, mysi, TEM.

A - lipofuscinové granuly v cytoplazme neurénov bez deficitu deoxyribonukledzy gama s lipidovymi
Casticami, vyraznou granuldrnou Struktdrou a vldknami. B - homogénnejsie lipofuscinové granuly
v cytoplazme neurénov s deficitom deoxyribonukledzy gama s vacSim poctom lipidovych castic, bez
vyraznych grandul a vidkien.

Diskusia

Lipofuscin je heterogénny pigment nerozloZitelnych produktov bunkového metabolizmu,
ktory sa fyziologicky hromadi v cytoplazme buniek. Pozostdva najma z oxidovanych lipidov,
denaturovanych proteinov a zvyskov membranovych Struktdr, ¢asto s pritomnostou
stopovych mnoistiev kovov, predovsetkym Zeleza. Vznikd v lyzozdmoch ako dosledok
neuplnej degraddcie poskodenych bunkovych komponentov, pricom jeho tvorba Uzko suvisi s
oxidacnym stresom a peroxiddaciou lipidov (3).

Nase predbezné vysledky ukazuju zmeny v Strukture lipofuscinu v hipokampe neurénov mysi
s deficitom deoxyribonukledzy gama oproti kontrolnej skupine. Vysledky naznacuju, Ze
absencia tohto enzymu vedie k vyraznejSej homogenizacii a lipidizacii intraceluldrnych
depozitov. Zvyseny vyskyt lipidovych komponentov v tychto inkldzidch, najma u mysi s
deficitom deoxyribonukledzy gama, méze naznacovat poruchy lipidového metabolizmu alebo
degradacie membranovych Struktur.

Ultrastrukturalne studie ukazuju, Ze lipofuscin moZe obsahovat lameldrne usporiadané
membranové zvysky, elektron-denzné granuly a variabilne organizované filamentdzne
Struktury, ¢o odraza jeho komplexny povod a postupnu agregaciu v lyzozémoch (4). Paralelne
usporiadané nanometrové vldakna vo vnutri lipofuscinovych teliesok spolu s mensim
mnozstvom lipidovych inkluzii a nanogranul ukazuje na relativne organizovanu a heterogénnu
Strukturu tychto rezidudlnych teliesok. Takato organizacia mozZe odrazat postupné vrstvenie
oxidovanych lipidov a proteinov pocas ich lyzozomalneho spracovania. Tento proces je u mysi
s deficitom naruSeny a nedochadza k ich tvorbe. Poruchy mitochondrialnej funkcie, apoptdzy
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a oxidacného stresu mozu vyznamne ovplyvnit procesy autofagie a lyzozomalnej degradacie
(5).

V nervovom tkanive je akumulacia lipofuscinu spajana s neurodegenerativnymi procesmi, ako
su Alzheimerova a Parkinsonova choroba, kde prispieva k zvySenej vulnerabilite neurdnov.
Jeho pritomnost teda nepredstavuje len pasivny désledok starnutia, ale aj potencialny faktor
podielajuci sa na patogenéze ochoreni spojenych s oxidatnym stresom a poruchou
proteostdzy. V kontexte sucasnych poznatkov moZno tieto ndlezy interpretovat ako
potencialny prejav progresivneho neurodegenerativneho procesu.

V dalsom vyskume budeme analyzovat neurozapal (TNF-a a IL-1B, pripadne GFAP a IBA-1
imunohistochémie) a oxida¢ného stresu (ROS), kedZe oba procesy mdzu vyznamne prispievat
k dysfunkcii lyzozomov. Analyty by mohli vysvetlovat, preco je lipofuscin v sledovanom modeli
homogénnejsi a vyraznejsie akumulovany.
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4. Systematicka preparacia vybranych jemnych neurovaskularnych struktur
ako metodicko-deskriptivny pristup v topografickej anatomii

Karol Babcan
(vSseobecné lekarstvo, 2.rocnik)

Skolitelia: Mgr. Tomag Havranek, PhD., MUDr. Hisham El Falougy, PhD., MUDr. Olia El
Hassoun Secanskd, PhD., prof. MUDr. Stefan Polak, CSc.

Anatomicky ustav, Lekarska fakulta univerzity Komenského, Bratislava

Uvod

Makroskopicka anatdomia zohrdva kfucovu ulohu v medicinskom vzdelavani a klinickej praxi.
Presné poznanie topografickych vztahov anatomickych Struktdr je nevyhnutné pre
diagnostiku, chirurgické planovanie a bezpecné vykonavanie invazivnych vykonov [1, 2, 3, 4].
V uplynulom obdobi sa do popredia dostdva potreba detailného poznania jemnych
anatomickych Struktur, ktoré sa nachadzaju na rozhrani makroskopickej a submakroskopickej
anatémie. Hoci existuje rozsiahla digitalna, atlasovd a ucebnicova literatdra, metodické
postupy veduce k preciznej preparacii tychto Struktur su ¢asto nedostatocne popisané alebo
absentuju [5, 6, 7]. Mnohé drobné neurovaskularne uUtvary su v literatire uvadzané bez
jasného metodického kontextu ich identifikacie a preparacie, ¢o stazuje ich identifikaciu v
edukacnom procese [8, 9]. Viaceré publikacie, odborné texty a atlasy tieto drobné struktury
popisuju, avsak ich pévod je Casto zastrety chronologickymi citaciami predoslych autorov, kde
sa mozno az naslednou retroanalyzou dostat k pévodnému autorovi, ktory danu struktudru
detailne popisal, avsak konkrétne metodické postupy sa bud nezachovali, alebo sa stratili
v Case [10, 11, 12, 13]. Systematicka jemna prepardcia predstavuje metodicky pristup, ktory
umoziuje detailnu vizualizaciu jemnych anatomickych Struktdr pri zachovani ich prirodzenych
topografickych vztahov.

Nastrojové a technické vybavenie modernych anatomickych pracovisk dnes umoziuje
mimoriadne detailné preparacie, a tym suc¢asne umoziiuje poskytnut lepsie a detailnejSie
edukacné materidly pri vyucbe anatdomie, nakolko vyuzitie jemnych mechanickych technik bez
farbiacich alebo Specifickych fixaénych metdéd umoznuje vytvorit preparaty blizke klinickej
realite. Predovsetkym univerzalnost vykladu preparacie umozniuje jej Sirsie pochopenie a
reprodukovatelnost aj z pohladu Studenta so zakladnou teoretickou znalostou anatomickych
Struktar.
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Ciele prace

Cielom tejto prace je:

vytvorit metodicko-deskriptivny ramec preparacie vybranych topografickych oblasti fudského
tela s dérazom na edukaénu hodnotu, reprodukovatelnost a objektivnu relevanciu

sumarizovat fotodokumentaciu makroskopickych a submakroskopickych neurovaskularnych
Struktur vybranych topografickych oblasti [udského tela s deskriptivou pre edukacné ucely vo
forme atlasu

Material a metddy

Preparacie boli realizované na kadaveréznom materidli dospelej Zeny v sulade s platnymi
pravnymi a etickymi normami. Po Standardne;j fixacnej procedure bol material konzervovany
v alkoholovom prostredi s cielom zachovania integrity tkaniv.

Detailné preparacie boli vykondvané bez pouzitia farbiacich metdd, vyhradne mechanickym
odstranenim tukovych a vazivovych vrstiev. Pouzité boli jemné chirurgické nastroje, najma
skalpelové Cepele velkosti 10 — 12, anatomické a chirurgické pinzety, sondy a preparacné ihly.
Prepardacia prebiehala postupne po vrstvach, s dérazom na zachovanie neurovaskularnych
Struktur s priemerom pod 1 mm.

Vybrané topografické oblasti zahfnali ruku (palma et dorsum manus), nohu (planta et dorsum
pedis), povrchové a hlboké inguindlne lymfatické uzliny, mezentérium a vnutorné Zenské
pohlavné organy. Kazda oblast bola preparovana systematickym spésobom s cielom
zachovania prirodzenych topografickych vztahov so zretefom na ich priestorové usporiadanie
[14, 15, 16, 17].

V procese bola realizovana priebezna fotodokumentiacia jednotlivych faz preparacie, ktora
umoznila zaznamenanie vrstiev a priestorovych vztahov. Suvisiaca aparatira pozostavala zo
zdroja ploSného osvetlenia a Uchopového apardtu pre zaznamenavaciu techniku. Fotografie
boli nasledne spracované s cieflom zvyraznenia detailov a odstranenia rusivych prvkov; na
postprodukcénu Upravu zaberov boli pouZité editacné softwarové nastroje vratane pokrocilych
algoritmov na vyladenie rusivého pozadia a kontrastné zvyraznenie detailov. llustracné
obrazky uvazdané v tejto praci su prezentované ako nativne bez multiurovinovej identifikacie.

Vysledky
Prepardcia palma et dorsum manus

Preparacia ruky prebiehala systematickym vrstvenym postupom od kozného krytu po hlboké
Struktury. Po odstraneni subkutanneho tuku boli identifikované povrchové Zilové a nervové
siete, nasledne retinacula musculorum flexorum et extensorum, aponeurosis palmaris
a vaginae synoviales [6, 12, 18].

Kozna sekcia na palma manus bola vedena skalpelom od plica digitalis proximalis digiti medii
sagitdlne po linea restricta, nasledovand transverzdlnym rezom proximalne kopirujucim
priebeh linea flexionis palmaris a distdlnym cez spojnicu articulationes metacarpophalangeae
druhého az piateho prsta [14, 19]. Pomocné rezy vedené od lineae flexionis digitorum po
mediannej rovine vSetkych piatich prstov az po ich distalne konce [1, 14, 19]. Na dorzalnej
strane ruky boli rezy vedené vrovnakom vzore zabezpecujuc otvaranie kozného krytu
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pomocou tenkej sondy a malej chirurgickej pinzety bez poskodenia jemnych Struktur v tela
subcutanea [10, 11, 15, 16, 20].

Osobitnd pozornost bola venovand izolacii arcus palmaris superficialis et profundus,
digitalnych artérii a nervov, ako aj Sliach flexorov a extenzorov. Preparacia umoznila detailnu
vizualizaciu vztahov medzi neurovaskularnymi zvazkami a svalovymi skupinami ruky [1, 6, 7,
18]. Vieobecnou zasadou bola izoldcia S$truktdr vtejto oblasti z povrchu do hibky
v nasledovnom poradi: vény, nervy, artérie. Na oddialenie Sliach svalov postupujucich
z antebrachia bol pouzity Weitlanerov retraktor, podobne ako pri zabezpeceni pristupu do
hibokych vrstiev canalis carpi.

Kone¢nym krokom bola chronologickd a systematickd detailnd fotodokumentiacia
preparovanej ruky z palmarnej, dorzalnej a lateralnych stran (obr.: 1).

= v

Obrazok 1: Demonstracné zobrazenie fotodokumentdcie topografickej prepardcie palma
manus s dorazom na A) povrchové aB) hlboké neurovaskularne Struktury; C) graficka
rekonstrukcia distribucie nervus medianus et nervus ulnaris v regio palma manus.

Prepardcia planta et dorsum pedis

Koznd sekcia na planta pedis bola vedena skalpelom sagitalne v mediane od druhého
articulatio metatarsophalangea proximalnym smerom k tuber calcanei, sledujic ohyb paty
pozdi? tendo calcaneus do vy$ky spojnice malleolus medialis/lateralis; pokracujic
transverzalne ponad articulationes metatarsophalangeales; a v mediane vSetkych prstov od
predoslého rezu po margo liber unguis [14, 19]. Na dorsum pedis sa pokracovalo sekciami
v rovnakom topograficko-geometrickom rozsahu ako na planta pedis, sohladom na
pritomnost jemnych kutanedlnych ciev a nervov [6, 7, 16, 18].

Preparacia nohy poukazala na vyrazné rozdiely medzi plantarnou a dorzalnou stranou. Na
planta pedis bola identifikovana robustna aponeurosis plantaris (obr.: 2/A) a hlboko ulozené
neurovaskularne Struktury, zatial ¢o dorsum pedis umoznilo vizualizaciu povrchovych cievnych
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a nervovych sieti; vratane variabilnej a. sinus tarsi [5, 14, 16, 20]. Pre lepSi pristup do hlbSich
vrstiev na planta pedis sa vyuZili rézne druhy hdkov a retraktorov s prerusenim odstupu
aponeurosis plantaris (obr.: 2/B) a m. flexor digitorum brevis (obr.: 2/C) aich odklopenim
distalnym smerom, z dévodu priebehu a vetvenia priamo do svalovych skupin musculi plantae
pedis vacsiny hlavnych vetiev neurovaskuldrnych zvazkov prave pod tymito muskulo-
fibréoznymi utvarmi.

Osobitna pozornost bola venovand retromaleolarnym priestorom, kde boli identifikované
vyznamné neurovaskularne zvazky s bohatym vetvenim do okolitych svalov aj koZe. V oblasti
sulcus retromalleolaris medialis boli izolované jemné splete sympatiku okolo arteria tibialis
posterior. Preparacia umoznila presnu identifikaciu vrstiev a topografickych vztahov svalov,
sliach aciev [7, 8, 9, 14, 18].

Obrazok 2: Demonstracné zobrazenie fotodokumentdcie topografickej prepardcie planta
pedis s dorazom na A) povrchové a B) hlboké Struktury; aponeurosis plantaris; C) prerusenie
m. flexor digitorum brevis

Prepardcia nodi lymphoidei inguinales superficiales et profundi

Preparacia inguinalnej oblasti bola realizovana koznymi rezmi kopirujucimi projekciu
ligamentum inguinale a rozsah trigonum femorale [14, 19]. Po otvoreni kozného krytu a
podkoZzia boli identifikované povrchové vrstvy tuku, v ktorych sa nachadzaju superficidlne
neurovaskularne struktdry [16, 18]. Pri ich odstrafiovani bolo nevyhnutné zachovat jemné rr.
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cutanei, povrchové vendzne spleti a drobné artérie, ktoré sluzili ako orientacné body pri
vyhladdavani fascia cribrosa a hibSich anatomickych vrstiev [6, 8, 9, 13].

Lymfatické uzliny boli izolované na zaklade ich denznej konzistencie. Postupnda palpacia
umoznila identifikovat 12 nodi lymphoidei inguinales superficiales, rozdelenych do
lateralnych, medidlnych a centralnych podskupin (obr.: 3) [5, 6, 17, 21]. Uzliny neboli
makroskopicky zretelné, preto bol proces zdlhavy. Po odstraneni fascia lata femoris boli v
oblasti fossa iliopectinea identifikované dve nodi lymphoidei inguinales profundi ulozené v
tesnom kontakte s a., v. et n. femoralis (obr.: 3/A) [16, 18]. Pri neiste] lokalizacii bolo mozné
sledovat priebeh vasa lymphatica efferentia zo superficidlnych uzlin, ¢o spolahlivo viedlo k
hibokej skupine (obr.: 3/B).

Pouzité nastroje (skalpel 10 — 22 chirurgické pinzety, Kocherove svorky, Weitlanerov retraktor)
umoznili presnd manipulaciu v tukovom tkanive bez poskodenia jemnych Struktur. Zachovanie
dostatocného mnoiZstva tuku in situ bolo kfuc¢ové na prevenciu nechcenej excizie uzlin.
Vysledkom bol detailny prehlad topografie povrchovych a hlbokych inguinalnych lymfatickych
uzlin a ich vztahov k neurovaskularnym struktiram [6, 18].

i 4 e & ‘! s s |
Obrdzok 3: Demonstracné zobrazenie fotodokumentdcie topografickej prepardcie nodi
lymphoidei inguinales superficiales et profundi s dorazom na A) topografické vztahy a B)
komplexna graficka rekonstrukcia.
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Prepardcia organa genitalia feminina interna et cavitas peritonealis

Po viacvrstvovej preparacii brusnej steny vedenou sagitdlnym rezom cez linea alba
a systematickom viacvrstvovom odseparovani svalov a fascii brusnej steny bol vytvoreny
Siroky pristup do cavitas abdominalis [14, 16, 18]. Po mobilizacii orgdnov (hepar, gaster, splen,
renes, pancreas, intestinum tenue et crassum a omentum majus) bolo mozné identifikovat
peritonedlne, retroperitonealne a subperitonedlne Struktiry vratane hlavnych cievnych a
nervovych zvazkov (aorta abdominalis, v. cava inferior, aa. et vv. iliacae, plexus lumbalis) az
po ich najjemnejsie vetvy [1, 5, 6, 7, 18].

Po vizualizacii vesica urinaria a uterus bola vykonana ich nativna dokumentacia. Na maternici
boli pritomné viaceré myoémy a v oblasti mesosalpinxu cysta. Nasledovala detailna preparacia
mocového mechura a jeho aa. vesicales superiores et inferiores, plexus venosus vesicalis,
plexus hypogastricus inferior, vratane demonstracie peritonedlnej duplikatury medzi uterus a
vesica urinaria [6, 7). Zachovany bol aj subtilny rudiment urachus spolocne s vizualizaciou
excavatio rectouterina a excavatio vesicouterina (obr.: 4/A).

V dalsej faze boli izolované adnexalne struktury: ovarium (s identifikdciou corpora albicantia),
tuba uterina, mesovarium, mesosalpinx et ligamenta. Otvorenim duplikatur boli odkryté a. et
vv. ovaricae, vetvy a. uterina, suvisiace plexy, epoophoron, appendix vesiculosa (Morgagni) a
ductuli transversi (obr.: 4/B) [5, 6, 16, 18, 22]. Preparacia ciev uteru si vyZzadovala postupné
narusenie parametria a perimetria pre identifikaciu vSetkych anastomdz [6, 7, 16, 18].

Zaverecnym krokom bol sagitalny prierez ovaria, ktory umoznil vizualizaciu cortexu, medully,
hilu a cievnych vstupov (obr.: 4/C); nasledne bolo mozZné izolovat ostium abdominale tubae
uterinae a fimbriae tubae uterinae et fimbria ovarica [15, 22].

L comand V) (Gl V) R A0 § o v
Obrdzok 4: Demonstracné zobrazenie fotodokumentdcie topografickej prepardcie organa
genitalia feminina interna s dérazom na A) topografické vztahy in situ, B) plexus vascularis et
nervosus derivatus ex arteria ovarica et ramis nervorum autonomicorum a C) sagitalny prierez

ovaria.
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Diskusia

Detailné preparacné postupy sa ukazali ako mimoriadne efektivne pri odhalovani jemnych
anatomickych Struktdr a ich presnych priestorovych vztahov. Metodika umoznila zachovat
neurovaskularne Utvary s priemerom 0,5 — 1 mm a odstranit vazivové vrstvy bez narusenia
morfologickej integrity. Vysledné preparaty boli porovnatelné s detailmi uvadzanymi v
starsich atlasoch, pricom sa potvrdila aj existencia Struktur absentujlcich v sicasnej literature,
Casto pre ich variabilitu, minimalny klinicky vyznam alebo zmeny v nomenklature [6, 7, 8, 9,
12, 16, 18].

Priebeznd fotografickd dokumentacia umoznila presnu reprodukciu postupov a vytvorenie
chronologickych zdznamov. Stabilizované snimanie, plosné biele osvetlenie a naslednd
postprodukcia vyrazne zvysili kvalitu obrazového materidlu. Softvérové Upravy zlepsili
kontrast, ostrost a odstranili rusivé pozadie, ¢o bolo kli¢ové pre vizudlne zvyraznenie
drobnych Struktur.

Limitaciou boli fixacny proces a vysychanie tkaniv, ktoré mohli poskodit subtilne Utvary este
pred preparaciou. Casovd ndrocnost zavisela od komplexnosti oblasti; orientacne bolo
potrebnych priblizne 16 — 20 hodin pracovného ¢asu na priestor s plochou 15 cm?. Uspe$na
reprodukovatelnost vyzaduje vysokd uroven teoretickych znalosti, Standardizovany
nastrojovy set, adekvatne technické vybavenie a vhodné anatomické materialy.

Aplikacia metodik vo viacerych oblastiach a rozsiahla obrazova dokumentacia vytvaraju
potencial pre vznik detailného atlasu anatémie zaloZzeného na realnych preparatoch, ktory by
doplnil sucasné edukacné zdroje a zvyraznil ¢asto prehliadané, no vyznamné struktury.

Pripravna faza predkladanej prace si vyZzadovala systematické vyhladavanie a porovnavanie
relevantnej anatomickej literatury s vysledkami prepara¢nych postupov. Nedostatok
detailnych zobrazeni jemnych Struktur v sicasnych atlasoch a ucebniciach predstavoval jeden
z hlavnych podnetov pre realizaciu Studie. VacSina novsich diel sa sustreduje na
makroskopicku uroven, zatial ¢o detailné zobrazenia mensich vetiev ¢i subtilnych Utvarov su
skor vynimkou [6, 7, 8, 9].

Konfrontdcia literatury prebiehala v troch etapdach: pred preparaciou (Studium dostupnych
zdrojov), pocas prepardcie (vizudlna orientacia) a po jej ukonceni (rekapitulacia a verifikacia
identifikovanych Struktur). Proces Casto viedol k izolacii jemnych vetiev absentujucich v
sucasnej literature, ¢o mozno pripisat bud ich domnelej bezvyznamnosti alebo pochopitelnej
individualite priebehu. StarSie texty poskytuju detailnejsi popis, avsak pri terminologickej
interpretacii je nevyhnutné respektovat aktualnu nomenklaturu [5, 10, 11, 12, 16, 20, 24].
Publikacie venované modernym jemnym preparacnym technikdm su zriedkavé, casto pre
nizku metodicky preciznost. Mnohi autori uprednostiiuji zobrazovacie metédy pred
preparaciou, €o stazuje reprodukovatelnost postupov [22]. Preto bolo potrebné vytvorit
vlastné metodické pristupy a opierat sa o chirurgicku literatdru pri vybere vhodnych nastrojov
[1, 2, 3]. Absencia detailnych sucasnych zdrojov tak zvyraznila vyznam praktickej skisenosti,
technickej vykonatelnosti a individualnej zru¢nosti pri detailnej preparacii natolko potrebnej
pre presah do chirurgickych odborov.
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Introduction

Anatomy is a fundamental part of medical education, as it provides the basis for further
studies. This work outlines the methods used to fix and prepare the portal system for use in
anatomical demonstration and education. The methodology includes appropriate
preservation techniques using formalin and alcohol fixation. Emphasis is placed on careful
preparation of the vascular system while preserving its connections to the organs of the
digestive system.

The resulting preparation aims to provide a realistic representation of the portal venous
system and the arterial supply to the gastrointestinal tract. By maintaining the natural position
of anatomical structures, the finished anatomical model would be able to provide a three-
dimensional visualization of this often hardly imaginable system.

The portal system represents a key component of the circulatory system, responsible for
transporting blood from the gastrointestinal tract, spleen, pancreas and liver-related organs.
In the liver, blood undergoes detoxification and metabolic processing before entering the
systemic circulation. Its complex function and structure make it an important yet challenging
topic of study. An in-depth knowledge of the portal system is essential for understanding
physiological processes and all possible pathological conditions affecting portal blood flow,
such as portal hypertension and the development of portocaval anastomoses. Furthermore, a
precise understanding of portal networks is fundamental for surgeons specialising in
abdominal surgery. As a result of our project, we prepared a highly detailed anatomical model
that provides full-scale topographical visualization and supports more effective study progress
in anatomy class.

Aims
The main goals of the presented study were:

to create a realistic, three-dimensional representation of the vascular supply of the
gastrointestinal tract, including hepatic portal system

to evaluate durability and suitability of the combined silica/acrylic vascular-specific
preservation in the condition of repeated educational use in anatomical curriculum
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Materials and Methods

Preservation of the adult female cadaver, in accordance with all required legal and ethical
standards, was achieved through systemic arterial embalming using a standardized fixative
solution consisting of 38% formaldehyde, 96% ethanol and sodium chloride in aqueous
mixture. Following a monitored fixation period, the specimen was treated with an alcohol-
based solution to diminish residual formaldehyde concentrations, ensuring a safer
environment for prolonged macroscopic analysis [1].

The female cadaver underwent initial preparation in the context of a student dissection
curriculum, where the thoracic cavity (cavitas thoracis) and abdominal cavity (cavitas
abdominis) were previously and carefully reflected. Surface-level inspection showed no signs
of significant previous damage to structures of interest which would eventually interfere with
aims of this work.

Preparation has been carried out without use of any special or commercial staining
techniques, relying exclusively on the mechanical removal of tissue layers. Fine preparatory
instruments were used, particularly scalpel blades of sizes 10 — 12, anatomical and surgical
forceps, probes, and dissecting needles.

Further evaluation of abdominal organs revealed several challenging anatomical
characteristics, thus requiring precise planning and accurate work with fragile internal
structure, namely, thin vessels and an abundance of adipose tissue. Organs in situ were
available for superficial yet meaningful preparation, such as removal of adipose capsules
around both kidneys and suprarenal glands (glandulae suprarenales), leaving intact vessels
supplying named organs and surrounding tissue. The same process of excision from soft tissue
(holding ligaments and fat layers) was conducted on the liver, spleen, accessible part of the
root of the mesentery and tail of the pancreas.

Organs and ribs prevented deeper precise dissection, therefore initial dissection must be
performed. After cutting the aorta, thoracic duct (ductus thoracicus), ascending lumbar veins,
the sympathetic trunk (truncus sympaticus), inferior vena cava and various descending nerves
at the level of Th12; ureters, ovarian arteries, inferior vena cava and aorta at the level of L3
vertebra; the targeted block of abdominal organs and vessels was extracted. [2, 3, 4, 5, 6, 7]

The extracted abdominal structures needed to be cleansed and dissected until the targeted
structures were reached. Next step was to release all available vessels from the soft tissues,
specifically: splenic vein and artery (arteria et vena splenica), the celiac trunk (truncus
coeliacus) with all its branches, inferior phrenic artery (a. phrenica inferior), superior artery
and vein (a. et v. suprarenalis superior) and the visible accessible part of the mesenteric artery
and vein (a. et v. mesenterica) (Fig.: 1) [2, 3, 4, 5, 6, 7]. In order to get access to structures
ventral to the aorta abdominalis, we had to extract it from the portal system and the celiac
trunk (truncus coeliacus), by severing these large vessels from the aorta, leaving the aorta
connected to renal arteries (arteriae renales) and part of the inferior vena cava still attached
to the renal veins, kidneys and the rest of the upper urinary tract, as well as the suprarenal
glands and their corresponding blood supply vessels. To perform the extraction, we removed
the peritoneal sack around the aorta, leaving the lymphatic vessels and dorsal arteries intact

[7].
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Figure 1: Example of the mesenteric vasculature in the process of the detailed preparation.

Following procedure exposed previously hidden root of the mesentery, specifically, the body
and the head of the pancreas and the dorsal side of the portal system. Due to the extremely
thin vascular matrix of the veins, they were mostly left in situ to prevent ruptures and other
unwanted damage. The pancreas and its vessels could be extracted from the surrounding
tissues only to some extent as a consequence of the nature of this organ; in addition, it was
conjoined with the duodenum, leaving some pancreaticoduodenal vessels out of reach for
future dissection. Uncinate process (processus uncinatus) usually goes downwards, but in our
case, it instead flexes backwards and around the mesenteric artery and vein (a. et v.
mesenterica) [2, 3, 4, 5, 6, 7]. This anatomical variability gives us easy access to all the intestinal
vessels, which one by one were dissected from the mesentery.

Subsequently, to reach the portal system, the diaphragm was resected with its vessels cut at
the beginning. Lastly, with all the surrounding structures removed and the hilum of the liver
(porta hepatis) clearly visible, we debrided connecting tissue around the final length of the
portal system, revealing the branching of hepatic artery (a. hepatica), portal vein (v. portae)
(Fig.:2) and vesical artery (a. vesicalis) [2, 3, 4, 5, 6, 7].
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Figure 2: Example of the portal system and venous confluence in the process of the detailed
preparation.

With the aim of presenting a clear and easy-to-comprehend model of the blood supply and
nutrient collecting vessels of the gastrointestinal tract, we decided to leave the entirety of
intestines intact, however for expected longevity of our anatomical model we had to clean the
tract of the remaining biological waste by performing a longitudinal section in the anterior
caecal region and flushing the caecum (intestinum caecum) and a part of the ascending colon
(colon ascendens) (2, 3,4, 5, 6, 7].

Results

The anatomical preparation presented in this study resulted in a comprehensive topographical
model of the hepatic portal system and the vascular supply of the gastrointestinal tract,
extending from the cardiac opening (ostium cardiacum) to the sigmoid colon (colon
sigmoideum). This integrated approach enables students to better visualize both the spatial
organization of major abdominal vessels and the physiological principles governing blood flow
within the abdominal cavity.

During preparation, several clinically relevant anatomical variabilities were documented,
reflecting (not only) the elderly nature of the cadaver. Marked hepatomegaly and
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splenomegaly were present, evidenced by distinct costal impressions on the diaphragmatic
surfaces of both organs. These volumetric changes altered the topographical relationships
within the left hypochondrium and contributed to atypical vascular trajectories. The splenic
artery (a. splenica) (Fig.: 3) displayed pronounced tortuosity, forming a convoluted course
consistent with advanced atherosclerotic remodeling. The splenic vein (v. splenica) followed
an unusual pathway emerging from the cauda pancreatis and exhibited an extremely thin
venous wall, which significantly complicated its preparation.

P o B

Figure 3: Anatomical variation of the splenic artery presented as a convoluted shape, in the process
of the detailed preparation.

Similar fragility was observed across the venous system: even large-caliber vessels such as the
inferior vena cava (v. cava inferior), portal vein (v. portae), and inferior mesenteric vein (v.
mesenterica inferior) would rupture under minimal mechanical stress, necessitating
meticulous and minimally invasive manipulation.

An additional anatomical variation was identified in the pancreaticoduodenal region. The
uncinate process (processus uncinatus) of the pancreas projected posteriorly and partially
enveloped the superior mesenteric artery and vein (a. et v. mesenterica), deviating from the
more commonly described inferior curvature.

Despite these obstacles, the preparation successfully exposed the confluence of the splenic
vein (v. splenica) and superior mesenteric vein (v. mesenterica superior), as well as the major
arterial branches supplying the gastrointestinal tract.

The resulting model provides a durable and pedagogically valuable tool, bridging theoretical
vascular morphology with clinically relevant topography. It enhances the learner’s ability to
understand portal circulation, recognize surgical landmarks, and appreciate the variability
inherent in human anatomy.

In the next stage of our project, the already isolated vascular portal system will undergo
combined silica / acrylic fixation which would secure reliable natural organization, as well as
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the needed rigidity required for teaching purposes. Prepared model will be observed and
closely monitored for an extended period of time, at least two full semesters with expected
to be up to 80 hours of direct guided use. Stability and rigidity of the preparation and
secondary post processing will be evaluated in the manner of future use of this in-house
developed method.

Discussion

The anatomical preparation of the portal system highlights a critical intersection between
fundamental anatomy and clinical pathology. While textbooks often present a mostly median
anatomical view, this preparation underscores the anatomical variability that future clinicians
and surgeons will encounter in their practice [8].

A primary finding was the pronounced tortuosity of the splenic artery (a. splenica). This
convoluted morphology is a classic hallmark of advanced age and is frequently associated with
atherosclerosis or hypertension. The increased hemodynamic strain likely contributes to such
remodeling, which was further evidenced by the calcific changes spotted near the aorta [2, 3,
4,5, 6].

The presence of hepatomegaly and splenomegaly significantly altered the topographical
landmarks within the abdominal cavity. From a pedagogical perspective, these findings allow
students to visualize how organ enlargement impacts surrounding vascular trajectories. Such
deviations are clinically suggestive of underlying systemic conditions, ranging from chronic
cardiovascular disease to probable metabolic syndromes or possible infections [8].

The discovery of intestinal diverticula (or potential polyps) serves as a reminder of the
limitations of macroscopic analysis; without histological confirmation, these structures
highlight the necessity of differential diagnosis [8].

In conclusion, this topographical model does more than illustrate the portal network; it serves
as a bridge to clinical education. By preserving these abnormalities rather than seeking a
"perfect" specimen, we provide students with a realistic, three-dimensional tool that fosters
a deeper understanding of how aging and disease may reshape human anatomy [8].
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Introduction

Human anatomy serves as the cornerstone of medical training, providing medical
professionals with the basic knowledge for clinical practice (1). Despite the advancement of
teaching techniques, wide use of digitalization methods and virtual models, the use of
traditional anatomical methods remains indispensable. Trainees require live view anatomical
structures with spatial distribution, topographic relations and anatomical boundaries on
cadaveric specimens which they can physically examine and participate in dissecting.

The human pelvis is considered a complex anatomical region encompassing several organ
systems in close relations with the pelvic diaphragm. Understanding the anatomy of this
region is vital for medical doctors in general but also for various subspecialties including
urology, gynecology and gastroenterology, not to mention surgical, vascular and trauma
specialties (2). Classical anatomical dissecting techniques for the pelvis often use the anterior
approach with intact pelvic bones. This comes at the expense of poor visualization of deep
pelvic and subperitoneal structures. In addition, further dissection by removing pelvic organs
compromises the topographic correlations, vascular and neural connections as well as the
deep pelvic organ ligament system (3).

This paper introduces a technically challenging and time-consuming dissection method for the
small pelvis, which is the preparation of sagittal sections. The methodical approach will be
presented with detailed instructions for sectioning with close attention to organ alignment,
followed by multilayered reveal of deep pelvic structures while preserving topographic
integrity and parietal relations. The result is an optimal educational specimen with enhanced
visibility for use in medical and surgical training.

Materials and methods

The cadaver specimen was obtained by our anatomy department through the national
donation system, with adherence to legal and ethical requirements. After external
examination, the body was deemed suitable for anatomic demonstration. The cadaver was
processed using the three-step anatomic fixation protocol, starting with intraarterial
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embalming, then full body fixation with standard solution: 38% formalin, 96% alcohol,
glycerine oil, sodium chloride in water. After sufficient fixation, the cadaver is transferred to
an alcohol glycerine-based solution to neutralize excess formalin (4).

After fixation is complete, the cadaver is dissected using classical approach by anatomic layers
and anterior dissection of abdominal organs.

Separation of Pelvis from cadaver:

The specimen was divided at the midline of the L1 vertebra, and inferiorly at mid length of the
femur.

Anterior view: superficial tissue, skin and subcutaneous tissue were removed. Muscle,
vascular and neural structures intact.

Posterior view: superficial tissue, skin and subcutaneous tissue were removed. Thoracolumbar
fascia intact.

Inferior view: Skin removed, external genitals removed to the level of medial labia minora. Fat
tissue of the ischioanal fossa is preserved to maintain structural integrity.

Sagittal sectioning

For this step we used an oscillating autopsy saw and a manual bone saw, long autopsy knife,
urinary catheter and two plastic probes for the wider orifices.

This multilevel step is dependent on the parameter of the available pelvis and the choice of
length of attached vertebral column. Attention must be paid to axial alignment of bone as well
as organ alignment within the pelvic space. Both of the above mentioned are variable and
must be adapted to the available specimen. For this reason, each segment should be divided
separately. It must be mentioned that the use of band saw for sagittal sectioning will not yield
midline section of all the structures. Therefore, is not the optimal instrument for this special
preparation.

1. Vertebral column: the highest point of every vertebra was marked and the points
connected. It was noted that there is slight diversion from axis in the lower lumbar and
sacrococcygeal region. The space between consequent vertebrae was divided from cranial to
caudal only to the depth of the intervertebral canal. After this alignment path was established,
deeper sectioning through the body of the vertebrae was performed also craniocaudally with
careful attention to maintain soft tissue intact.

2. Pubic symphysis: this was separated at midline using an autopsy knife, once again with
preservation of soft tissue intact.

3. Soft tissue: after the bone was divided, it is time to alight and separate the organs together
with the pelvic floor. Probes and catheters were placed for orientation and we approached
sectioning from posterior to anterior through the superficial perineal cleft.

4. Rectum: inserts through the peritoneal reflection laterally to the right and realigns with the
anal canal in the inferior segment (ampulla). The superior segments were diverted to the left
side to preserve inferior mesenteric vasculature with associated mesenteric plexus. Sagittal
section was achieved through the anal canal and rectal ampulla.
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5. Vagina, cervix and uterus: note that while the cervix is usually aligned at midline, the body
and fundus of the uterus can have a lateral tilt (usually to the right), which was our case. A
wide probe was placed for orientation caudally and clips on lateral sides of the palpated cervix
cranially. The section was made from caudal to cranial. Once the cervix was reached, the
uterus was fixed on a small cutting board, and the section proceeded to fundus.

6. Urethra and urinary bladder: a urinary catheter was placed (specially adjusted for fixed
tissue) until the internal sphincter. The bladder superiorly was oriented by median umbilical
ligament. Sectioning was posteroanterior, with catheterised urethra on the right and
continued cranially to apex through the incision in pubic symphysis.

Dissection of the lateral pelvic wall

Now that the midline approach has been achieved, we can dissect the lateral pelvic wall with
careful attention to neurovascular structures and surgical layers (5):

Removal of peritoneum: on fixed cadavers, soft pressure is applied on the peritoneal surfaces
to disrupt the superficial thin layer of fat tissue (already liquified by fixation). Gentle blunt
lifting is applied to separate the serosa before peeling. Once separated, careful peeling is
applied from posterior to anterior, roughly at the site of the peritoneal reflection. This process
is exclusively blunt. No sharp instruments should be used. With careful dissection, the result
is a transparent serosal membrane (6).

Appreciation of the lateral pelvic wall structures in their respective layers:

Superior level, medial view: By removing the peritoneum we immediately encounter fibres of
the superior and inferior hypogastric plexuses, the superior communicates with the
mesenteric plexus. This delicate autonomic structure is embedded in the soft fatty tissue and
very careful manipulation is required for its preservation. Roughly, we start seeing the
superior hypogastric plexus fibres below the aortic bifurcation (7).

Middle level, superior view: In this view the peritoneum is flipped from posterior to anterior,
remains attached as uterine broad ligament. We can also see the ovarian suspensory ligament
and uterine round ligament. We are viewing the level of the endopelvic fascia. The ureter was
moved anteriorly to better appreciate the iliac arteries external and internal, the latter sends
the anterior division: first is the obturator artery, followed by the umbilical and vesical
arteries, later the uterine artery, middle rectal artery then internal pudendal artery. From the
posterior division we can appreciate the inferior gluteal artery. These branches are well
engulfed by minute fibres of the inferior hypogastric plexus (7).
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Results

This specimen (Fig. 1) represents the first and only sagittal section of the pelvis available in
our anatomy department. This preparation method allows us to appreciate superficial and
deep pelvic structures and correlate clinically. Methodical approach with careful attention to
delicate neurovascular structures allowed us for the first time to visualise components of the
superior and inferior hypogastric plexus as well as the pathway of the hypogastric nerve, which
is the most laterally situated component connecting the plexuses.

Fig.1 Overview of the sagittal section from L1 to mid thigh. We can apricate the vertebral
canal, with intact medullary conus (MC) and cauda equina (CE). The pelvic floor is appreciated
with the dotted line at the level of levator ani muscle. A triangular perineal body can be
appreciated (PB) in the rectovaginal space. The external urethral sphincter (EUS) can be
palpated at the level of the inferior margin of the public symphysis. Vesicouterine (VUP) and
rectouterine (RUP) can be readily appreciated. The ureter (UT) crosses the externaliliac artery
(EIA) into the pelvis and is adjacent to the suspensory ovarian ligament (SOL).

44



O 00 N O Ul A W N B

N =
N =B O

[
N O b~ Ww

W N N N NN N NN NMDN PR
O O 0 N OO ULl A W N P O O

w w w w w
b WN P

w w w w
O 00 N O

Benjamin Mimler, Olia El Hassoun SecCanska, Tomas Havranek: Multilayered anatomical dissection of female
pelvis using midline sagittal sectioning for educational demonstration of deep structures and organ topography
for medical and surgical training: a methodical approach. Zbornik Studentskych vedeckych prac 2026. Univerzita
Komenského v Bratislave, 2026.

Fig. 2: Medial view, we can appreciate the superior hypogastric plexus (SHP), with few fibres
attached to posterior wall. We can observe the ureter (UT) descending into the pelvis as it
crosses the external iliac artery (EIA) and passes along the internal iliac artery (II1A). Below it
we can visibly appreciate the uterosacral ligament (USL), which divides the space into
pararectal and retrorectal spaces.

Fig. 3: Superolateral view of the lateral pelvic wall: the common iliac artery divides into
external (EIA) and internal (lIA) iliac arteries, the internal iliac further divides into obturator
(O), umbilical/vesical (UV), uterine (U), middle rectal (R), internal pudendal (P) and inferior
gluteal (G). The hypogastric nerve (HN) descends from the superior to the inferior hypogastric
plexus (green mesh).
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Clinical correlation

Medial view as presented in fig.1 is vital for the understanding of the depth of the pelvic
diaphragm and the relations between skeletal muscle and internal organs. It also enhances
the understanding of the clinically relevant spaces such as the vesicouterine and rectouterine
pouches. For clinical training, simulation of the puncture of Douglas space can be performed
with possibility of direct feedback (8).

Pelvic splanchnic nerves represented in both superior and inferior hypogastric plexuses (Fig.
2 and 3) belong to the autonomous nervous system and provide sympathetic and
parasympathetic innervation to the pelvic organs (9). One of the main nerves in this area is
the hypogastric nerve, which passes in the prerectal space, medial to the ureter, in close
contact to the uterosacral ligament. Damage to the hypogastric nerve is usually a complication
of a pelvic procedure such as hysterectomy or cancer surgery. Such injury can cause serious
functional damage to pelvic structures, including chronic constipation, urine incontinence and
sexual disfunction. Knowledge of the nerve pathway and topography is vital for surgical
training of pelvic procedures (7,8,10).

Discussion
Live preparation of cadaveric structures remains the gold standard in medical training.

The presented work offers a manual for the sagittal sectioning of female pelvis for the purpose
of teaching of anatomy and training for pelvic procedures in surgery. Sagittal sectioning offers
the possibility for dissecting superficial and deep structures without compromising the
topography or having to discard or detach superficial structures, which allows for the training
of simulation procedures within the pelvic space (11).

Modified sagittal sectioning and various window approaches have been implemented in
anatomic dissection of the pelvis with indication based on the target structure (3). The
addition of sagittal sections in anatomical specimens to CT or MRI imaging has been reported
to enhance student capabilities of memorising anatomical structures (12). The use of sagittal
sectioning of the pelvis can also be implemented for further utilisation of cadaveric specimens
deemed for final disposition.

Vertical integration in the form of clinical correlation offers a direct application of anatomic
knowledge which enhances learning and makes the student experience more enjoyable and
more meaningful (13). Preparation of cadaveric specimen sections in parallel to clinical
imaging is a pathway for optimising the educational experience and stretching the value along
several subspecialties of medical training.
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Introduction

Anatomy serves as an essential part of medical studies, establishing the framework for all
subsequent clinical disciplines. This work details specialised techniques for preserving and
preparing the respiratory system for use in anatomical education and demonstration. Our
methodology focuses on the dissection of the left bronchial tree, while maintaining the
structural integrity of the trachea, the larynx and associated lingual attachments.

The resulting anatomical preparation is designed to offer a realistic representation of the
lower respiratory tract’s internal and external morphology.

The pedagogical value of preparation is enhanced by a dual-methodological approach to the
lungs. The right lung (pulmo dexter) is preserved in its intact state to demonstrate external
morphological features, including the oblique fissure (fissura obliqua) and the horizontal
fissure (fissura horizantalis), which demarcate the superior, middle, and inferior lobes (lobi
superior, medius et inferior). In contrast, the left lung (pulmo sinister) undergoes extensive
dissection of the pulmonary parenchyma; systematic removal of the alveolar tissue is required
to isolate the left bronchial tree (arbor bronchialis sinister). This approach reveals the
branching pattern of the left main bronchus (bronchus principalis sinister), leading into the
lobar bronchi (bronchi lobares) and the subsequent segmental bronchi (bronchi segmentales).

Furthermore, the trachea and larynx remain integral parts of the anatomical model. The larynx
is specifically incised along its posterior wall to allow for a detailed description of its internal
structure, which is often difficult to conceptualise. Hence, providing a better visual
representation in anatomical study for understanding the fundamentals for specialists in
radiology, pulmonology and thoracic surgery, helping the diagnosis in pathological conditions
and variations.
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Aims
The main goals of the presented study were:

1. To prepare a complex anatomical model of the lower respiratory tract and larynx suitable
for use as a teaching tool in the anatomy curriculum.

2. To establish a suitable en bloc preparation procedure for the anatomical dissection
curriculum.

3. To evaluate suitable post-processing techniques for anatomical models’ longevity.

Materials and Methods

Preservation of the adult female cadaver, in accordance with applicable legal and ethical
standards, was achieved through systemic arterial embalming using a standardised fixative
solution consisting of 38% formaldehyde, 96% ethanol and sodium chloride aqueous solution.
Following a regulated fixation period, the specimen was treated with an aqueous alcohol
solution to diminish residual formaldehyde concentrations, ensuring a safer environment for
prolonged macroscopic analysis. The female cadaver underwent initial preparation in the
context of a student dissection curriculum, where the thoracic cavity (cavitas thoracis) and
abdominal cavity (cavitas abdominis) were previously reflected [1].

Microdissections were carried out without the use of any special or commercial staining
techniques, relying exclusively on the mechanical removal of tissue layers. Fine preparatory
instruments were used, particularly scalpel blades of sizes 10-12, anatomical and surgical
forceps, probes, and dissecting needles.

Dissection of the Cephalic and Cervical Attachments

The initial phase of preparation involved the mobilisation of the upper respiratory tract from
its cranial attachments. The superior limit of the dissection was defined at the pharyngeal
tubercle (tuberculum pharyngeum) of the basilar part of the occipital bone (pars basilaris ossis
occipitalis) and the soft palate (palatum molle). By establishing this plane, the nasal cavity
(cavitas nasi) and nasopharynx (nasopharynx) were maintained in situ, while the oropharynx
(oropharynx) and the root of the tongue (radix linguae) were prepared for mobilisation [2, 3,
4,5,6,7].

Extraction of the respiratory tract

To maintain the anatomical integrity of the tracheobronchial tree, the cervical and thoracic
viscera were extracted as a singular en bloc preparation. This necessitated the systematic
preparation and division of major vascular structures. In the cervical region, the vagus nerves
(nn. vagi) and the carotid sheaths were dissected. The thyroid gland (glandula thyroidea) and
parathyroid glands (glandulae parathyroidae) were reflected to expose the laryngeal
cartilages and the commencement of the trachea (trachea) [7].

In the thoracic compartment, the mobilisation of the lower respiratory tract required the
simultaneous removal of the cardiovascular system. The following vascular divisions were
performed to release the block:

The axillary arteries and veins (aa. et vv. axillares) at the lateral thoracic wall
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The descending aorta (aorta descendens), and the inferior vena cava (v. cava inferior) at the
level of the diaphragm (diaphragma)

The posterior intercostal arteries (aa. intercostales posteriores) arising from the thoracic aorta

Upon removal of the visceral block, the heart (cor) was separated from the pulmonary
structures. This was achieved by careful dissection at the hilum of the lung (hilum pulmonis),
where the pulmonary veins (vv. pulmonales) and pulmonary arteries (aa. pulmonales) were
divided. The oesophagus (oesophagus) was maintained in its posterior relation to the trachea
to demonstrate the tracheoesophageal interface [2, 3, 4, 5, 6, 7].

To demonstrate the inner anatomical structures of the larynx (Fig.: 1), incision was made on
the posterior wall of the lower pharynx, right under the uvula, and the oesophagus. By doing
so, we revealed the epiglottis and the glottis apparatus in remarkable detail.

Figure 1: Example of the posterior view of the dissected larynx and its internal anatomical structures.

Morphological Demonstration of the Bronchial Tree

The final stage of the preparation focused on the comparative anatomy of the lungs
(pulmones). The right lung (pulmo dexter) was preserved in its anatomical state to
demonstrate the lobar architecture (superior, middle, and inferior lobes) [8].

The left lung (pulmo sinister), however, was selected for the exposure of the bronchial tree
(arbor bronchialis). Starting at the left main bronchus (bronchus principalis sinister), the
pulmonary parenchyma (parenchyma pulmonis) was systematically removed using blunt
dissection. This procedure followed the branching pattern into the superior and inferior lobar
bronchi (bronchi lobares superior et inferior) and further into the segmental bronchi (bronchi
segmentales). By removing the pulmonal tissue while preserving the bronchial cartilages, the
preparation provides a stereophonic model of the internal conduction pathways, essential for
understanding pulmonary segmentectomy and bronchoscopic topography [8].

In the next stage of the preparation, the already isolated left bronchial tree will undergo
combined silica / acrylic fixation, which will secure reliable natural orientation, as well as the
needed rigidity required for teaching purposes. The prepared model will be observed and
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closely monitored for an extended period of time, at least two full semesters, with an expected
up to 60 hours of guided use. Stability and rigidity of the preparation and secondary post-
processing will be evaluated in the manner of future use of this in-house developed method.

Results

Macro-anatomical inspection of the right lung (pulmo dexter) demonstrated clearly defined
lobar architecture, with the oblique fissure (fissura obliqua) and horizontal fissure (fissura
horizantalis) demarcating the superior, middle, and inferior lobes (lobi superior, medius et
inferior). In the left lung (pulmo sinister), the blunt debridement of the pulmonary
parenchyma (parenchyma pulmonis) allowed for the successful exposure of the left bronchial
tree (arbour bronchialis sinister). Specifically, the branching of the superior and inferior lobar
bronchi (bronchi lobares superior et inferior) and their subsequent segmental bronchi
(bronchi segmentales) were clearly visualised.

However, complete isolation of the basal segments, including the medially and laterally
oriented bronchi (bronchi segmentales basales anteromedialis, lateralis et posterior), was
partially obscured by parenchymal density and post-mortem tissue consolidation. Despite
these limitations, the preparation achieved its pedagogical objective, offering a direct
comparison between intact pulmonary morphology and the internal conduction framework
(Fig.: 2), suitable for advanced medical training in bronchoscopic topography and thoracic
surgery (chirurgia thoracica).

Figure 2: Example of dorsal and ventral views of the lungs with comparison of the intact lung
compared to the dissected arbor bronchialis.

Discussion
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The preparation of the respiratory system (systema respiratorium) can be considered as a
bridge between theoretical morphological study and clinical application. By employing a dual-
methodological approach, this model addresses the inherent difficulty medical students face
when transitioning from the two-dimensional surface anatomy of the lungs (pu/lmones) to the
complex, three-dimensional architecture of the bronchial tree (arbor bronchialis) [8].

The preservation of the right lung (pulmo dexter) in its natural state allows for the clear
identification of the fissures (fissurae) and lobes (lobi), which are critical for surface projection
and auscultation points. Conversely, the systematic debridement of the left pulmonary
parenchyma (parenchyma pulmonis) offers a rare, high-fidelity view of the bronchial
ramifications. This exposure is particularly vital for conceptualising the topography of the
bronchopulmonary segments (segmenta bronchopulmonalia). The inability to fully recover
the basal segments (segmenta basalia) in this specific specimen highlights the challenges
posed by post-mortem tissue changes and underlying pathologies, yet it also provides a
realistic clinical lesson in anatomical variation and the limitations of cadaveric study [8].

Furthermore, the en bloc extraction of the cervical and thoracic viscera maintains the vital
spatial relationships between the trachea (trachea) and the oesophagus (oesophagus), as well
as the vascular landmarks at the hilum of the lung (hilum pulmonis). The posterior incision of
the larynx (larynx) specifically demystifies the glottic apparatus, an area frequently
misunderstood in student dissections. Future integration of silica and acrylic fixation will likely
enhance the durability of the specimen, ensuring its longevity as an in-house teaching tool for
bronchoscopic and surgical training. Ultimately, this preparation provides a superior
visualisation platform that fosters a deeper, more intuitive understanding of human
respiratory morphology [1].
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8. Tvorba oxidu dusnatého modie suvisiet s epitelovo-mezenchymovou
premenou nadorovych buniek v karcinome pankreasu.

Natdlia Zorgovska
(vSeobecné lekarstvo, 6. rocnik)

Skolitel: doc. MUDTr. Pavol Janega, PhD.
Ustav patologickej anatémie, Lekarska fakulta UK a UNB, Bratislava

Uvod

Nadory pankreasu predstavuju mimoriadne heterogénnu skupinu ochoreni, ktoré sa lisia
histologickym povodom, biologickym spravanim aj odpovedou na liecbu. Ich klasifikacia
vychadza z charakteru bunkovej diferenciacie (duktdlna, acindrna, neuroendokrinnd) a
rastového vzoru nadoru. Vadsina epitelovych ndadorov vykazuje jednu alebo viac linii
diferenciacie, pricom prekurzorové lézie sa hodnotia na zaklade stupna dysplazie ako low-
grade a high-grade intraepitelidlne neoplazie. NajcastejSou malignitou pankreasu je duktalny
adenokarcindm (PDAC), ktory tvori priblizne 95 % exokrinnych nadorov a patri medzi
najagresivnejsie nadory traviaceho traktu. Okrem neho sa v pankrease vyskytuju aj cystické,
intraduktalne a neuroendokrinné nadory, ktoré maju odlisSnu biologicky povahu a klinicky
priebeh (1).

Progresia PDAC je vysledkom komplexnej interakcie molekularnych a bunkovych
mechanizmov, ktoré vedu k transformacii normalnych buniek na invazivny nador. Kfu¢ovym
procesom je epitelovo-mezenchymadlna premena (EMT), pri ktorej nadorové bunky stracaju
epitelové vlastnosti a nadobudaju schopnost migracie a invazie. V nadoroch sa typicky
uplatiiuje parcialna EMT, pri ktorej bunky kombinuju epitelové aj mezenchymalne znaky, ¢o
podporuje metastazovanie, vznik cirkulujdcich nddorovych buniek a rezistenciu na liecbu.
Tento proces Uzko suvisi s nddorovym mikroprostredim, ktoré je charakterizované chronickym
zapalom, hypoxiou a dynamickou signalizaciou medzi nadorovymi bunkami a stromalnymi
zlozkami (2).

Vyznamnu Ulohu v reguldcii tychto procesov zohrava oxid dusnaty (NO), kratko Zijuca signalna
molekula produkovana NO syntdzami. Indukovatelnd izoforma NOS2 je schopna produkovat
vysoké a dlhodobo udrziavané koncentracie NO v podmienkach zdpalu a stresu, ktoré su
typické pre nadorové mikroprostredie. NO ovplyviuje proliferaciu, angiogenézu, apoptdzu aj
imunitnu odpoved a jeho ucinok je vyrazne zavisly od koncentracie a miesta produkcie. NOS2
tak predstavuje doleZity reguldtor nddorovej bioldgie, pricom mozZe posobit dualisticky — na
jednej strane tumoricidne, na druhej strane podporovat progresiu nadoru prostrednictvom
podpory angiogenézy, metastazovania a imunosupresie (3, 4).

53



oo NOOULLP,WN R

=
o

Al e e el e
N OO P WN -

W W W W WNDNDNNNNNNNDNRPR
AP UWODNPEFPODOONOOUPD WNE O OO®

w w w
N o

A bbb, DWW
A WNEFE O OLOO®

Natalia Zorgovska, Pavol Janega: Tvorba oxidu dusnatého moze suvisiet s epitelovo-mezenchymovou premenou
nadorovych buniek v karcinéme pankreasu.. Zbornik Studentskych vedeckych prac 2026. Univerzita Komenského
v Bratislave, 2026.

Metodika

Na zaklade dostupnych poznatkov predpokladame, Ze oxid dusnaty (NO) a jeho syntazy NOS2
a NOS3 zohravaju vyznamnu ulohu v biolégii duktalneho adenokarcindmu pankreasu (PDAC).
Ich aktivita mbzZe byt spojena s epitelovo-mezenchymalnou premenou (EMT) a prispievat k
invazivnemu a metastatickému potencialu nadoru. Predpokladdme, Ze expresia NOS2 a NOS3
je zvySena nielen v nadorovych bunkach, ale aj v ndadorovom mikroprostredi, vratane
fibroblastov a extraceluldrnej matrix. Zvysena aktivita tychto enzymov moze byt asociovana
so zmenami typickymi pre EMT, najma s poklesom expresie E-kadherinu a zvysenou expresiou
transkripéného faktora ZEB1. NO signalizacia moZe predstavovat vyznamny mechanizmus
podporujlci progresiu nddoru, ako aj potencidlny prognosticky marker a terapeuticky ciel.
Zakladny subor prace tvorilo 40 pacientov s histopatologicky potvrdenym PDAC z archivnych
vzoriek Narodného onkologického uUstavu v Bratislave. Po spracovani bolo k dispozicii 37
hodnotitelnych vzoriek. NajpocetnejsSiu skupinu tvorili tumory s nizkym stupriom diferenciacie
(G1), menej zastupené boli G2 a G3 nadory. V casti pripadov bola pritomna vyrazna
desmoplazia, zatial ¢o cystické zmeny boli zriedkavé. Zapalovy fenotyp bol pritomny priblizne
u Stvrtiny pacientov. Celkovo subor poukazuje na vyrazni morfologicki heterogenitu PDAC,
pricom vacsina nadorov vykazovala typické histopatologické znaky tohto ochorenia.

Tkanivové vzorky boli spracované z FFPE blokov a analyzované pomocou techniky tissue
microarray (TMA), ktord umozniuje paralelné hodnotenie viacerych pripadov. Rezy boli
Standardne farbené hematoxylinom-eozinom na overenie diagndzy a nasledne analyzované
fluorescenénou  mikroskopiou. Imunohistochemické farbenie bolo realizované na
parafinovych rezoch s hribkou 3 um po ich odparafinovani v xyléne a rehydratacii v klesajlce;j
koncentracii etanolu. Antigénova demaskacia prebehla v citratovom pufri (pH 6,0) pri zvySenej
teplote (9698 °C) pocas 20 minut. Po blokovani endogénnej peroxidazovej aktivity a
nespecifickej vazby boli rezy inkubované s primarnymi protilatkami: anti-NOS2 (iNOS; Merck
Millipore, klon ABN26, riedenie 1:100), anti-NOS3 (eNQOS; Bios, riedenie 1:100), anti-E-
cadherin (napr. klon NCH-38, Dako/Agilent, riedenie 1:100) a anti-ZEB1 (napr. Abcam, riedenie
1:100). Inkubacia prebiehala pri laboratérnej teplote pocas 60 minut. podla optimalizovaného
protokolu vyrobcu. Nasledne boli aplikované sekundarne protilatky konjugované s detek¢nym
systémom (HRP/DAB), pricom vizualizacia reakcie bola dosiahnuta pouZitim chromogénu 3,3'-
diaminobenzidinu (DAB). Jadra buniek boli kontrastne dofarbované hematoxylinom. Po
dehydratacii a uzatvoreni preparatov boli rezy hodnotené svetelnym mikroskopom, pricom sa
analyzovala lokalizacia a intenzita expresie jednotlivych markerov v nadorovych bunkach a
nadorovom mikroprostredi.

Expresia NOS2 a NOS3 bola kvantifikovana morfometricky pomocou softvéru Imagel, pricom
intenzita signalu bola vyjadrena v arbitrarnych jednotkach. Sucasné hodnotenie markerov
EMT (E-kadherin a ZEB1) prebiehalo semikvantitativne na zaklade podielu pozitivnych buniek.

Statistickd analyza bola realizovand v programe GraphPad Prism, verzia 10.6.1 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Na zaciatku bola posudena distriblucia dat D’Agostino-
Pearsonovym testom normality. V pripade ak data vykazovali normalne rozdelenie bola
pouzita jednofaktorova analyza rozptylu (one-way ANOVA), po ktorej nasledoval Tukeyho post
hoc test. V pripadoch, ked' data nespliiiali kritéria normality, bol aplikovany neparametricky
Kruskal-Wallisov test. Korelacie boli realizované pomocou Spearmanovho korelacného
koeficientu (Spearman r).
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Vysledky

V analyzovanych pripadoch sme pozorovali pravidelnd expresiu NOS2 v nadorovych bunkach
duktalneho adenokarcindmu pankreasu nezdvisle od stupna diferenciacie. Expresia bola
pritomna ako difuzna cytoplazmova pozitivita, pricom intenzita signalu kolisala od miernej az
po silnu. Kvantifikacia ukazala signifikantne vysSiu intenzitu fluorescenc¢ného signalu pri
tumoroch s vyssim stupniom malignity. Pri grade 1 bola namerana intenzita 1,19 + 0,07 AU, pri
grade 2 1,71 £ 0,13 AU a pri grade 3 1,67 £ 0,06 AU . Rozdiel medzi grade 2 a grade 3 nebol
Statisticky vyznamny, avsak obe skupiny vykazovali vyznamne vysSiu expresiu v porovnani s
grade 1 (p<0,001). Napriek Sstatistickym rozdielom sme zaznamenali aj vyraznu
interindividudlnu variabilitu expresie NOS2 v ramci jednotlivych skupin.

Dualne imunofluorescencné farbenie umoznilo vo vSetkych hodnotenych pripadoch
jednoznacne identifikovat populdciu nadorovych buniek s pravidelnou membranovou
pozitivitou E-cadherinu. Sucasne boli detegované aj bunky exprimujice ZEB1, pricom tato
expresia vykazovala vyssiu morfologicku variabilitu. Pozorovali sme odlisSné vzory pozitivity
ZEB1, a to od difuzne cytoplazmovej distriblcie, cez vyraznu jadrovu lokalizaciu aZz po
jemnozrnitu cytoplazmovu pozitivitu. Podiel ZEB1-pozitivnych buniek sa medzi jednotlivymi
pripadmi vyrazne liSil, ¢o poukazuje na heterogénnost nadorovych buniek v kontexte
epitelovo-mezenchymovej prestavby.

20
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Obrazok 1 Intenzita NOS2 v adenokarcindme pankreasu
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Graf znazornuje kvantifikovanu intenzitu fluorescenéného signdlu NOS2 v epitelidlovych bunkach
duktalneho adenokarcindmu pankreasu v zavislosti od stupna diferenciacie (Grade 1, Grade 2 a Grade
3). Pozorovali sme signifikantne vysSiu expresiu NOS2 pri nddoroch Grade 2 a Grade 3 v porovnani s
nadormi Grade 1 (***p < 0,001; ****p < 0,0001), pricom medzi skupinami Grade 2 a Grade 3 nebol
zisteny Statisticky vyznamny rozdiel (ns).

55



18

19
20
21

Natalia Zorgovska, Pavol Janega: Tvorba oxidu dusnatého moze suvisiet s epitelovo-mezenchymovou premenou
nadorovych buniek v karcinéme pankreasu.. Zbornik Studentskych vedeckych prac 2026. Univerzita Komenského
v Bratislave, 2026.

Obrazok 2 Expresia NOS2 v duktdlnom adenokarcinéme pankreasu.

Pozorujeme pravidelnu difuznu cytoplazmovu pozitivitu v nddorovych bunkach. a) adenokarcindm
pankreasu grade 1, b) adenokarcindm pankreasu grade 2, ¢) adenokarcindm pankreasu grade 3, NOS2,
fluorescencna imunohistochémia (IF), zvacsenie 200x.
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Obrazok 3 Dudlna expresia E-cadherinu a ZEB1 v duktdalnom adenokarcinome pankreasu
Dobre diferencovany adenokarcindm pankreasu s kribriformnym rastovym vzorom.
Identifikujeme nadorové epitelidlne bunky so zndmkami epitelovo-mezenchymovej
transformacie (obdiznik). E-cadherin (zelena farba) / ZEB1 (ervena farba), IF, 200x.

Pri porovnani expresie NOS2 a indexu E-cadherin/ZEB1 sme preukazali pozitivhu korelaciu
medzi intenzitou tvorby NOS2 a poctom ZEB1-pozitivnych buniek v nadorovych tkanivach
(Pearsonr=0,7476; p < 0,0001). Vyssie hladiny NOS2 boli spojené s vyssim zastupenim buniek
s mezenchymalnym fenotypom, co podporuje uUlohu NOS2 v procese epitelovo-
mezenchymovej transformacie. Ide o velmi zaujimavy nalez, ktory naznacuje mozny biologicky
vztah medzi produkciou oxidu dusnatého a nadorovou progresiou spojenou so stratou
epitelidineho fenotypu.
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Obrdzok 4 Variabilita vzorov expresie ZEB1 v duktdlnom adenokarcinome pankreasu

ZEB1-pozitivne nadorové bunky vykazuju vyraznd morfologicku heterogenitu expresie. Pozorované
boli r6zne vzory pozitivity ZEB1 vratane difuznej cytoplazmovej distriblcie, jemnozrnitej cytoplazmovej
pozitivity ako aj jadrovej lokalizacie a . ZEB1, IF, 200x.
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Obrdzok 5 Koreldcia medzi expresiou NOS2 a indexom E-cadherin/ZEB1 v duktdlnom
adenokarcinome pankreasu

Graf ilustruje signifikantny pozitivny vztah medzi intenzitou expresie NOS2 a pomerom E-
cadherin/ZEB1 v nadorovych bunkach. Vyssia expresia NOS2 bola asociovana s vy$sim podielom buniek
so zndmkami epitelovo-mezenchymovej transformacie (Pearson r = 0,7476; p < 0,0001).

Diskusia

Na zaklade nasich vysledkov mozno konstatovat, Zze duktalny adenokarcindm pankreasu je
spojeny so zvySenou expresiou indukovatelnej NO-syntazy (NOS2) v nadorovych bunkach,
pricom tento vzostup koreluje s histologickym gradingom tumoru. Suéasne sme pozorovali
stratu alebo oslabenie membranovej expresie E-cadherinu a zvySenu expresiu transkripéného
faktora ZEB1, ¢o poukazuje na aktivaciu epitelovo-mezenchymovej transformacie (EMT).
Variabilita expresie ZEB1, vratane nuklearnej aj cytoplazmatickej pozitivity, odraza
heterogenitu ndadorového tkaniva a dynamicky charakter EMT. Vyznamnym nalezom bola aj
pritomnost ZEB1 v stromalnych fibroblastoch, ¢o naznacuje ulohu ndadorového
mikroprostredia v regulacii invazivneho spravania nadoru. Pozitivna koreldcia medzi expresiou
NOS2 a poctom ZEB1 pozitivnych buniek podporuje hypotézu o prepojeni NO signalizacie s
EMT procesmi.

NasSe vysledky su v sulade s publikovanymi Stidiami, ktoré poukazuju na ulohu NOS2 v
progresii nddoru, jeho agresivite a nepriaznivej prognéze. Oxid dusnaty ma v nadorovom
mikroprostredi dudlny ucéinok — pri nizSich koncentracidch podporuje proliferaciu,
angiogenézu a invazivitu, zatial ¢o vo vyssich koncentraciach méze posobit cytotoxicky. ZEB1
ako klfucovy regulator EMT potlaca expresiu E-cadherinu a podporuje invazivny fenotyp
nadorovych buniek, ¢o sa potvrdilo aj v naSom subore. Zaroven sa ukazuje, Ze stromalne bunky
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exprimujuce ZEB1 mozu aktivne participovat na remodeldcii extraceluldrnej matrix a podpore
nadorovej invazivity. Kombinacia zvySenej expresie NOS2 a ZEB1 spolu so stratou E-cadherinu
tak moze predstavovat marker agresivneho biologického spravania nadoru (5-7).

Limitaciou prace je relativne maly pocet vzoriek a semikvantitativny charakter hodnotenia,
ktory mdze byt ovplyvneny preanalytickymi faktormi. Chyba tiez priame funkéné overenie
mechanizmov prepojenia NOS2 a EMT, ako aj koreldcia s klinickymi udajmi, napriklad
prezivanim pacientov. Do buducnosti by bolo vhodné rozsirit kohortu, doplnit kvantitativne
metody a realizovat funkéné in vitro a in vivo Studie. Perspektivnym smerom je aj skimanie
interakcii medzi NOS2 a regulatnymi sietami EMT, ako aj potencidlne terapeutické
ovplyvnenie NO drah. Nase vysledky vSak naznacuju, Ze moduldcia NOS2 by mohla
predstavovat mozZny ciel adjuvantnej liecby a prispiet k zlepSeniu progndzy pacientov s
karcindbmom pankreasu.
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Uvod

Zlomeniny mandibuly patria medzi najCastejSie Urazy tvarovej Casti lebky a predstavuju
vyznamnu ¢ast traumatoldgie v maxilofacialnej chirurgii. Mandibula ako jedina pohybliva kost
tvarového skeletu zohrdva zasadnu Ulohu pri Zuvani, artikuldcii a estetike tvare. Poranenia
tejto oblasti preto mozu viest k funkénym aj estetickym komplikaciam, vratane nevyhovujlcej
okluzie, obmedzenia pohybu temporomandibuldrneho kibu, chronickej bolesti, alebo
okolocelustného zapalu.

Zlomeniny mandibuly vznikaju najcastejsSie v dosledku dopravnych nehéd, padov, Sportovych
Urazov alebo nasilnych poraneni [1,2]. Epidemiologické Studie dlhodobo poukazuju na vyssi
vyskyt tychto Urazov u muzov, najma v mladSom veku, ¢o suvisi s vySSou mierou rizikového
spravania a expoziciou traumatickym situaciam [3,4].

Klasifikacia zlomenin mandibuly vychadza z anatomickej lokalizacie, poctu lomnych linii a
biomechanickych vlastnosti kosti [5-7]. V suéasnosti je Siroko vyuZivany klasifikaény systém
AOCMF, ktory umoznuje Standardizované hodnotenie zlomenin a pomaha pri planovani lieCby
[5,7]. Terapeutické moznosti zahfnaju konzervativny postup alebo chirurgicku lieCbu pomocou
otvorenej repozicie a vnutornej fixacie (ORIF) [8].

Epidemiolégia maxilofacidlnych dUrazov nie je statickd a meni sa v zavislosti od socidlnych,
kulturnych a ekonomickych faktorov. Vyznamnu ulohu zohravaju aj sezéonne vplyvy a zmeny
Zivotného Stylu populacie. Z tohto dévodu je doleZité pravidelne analyzovat aktudlne
epidemiologické Udaje, ktoré umoznuju optimalizovat diagnostické a terapeutické postupy
[1,9].

Metodika

Studia bola realizovand ako retrospektivna kohortova analyza pacientov lie¢enych na Klinike
ustnej, Celustnej a tvarovej chirurgie LFUK a UNB. Analyzované boli zdravotné zaznamy
pacientov s diagndzou zlomeniny mandibuly v obdobi janudr 2020 az august 2025. Do Studie
boli zahrnuti pacienti s potvrdenou diagndzou zlomeniny mandibuly na zaklade klinického
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vySetrenia a zobrazovacich metdd. Do koneé¢ného suboru bolo zaradenych 660 pacientov,
ktori splfiali stanovené kritéria. Z analyzy boli vyli¢ené patologické zlomeniny spdsobené
nadorovym procesom a pripady s neuplnou zdravotnou dokumentaciou. Analyzované boli
nasledujlice parametre: pohlavie, vek, mechanizmus vzniku drazu, anatomicka lokalita
zlomeniny mandibuly, typ zlomeniny (jednoducha/viacnasobnd), spdsob liecby
(konzervativna/chirurgicka), sezénnost Urazov a Casové rozlozenie vyskytu. Mechanizmus
Urazu bol rozdeleny do niekolkych kategdrii: pady, nasilné poranenia, dopravné nehody, Urazy
na bicykli, drazy na elektrickej kolobezke, ostatné priciny a nesSpecifikované pripady.
Lokalizacia zlomenin mandibuly bola klasifikovana podla anatomickej oblasti na zlomeniny
symfyzy, tela mandibuly, uhla mandibuly, ramus mandibulae, processus condylaris a
processus coronoideus.

Ziskané udaje boli spracované pomocou deskriptivnej Statistiky. Na porovnanie
kategorizovanych premennych bol pouzity chi-kvadrat test a na porovnanie vekovych skupin
neparametrické testy. Hladina Statistickej vyznamnosti bola stanovena na p < 0,05.

Vysledky

V analyzovanom subore 660 pacientov bola zaznamenana vyrazna prevaha muzov v porovnani
so zenami. MuZské pohlavie predstavovalo vacsinu pacientov so zlomeninami mandibuly. Do
analyzovaného suboru bolo zaradenych 660 pacientov, z toho 478 muzZov (72,4 %) a 182 Zien
(27,6 %). Pomer muzZov a Zien bol 2,6 : 1, rozdiel v zastUpeni pohlavi bol Statisticky vyznamny.
Priemerny vek pacientov bol 37,5 + 18,3 rokov, pricom vekové rozpatie stiboru bolo od 6 do
93 rokov. Analyza zavislosti medzi pohlavim a mechanizmom lrazu pomocou chi-kvadrat testu
preukdzala vyznamné rozdiely medzi muzmi a Zenami (p < 0,0001). U muZov boli najéastejSou
pri¢inou Urazu ndsilné poranenia, zatial ¢o u Zien dominovali pady. Naj¢astejSou pricinou
zlomenin mandibuly boli pady (203 pripadov), nasledované nasilnymi poraneniami (199
pripadov). Medzi dalSie mechanizmy patrili Urazy na bicykli (61 pripadov), Urazy na elektrickej
kolobezke (34 pripadov) a dopravné nehody (28 pripadov) (Graf ¢.1).

Pri¢iny urazov
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203 199
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61 58
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Graf ¢. 1: Priciny urazov
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Zaujimavym zistenim bol aj vyskyt Urazov suvisiacich s elektrickymi kolobezkami, ktoré
predstavovali vyznamnl cast traumatickych mechanizmov najmad u mladsich pacientov.
NajcastejSou lokalizaciou zlomeniny bol processus condylaris (334 pripadov), nasledovany
uhlom mandibuly (207 pripadov) a telom mandibuly (206 pripadov). Dal3ie lokalizacie zahffali
zlomeniny symfyzy (158 pripadov), ramus mandibulae (46 pripadov), alveoldarneho vybezku
(11 pripadov) a processus coronoideus (8 pripadov) (Graf €. 2).

Lokalizacia zlomenin sanky
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Graf ¢. 2: Lokalizdcia zlomenin sanky

V analyzovanom subore bolo zastupenie jednoduchych a multiplexnych zlomenin
rovhomerné, pricom kazda skupina tvorila 330 pacientov (50 %). Viacnasobné zlomeniny sa
vyskytovali najma pri Urazoch sp6sobenych nasilim, kde tvorili 52,3 % vSetkych pripadov (n =
104), a pri dopravnych nehodach, kde predstavovali 46,4 % pripadov (n = 13), ¢o poukazuje na
vyznam vysokoenergetickych Urazov.

Z terapeutického hladiska bola u 456 pacientov (69 %) indikovana chirurgickd liecba,
najéastejSie vo forme otvorenej repozicie a vnutornej fixacie osteosyntetickymi dlahami a
skrutkami. Konzervativna liecba bola indikovand u 204 pacientov (31 %) v indikovanych
pripadoch (Ziadna alebo minimalna dislokacia) a u pacientov vo vysSom veku, kde chirurgicky
zakrok predstavoval vyssSie riziko. Analyza rozdelenia vyskytu Urazov podla roénych obdobi
pomocou chi-kvadrat testu preukdzala vyssi vyskyt traumatickych poraneni mandibuly v
letnych mesiacoch (p < 0,0001), ¢o mozZe suvisiet s vysSou mierou spolocenskych aktivit a
Sportovych ¢innosti poc¢as tohto obdobia.
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Graf é. 3: Sezénnost urazov

Diskusia

Vysledky tejto Studie potvrdzuju epidemiologické trendy popisované v literature tykajucej sa
traumatolégie tvarového skeletu. Dominancia muiského pohlavia medzi pacientmi so
zlomeninami mandibuly je dlhodobo pozorovanym javom a suvisi najma s vys$Sim vyskytom
rizikového spravania, fyzickych konfliktov a Sportovych aktivit [3,4]. Najvyssi vyskyt urazov v
mladsej vekovej skupine dospelych je taktiez v sulade s publikovanymi Studiami. Mladi dospeli
su CastejSie vystaveni rizikovym situaciam, ¢o vedie k vySSiemu vyskytu maxilofacialnych
poraneni [4,10].

Z hladiska etiolégie Urazov dominovali pady a ndsilné poranenia. Nasilné Urazy predstavuju
vyznamny faktor pri vzniku zlomenin mandibuly najma v mestskom prostredi. V poslednych
rokoch sa v literature objavuju aj zmienky o rastucom pocte Urazov suvisiacich s pouzivanim
elektrickych kolobeziek, ¢o potvrdzuju aj vysledky tejto Studie [11].

Distribucia anatomickych lokalizacii zlomenin v nasom subore zodpoveda biomechanickym
vlastnostiam mandibuly. Kondylarna oblast patri medzi naj¢astejsie postihnuté miesta, najma
pri nepriamom mechanizme Urazu, ked' sila p6sobiaca na symfyzu alebo corpus mandibuly
vedie k zlomenine kondylu [12].

Chirurgicka liecba vo forme otvorenej repozicie a vnutornej fixacie predstavuje v sucasnosti
Standardny terapeuticky postup pri liecbe dislokovanych zlomenin mandibuly [13-15]. Tato
metdda umoznuje presnu repoziciu fragmentov, stabilnu fixaciu a skord funkénu rehabilitaciu
pacienta [14,15].

Vysledky tejto prace poukazuju na vyznam epidemiologického sledovania traumatickych
poraneni mandibuly, ktoré mozZe prispiet k lepSiemu pochopeniu etiolégie Urazov a
optimalizacii terapeutickych postupov v klinickej praxi.

Zaver

Tato retrospektivna Studia poskytuje prehlad o epidemiolégii, typoch zlomenin a liecbe
zlomenin mandibuly. Vysledky potvrdzuju prevahu muzov a rozdiely v mechanizmoch urazu,
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pricom u muzov dominuje interpersonalne nasilie a u Zien pady. NajcastejSou lokalizaciou boli
zlomeniny processus condylaris mandibulae, ¢asto kombinované s dalSimi lomnymi liniami.

Liecba bola ovplyvnend najma vekom pacienta a lokalizaciou zlomeniny, pricom konzervativny
postup bol castejSi u starSich pacientov a pri izolovanych kondylarnych zlomeninach.
Zaznamenana bola aj sezdnna variabilita s vy$sim vyskytom v letnych mesiacoch.

Zlomeniny mandibuly predstavuju heterogénnu skupinu poraneni vyzadujucich individualny
pristup, pricom poznanie epidemiologickych a klinickych suvislosti méze prispiet k lepSiemu
manaZmentu pacientov.
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Uvod
Peritonzilarny absces (PTA) patri k najzavainejsim komplikaciam akutnej tonzilitidy, ktora
vedie k najCastejsim dévodom akutneho prijatia pacientov na

otorinolaryngologické pracoviska. Incidencia PTA sa v roznych krajinach pohybuje v rozmedzi
17-30 pripadov na 100 000 obyvatelov rocne. U deti je priebeh velmi Specificky z dovodu
rozdielov imunitného systému, anatomickych pomerov ¢i obmedzeniu spoluprace pri
vySetreni alebo chirurgickej intervencie v porovnani s dospelymi pacientami. Klinicky sa
PTA subjektivne prejavuje jednostrannou bolestou hrdla a objektivnymi priznakmi ako
je trizmus a devidcia uvuly.

Vcéasna diagnostika a adekvatna lieCba su zasadné pre prevenciu dalSich komplikacii. Z
terapeutického hladiska sa uplatiuju tri pristupy: incizia s drendzou
abscesu, aspiracia abscesu ihlou a absces-tonzilektomia (ATE). U deti sa preferuje ATE v
celkovej anestézii.

Diskutovanou otazkou zostdva rozsah vykonu — ¢i je vhodné odstranit iba postihnutd mandlu
(homolateralna ATE) alebo vykonat aj kontralateralnu tonzilektémiu (ATE + TE). V literature su
popisané pripady, ked sa po jednostrannej ATE objavil PTA na kontralateralnej strane, avSak
vyskyt tejto komplikacie je zriedkavy a dostupné data su limitované. Pandémia COVID-19
zaroven vyrazne ovplyvnila vyskyt infekcii hornych dychacich ciest vratane PTA,
¢o vytvara dalsSiu otazku na analyzu epidemiologickych trendov. Cieflom tejto prace bolo
retrospektivne vyhodnotit vyskyt kontralaterdlneho PTA po jednostrannej ATE u detskych
pacientov, analyzovat suvisiace rizikové faktory, porovnat Gdaje v kontexte pandémie COVID-
19 a posudit vyskyt pooperaénych komplikacii, najma pooperacného krvacania. Ziskané
vysledky mozu prispiet k optimalizacii a zjednoteniu chirurgického postupu a osobitného
pristupu u detskych pacientov s peritonzilarnym abscesom.

Material a metédy

Studia mé charakter retrospektivnej observaénej kohortovej analyzy, ktord je realizovand
podla odporucani STROBE. Do suboru boli zahrnuti vetci po sebe nasledujuci pediatricki
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pacienti (< 18 rokov a 364 dni) hospitalizovani a chirurgicky lie¢eni s dg. peritonzilarny absces
(MKCH 10 - J36) v obdobi od 1. januara 2015 do 31. marca 2025 na Detskej
otorinolaryngologickej klinike LF UK a NUDCH v Bratislave. VylGéeni boli pacienti so zdvaznymi
komplikdciami pri prijati (napr. hlboky krény absces alebo mediastinitida), nekompletna
zdravotnd dokumentdacia, nedostatocné sledovanie (< 3 roky po operdcii). Na zabezpecenie
minimalneho trojroéného sledovania bola maximdlna vekova hranica pri prvej operacii
stanovend na 15 rokov.

Primarnym vysledkom bol vznik metachrémneho kontralateralneho PTA po jednostrannej
ATE. Sekunddrne vysledky zahfiali pooperacné krvacanie acas jeho vzniku, PTA
v precovidovom  obdobi (2015-2019), pocas pandémie COVID-19 (2020-2022)
a v postcovidovom obdobi (2023-2025), ako aj vztah rekurentnej tonzilitidy (splnenie
Paradiseho kritérii) k vyskytu PTA.

Sledované premenné zahrnali vek, pohlavie, index telesnej hmotnosti (BMI), stranu abscesu
(prava/lava/bilateralna), sezonnu distribdciu (jar, leto, jesen, zima), typ vykonu (ATE+TE vs.
ATE), pouZitie antibiotik pred hospitalizaciou (asponn 4 davky) a hodnotu C- reaktivneho
proteinu (CRP) pri prijati. Data boli ziskané z nemocni¢ného elektronického systému NIS
MEDEA so suhlasom etickej komisie NUDCH. Pacienti boli pouceni dostavit sa v pripade
krvacania po operacii spat na pracovisko. Zohladnili sa viaceré mozné zdroje zaujatosti.
Retrospektivny charakter a nizky pocet udalosti (recidiv aj krvacani) limituju Statistickd silu. V
ojedinelych pripadoch mohlo déjst k strate sledovania, ak pacient vyhladal zdravotnu
starostlivost mimo Slovenska. Nebol realizovany formalny vypocet velkosti vzorky.

Spojité premenné (vek, BMI, CRP, operacny Cas, interval medzi abscesmi a pocet dni do
zaCiatku krvacania) boli testované na normalitu pomocou Shapiro—Wilkovho testu.
Nenormalne rozdelené Udaje boli prezentované ako median a medzikvartilové rozpatie (IQR).
Kategorické Udaje boli uvadzané v absolutnych poctoch a percentach.

Vykonala sa deskriptivna analyza celého suboru a nasledne podla typu operacného
vykonu. Porovnania spojitych premennych skupin boli realizované pomocou Mann—
Whitneyho U testu a Kruskal-Wallisovho testu podla potreby. Porovnania kategorickych
premennych boli vykonané x> testom alebo Fisherovym exaktnym testom.Po Kruskal—
Wallisovom teste boli pri potrebe realizované post-hoc analyzy (DSCF test).

Pre recidivu a krvacanie boli vykonané jednorozmerné analyzy a nasledne explorativna
binarna logisticka regresia, ktora odhadovala odds ratio (OR) s 95 % intervalom spolahlivosti.
Vzhlfadom na nizky pocet udalosti boli viacrozmerné analyzy povazované za
explorativne. Chybajice udaje sa nevyskytli.VSetky Statistické analyzy boli spracované v
programe jamovi (verzia 2.3.28.0). Za Statisticky vyznamnu bola povazovana hodnota p < 0,05;
vSetky testy boli dvojstranné.

Vysledky

Do retrospektivnej Studie bolo zaradenych 312 pediatrickych pacientov s peritonzilarnym
abscesom (PTA). Median veku pri prijati bol 12 rokov [IQR 7 - 15]. U pacientov s jednostrannou
operaciou (ATE) bol median 9 rokov [IQR 7,4 — 14,4] a u pacientov po obojstrannej operacii
(ATE + TE) 14 rokov [IQR 8 - 15]. Rozdelenie pohlavi bolo vyrovnané, a to 49,4% chlapcov a
50,6% dievcat. Median indexu telesnej hmotnosti (BMI) bol 18,6 [IQR 15,9 — 21,5 ]. Z hladiska
chirurgickej terapie 194 pacientov (62,2%) podstupilo simultdannu absces-tonzilektémiu a
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kontralaterdlnu tonzilektémiu (ATE + TE), kym 118 pacientov (37,8%) absolvovalo
jednostrannu absces-tonzilektémiu (ATE). U pacientov lieCenych ATE bol median opera¢ného
¢asu 30 minut [IQR 25 - 40].

Tabulka 1: Vznik peritonzildrneho abscesu na kontralaterdlnej strane

Vykon (ATE/ ATE + TE) Vznik PTA Spolu
kontralateralne?
Ano Nie
ATE 6 112 118
ATE + TE 0 194 194
Spolu 6 306 312

Pred hospitalizaciou dostalo 37,8% deti viac ako 4 davky antibiotik. Paradiseho kritéria pre
rekurentnd akutnu tonzilitidu spitialo 17,9% pripadov. Medidn hodnoty C- reaktivneho
proteinu (CRP) pri prijati bol 49,6 mg/I [ IQR 30,4—-77,01].

Pooperacné krvacanie sa vyskytlo u 17 pacientov (5,4%) z 312 pacientov. Z toho 2 pripady zo
118 pacientov (1,7% zo vsetkych ATE) nastali po jednostrannej ATE. Kym u 15 pripadov zo 194
pacientov (7,7% zo vSetkych ATE + TE) sa krvacanie objavilo kontralateralne po ATE + TE.
Median ¢asu od operacie do vyskytu krvacania bol 7 dni [IQR 6 - 11]. Absolutne riziko bolo po
ATE nizsSie 0 6,0 p. b. (RD = -0,060; 95 % Cl -0,105 az -0,016). Relativne riziko krvacania po
ATE bolo 0,22 (95 % Cl 0,051-0,942) a pomer Sanci (OR) 0,21 (95 % CI 0,046-0,916), v
porovnani s ATE+TE. Medzi pacientami s pooperacnym krvacanim sa den vzniku krvacania
Statisticky vyznamne neliSil medzi jednostrannou ATE a obojstrannou ATE + TE (Mann-
Whitneyho U =12,5; p=0,762).

Tabulka 2: Vyskyt krvdcania po operaénom vykone (ATE/ATE+TE)

Vykon Krvacanie Spolu
Ano Nie
ATE 2 116 118
ATE + TE 15 179 194
Spolu 17 295 312

Specifické sledovanie odhalilo 6 pacientov (5,1% zo skupiny ATE), u ktorych sa po
jednostrannej operacii vyvinul kontralateralny metachrémny PTA, kym v skupine (n=194) po
kombinovanej ATE + TE sa nevyskytol Ziadny pripad. Median intervalu medzi primarnym a
kontralateralnym abscesom bol 4,5 mesiaca [IQR 2,5 — 16,3]. Rozdiel bol Statisticky vyznamny
podla Fisherovho exaktného testu (p=0,003). Absolutne riziko po jednostrannej ATE bol teda
5,1% (95%. Cl 1,1 —9,1%). U pacientov po jednostrannej ATE sa metachronny kontralateralny
PTA vyskytol u 5 zo 112 (4,5%) pacientov bez splnenych Paradiseho kritériia u 1 zo 6 (16,7%)
pacientov s rekurentnou tonzilitidou podla Paradiseho. Rozdiel nebol $tatisticky vyznamny
(Fisherov ekzaktny test p=0,274). Relativne riziko bolo 1,15 % (95% Cl 0,80 — 1,64).
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Premenna N (%) / Median
[IQR]
Vek (roky) 12 (7-15)
Vek pacientov - ATE 9(7,4-14,4)
Vek pacientov — ATE/TE 14 (8-15)
Pohlavie — muZi 154 (49,4 %)
Pohlavie — Zeny 158 (50,6 %)
BMI 18,6 (15,9-21,5)
Obdobie v roku — jar 76 (24,4 %)
Obdobie v roku — leto 91 (29,2 %)
Obdobie v roku — jesei 71 (22,8 %)
Obdobie v roku — zima 74 (23,7 %)
Antibiotika >4 davky pred prijatim 118 (37,8 %)
Splnené Paradiseho kritéria 56 (17,9 %)
CRP pri prijati (mg/l) 49,630,4-77.0
Typ vykonu — jednostranna ATE 118 (37,8 %)
Typ vykonu — simultanna ATE+TE 194 (62,2 %)
Operaény &as (min, iba ATE) 30 (25-40)
Pooperaéné krviacanie — celkovo 17 (5,4 %)
Krvicanie po jednostrannej ATE 2/17
Krvacanie po ATE+TE 15/17
Interval do kontralat. PTA (mesiace) 4.,5(2,5-16,3)
Kontralateralny PTA po ATE 6 (5,1 % z ATE)

Tabulka 3: Vysledky deskriptivnej analyzy retrospektivnej kohortovej studie
V pripade sezénnej distribucie, najvyssi podiel pripadov bol zaznamenany v lete (29,2%),
nasledovala jar (24,4%), zima (23,7%) a jesen (22,8%).

75 A

50 1

counts

25 1

T T T T
jar jesen leto zima

obdobie roka

Graf 1: Grafické zndzornenie poctu pacientov (counts) pocas obdobi roka
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Pocet pripadov PTA sa medzi rokmi vyrazne liSil. V precovidovom obdobi (2015 — 2019) bol
median poctu pacientov 2 pripady/mesiac [IQR 2]. Pocas obdobia pandémie (2020 — 2022)
pocet pacientov klesol na 1 pripad/mesiac [IQR 2]. AvSak v postcovidovom obdobi (2023 -
2024) bol zaznamenany vyrazny narast poctu pripadov u pediatrickych pacientov, a to 4
pripady/mesiac [IQR 3]. Kruskal- Wallisov test potvrdil Statisticky vyznamné rozdiely v
mesacnom pocte pripadov peritonzilarneho abscesu medzi obdobiami (x2(2) = 30,6; p < 0,001;
€2 = 0,257). Post-hoc (Dwass-Steel-Critchlow-Flinger pairwise comparisons) porovnania
ukazali, Ze pocas pandémie bol pocet pripadov signifikantne nizsi v porovnani s precovidovym
obdobim (p=0,014) a s postcovidovym obdobim (p <0,001). Pocet pripadov v postcovidovom
obdobi bol zaroven signifikantne vyssi nez v predcovidovom obdobi (p <0,001).

Patients & Results by Year

M Patients —#— Median Result

o

Value

2016

Year

Graf 2: Grafické zndzornenie poctu pacientov a ich medidn pocas jednotlivych rokov

Diskusia

V kohorte pediatrickych pacientov sa po jednostrannej ATE vyskytla metachrénna
kontralaterdlna recidiva PTA priblizne u 5 % pacientov. Tento vysledok podporuje zaver, ze
ponechanie kontralateralnej mandle vo vacSine pripadov nevedie k recidive, hoci u malej
skupiny pacientov moéZe predstavovat riziko jej neskorSsej manifestacie. Volba medzi
jednostrannym a bilateralnym vykonom si vyZaduje individudlne zhodnotenie klinického stavu
a rizikovych faktorov pacienta. Nase vysledky su v sulade so literaturou, ktora uvadza vyskyt
metachrénneho kontralaterdlneho PTA u 4,4 % pacientov po jednostrannej ATE [1]. V
systematickej revizii, kde autori zahrnuli liecebné pristupy ako punkciu abscesu, drenaz
abscesu alebo absces-tonzilektdomiu, popisuju mieru recidivy od 2 % do 15,8 % [2], resp. mieru
recidivy 5% v studiach kde ako primarna liecba bola pouZita jednostranna ATE, ¢o potvrdzuje
vysoku efektivitu a nizku mieru relapsov u deti. V dalSej retrospektivnej studii zaznamenali
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potrebu kontralateralnej ATE iba u 0,8 % pacientov [3]. Tieto udaje potvrdzuju, ze
jednostranna ATE je spolahlivou a efektivnou lieCebnou stratégiou s nizkym rizikom recidivy.

V kohorte sa nepreukdzala Statisticky vyznamna suvislost medzi stranou primarneho PTA
a rozvojom kontralateralneho metachrémneho PTA (p=0,421), ¢o naznacuje, Ze anatomicka
lokalizacia sa nejavi ako relevantny faktor pri rozhodovani v chirurgickej liecbe.

Po jednostrannej ATE bol zaznamenany wvy3si vyskyt metachromneho PTA u pacientov
splfiajucich Paradiseho kritéria (16,7%) vs. ti, ktori ich neplnili (4,5%). Tento trend naznaduje
moznu suvislost medzi opakovanymi tonzilitidami a vys$sim rizikom PTA, ¢o podporil aj
logisticky model (OR = 6,98; 95 % Cl 0,49-99,3; p = 0,152), avsak bez Statistickej vyznamnosti
pre nizky pocet pripadov, avsak Studia nie je dostatocne silna na vyvodenie jednoznacnych
zaverov. Vysledok naznacuje potencialnu prediktivnu hodnotu rekurentnych tonzilitid, ktoru
by mohli potvrdit multicentrické studie. Tento predpoklad a vysledky prispievaju k rasticemu
mnozstvu dbkazov, Ze splnenie Paradiseho kritérii mézu mat velky vyznam pri stratifikacii
rizika komplikacii tonzilitid, vratane vzniku PTA aindikicie tonzilektémie [4]. Napriek
aktualizovanym odporucaniam zostavaju Paradiseho kritéria zakladnym orientacnym radmcom
v klinickej praxi a ich vyznam pretrvéva v dobe mediciny zaloZenej na dokazoch [5,6]. Sucasné
eurdpske smernice zdoraznuju individualizovany pristup k pacientovi, ktory zohladnuje pocet
a frekvenciu epizdd, ich zavaznost, priebeh, odpoved na konzervativnu lie¢bu a dopad na
kvalitu Zivota dietata. Takyto pristup moze prispiet k presnejsej identifikacii pacientov so
zvySenym rizikom komplikacii a optimalizacii liecebného rozhodovania [5].

Pooperacné krvacanie sa zaznamenalo u 5,4 % pacientov, pricom po jednostrannej ATE bolo
menej Casté ako po bilaterdlnom vykone ATE + TE (2,5 % vs 7,7 %), Co predstavuje absolutny
rozdiel priblizne -6 p. b., t.j. priblizne o 6 pripadov menej na 100 operovanych pacientov
a relativne riziko 0,22, a 4- az 5-krat nizsiu pravdepodobnost krvacania po ATE. Den vzniku
krvacania sa medzi skupinami nelisil. Napriek nizkemu poctu udalosti (n = 17) intervaly
spolahlivosti uZz neobsahovali nulovy efekt, ¢o naznacuje vysSie riziko krvacania po
bilateralnom vykone. V analyze jednostrannych vykonov sa nepreukazali Ziadne vyznamné
asociacie medzi pooperaénym krvacanim a sledovanymi parametrami. Ziadny z nich nebol
identifikovany v logistickom modeli ako nezavisly prediktor krvacania. Vysledky studie su v
sulade s publikovanymi Gdajmi, potvrdili nizsi vyskyt krvacania po jednostrannej ATE v
porovnani s ATE + TE [3,7], hoci niektoré publikacie nepotvrdili medzi vykonmu vyznamné
rozdiely [1,8]. Celkova incidencia pooperacného krvacania po tonzilektomii (bez Specifikacie
typu vykonu) sa uvadza v rozmedzi priblizne 1-5 % [9]. Nase vysledky sa pohybujd na hornej
hranici rozsahu rozmedzia pre tonzilektémiu ako celok, pricom bilateralny vykon sa javi ako
rizikovejsi. SUCasné odporucania zdoraznuju vplyv operacnej techniky, najma pri tzv. , hot”
technoldgiach v porovnani s parcidlnymi alebo intrakapsularnymi technikami je vyssie riziko
pooperacného krvacania, a preto mal by byt rozsah vykonu individualizovany podla lokdlneho
ndlezu, techniky operatéra a rizikového profilu dietata [5].

Demografické a laboratérne parametre (vek, pohlavie, BMI, CRP, >4 davky antibiotik pri prijati
nevykazovali Statisticky vyznamny vplyv na riziko recidivy aani pooperacného
krvacania. Median veku 12,8 rokov bol porovnatelny s publikovanymi udajmi [4] a posun
k adolescentnému obdobiu modzZe suvisiet so zmenami v orofaryngedlnej mikrofldre,
hormonalnymi vplyvmi na slizniénd imunitu [10]. Median BMI kohorty pacientov bol 18,6 (IQR
15,9 — 21,5), ¢o zodpoveda pediatrickym suborom pacientov, ale opat sa nepreukazali
Ziadne Statisticky vyznamné asociacii, o koreSponduje aj s literaturou, ktora nedefinuje BMI
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ako rizikovy faktor vzniku PTA. Median CRP pri prijati na hospitalizaciu bol 49,6 mg/I.
V zahrani¢nej prospektivnej studii sa uvadza, Ze jeho vysSia hladina bola spojena s horSou
rekonvalescenciou a hojenim tkaniva u pacientov (priemernd hodnota CRP u pacientov s PTA
zodpovedala hodnote 85 mg/I) [11], avSak v kohorte pacientov sa nevyskytla Ziadna Statisticky
vyznamna koreldcia sPTA, jeho liecbou, rekonvalescenciou, pripadnym  vyskytom
komplikacii. Pred hospitalizdciou dostalo viac ako 4 davky antibiotickej liecby 37,8%
pacientov. LiteratUra upozorfiuje na variabilitu diky podavania antibiotik a zddrazfiuje ich
racionalne uZivanie v klinickej praxi. Nemecké usmernenie preferuje symptomaticky
manazment akutnej tonzilofaryngitidy, kedZe ide najCastejSie o virusovu etioldgiu.
Antibioticku lie¢ba by sa malo indikovat cielene v pripade potvrdenia bakteridlnej infekcie
alebo riziku vzniku komplikacii [5].

Pri porovnani pacientov s recidivou (n = 6) a bez recidivy (n = 112) sa nepreukdzali Statisticky
vyznamné rozdiely vo veku (p = 0,892), BMI (p = 0,792), v hodnote CRP pri prijati (p = 0,840),
s pohlavim (p = 0,100), po¢tom podanych antibiotik pred prijatim (p = 1,000) a ani so stranou
abscesu (p = 0,421). Tieto vysledky naznacuju, Ze bezné demografické a klinické ukazovatele
nemaju zasadny vplyv na riziko kontralateralnej recidivy PTA.V explorativhych modeloch ani
jeden z beine hodnotenych klinickych ani demografickych ukazovatelov (vek, BMI, pohlavie,
CRP, antibioticka lie¢ba, strana abscesu ¢i sezonnost) nevykazal statisticky vyznamny vplyv ani
na vznik pooperaéného krvacania. Siroké intervaly spolahlivosti odrazaju nizky poéet udalosti,
a preto tieto vysledky treba interpretovat opatrne, no sluZia ako zdklad pre vacsie
multicentrické Studie. Pozorované trendy ako vyssie riziko recidivy pri splnenych Paradiseho
kritéridach, naopak nizsie riziko recidivy udievCat su hypotézy generujuce a vyZadujlce
verifikaciu v dalSich Stadiach. Tieto rozdiely by mohli byt spojené s rozdielnou
orofaryngealnou mikroflorou, hormonalnymi vplyvmi alebo odlisnu reaktivitu lymfatického
tkaniva na cudzorodé castice medzi pohlaviami. Zohladnenie tychto faktorov by mohlo v
buducnosti prispiet k presnejsej identifikacii rizikovych skupin detskych pacientov so sklonom
k recidivujucim tonzilitidam, zapalovym ochoreniam hornych dychacich ciest, rozvinutiu PTA
¢i inym komplikaciam po tonzilektomii alebo absces- tonzilektomii.

V pripade sezénnosti najviac pripadov sme zaznamenali vlete (29,2%), nasledovala jar
(24,4%), dalej zima (23,7%) a na koniec jesen (22,8%). Ind analyza v rokoch 2019 - 2023
zaznamenavala sezénnost a demografické faktory  wvzniku akutnej tonzilitidy
a peritonzildrneho abscesu, ale vacSinu pacientov tvorili dospeli, kde pozorovali najvyssi
vyskyt oboch diagndz v zime a na jar s poklesom pocas leta, hoci v pripade PTA zostup nebol
signifikantny. Studia sa sUstredila aj na rozvoj vyskytu diagnéz pocas pandémie COVID-19,
kedy pocet pripadov rekurentnej tonzilitidy a PTA bol vyrazne nizsi. V postcovidovom obdobi
sa vyskyt pripadov naopak vyrazne zvysil [12]. Tento trend sme mohli sledovat aj v nasej
kohorte pacientov, kde v precovidovom obdobi bol median pacientov 2 pripady/mesiac, pocas
pandémie doslo k signifikantnému poklesu na 1 pripad/mesiac a po pandémii doslo k narastu
pacientov na 4 pripady/mesiac. Pocet pripadov v postcovidovom obdobi bol signifikantne
vySSi neZz v precovidovom obdobi.Ind retrospektivna analyza zobdobia 2019-2020
zaznamenala signifikantny pokles vyskytu PTA pocas COVID-19 lockdownu vplyvom
epidemiologickych opatreni na incidenciu PTA [13]. Dalsie $tudie svelkymi kohortami
pacientov porovnali vyskyt infekcii hornych dychacich ciest pred a pocas pandémie. Preukazali
vyrazny pokles infekcii v dosledku opatreni ako socidlny odstup, nosenie rusok ainé
epidemiologické opatrenia, ktoré znizili pocet pripadov respiracnych infekcii aj o 51% pocas
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obdobia pandémie COVID-19, ¢o podporuje aj nase ziskané udaje [14,15]. Suhrne tieto
zistenia potvrdzuju Statisticky vyznamny vplyv pandémie COVID-19 na vyskyt PTA v populacii,
u detskych pacientov, pricom nase vysledky koreluju s trendom opisanych studii a potvrdzuju,
Ze vyskyt PTA u deti vykazoval epidemiologické vykyvy v suvislosti s pandémiou. Po obdobi
pandémie nasledoval ,rebound” efekt s poklesom vyskytu PTA v pediatrickej populacii, ktory
mnohi autori vysvetluju ako dlh imunity vzniknuty znizenou expoziciou beznym respiracnym
patogénom pocas dodrziavania epidemiologickych opatreni [16,17]. Analogicky moZno
predpokladat, Ze po ich uvolneni deti reagovali zvySenou incidenciou respiraénych infekcii,
vratane tonzilitid, ¢o mohlo sekundarne zvysit aj riziko rozvoja PTA.

Individualizovany pristup k liecbe detského pacienta, vratane racionalnej antibiotickej terapie
a indikacie chirurgického zakroku podla aktualnych odporucani zostava
kl'd€ovym aj v prevencii komplikacii. Rozhodovanie o rozsahu chirurgického vykonu by preto
malo byt vidy vychadzat z anamnézy (pripadnej pritomnosti rizikovych faktorov, pocet davok
antibiotik v minulosti, frekvencii tonzilitid, atd.), klinického stavu a fyzikdlneho vySetrenia
detského pacienta. Kombindcia objektivnych laboratérnych ukazovatelov, klinickej skisenosti
a odporucani zaloZzenych na dokazoch méze prispiet k optimalizacii lieCby a zniZeniu poctu
komplikacii. Nase vysledky tak poskytuju cenny prispevok k lepSiemu pochopeniu klinickych
charakteristik a prognozy detskych pacientov s peritonzildarnym abscesom a zaroven vytvaraju
dobry zaklad pre dalsi vyskum a multicentrické studie v oblasti peritonzilarneho abscesu, jeho
liecby a komplikacii.
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11. Determinanty nemocni¢nej mortality u hospitalizovanych pacientov s
COVID-19

Robert Kovacs
(vSseobecné lekarstvo, 6.rocnik)

Skolitel: prof. MUDr. Juraj Payer, PhD., MPH, FRCP, FEFIM 1, MUDr. Juraj Smaha, PhD?
1 V. interna klinika LF UK a UNB

Uvod

Pandémia ochorenia COVID-19 predstavovala jednu z najvacsich vyziev pre zdravotnicke
systémy za posledné desatrocie. Toto ochorenie sa vyznacovalo vysokou mortalitou, najma u
hospitalizovanych pacientov. Tento trend sme mohli pozorovat aj na Slovensku, kde bolo v
obdobi rokov 2020-2024 zaznamenanych podla oficidlnych Statistik celkovo 22 205 umrti v
suvislosti s infekciou COVID-19 a 213 umrti klasifikovanych ako ,,stav po COVID-19“. [1]

Priebeh ochorenia je variabilny a ovplyvneny viacerymi faktormi, vratane veku, pohlavia a
pritomnosti komorbidit. Vyssi vek je konzistentne identifikovany ako jeden z najsilnejSich
prediktorov mortality, pricom riziko Umrtia progresivne narasta a dosahuje najvyssie hodnoty
u najstarSich pacientov.[2-4] ZvySené riziko mortality bolo opakovane preukazané aj u
muzov.[3,5,6]

Okrem demografickych faktorov zohrava vyznamnu ulohu aj pritomnost komorbidit. Viaceré
Studie poukazuju na vysSie riziko Uumrtia u pacientov s ochoreniami ako: diabetes mellitus,
chronickymi plticnymi, kardiovaskularnymi, renalnymi a neurologickymi ochoreniami. Nemalu
Ulohu zohrava aj imunosupresia pacientov. [3,7]

Cielom prace bolo identifikovat faktory spojené s nemocni¢nou mortalitou u pacientov s
COVID-19, urcit ovplyvnitelné rizikové faktory a zlepsit stratifikaciu rizika s ciefom umoznit
cielené opatrenia a zlepsit prezivanie pacientov.

Metddy

Do retrospektivnej observacnej studie bolo zaradenych 700 pacientov hospitalizovanych s
ochorenim COVID-19 na V. internej klinike LF UK a UNB RuZinov v rokoch 2020-2022. Z
elektronickej zdravotnej dokumentacie boli ziskané udaje o veku, pohlavi, vakcinacnom
statuse, type hospitalizacie, komorbiditach a vysledku hospitalizacie. Primarnym sledovanym
ukazovatelom bola nemocni¢na mortalita.

Kvantitativne premenné boli vyjadrené ako priemer + standardna odchylka, resp. median
(IQR), kategorické premenné ako pocCet a percento. Rozdiely medzi skupinami boli
analyzované pomocou Studentovho t-testu, Mannovho—Whitneyho U testu, ANOVA, x? testu
alebo Fisherovho exaktného testu podla typu premennych. Na identifikdciu nezavislych
faktorov asociovanych s nemocni¢nou mortalitou bola pouZzitd multivariabilnd logisticka
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regresia. Vysledky su uvadzané ako odds ratio (OR) s 95 % intervalom spolahlivosti. Za
Statisticky vyznamnu bola povazovana hodnota p < 0,05.

Vysledky

Do analyzy bolo zaradenych 700 pacientov hospitalizovanych s ochorenim COVID-19 v rokoch
2020-2022. Celkova nemocni¢nd mortalita dosiahla 38,6 % (270/700), pricom medzi
jednotlivymi rokmi klesala z 47,1 % v roku 2020 na 36,6 % v roku 2021 a 34,3 % v roku 2022 (p
= 0,04). Mortalita muzov bola 39,3 % a mortalita Zien 37,7 %, bez Statisticky vyznamného
rozdielu (p = 0,73). Naopak, vek bol vyznamnym faktorom Uumrtnosti: u pacientov mladsich
ako 65 rokov bola mortalita 21,8 %, zatial ¢o u pacientov vo veku 65 rokov a viac dosiahla 46,1
% (p < 0,001). Vyznamne nizSia mortalita bola zistend aj u o¢kovanych pacientov v porovnani
s neockovanymi (22,3 % vs. 41,1 %; p < 0,001).

Pocet hospitalizacii vykazoval vyrazny sezdnny charakter, s najvyssim poc¢tom prijati v zimnych
mesiacoch (januar, februar, november a december). Zaroven sa ¢asom menil aj charakter
hospitalizacii. V roku 2020 to bolo 59,0 % pacientov prijatych primarne pre COVID-19, v roku
2021 az 89,2 %, zatial o v roku 2022 tento podiel klesol na 17,6 % a vyrazne vzrastol podiel
nozokomialne ziskanych infekcii na 68,5 %.

Tab.1: Multivariaéna logisticka regresnd analyza faktorov nezdvisle asociovanych s umrtnostou
pocas hospitalizacie

Premenna OR (95 % ClI) p-hodnota
Vek (roky) 1,05 (1,04-1,07) <0.001
Muzské pohlavie 1,44 (1,02-2,04) 0.04
Vakcinovany 0,28 (0,15-0,51) <0.001
Chronické pecenové | 2,15 (1,44-3,21) <0.001
ochorenie

Prijaty s COVID-19 0,53 (0,28-1,01) 0.05
Diabetes mellitus 2. typu 1,36 (0,96-1,92) 0.09
Chronické srdcové | 1,37 (0,87-2,15) 0.2
zlyhavanie

Malignita 1,36 (0,83-2,22) 0.23
Koronarna choroba srdca 1,28 (0,84-1,93) 0.25
Chronicka obli¢ckova choroba | 1,26 (0,84-1,90) 0.26
Arteriova hypertenzia 0,89 (0,58-1,36) 0.58
Chronické neurologické | 0,93 (0,62-1,37) 0.71
ochorenie

COVID-19 akviroval pocas | 1,01 (0,64-1,61) 0.9
hospitalizacie
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1 Tab.2: Multivariacna logistickd regresnd analyza rozsirend o liecbu a uroven oxygenoterapie

Premenna OR (95 % Cl) p-hodnota

COVID-19 akviroval pocas |2.26(1.22-4.19) 0.01

hospitalizacie

Baricitinib 0.23 (0.07-0.74) 0.01

Konvencna oxygenoterapia 1.71 (1.03-2.84) 0.04

Cholekalciferol 0.58 (0.33-1.02) 0.06

Diabetes mellitus 2. typu 1.33 (0.89-1.98) 0.17

Pohlavie (muz) 1.31 (0.87-1.98) 0.19

nirmatrelvir/ritonavir 2.48 (0.48-12.93) 0.30

Artériova hypertenzia 0.77 (0.46-1.29) 0.32

Remdesivir 1.41 (0.66-3.00) 0.38

Chronické plicne ochorenie | 0.78 (0.44-1.37) 0.38

Anakinra 1.40 (0.57-3.44) 0.46

Molnupiravir 0.59 (0.14-2.46) 0.47

Chronické srdcové | 1.18 (0.68-2.04) 0.55

zlyhavanie

Korondrna choroba srdca 1.13 (0.70-1.83) 0.62

Malignita 0.94 (0.53-1.67) 0.83

Chronickd obli¢kovda choroba | 1.02 (0.63-1.64) 0.94

Umeld ventilacia pluc 1.04 (0.33-3.25) 0.95

Prijaty s COVID-19 1.02 (0.48-2.14) 0.96

HFNV/NIV 9.43 (5.25-16.93) <0.001

Vek (roky) 1.07 (1.05-1.10) <0.001

Chronické pecenové | 2.31 (1.45-3.69) <0.001

ochorenie

Vakcinovany 0.22 (0.10-0.50) <0.001

Glukokortikoidy 3.08 (1.65-5.78) <0.001

Vazopresory 10.08 (4.96—-20.49) <0.001
2
3 Priemernd dizka hospitalizacie bola 10,7 + 19,0 dni. Medzi muZmi a Zenami sa vyznamne
4  nelisila, avSsak medzi jednotlivymi rokmi bola Statisticky vyznamne odlisna (2020: 12,0 £ 20,2
5 dni; 2021: 9,1 + 14,2 dni; 2022: 15,1 * 28,2 dni; p < 0,001). NajdlhsSia hospitalizacia bola
6 zaznamenana u pacientov, ktori akvirovali COVID-19 pocas hospitalizacie (18,9 + 28,0 dni), v
7  porovnani s pacientmi prijatymi pre COVID-19 (8,6 + 13,0 dni) alebo s COVID-19 (9,5 + 14,0
8 dni) (p<0,001).
9 V sledovanom subore mal pacient v priemere 3,1 + 2,0 komorbidity. NajcastejSimi boli

artériova hypertenzia (74,4 %), koronarna choroba srdca (35,4 %), diabetes mellitus 2. typu
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(35,3 %), chronicka oblickova choroba (31,4 %) a chronické neurologické ochorenie (26,0 %).
U pacientov, ktori zomreli, sa vyznamne castejSie vyskytovali diabetes mellitus 2. typu,
artériova hypertenzia, chronické srdcové zlyhdvanie, koronarna choroba srdca, chronicka
oblickova choroba, chronické peceriové ochorenie a chronické neurologické ochorenie.

V multivariacnom logistickom regresnom modeli (Tabulka 1) boli s vy$sim rizikom nemocnicnej
mortality nezavisle asociované vyssi vek (OR 1,05; 95 % ClI 1,04-1,07; p < 0,001), muzské
pohlavie (OR 1,44; 95 % Cl 1,02—2,04; p = 0,04) a chronické pecenové ochorenie (OR 2,15; 95
% Cl 1,44-3,21; p < 0,001). Naopak, ockovanie bolo spojené s vyznamne nizsim rizikom Uumrtia
(OR 0,28; 95 % CI 0,15-0,51; p < 0,001). Model dosiahol primeranu diskriminaént schopnost
(AUC = 0,733) a dobru kalibraciu.

Pocas hospitalizacie vacsina pacientov dostavala glukokortikoidy (77,3 %) a cholekalciferol
(74,4 %). KonvencnU oxygenoterapiu potrebovalo 59,0 % pacientov, HFNV/NIV 31,1 % a
invazivnu ventilaciu 3,0 %. Pacienti, ktori zomreli, CastejSie vyZadovali glukokortikoidy,
vazopresory a HFNV/NIV, ¢o pravdepodobne odraza zavaznejsi klinicky priebeh. V rozsirenom
multivariaénom modeli boli s vy$sim rizikom mortality asociované vyssi vek, chronické
pecenové ochorenie, nozokomiadlny povod infekcie, glukokortikoidy, konvencna
oxygenoterapia, HFNV/NIV a vazopresory, zatial ¢o ockovanie a liecba baricitinibom boli
spojené s nizSim rizikom Umrtia. (Tabulka 2) RozSireny model vykazoval velmi dobru
diskriminaént schopnost (AUC = 0,850).

Diskusia

V nasom subore 700 pacientov hospitalizovanych s COVID-19 v rokoch 2020-2022 dosiahla
celkovd nemocni¢na mortalita 38,6 %, pricom v priebehu sledovaného obdobia postupne
klesala. Tento trend pravdepodobne odraza kombinovany vplyv viacerych faktorov, najma
zavedenia vakcinacie, zlepSenia terapeutickych postupov a zmien v charaktere
hospitalizovanych pacientov.

Pozorovand vyrazna sezdénnost prijati so zimnou kulminaciou koreSponduje s
epidemiologickym priebehom pandémie. Viaceré popula¢né analyzy potvrdzuju, ze COVID-19
vykazuje sezénne vrcholy najma v obdobi od novembra do aprila, ¢o je rovnako ako iné
respiracné virusy. [8] Zaroven sa ukazuje, Ze priebeh pandémie nemusi byt striktne
jednovrcholovy, ale mdze zahffiat viacero vin roéne, typicky s dominantnym zimnym vrcholom
a mensimi vrcholmi na jar a v lete. [9] Tento komplexny sezdénny charakter ochorenia
pravdepodobne odraza kombindciu environmentalnych faktorov, zmien v spravani populacie
a dynamiky virusovych variantov.

KliCovym zistenim prace je potvrdenie veku ako najsilnejSieho nezavislého prediktora
nemocni¢nej mortality. Riziko Umrtia vyznamne narastalo s pribudajucim vekom, €o je v sulade
s poznatkami o nizsej fyziologickej rezerve, vy$sej multimorbidite a dysregulacii imunitnej
odpovede u starSich pacientov. Tento nalez koreSponduje s velkymi popula¢nymi analyzami,
ktoré ukazuju exponenciadlny ndrast mortality s vekom a charakteristicku J-krivku rizika.[10]

Muzské pohlavie bolo identifikované ako dalsi nezavisly faktor asociovany s vy$sou mortalitou,
¢o je v sulade s publikovanymi udajmi poukazujucimi na horsi priebeh ochorenia u muzov. [2—
6]
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Z hladiska komorbidit sa v neadjustovanych analyzach preukazal u pacientov, ktori zomreli,
vysSi vyskyt viacerych chronickych ochoreni, najma diabetu mellitus 2. typu, artériovej
hypertenzie, chronického srdcového zlyhavania, korondrnej choroby srdca, chronickej
oblickovej choroby, chronického peceriového ochorenia a chronickych neurologickych
ochoreni. Ako ukazuje Tabulka 1, po adjustacii vSak ako nezavisly prediktor mortality ostalo
vyznamné predovsetkym chronické peceriové ochorenie, ¢o poukazuje na jeho zasadnu ulohu
pri zhorSeni progndzy. Tento vysledok je v sulade s medzinarodnymi kohortami, ktoré
preukazali vyrazne vysSiu mortalitu u pacientov s cirhdzou, pricom riziko Umrtia narasta so
zhorsujucim sa Child-Pugh skore. [11]

Na druhej strane, populac¢né studie poukazuju na SirSie spektrum komorbidit ako nezavislé
rizikové faktory mortality. Celkovo, pritomnost komorbidit zvysuje riziko mrtia priblizne 2—3-
nasobne a riziko narasta s ich po¢tom. [12] Tento rozdiel mdze byt vysvetleny charakterom
nasej hospitalizacnej kohorty, vy$Sou koncentraciou zavaznych pacientov a prekrytim efektov
jednotlivych komorbidit v multivariabilnom modeli.

Vyznamny protektivny efekt mala vakcindcia, ktord bola spojenda s vyrazne nizSim rizikom
Umrtia aj po zohladneni ostatnych premennych. Tento nalez potvrdzuje jej zasadny vyznam aj
u hospitalizovanych pacientov a je v sulade s novsimi Studiami, ktoré dokumentuju zniZzenie
mortality, potreby intenzivnej starostlivosti a dizky hospitalizacie u vakcinovanych pacientov.
[13]

V multivariaénom modeli (Tabulka 2) rozsirenom o klinické a terapeutické premenné bol s
vysSim rizikom mortality asociovany aj nozokomialny pévod infekcie. Tento nalez zdérazruje
vyznam ddslednej prevencie nemocni¢ného prenosu. Je tak isto aj v sulade s publikovanymi
udajmi, podla ktorych je nozokomialny COVID-19 spojeny s vyssim rizikom mortality v
porovnani s komunitne ziskanou infekciou. [14]

Asocidcie medzi intenzivnymi lieCebnymi modalitami (glukokortikoidy, oxygenoterapia,
HFNV/NIV, vazopresory) a mortalitou pravdepodobne odrazaju zédvaznost klinického stavu
pacientov (tzv. confounding by indication), a nie nepriaznivy G¢inok samotnej liecby. Naopak,
niektoré intervencie, ako napriklad baricitinib, méZzu mat potencialny benefit, avsak vzhladom
na retrospektivny dizajn Studie nemozZno vyvodzovat kauzalne zavery.

Silnou strankou prace je analyza kompletnej nemocnicnej kohorty a vyuzitie multivariabilnych
modelov na identifikaciu nezavislych rizikovych faktorov. Limitaciou je jednocentricky
retrospektivny dizajn a moznost rezidualneho skreslenia. Napriek tomu vysledky konzistentne
ukazuju, ze vek, muzské pohlavie, chronické peceriové ochorenie a vakcinacny status patria
medzi klucové faktory asociované s nemocni¢nou mortalitou pri COVID-19.

Zaver

Tato praca bola zamerana na identifikaciu faktorov asociovanych s nemocni¢nou mortalitou u
pacientov hospitalizovanych s ochorenim COVID-19 na internej klinike. V analyzovanej
kohorte 700 pacientov bola zaznamenana vysoka nemocni¢nd mortalita (38,6 %), pricom v
priebehu sledovaného obdobia dochadzalo k jej postupnému poklesu.

Vysledky preukdzali, Ze mortalita je podmienena multifaktoridlne. NajsilnejSim nezavislym
prediktorom bol vyssi vek, pricom riziko Umrtia vyznamne narastalo s pribuddajucimi rokmi.
Ako dalsi nezavisly faktor sa potvrdilo muzské pohlavie. Naopak, vyznamny protektivny efekt
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mala vakcinacia, ktora bola spojena s vyrazne nizsim rizikom Umrtia aj po zohladneni ostatnych
premennych.

Po adjustacii bolo chronické pecenové ochorenie jedinou komorbiditou nezavisle asociovanou
so zvySenym rizikom mortality, zatial ¢o ostatné komorbidity stratili Statistick( vyznamnost.

Medzi dalSie faktory asociované s nepriaznivym priebehom patril nozokomidlny po6vod
infekcie, ktory bol spojeny s vy$Sou mortalitou a dlhSou hospitalizaciou. Asociacia intenzivnych
lie¢ebnych modalit s mortalitou pravdepodobne odraza zavaznost klinického stavu pacientov,
a nie nepriaznivy ucinok samotnej liecby.

Ziskané vysledky potvrdzuju, Ze nemocnicna mortalita pri COVID-19 je vysledkom komplexnej
interakcie demografickych faktorov, komorbidit a klinického priebehu ochorenia. Identifikacia
tychto faktorov umoznuje lepSiu stratifikaciu rizika uz pri prijati pacienta. Zaroven,, moze
prispiet k optimalizacii klinického manaimentu a efektivnejSiemu vyuZitiu zdravotnickych
kapacit.

Hoci dominantné rizikové faktory, ako vek a pohlavie, nie su ovplyvnitelné, identifikacia
modifikovatelnych faktorov, ako vakcinacny status a prevencia nozokomialneho prenosu, ma
zasadny vyznam pre zlepsenie klinickych vysledkov.
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12. Uloha nadorového mikroprostredia v regulacii angiogenézy
kolorektalneho karcinomu.

Peter Baki¢, Martina Simkova
(vSeobecné lekarstvo, 6. rocnik)

Skolitel: doc. MUDTr. Pavol Janega, PhD.
Ustav patologickej anatémie, Lekarska fakulta UK a UNB, Bratislava

Uvod

Kolorektalny karcindm je maligna choroba, pri ktorej zo sliznice hrubého creva a konecnika
vznikd novotvar, charakterizovany invazivnym rastom (1). VacSina pacientov s tymto
ochorenim je diagnostikovana po 50. roku Zivota, u muZov je priemerny vek 68 a u Zien 72
rokov (2). V rebri¢ku najcastejsSie zistenych nadorovych ochoreni sa kolorektalny karcindm
nachadza na tretom mieste a pri Umrtiach, stvisiacich s rakovinou na druhom mieste (3).

Angiogenéza je proces novotvorby ciev, prisne regulovany rovnovahou medzi lokalnymi pro-
a proti-angiogénnymi faktormi. Prave kolorektalny karcindm je jednou z malignit, pri ktorej sa
preukazal velky vyznam tohto procesu v réznych stadidch vyvoja ochorenia, pretoZze umoziuje
rast, invaziu aj metastazovanie nadorového tkaniva (4). Spomedzi faktorov, stimulujicich
angiogenézu sa uplatiuje predovsetkym VEGF-A a hlavnym podnetom pre spustenie
novotvorby ciev je nedostatok kyslika v nddorovom prostredi (5). V reguldcii angiogenézy
zohrdva vyznamnu ulohu oxid dusnaty (NO), ktory sa uvolfiuje z endotelovych buniek a
nasledne ovplyvnuje viaceré klicové Casti angiogenézy (6).

V priebehu nadorovej transformacie dochdadza k zvySenej expresii indukovatelnej NO-syntazy
(NOS2/iNOS) a to priamo v nadorovych bunkach alebo v sprevadzajicom zapalovom infiltrate.
ZvySend NOS2 produkuje NO, ktory prostrednictvom aktivacie Akt kindzy a naslednej
stabilizacie transkripéného faktora HIF-1a (hypoxia-inducible factor-1a) zvysuje transkripciu
génu pre VEGF-A. NO teda v normoxickych podmienkach napodobriuje ucinok hypoxie,
klasického aktivatora VEGF syntézy. Navyse, NO stimuluje aktivitu COX-2, ¢im zvysSuje
produkciu prostaglandinu E,, ktory dalej nezavisle indukuje VEGF, vznikd tak kooperativna
pozitivna spatna viazba medzi drahami NOS2 a COX-2 v prospech angiogenézy. U¢inok NO je
ale davkovo zavisly: nizke koncentracie podporuju rast a angiogenézu, vysoké moézu byt
cytotoxické, ¢o komplikuje jednoduchy linedarny model vztahu NOS2-VEGF—cievy(7-9).

Na kvantitativnu analyzu angiogenézy prebiehajucej v nddorovom tkanive sluzi
mikrovaskularna denzita (MVD), ktora je povazovand za mimoriadne vyznamny marker (10).
Vpripade kolorektalneho karcindmu je vSak prognosticka hodnota MVD stdle nejednoznacna
a nadalej ostava predmetom intenzivneho vyskumu (11).
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Metodika

V studii boli pouzité tkanivové vzorky 28 pacientov s histologicky potvrdenym kolorektalnym
adenokarcindmom. Vek pacientov sa pohyboval v rozmedzi 39-89 rokov (priemer 68,5 roka,
median 71 rokov). Subor tvorilo 18 muzov a 10 Zien. Z hladiska histologickej diferenciacie bol
u 4 pacientov diagnostikovany grade 1, u 20 pacientov grade 2 a u 4 pacientov grade 3.
Najcastejsim TNM Stadiom bolo T3ANOMXx (14 pripadov). Z klinickych stadii prevladalo stadium
lIA (14 pacientov). Celkovo subor reprezentuje typicky obraz kolorektadlneho karcindmu u
starSich pacientov s prevahou stredne pokrocilych stadii bez vzdialenych metastaz.

Tkanivové vzorky boli fixované vo 4 % formaldehyde a zaliate do parafinu. Na Standardizaciu
analyzy boli pripravené tissue microarray (TMA) blok obsahujuce nadorové tkanivo spolu s
prilahlym nenadorovym tkanivom. Rezy boli odparafinované v xyléne a rehydratované v
klesajucej koncentracii etanolu, nasledne premyté vo fosfatovom pufri (PBS, pH 7,4).
Antigénova retrievalizacia prebehla v pristroji PT Link (Dako/Agilent) v citratovom pufri (10
mM, pH 6,0) pri 98 °C pocas 20 minut. Po ochladeni boli rezy inkubované 60 minut pri
laboratérnej teplote s primarnymi protilatkami: anti-CD31 (klon JC70A, Agilent Technologies,
RTU), anti-VEGF-A (Sigma-Aldrich, 1:100), anti-NOS2 (Merck Millipore ABN26, 1:100) a anti-
NOS3 (Bios bsm-33176M, 1:100). Po premyti nasledovala inkubacia so sekundarnymi
fluorescencne znacenymi protilatkami (DyLight 488 a DyLight 594, VectaFluor™ Excel, VECTOR
Laboratories) s amplifikacnym krokom. Preparaty boli zaliate krycim médiom obsahujicim
DAPI.

Hodnotenie farbenia prebehlo na fluorescencnom mikroskope Nikon Eclipse (Nikon, Tokio,
Japonsko). Mikrovaskularna denzita (MVD) bola kvantifikovana ako podiel plochy CD31-
pozitivnej vaskulatury k celkovej analyzovanej ploche a normalizovana na nenadorovu sliznicu
(AU = 1). Expresia VEGF-A, NOS2 a NOS3 bola hodnotend meranim intenzity
imunofluorescencného signalu v arbitrarnych jednotkach (0—255). Pozitivita bola analyzovana
v naddorovom a nenadorovom epiteli, strdme a cievnych Strukturach. Z kazdého rezu bolo
analyzovanych viacero ndhodne vybranych oblasti v softvéri ImageJ (Fiji 1.54r). Statisticka
analyza bola vykonana v programe GraphPad Prism (verzia 10). Udaje su prezentované ako
priemer + SEM. Normalita rozloZenia bola testovana D’Agostino-Pearsonovym testom. Pri
normalnom rozloZeni bola pouzZita jednosmernd ANOVA s Tukeyho post-testom, v opacnom
pripade Kruskal-Wallisov test. Vztahy medzi parametrami boli hodnotené linedrnou regresnou
analyzou alebo Spearmanovym korelatnym koeficientom. Za Statisticky signifikantné sa
povazovali hodnoty p < 0,05.

Vysledky

Mikrovaskularna denzita hodnotena pomocou CD31 je v kolorektalnych adenokarcindmoch
signifikantne zvySena v porovnani s nenadorovou sliznicou (p < 0,001), ¢o odrdza aktivovanu
angiogenézu v nadorovom mikroprostredi. Tento ndrast je najvyraznejsi v low grade nadoroch
(G1 a G2), kde je vaskularizacia signifikantne vyssia oproti kontrole (p < 0,0001). V nadoroch
G3 dochadza k miernemu poklesu mikrovaskularnej denzity v porovnani s G2 (p < 0,05), avsak
hodnoty zostavaju stale zvySené oproti nenadorovému tkanivu (p < 0,05). Uvedené nalezy
naznacuju, Ze angiogenéza je vyrazne aktivovana uz v skorSich Stadiach diferenciacie a
pretrvava aj v menej diferencovanych nadoroch, pricom predstavuje jeden z klucovych
mechanizmov podporujucich rast a progresiu tumoru.
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Obr. 1. Mikrovaskuldrna denzita v kolorektalnom adenokarcinéme

Pozorujeme Statisticky vyznamné zvySenie mikrovaskularnej denzity v nadoroch stupra G1 a G2 oproti
nenadorove;j sliznici (p < 0,001).

Expresia NOS2 je v kolorektdlnom adenokarcindme zvySena v porovnani s nenadorovou
sliznicou, so signifikantnym ndrastom najma v low grade nddoroch. Oxid dusnaty produkovany
NOS2 moze prispievat k nddorovej angiogenéze viacerymi mechanizmami, vratane moduldcie
expresie proangiogénnych faktorov a ovplyvnenia vaskularnej permeability. Skutoc¢nost, Ze
expresia NOS2 nie je signifikantne zvySena v high grade nddoroch, méze suvisiet s biologickou
heterogenitou alebo odliSnymi regulaénymi mechanizmami v pokrocilejsich stadiach nadoru.
Tieto vysledky podporuju hypotézu, Zze NOS2 zohrava vyznamnejsSiu ulohu v skorsich fazach
nadorovej progresie, kde mozZe participovat na iniciacii a podpore angiogenézy.
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Obr.2 Expresia NOS2 v nenddorovej sliznici a kolorektdlnom adenokarcinéme

Signifikantne zvySenu expresiu NOS2 pozorujeme v nddorovom tkanive kolorektalneho karcindmu v
porovnani s nenadorovou sliznicou hrubého ¢reva (p < 0,01).
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Obr. 3 Expresia NOS2 v adenokarcinéme hrubého ¢reva

Pozorujeme zvySenu cytoplazmaticku expresiu NOS2 v dobre diferencovanych nadorovych bunkach s
relativne zachovanou Zlazovou architekturou. (A) nenadorova sliznica, (B) adenokarcindm grade 1, (C)
grade 2, (D) grade 3, NOS2, IF, 200x
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Kld¢ovym mediatorom tychto procesov je aj VEGF-A, ktory predstavuje centrdlny regulaény
faktor angiogenézy v nadoroch. Zvysena expresia NOS2 moze viest k upregulacii VEGF-A
prostrednictvom signdlnych drah zavislych od hypoxie a zapalu, ¢im sa podporuje proliferacia
endotelidlnych buniek a novotvorba ciev. Pozorovand zvySena mikrovaskularna denzita tak
mbze odrazat vysledok koordinovaného pdsobenia NOS2, COX-2 a VEGF-A v nadorovom
mikroprostredi. Tento vztah je najvyraznejsi v low grade nadoroch, kde dochadza k
paralelnému narastu angiogénnych stimulov, zatial ¢o v high grade lézidach mdze byt regulcia
angiogenézy komplexnejSia a menej zavisla od NOS2. Sdhrnne moino konstatovat, Ze
prepojenie medzi NOS2, VEGF-A a mikrovaskularnou denzitou predstavuje dolezity
mechanizmus regulacie angiogenézy v kolorektalnom karcindme s potencidlnym
diagnostickym a prognostickym vyznamom.

%k %k %k %
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80- . . . .
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Obr. 4 Expresia VEGF-A v normdlnej sliznici a v kolorektdlnom karcinome
Porovnanie ukazuje signifikantny ndrast expresie VEGF-A v nadorovom tkanive oproti nenddorovej

sliznici. Vysledky potvrdzuju zvySenu angiogénnu aktivitu spojend s nadorovou transformdciou
epitelidlnych buniek.

Diskusia

V nasej praci sme hodnotili mikrovaskularnu denzitu kolorektalnych karcindmov a skimali sme
jej vztah k stupriu diferenciacie a $tadiu nadoru. Predmetom nasho vyskumu bolo taktieZ
hodnotenie expresie enzymu oxidu dusnatého — NOS2. Zistili sme, Zze MVD sa zvySuje od
normalnej sliznice az po karcindm, ¢o potvrdzuje vyznamnu ulohu angiogenézy pri progresii
tohto maligneho ochorenia. Medzi karcindmami bola MVD najvysSia v stredne
mikrociev, ¢o naznacuje, Ze vztah medzi stupriom diferenciacie a angiogenézou nie je linearny
a moze byt ovplyvneny mikroprostredim nadoru. Tento nélez je konzistentny s publikovanymi
udajmi aspominany pokles v G3 nadoroch modZe odrazat prechod k alternativnym
mechanizmom vaskularizacie, ako je vaskuldarna mimikria, ktora bola dokumentovana v
stredne  diferencovanych kolorektalnych karcinémoch, kde v  polovici pripadov
chybali proliferujuce endotelové bunky vintratumoralnej oblasti. V tejto suvislosti ma
vyznam aj expresia NOS2 nadorovymi bunkami.
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Obr.5 Expresia VEGF-A v nddorovych bunkdch CRC, grade 1

V adenokarcinome hrubého creva pozorujeme pravidelni expresiu VEGF-A. (A) adenokarcindm
gradel, (B) grade 2, (C) grade 3, VEGF-A, IF, 400x
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Expresia NOS2 bola signifikantne vyssSia v karcinédmoch v porovnani s normalnou sliznicou a
pozitivne korelovala s vys$sim stupfiom diferencidcie, ¢o poukazuje na jej rolu v procese
angiogenézy a skorSich stadiach progresie nadoru. V high grade naddoroch nebol rozdiel
v expresii NOS2 Statisticky signifikantny, ¢o moZe suvisiet aj s dudlnou funkciou NO v
procesoch angiogenézy. Bolo vSak preukazané, Zze downregulacia NOS2 paradoxne podporuje
epitelidlno-mezenchymalnu tranziciu (EMT) a metastazovanie.

V naSej praci sme sa taktiez sustredili na hodnotenie expresie VEGF-A v suvislosti s
angiogenézou a progresiou nadoru. Nase vysledky preukazali, Ze expresia VEGF-A je zvysena v
kolorektalnych karcindmoch v porovnani s normalnou sliznicou hrubého creva, co
jednoznacne poukazuje na aktivaciu angiogénnych mechanizmov v nadorovom
mikroprostredi. ZvySena expresia VEGF-A bola spojend s horSim histologickym gradingom a
vysSou mierou mikrovaskuldarnej denzity. Zistili sme korelaciu medzi VEGF-A a
mikrovaskularnou denzitou, ktora potvrdzuje jeho ulohu v angiogenéze. Vysledky podporuju
vyznam VEGF-A aj ako biomarkera progresie a invazivity kolorektalneho karcinomu.
Kli¢ovym mechanizmom prepojenia NOS2 a angiogenézy je stimulacia COX-2 drahy oxidom
dusnatym. COX-2 reguluje expresiu VEGF prostrednictvom svojho hlavného produktu
— prostaglandinu E2 (PGE2). Nasou hypotézou je, Ze progresia kolorektalneho karcindmu je
ovplyvnena vzdjomnym prepojenim hypoxie a zapalovej odpovede v nadorovom
mikroprostredi. Predpokladame, Ze zapalova aktivacia vedie k zvySenej expresii NOS2 a
produkcii oxidu dusnatého, ktory méze nasledne modulovat angiogenézu nielen priamo, ale
aj nepriamo prostrednictvom aktivacie COX-2 drahy. Uloha COX-2 vtomto mechanizme
predstavuje potencidlny smer pre dalsi vyskum.

Prakticky vyznam nasej prace spociva v identifikacii NOS2 ako potencidlneho prognostického
markera a terapeutického ciela a v moznosti vyuzitia MVD ako ukazovatela rizika vzdialenych
metastdz. Nase vysledky podporuju vyznam VEGF-A ako biomarkera angiogenézy v nadoroch
kolorekta a jeho potencial ako ciela antiangiogénnej terapie priliecbe nadorov kolorekta. Nase
zistenia tak prispievaju k lepSiemu pochopeniu angiogenézy a jej regulacie v kolorektalnych
karcindmoch a mozu byt podkladom pre dalsi vyskum a rozvoj cielenej terapie.
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Introduction.

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is one of the leading risk factors for ischemic stroke and
significantly affects its course, prognosis, and recurrence rate. The global prevalence of T2DM
is steadily increasing, contributing to a rise in cerebrovascular complications. Chronic
hyperglycemia, insulin resistance, and associated metabolic disorders contribute to the
development of endothelial dysfunction, oxidative stress, and accelerated atherosclerosis.
Patients with long-standing T2DM are at significantly increased risk of developing
macrovascular and microvascular complications, including ischemic stroke. The coexistence of
arterial hypertension, dyslipidemia, and obesity plays a crucial role, forming metabolic
syndrome. The interaction of these factors has a synergistic effect, which not only increases
the risk of stroke but also leads to a more severe disease course, more pronounced
neurological deficits and worse functional outcomes.

Methods.

A total of 38 patients (22 women and 16 men) who were hospitalized in the stroke department
of St. Martin Hospital in Mukachevo with a confirmed diagnosis of ischemic stroke and type 2
diabetes mellitus were examined. Among them, 9 patients had newly diagnosed T2DM, 21
patients had a disease duration of 5-10 years, and 8 patients had T2DM for more than 10
years. The mean age of the patients was 66.7 + 1.3 years. The inclusion criteria were the
presence of confirmed ischemic stroke and T2DM. Stroke severity was assessed using the
NIHSS (National Institutes of Health Stroke Scale). Neuroimaging was performed using
computed tomography or magnetic resonance imaging of the brain. Laboratory tests included
determination of blood glucose levels upon admission, as well as baseline biochemical
parameters. Additionally, anthropometric measurements were performed with calculation of
body mass index (BMI), allowing assessment of obesity as a risk factor. Statistical analysis was
performed using descriptive statistics, and the results are presented as mean + standard
deviation (M % SD).
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Results.

On admission, all patients had elevated blood pressure: 12 patients had stage | hypertension
(31.6%), 10 had stage Il hypertension (26.3%), and 16 had stage Ill hypertension (42.1%). This
distribution indicates the predominance of severe forms of arterial hypertension among the
examined patients and the presence of high cardiovascular risk, which requires careful blood
pressure monitoring and individualized management.

The BMI distribution showed that normal body weight was observed in 18 patients
(47.4%), overweight in 14 (36.8%), and obesity in 6 patients (15.8%). Thus, more than half of
the examined patients (52.6%) were overweight or obese. Blood glucose levels at admission
were 7.0-8.5 mmol/L in 14 patients (36.8%) and above 8.6 mmol/L in 24 patients (63.2%).
Obese patients had a longer duration of T2DM (more than 10 years) and higher glycemic levels
in the acute period of stroke (above 12.5 mmol/L). Primary ischemic stroke was observed in
29 patients (76.3%), while recurrent stroke was observed in 9 patients (23.7%). Analysis of
stroke severity showed that in patients with T2DM duration of more than 10 years, the mean
NIHSS score was 16.5 + 2.1 points, which corresponds to a moderate-to-severe or severe
neurological deficit. In patients with a duration of 5-10 years, this indicator was 15.2 + 1.7
points, and in patients with newly diagnosed T2DM - 14.7 + 1.5 points.

Discussion.

The obtained results confirm a close relationship between the duration of T2DM, glycemic
levels, blood pressure, and the severity of ischemic stroke. T2DM is not only a risk factor for
stroke but also a determinant of its clinical course. Current evidence suggests that patients
with T2DM have a significantly higher risk of ischemic stroke compared with individuals
without carbohydrate metabolism disorders. A large cohort study showed that the risk of
stroke in patients with T2DM is 37% higher [1]. This is consistent with our findings, which
demonstrate a high frequency of severe forms of stroke among patients with a long duration
of type 2 diabetes. Hyperglycemia plays a key role in the pathogenesis of brain tissue injury.
Elevated glucose levels activate anaerobic glycolysis, which leads to lactate accumulation,
acidosis, and neuronal damage. In addition, hyperglycemia contributes to oxidative stress,
endothelial dysfunction, and increased permeability of the blood-brain barrier. Our results
also showed that elevated glucose levels at admission were associated with more severe
neurological deficits. Hyperglycemia plays a key role in prognosis in the acute period of
ischemic stroke, regardless of a previous diagnosis of T2DM. Elevated glucose levels on
admission are associated with worse functional outcomes and increased mortality. In a meta-
analysis that included patients with and without diabetes, elevated glycemia was identified as
an independent predictor of adverse outcomes in the acute period of stroke [2].

The duration of T2DM is a key factor determining the severity of vascular changes and the
severity of ischemic stroke. Our data confirm that patients with T2DM duration of more than
10 years have higher NIHSS scores. This is consistent with current literature data showing that
a longer duration of type 2 diabetes is associated with worse clinical outcomes of stroke. For
example, Zhang Y et al. (2022) analyzed a national registry of more than 14,000 patients with
ischemic stroke and found that individuals with T2DM duration =8 years had a significantly
increased risk of stroke recurrence and adverse functional outcomes compared with patients
without diabetes (p<0.001) [3]. Similar results were obtained in a large prospective cohort
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study by Gao X et al. (2025), where a longer duration of diabetes (215 years) was associated
with an increased risk of ischemic stroke and a worse prognosis, especially in patients with
poor glycemic control [4]. Particular attention should be paid to arterial hypertension. In our
study, all patients had elevated blood pressure, with a significant proportion presenting with
stage II-Ill hypertension (2160/100 mm Hg). This highlights the importance of strict blood
pressure control as one of the key components of stroke prevention and secondary prevention
of its recurrence. According to current studies, an increase in systolic blood pressure 2140 mm
Hg is associated with a 1.5-2-fold increase in stroke risk, while a decrease of 10 mm Hg is
associated with a 20-30% reduction in stroke risk. In addition, achieving a target level of
<130/80 mm Hg in high-risk patients, particularly those with diabetes, reduces the risk of
recurrent stroke by approximately 30-40% [5].

Obesity is also an important modifiable risk factor for ischemic stroke. The high proportion of
overweight and obese patients identified in our study indicates the need for lifestyle and
metabolic interventions, as obesity, especially in combination with other metabolic risk
factors (hypertension, hyperglycemia, dyslipidemia), significantly increases the risk of
cerebrovascular events, including ischemic stroke. According to recent meta-analyses,
overweight is associated with an approximately 20-30% increased risk of stroke, while obesity
is associated with a 40-60% increased risk compared with individuals of normal body weight,
highlighting the importance of BMI control as a component of primary and secondary
prevention of cerebrovascular events [6]. Thus, the results of the study support the concept
of a synergistic and bidirectional interaction between type 2 diabetes mellitus and ischemic
stroke, which requires a comprehensive approach to treatment and prevention.
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Uvod

Celosvetovo zomiera na sepsu priblizne 11 miliénov ludi rocne. Sepsa je akutny, Zivot
ohrozujuci stav, kedy dysregulovand odpoved na infekciu vedie k zlyhaniu organov az smrti
[1]. Tretia medzindrodna konsenzudlna definicia (Sepsis-3) definuje sepsu ako Zivot
ohrozujuce zlyhavanie orgdnov sposobené neadekvatnou odpovedou imunitného systému
hostitela na infekciu [2]. Zavedenie tejto definicie prispelo k rychlejSej diagnostike a v€asnej
liecbe, ¢o pomohlo znizit mortalitu sepsy [2]. Napriek tomu incidencia sepsy nadalej narasta.
Statistiky preukazali, Ze patogén je identifikovany priblizne v 47% pripadov, pricom vacsina
z nich boli bakteridlneho povodu [3]. V prospektivnej kohorte pacientov so sepsou
a bakterémiou bolo priblizne 89% infekcii monomikrobialnych [4]. Studia zroku 2022
preukazala, Ze spomedzi 60 dospelych septickych pacientov bola u 65% detekovana sepsa
spOsobena Gram-pozitivnymi baktériami, najcastejSie Staphylococcus aureus, zatial ¢o Gram-
negativne baktérie, najma Escherichia coli, boli pritomné u 21% pacientov [5].

Pocas sepsy dochdadza knerovnovahe medzi pro- a protizapalovymi mechanizmami
imunitného systému, c¢o vedie knekontrolovanému uvolfiovaniu cytokinov az k
vzniku cytokinovej burky [6]. Ta nasledne indukuje nadmernu aktivaciu imunitnych buniek, ich
migraciu, expresiu adhezivnych molekul na endotelovych bunkach a leukocytoch, ako aj
produkciu reaktivnych foriem kyslika, serinovych protedz, antimikrobidlnych peptidov
a neutrofilovych extraceluldrnych pasci (NETov) [7]. Pritomnost NETov bola potvrdend aj
v plazme septickych pacientov [8]. NETy su produkované neutrofilmi za ucelom zastavenia
diseminacie patogénov a za fyziologickych podmienok su nasledne Stiepené DNazou |l a IL3 na
kratke fragmenty, ktoré su fagocytované makrofagmi [9]. Problém nastava vtedy, ked NETy
nie su efektivne odstrafiované. NETy totiz obsahujiu DNA, serinové protedzy, histony
a antimikrobialne peptidy, ktoré vo vysokych koncentraciach posobia cytotoxicky na endotel
a epitel, ¢im podporuju chaos vyvolany cytokinovou burkou [10].

Je niekolko hypotéz zaoberajlcimi sa nedostato¢nym odstrafiovanim NETov pocas sepsy.
Jednou z nich je zniZzend expresia a aktivita DNazy |, ktora bola pozorovana u septickych
pacientov, avsak jej pricina zatial nie je objasnend [11]. Druhou mozZnou priinou je samotny
protedm NETov. Jednym z proteinov ochranujucich degradaciu NETov nukleazami je aktivna
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forma ludského katelicidinu, LL37 [12], ktory je pocas NETAzy uvolfiovany zo sekundarnych
granul neutrofilov. LL37 ma silny pozitivny naboj, vdaka comu vytvara interakcie k negativne
nabitej DNA. Lande akol. preukazali, Ze komplex DNA:LL37 je rezistentny vocCi DNaze
| a zaroven aktivuje receptor TLR9 [13]. NaSou hypotézou je, Ze znizend degradacia NETov
pocas sepsy odraza nielen zniZzenu aktivitu DNazy |, ale aj charakteristiky protedmu NETov,
ktoré zavisia viac od indukujuceho podnetu nez od miesta infekcie. Katiénové antimikrobialne
peptidy tak mbézu predstavovat kltcové faktory ovplyviiujuce ich rezistenciu voci degraddcii.
Pochopenie tychto mechanizmov by mohlo prispiet k optimalizacii nacasovania DNazovej
terapie pri sepse.

Material a metédy

Neutrofily boli izolované z periférnej krvi zdravych dospelych dobrovolnikov pomocou
sedimentacie v 3% dextransulfate (Mw 400 000—600 000) (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) vo
fyziologickom roztoku (1:1, 40 min, 37 °C). Leukocytovd vrstva bola nasledne separovana
centrifugdciou na Ficoll-Paque (Cytiva Life Sciences, Malrborough, MA, USA) (hustota 1,077
g/ml; 400 g, 20 min, bez brzd). Zvysné erytrocyty boli odstranené pomocou lyzaéného roztoku
erytrocytov (15 mM NH4Cl, 1 mM KHCOs, 0,01 mM EDTA) (10 min, 4 °C). Po centrifugacii (400
g, 10 min) boli ziskané Cisté neutrofily.

Neutrofily (1x108/ml) boli rozdelené na krycie sklicka v 6-jamkovej platni¢ke a stimulované s
E. coli, S. aureus, mitochondriami (8x107/ml) alebo forbol-12-myristat-13-acetatom (PMA)
(Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) (500 nM). Po 3 h inkubacii boli vzorky premyté PBS a fixované
v 2% PFA cez noc (4 °C).

Po premyti boli vzorky blokované (5% BSA, 0,1% Tween v PBS, 1 h) a inkubované s primarnymi
protilatkami: FITC anti-human MPO (0,2 pg/ml) (Abcam, Cambridge, Spojené kralovstvo) a
anti-human LL37 (0,2 pg/ml) (Innovagen, Lund, Svédsko) (1 h, tma). Nasledne boli po premyti
inkubované so sekundarnou protilatkou (Donkey PE anti-rabbit IgG, 0,05 pg/ml, 1 h)
(BioLegend, San Diego, USA). Vzorky boli nasledne premyté a montované vo Vectashielde
s DAPI (Vector Laboratories, California, USA). Fotky NETov boli ziskané pomocou systému
Cytation 7 (BioTek/Agilent).

Tab. 1: Zoznam pouZitych fluoroforov, ktorymi boli znacené primarne asekundarne protilatky
a laserov, ktorymi boli fluorofory excitované.

Farba kanalu Fluorofor Excitacia (nm) Emisia (nm)
Modra DAPI/DNA 360-400 ~447
Zelend FITC/MPO 456-490 ~515-530
Zlto - oranzova PE/LL37 530-560 ~575-590

Na analyzu rezistencie NETov boli neutrofily po izolacii nasadené do 6-jamkovej platnicky a
stimulované rovnakym spésobom ako pri fluorescenénej mikroskopii. Po 3 h inkubacii boli
NETy mechanicky uvolnené a prenesené do 2 ml Eppendorf skumaviek. Vzorky boli

95



O O NO UV P WN PR

[ e S N
A WNPFR O

=
o U

NN R R R
= O O 00

22
23
24
25

Leticia Hudecova, Emil Becka, Tomas StreCansky, Tetiana Pidlypska, Zuzana Matulovd, Gergd Borka, Michal
Pastorek: Co uréuje degradaciu NETov podas sepsy? Uloha ich proteinového zlozenia. Zbornik $tudentskych
vedeckych prac 2026. Univerzita Komenského v Bratislave, 2026.

centrifugované (400 g, 10 min), supernatant nasledne centrifugovany (20 000 g, 10 min) a
pelety obsahujuce NETy boli pouZité na kvantifikaciu DNA. NETy boli upravené na
koncentraciu 10 ng/ul (100 pl) a inkubované s nukledzami: DN&za | (Qiagen; 2,5 pl/reakciu) /
DN4&za IL3 (Abbexa; 10 pg/ml) / 10 ul autolégnej plazmy, doplnené s PBS do 100 pl. Na
aktivaciu boli pouZité prislusné pufre (DNéza I: 2 mM Ca?*, 2 mM Mg?*; DNaza IL3: 200 mM
Tris-HCI, 5 mM Mg?*, 2 mM Ca?*). Po 1 h inkubacii (37 °C) bola reakcia zastavena pridanim 20
mM EDTA a 20 mM EGTA. Rezistencia NETov bola hodnotend na zaklade mnoistva
nezdegradovanej DNA pomocou Qubit dsDNA HS (Invitrogen, Waltham, USA).

Dopad nezdegradovanych NETov na priebeh zdpalu bol analyzovany pomocou TLR9
reportérového systému (InvivoGen, San Diego, USA). Jednotlivé skupiny NETov (S. aureus / E.
coli / mitochondriami — indukované NETy a rovnaké skupiny NETov po Stiepeni DNazou | / IL3
/ autolégnou plazmou) boli riedené na rovnaku koncentréciu 0,5 ng/ul a v 10 ul boli pridané
k bunkovej kultire HEK-2933 Blue hTLR9. Po 16h inkubdcii za podmienok 5% CO,, 37°C, bola
merana koncentrdacia produktu signalizacnej drahy TLR9 systému.

Vysledky

Prostrednictvom fluorescencnej mikroskopie sme preukazali, Ze LL37 sa prirodzene vyskytuje
v NEToch, ktoré su indukované akymkolvek stimulom (Obrazok A). S. aureus — indukované
NETy obsahuju najvyssiu koncentraciu LL37 v porovnani s ostatnymi testovanymi skupinami.
S. aureus — indukované NETy maju 2x vysSiu koncentraciu LL37 v porovnani s E. coli —
indukovanymi NETmi (Graf B).

mitochondrie

Obrazok A: Distribucia MPO a LL37 v NEToch indukovanych bakterialnymi, sterilnymi a chemickymi
stimulmi. NETy boli znadené primdrnymi protildtkami: anti-human MPO a anti-human LL37. DNA =
modry signdl, MPO = €erveny signal, LL37 = zeleny signal, kanaly st spojené.
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Graf B: Pomer distribucie LL37 a MPO k signdlu DNA nameraného fluorescencnou mikroskopiou
v NEToch indukovanych réznymi stimulmi. Udaje su uvedené ako priemer * $tandardna odchylka, p-
hodnoty mensie ako 0,05 sa povaZuju za Statisticky vyznamné (n=4, *p<0,05, **p<0,01).
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Graf C: Vplyv odlisného proteomu NETov v désledku rozlicného stimulu na rezistenciu NETov voci
degraddcii plazmatickymi nukledzami. Udaje su uvedené ako priemer * $tandardna odchylka, p-
hodnoty mensie ako 0,05 sa povaZuju za Statisticky vyznamné (n=6, *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001).
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S. aureus — indukované NETy majd najvyssSiu rezistenciu voéi degradacii vo vSetkych troch
testovanych skupinach — voci degraddcii DN4azou |, IL3 a nukledzami v plazme (Graf C).

Po inkubacii NETov s TLR9 reportérovym systémom sme pozorovali, Ze S. aureus —indukované
NETy len velmi slabo aktivovali TLR9 receptor. Paradoxne najvyssiu aktivaciu TLR9 receptoru
sme pozorovali po inkubacii s E. coli a aktivacia sa zvySovala po inkubacii so Stiepenymi EC-
NETmi (Graf D).
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Graf D: Aktivdcia TLR9 receptoru fragmentami nezdegradovanych NETov s odliSnym proteémom.
Bunkovd kultdra HEK-293 bola inkubovand s neStiepenymi NETmi a aj NETmi Stiepenymi plazmatickymi
nukledzami DN&za | a DN4za IL3. Udaje su uvedené ako priemer + $tandardnd odchylka, p-hodnoty
mensie ako 0,05 sa povazuju za Statisticky vyznamné (n=6, *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001).

Diskusia a zaver

Sepsa je charakteristicka hyperzapalovou odpovedou sprevadzanou nadmernou produkciou
NETov. ZniZzend aktivita DNazy Ipocas sepsy predstavuje jeden z mechanizmov
nedostatoného odstrariovania NETov zcirkuldcie, ¢o modZe prispievat k perpetudcii
cytokinovej burky a zhorSeniu klinického stavu pacienta. V naSom vyskume sme sa zamerali
na vplyv protedmu NETov na ich degradaciu nukledzami. V studii z roku 2019 (14), v ktorej
sledovali protedm NETov indukovanych stimulmi PMA, A23187, LPS a spontanna NET6za
preukazali, Ze je urcita skupina proteinov, ktoré sa nachadzaju vo vsetkych typoch NETov. Ale
vacésina proteinov su Specifické pre dany podnet. Ich vysledkom je, Ze NETy indukované
odliSnym stimulom obsahuju roézne zloZenia proteinov [14]. Rovnaky vysledok, Ze protedm
NETov sa liSi od typu stimulu, sme potvrdili aj v nasich podmienkach. Pomocou fluorescencnej
mikroskopie sme preukazali, Ze NETy indukované S. aureus obsahovali najvyssiu koncentraciu
LL37 v porovnani s ostatnymi stimulmi. NasSou hypotézou je, Ze r6zne bakteridlne signaly,
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rozpoznavané Specifickymi receptormi, aktivuju rozdielne signalizaéné drahy, ktoré vedu k
variabilite mechanizmov NETézy a naviazania proteinov na DNA.

V dalSom experimente sme sledovali rezistenciu NETov na ich degradaciu endogénnymi
nukledzami, konkrétne DNazou |, IL3 a autoléognou plazmou. NETy indukované S. aureus
s najvyssim obsahom LL37, boli najviac chranené pred degradaciou vSetkymi testovanymi
nukledzami. Ochrannd funkcia LL37 bola popisand uz skor, pricom komplex DNA:LL37 je
vysoko kompaktny a zniZuje pristupnost DNA pre nukledzy [13, 16]. Tento mechanizmus je
Specificky pre LL37, pretoze iné kationické peptidy ako B-defenzin alebo lyzozym nevykazuju
porovnatelnt ochranni schopnost [15].

Analyza aktivacie TLR9 ukdzala, Ze NETy s vysokym obsahom LL37 aktivovali receptor len
minimalne, pravdepodobne v dosledku cytotoxického ucinku wvysokych koncentracii
katidnovych peptidov [15]. Napriek tomu sme pozorovali zvySenu aktivaciu receptora po
inkubacii s NETmi indukovanych E. coli a dokonca Stiepena skupina indukovala najvyssiu
aktivaciu TLR9 receptora spomedzi vSetkych testovanych skupin. Prave E. coli baktérie neboli
silnym induktorom vysokého obsahu LL37, preto NETy nimi indukované boli takmer uplne
zdegradované po spoloc¢nej inkubacii s nukledzami. Nasou hypotézou je, Ze kratke Stiepené
nemetylované fragmenty su najlepsie rozpoznavané TLR9 receptorom.

Nase vysledky naznacuju, Zze degradacia NETov pocas sepsy je ovplyvnend nielen aktivitou
nukledz, ale aj ich proteinovym zloZenim, ktoré zavisi od indukéného stimulu. LepSie
pochopenie tychto mechanizmov by mohlo prispiet k optimalizacii terapeutického vyuZitia
DNaz, najma z hladiska ich na¢asovania. Na potvrdenie tychto hypotéz su vsak potrebné dalsie
in vivo Studie zamerané na dynamiku degradacie NETov aich interakciu s fagocytujucimi
makrofagmi.

Prdca bola podporend grantom APVV ¢. APVV-21-0378
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Uvod

Traumatické poskodenie tkaniva vedie k uvolfiovaniu alarminov a molekulovych vzorov
asociovanych s poskodenim (DAMPs). K ich uvolfiovaniu dochadza nielen pri Urazoch, ale aj
pocas chirurgickych zakrokov ¢i pri ischemicko-reperfiznom poskodeni [1, 2]. Pritomnost
DAMPs, vratane molekul mitochondridlneho pévodu (mtDAMPs), predstavuje kltic¢ovy krok k
vyvolaniu sterilného zapalu v absencii infekcie. Takto uvolnené molekuly nasledne indukuju
migraciu a hromadenie buniek vrodenej imunity, najma neutrofilov, v mieste poskodenia [1].

Zapalova odpoved na poranenie je nevyhnutnou reakciou na poskodenie tkaniva, pricom
vykazuje znaénu podobnost s odpovedou na infekciu. Neutrofily reaguju na signaly
poskodenia neSpecificky a nedokdzu striktne rozlisit medzi endogénnymi a exogénnymi
stimulmi [3]. Mitochondrie su podla endosymbiotickej tedrie asimilované baktérie odvodené
od triedy alfa-proteobaktérii, ¢o potvrdzuje aj ich geneticka pribuznost s radom Rickettsiales
[4, 5]. Evoluéne konzervované mtDAMPs su podobné zlozkam baktérii, ktoré si rozpoznavané
neutrofilmi.

Medzi kliCové mtDAMPs patria formylované peptidy, rozpoznavané receptormi pre
formylované peptidy (FPRs), a mitochondridlna DNA, ktora je ligandom pre Toll-like receptor
9. Aktivacia tymito stimulmi spusta imunitnd odpoved neutrofilov vo forme fagocytozy,
degranulacie alebo tvorby neutrofilovych extracelularnych pasci (NETs) [6].

Pri procese NETézy dochadza k uvolneniu neutrofilovej DNA spolu s granularnymi a
cytozolovymi proteinmi do extraceluldrneho priestoru. Ulohou NETs je imobilizicia a
eliminacia invadujucich patogénov, ktoré vSak pri sterilnom zdpale absentuju [7].
Dysregulovanad a perzistujica tvorba NETs ma navyse destruktivny uc¢inok na okolité tkaniva.
Nadmerna stimulacia cez FPR1 atvorba NETs modzZe viest k desenzitizacii receptorov
a vyCerpaniu imunitnej odpovede voci sekundarnym infekciam, veducej k neadekvatnej
reakcii na nasledny bakteridlny infekt, ¢oho d6sledkom su napriklad nozokomialne infekcie u
pacientov po chirurgickych zakrokoch [8-10].
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Cielom nasSej prace je identifikovat Specifické mechanizmy rozpoznavania mtDAMPs a
nasledne navrhnut cielenu intervenciu na potlacdenie neZiaducej neutrofilovej odpovede a
nadmernej tvorby NETs bez obmedzenia ich funkcie voci patogénom.

Material a metddy
Odber krvi a izoldacia neutrofilov

Heparinizovana krv dobrovolnikov (EK 218/2020, UNB) bola spracovana do 1 h od odberu.
Neutrofily boli izolované pomocou 1-Step Polymorphs (Serumwerk) podla optimalizovaného
protokolu [11] a resuspendované v médiu RPMI 1640 + 10 % FBS.

Izolacia I'udskych a mysacich mitochondrii

Mitochondrie boli izolované zo 100 mg placentarneho tkaniva (fludské) alebo peceriového
tkaniva (mysacie). Tkanivo bolo homogenizované v STE pufri (250 mM sachardza, 2 mM EGTA,
5 mM Tris-HCI, pH 7,4) a frakcionované diferencidlnou centrifugdciou (500 x g, 3 min; nasledne
supernatant 8 000 x g, 10 min, 4 °C). Pelet bol resuspendovany v STE pufri a tato séria
centrifugacii bola dvakrat zopakovana. Castice kvantifikované prietokovou cytometriou
(DxFlex, Beckman & Coulter).

Bakteridlna kultira

Bakterialna kultura S. aureus (NCTC 8530) bola kultivovana v LB médiu pocas noci pri 37 °C.
Suspenzia bola pouzita po dosiahnuti optickej hustoty ODsoo = 1,0 (priblizne 7,8 x 108 CFU/ml).
Bunky boli nasledne centrifugované (5 000 x g, 5 min) a resuspendované v médiu RPMI + 10%
FBS.

Live cell zobrazovanie tvorby NETs

Na sledovanie tvorby NETs boli neutrofily (2 x 10*/jamka) zna¢ené Hoechst 33342 (1,25 pg/ml)
a SYTOX Green (200 nM, Invitrogen). Po predinkubacii s FPR1 ligandami (500 nM FPRA14, 10
UM cyklosporin H) boli pridané mitochondrie (1x107 ¢astic) (MITO) a snimané pristrojom
Cytation 7 (BioTek) pocas troch hodin v intervale 20 minut.

Chemotaxia neutrofilov

Neutrofily boli predinkubované s 500 nM FPRA14 a MITO (1x107 ¢astic). Nasledne sa do hornej
komory 96-jamkovej membranovej platne Multiscreen® (Merck) napipetovalo 75 ul bunkovej
suspenzie v koncentrécii 0,7 x 10° buniek/ml. Do spodnej komory sa pridalo 150 pl suspenzie
S. aureus (1x107 castic). Po 60-minutovej inkubacii pri 37 °C sa migracia neutrofilov
vyhodnotila stanovenim poctu buniek v spodnej komore pomocou prietokovej cytometrie.

Animdlny model sterilného poranenia s ndslednou indukciou pneumodnie

Imobilizovanym mysiam bol intravendzne (i.v.) podany agonista FPR1 FPRA14 (16,18 ug/kg)
jednu hodinu pred intraperitonealnym (i.p.) podanim 100 pl suspenzie izolovanych MITO
(priblizne 4 x 108 €astic). Po troch hodinach bolo v intraperitonealnej anestézii (kombinécia 50
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mg/kg ketaminu a 5 mg/kg xylazinu) vykonané intratrachedlne podanie 50 ul bakteridlnej
suspenzie. Po 19 hodinach boli mysi v inhala¢nej anestézii usmrtené exsangvinaciou z
retroorbitalneho plexu s ndslednou cervikadlnou dislokaciou. Bronchoalveolarna lavaz (1 ml) a
peritonedlna lavaz (2 ml) boli vykonané vyplachom fosfatovym timivym roztokom (PBS). Lavé
plicne kridlo bolo homogenizované na 10 % (w/v) homogenat a vysiate na LB médium na
stanovenie poctu baktérii (CFU/mg tkaniva). Celkovy pocet neutrofilov v lavazach bol
stanoveny pomocou prietokovej cytometrie, pricom bunky boli identifikované na zaklade
pozitivity markerov Ly-6G a CD11b (anti-mouse Ly-6G Alexa Fluor® 647, 127610, BiolLegend;
anti-mouse CD11b BV605, 101257, BioLegend). NETotické neutrofily boli identifikované na
zaklade ko-pozitivity pre extracelularny citrulinovany histon H3 (anti-histone H3; ab219407,
Abcam) a DNA (50 nM Sytox Green).

Statistickd analyza

Data boli spracované v GraphPad Prism v10.0 a prezentované ako individualne hodnoty. Na
porovnanie skupin sa pouZil Kruskal-Wallisov test s Dunnovym post-hoc testom alebo
dvojfaktorova ANOVA so Sidakovym testom podla charakteru dat.

Vysledky

Formylované peptidy su neutrofilmi rozpoznavané prostrednictvom receptora FPRI.
Otestovali sme neutrofilovu tvorbu NETs indukovanu izolovanymi MITO pri zablokovani FPR1
receptora. Po 30-minutovej predinkubdcii neutrofilov so selektivnym antagonistom receptora
FPR1, cyklosporinom H, sme pozorovali vyrazné znizenie tvorby NET indukovanej MITO (3 121
AU vs. 1 216 AU; p < 0,01) (Obr. 1A).
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2 Y 30009 e =ZZ h
£ & 20004 5§ 5 g
g o g e 520
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z o 2 ® plo=d
- Intakiné  Cyklosporin H = Intaktné FPRA14 a0 FPRA14 - + - + -  +
o CTRL ® MITO © CTRL ® MITO 15" MITO - - - - + +
Saureus - - + + + +

Obr. 1 Inhibicia a saturdcia FPR1 zniZuje tvorbu NETs a migrdcie neutrofilov voci mitochondriam

(A) Neutrofily boli predinkubované s cyklosporinom H alebo (B) FPRA14 pocas 30 min pred ich
vystavenim mitochondrii (MITO). Absolttna tvorba NETs (AUC pre um?2/bunka). (C) Chemotakticka
aktivita neutrofilov po 30-mindtovej predinkubacii s FPRA14 s naslednym 15-minatovym pésobenim
MITO pred samotnym testom chemotaxie k S. aureus. Data su zobrazené ako individudlne hodnoty. **
p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; dvojfaktorovd ANOVA s Siddkovym testom pre viacndsobné
porovnavanie.
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KedZe desenzitizacia buniek je c¢asto spojend so saturdciou receptorov a ndslednou
neschopnostou reagovat na dalSie stimuly, testovali sme, ¢i ma na tvorbu NET vplyv samotna
predaktivacia receptora FPR1. Pozorovali sme, Zze neutrofily predinkubované s agonistom
FPR1, FPRA14, po naslednej stimuldcii MITO mali zniZzenu tvorbu NET (1 850 AU vs. 1 089 AU;
p < 0,05). Samotny FPRA14 tvorbu NET neindukoval (Obr. 1B).

Otestovali sme efekt FPRA14 na migracnu schopnost neutrofilov, kedZe receptor FPR1 hrd
kl'd€ovu ulohu v indukcii chemotaxie. Predinkubdcia neutrofilov s FPRA14 nezmenila migracnu
schopnost voci samotnym baktériam S. aureus (24,88% vs. 24,86%, p > 0,05). Otestovali sme
aj migrac¢nu schopnost neutrofilov, ktoré boli vystavené MITO 15 minut pred migraciou vodi S.
aureus. Neutrofily predinkubované s MITO vykazovali znizenud migraciu k S. aureus (24,88% vs.
13%). Avsak predinkubaciou neutrofilov s 500 nM FPRA14 bola migracna schopnost voci S.
aureus po stimuldcii MITO obnovena (13% vs. 27,05%) (Obr. 1C).
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Obr. 2. Profylaktické podanie FPRA14 zniZuje imunitnu odpoved’ neutrofilov vo¢i mitochondriami
(MITO) indukovanému sterilnému zdpalu a zlepsuje antimikrobidlnu aktivitu pri sekundrnej
pneumonii.

(A) Celkovy pocet neutrofilov v broncoalveoldrnej lavazi. (B) Pocet NETotickych neutrofilov
v bronchoalbeolarnej lavazi. (C) Bakterialna naloz v homogenate pltc vyjadrena ako CFU/mg tkaniva.
(D) Celkovy pocet neutrofilov v broncoalveoldrnej lavazi. (E) Pocet NETotickych neutrofilov v
peritonealnej lavazi. Data suU zobrazené ako individudine hodnoty. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001;
Data su zobrazené ako individualne hodnoty. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; Kruskalov-Wallisov
test s Dunnovym post-hoc testom.
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Uginok FPRA14 sme testovali aj na zvieracom modeli sterilného poranenia s naslednou
indukciou pneumoénie. V plucach infikovanych mysi sme zaznamenali zvySeny pocet
neutrofilov, pricom aplikdcia FPRA14 tento pocet este signifikantne zvysila (CTRL:1,03x10? vs.
2,04x10% vs. 5,35x10* buniek/lavaZ, p < 0,05) (Obr. 2A). Podobne stipol aj pocet NETotickych
neutrofilov v plucach po podani FPRA14 (CTRL: 2,4x10? vs. 5,97x103 vs. 1,05x10% p < 0,05)
(Obr. 2B). Aplikacia FPRA14 zaroven viedla k vyraznému zlepSeniu bakteridlneho klirensu v
plicnom tkanive (1,53x10° vs. 1.9x102 CFU/mg, p < 0,05) (Obr. 2C).

Naopak, v peritonealnej lavazi podanie FPRA14 redukovalo poéet migrujdcich (9,47x103 vs.
4,07x10?% buniek/lavadZ, p < 0,01) aj NETotickych neutrofilov (523->51 buniek/lavaZ; p<0.01)
v peritonedlnej dutine (Obr. 2D, E).

Diskusia

Mitochondrie resp. mtDAMPs su vyplavované pri poskodeni tkaniva a iniciuju zapalovu
odpoved spojenu s migraciou neutrofilov a tvorbou NETs. V in vitro Casti nasej studie sme
objasnili mechanizmus rozpozndvania mitochondridlnych formylovanych peptidov
prostrednictvom receptora FPR1, ktory vedie k aktivacii neutrofilov a naslednej produkcii
NETs. Tuto neutrofilovi odpoved sme dokazali zredukovat nielen pouzitim Specifického
antagonistu, ale aj agonistu receptora FPR1, pricom samotnd aktivacia FPR1 neviedla
k indukcii tvorby NETs [12]. Na zaklade tychto zisteni sa domnievame, Ze stratégia cielenej
saturacie a naslednej desenzitizacie receptora FPR1 moéze slizit na efektivne potladenie
nadmernej imunitnej odpovede vyvolanej mtDAMPs.

Kli¢ovym predpokladom Uspesného boja proti bakteridlnej infekcii je schopnost neutrofilov
migrovat do miesta zdpalu procesom chemotaxie. mtDAMPs, ako endogénne
chemoatraktanty, sice aktivuju neutrofily, avsak tie nasledne nedokazu adekvatne reagovat
na sekundarny stimul [9, 13]. Z naSich vysledkov vyplyva, Ze predaktivaciou FPR1 je mozné
znizit migraciu voci mitochondriam. Navyse, predinkubacia s agonistom FPR1 Uspesne zvratila
imunosupresivny stav neutrofilov vystavenych mtDAMPs a zachovala ich chemotakticku
aktivitu voci baktériam.

Pri testovani klinickej relevancie sme vytvorili model mitochondriami indukovaného zapalu,
napodobnujuci chirurgicky zakrok, s naslednou indukciou sekundarnej pneumdnie
intratrachealnym podanim S. aureus. V tomto modeli podanie latky FPRA14 preukazatelne
zlepSilo bakteridlny klirens v plucach infikovanych mysi a zvySilo migraciu neutrofilov do
miesta infekcie aj napriek pritomnosti primarneho sterilného zapalu. Naopak, profylaktické
podanie FPRA14 viedlo k redukcii celkového poctu neutrofilov v peritonedlnej dutine, kde boli
podané mitochondrie a k potlaceniu tvorby NETs [10, 13].

Tieto vysledky naznacuju, Zze profylaktické podanie agonistu FPR1 pred ocakavanym
invazivnym zdkrokom méze posilnit odolnost a imunitnd odpoved pacienta voci potencialnej
sekundarnej infekcii po€as hospitalizacie. Tento pristup predstavuje inovativnu terapeuticku
intervenciu, ktora nahradza konvencnu generalnu inhibiciu imunitného systému cielenou
modulaciou Specifickej signaliza¢nej drahy.

Podporené Ciastocne grantom UK/1222/2025 a APVV-21-0378
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16. Jaliliho syndrom: longitudindlne sledovanie atypického fenotypu a
identifikacia nového variantu v CNNM4 géne

MUDr. Klara Hodalova
(oftalmologia)

Spoluautori: Bedta Busanyova?', Gabriela Hrékova?, Daniel Havalda3, Filip Kecer?, Veronika
Popova?, Dana Toméikova?, Anton Gerinec?
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2Ambulancia klinickej genetiky, Detska klinika LF UK a NUDCH, Limbova 1, Bratislava - Nové
Mesto

30ftalmologické pracovisko, Nemocnica Bory, Bratislava

Uvod

Jaliliho  syndrém (JS) predstavuje zriedkavé autozomdlne recesivne ochorenie
charakterizované kombindciou progresivnej dystrofie capikov a tyciniek (cone—rod dystrophy,
CRD) a amelogenesis imperfecta (Al) [1]. Od jeho prvého popisu v roku 1988 doslo k
postupnému objasneniu genetického podkladu, pricom klu¢ovu ulohu zohrava gén CNNM4,
ktory kéduje transportér horcika dolezity pre idnovi homeostazu v sietnici a ameloblastoch
[2,3]. Patogénne varianty vedu k poruche funkcie fotoreceptorov a vyvoja zubnej skloviny
[3,4].

Klinicky sa ochorenie manifestuje uz v detstve fotofdbiou, poruchou farebného videnia a
progresivnym poklesom centralnej zrakovej ostrosti[1,4,5]. Zobrazovacie metddy, ako opticka
koherentna tomografia (OCT) a autofluorescencia o¢ného pozadia (FAF), odhaluju postupnu
degeneraciu vonkajsich vrstiev sietnice [6,7]. Dentalny fenotyp je typicky charakterizovany
hypoplastickou formou Al bez systémového postihnutia [1,4,5].

Cielom préce je prezentovat longitudindlne sledovanie pacienta, chlapca zo Slovenska, s JS s
doérazom na multimodalnu charakteristiku fenotypu a identifikaciu nového pravdepodobne
patogénneho variantu v géne CNNM4.

Material a metédy

U pacienta bola realizovana detailnd anamnéza vratane rodinnej zataze a komplexné klinické
vySetrenie.

Oftalmologické vysetrenia zahfriali: najlepsie korigovanu centralnu zrakovu ostrost (BCVA),
autorefraktometriu, vySetrenie farebného videnia (Ishihara, Lanthony D-15), biomikroskopiu,
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vySetrenie oéného pozadia, fundus fotografie, FAF, OCT, staticki perimetriu a full-field
elektroretinogram (ffERG) podla Standardov International Society for Clinical
Electrophysiology of Vision.

Dentdlne vysetrenie pozostavalo z klinického vysetrenia a realizacie ortopantomogramu.

Systémové vysetrenie v ramci diferencidlnej diagnostiky pokryvalo zakladné biochemické
parametre (sérovy vapnik, fosfor, horcik, vitamin D, alkalicka fosfataza a parathormon),
skeletalny a nefrologicky skrining.

Geneticka analyza bola realizovana metddou sekvenovania novej generdcie prostrednictvom
sekvenatora lllumina NextSeq 550 s hybridizaénym pristupom s vyuzitim kitu lllumina Nextera
Flex for Enrichment a panelu TruSight One Expanded, pricom nasledne bola vykonana cielena
bioinformatickd analyza vybranych génov asociovanych s dedi¢nymi dystrofiami sietnice
vratane syndrémovych. Sekvenacné data boli spracované pomocou softvéru bcl2fastq v2.20
(Hlumina) a SEQNEXT v5.0.0 (JSI Medical Systems), s pouzitim referenéného genédmu Homo
sapiens (GRCh37/hgl19) a databdazy RefSeq. Interpretdcia variantov bola vykonana podla
odporucani American College of Medical Genetics and Genomics and the Association for
Molecular Pathology.

Vysledky
Klinicky priebeh z oftalmologického hladiska

Prvé priznaky sa objavili v dojéenskom veku vo forme vyraznej fotofébie. V predskolskom veku
bola diagnostikovand vysokd hypermetropia s astigmatizmom (+6.00 Dsph +1.50 Dcyl ax 100
na pravom oku; +7.00 Dsph +1.50 Dcyl ax 70 na lavom oku) a esotropiou. Postupne sa rozvinuli
Uplna porucha farebného videnia a nystagmus.

BCVA sa znizila z 5/30 Snellen (0.17 decimal, 0.78 logMAR) v 6 rokoch na 5/40 Snellen (0.12
decimal, 0.90 logMAR) v 17 rokoch na obidvoch ociach, pricom pokles bol relativne mierny
vzhladom na pokrocilé morfologické zmeny.

Funkcné a zobrazovacie oftalmologické ndlezy

ffERG preukazal spociatku normalne odpovede (v 5 rokoch), nasledne selektivne postihnutie
capikov (okolo 11 rokov), progresiu do generalizovanej dysfunkcie sietnice (od 12 rokov)
obidvoch oc¢i (Obr. 1). OCT zobrazila bilaterdlne progresivne stencovanie centralnej hrabky
makuly zapri¢inené stratou elipsoidnej zény a stencovanim vonkajsich vrstiev sietnice, ako aj
odlucenie zadnej sklovcovej membrany (Obr. 2). Prostrednictvom FAF bol demonstrovany
typicky nalez hypoautofluorescencného centra makuly s hyperautofluorescnymi prstencami
spolu so Skvrnitou hypoautofluorescenciou v strednej periférii ako aj hyperautofluorescencné
lozisko v terci zrakového nervu v kazdom oku (Obr. 3).
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Obr. 1 Full-field elektroretinogram zobrazujuci znacné znizenie amplitud fotopickych (LA) aj
skotopickych (DA) odpovedi. (Zdroj: archiv Kliniky detskej oftalmolégie LF UK a NUDCH)

Obr. 2 Optickd koherentnd tomografia zobrazujica prierez sietnicou cez oblast makuly, viditelné
stencenie vonkajsich vrstiev sietnice s narusenim elipsoidnej zony centralne a v smere na perifériu, ako
aj odlucenie zadnej sklovcovej membrany (a — pravé oko, b — lavé oko) (Zdroj: archiv Kliniky detskej
oftalmolégie LF UK a NUDCH)
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Obr. 3 Fundus autofluorescencia demonstrujuca centrdlnu hypoautofluorescenciu s okolitymi
hyperautofluorescenénymi prstencami ako aj Skvrnitu hypoautofluorescenciu v strednej periférii. V
centre zrakovych nervov je zobrazené jemné bodovité hyperautofluorescencné lozisko (a — pravé oko,
b — lavé oko) (Zdroj: archiv Kliniky detskej oftalmolégie LF UK a NUDCH)

Dentdlne ndlezy

Vo veku 11 rokov bola diagnostikovana hypoplasticka Al. V dalSom priebehu doslo k
progresivnej degenerdcii permanentnej denticie vratane straty predného horného rezdaka.

Systémové ndlezy

Skriningové vySetrenie v ramci diferencidlnej diagnostiky a pri patrani po mozinych
pridruzenych systémovych abnormalitdach bolo bez pozoruhodnosti vratane zakladnych
laboratérnych parametrov.

Geneticky nadlez

Identifikovany bol homozygotny frameshift variant c¢.788_814delinsCCTCCTCCACCAT
(p.Asn263ThrfsTer54) v exéne 1 génu CNNM4 (Obr. 4), aktudlne klasifikovany ako
pravdepodobne patogénny. Jednd sa o doposial nepublikovany variant v tomto géne.
Segregaciu v rodine nebolo mozné vykonat, nakolko rodicia a pribuzni pacienta odmietli
genetické vySetrenie (Obr. 5).

5'—{Exon 1]—{Exon 2]—[Exén 31—{Exon 4}—[Exon S1—{Exon 6]1—[Exon 7]—3'
1\
pozicia variantu

Obr. 4 Schematické zndzornenie pozicie variantu ¢.788_814delinsCCTCCTCCACCAT
(p.Asn263ThrfsTer54) v exone 1 génu CNNMA4 (pozostdvajuceho zo 7 exodnov) (Zdroj: viastné
spracovanie)
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Obr. 5 Grafické zndzornenie rodokmeria probanda oznaceného Sipkou (I1./1). I. generacia, 1 — matka,
2 — otec, neboli doposial geneticky testovani. (Zdroj: vlastné spracovanie)

Diskusia

Longitudindlne sledovanie poukazuje na postupnu transformdciu diagndzy z izolovanej
dysfunkcie capikov na generalizovanu CRD. NavysSe, pri definitivnej diagnostike Al bola
izolovana dedi¢na dystrofia sietnice prehodnotena na syndromovu, ktorou sa ukazalo, ze aj v
skutoCnosti bola. Molekularno-genetické testovanie ndasledne potvrdilo klinické nalezy a
doplnilo konkrétnu geneticku diagndzu pacienta. Multidisciplinarny pristup k pacientom s
dedi¢nymi dystrofiami sietnice je pre spravnu diagnostiku a nasledny manazment ochorenia
kl'dcovy.

Diskrepancia medzi slabo progresivnym znizovanim BCVA a vyraznou progresiou
Strukturdlnych ako aj elektrofyziologickych zmien sa javi byt celkom ¢asty fenomén pri
centralnych dedi¢nych dystrofiach sietnice [8,9].

VCasné Specifické Strukturalne OCT zmeny predchadzali funkénym abnormalitam, co
zdbraznuje vyznam multimodalneho pristupu predovsetkym v pociato¢nych Stadiach
ochorenia.

OCT okrem iného zobrazilo aj bilaterdlne zmeny na vitreoretinalnom rozhrani v zmysle
odlucéenia zadnej sklovcovej membrany, ¢o je pomerne raritny nalez u detského pacienta a
jeho spojitost s JS zatial zostava nejasna.

U prezentovaného pacienta bola zistena vysoka hyperopia ako opakovane zmienovany, avsak
pomerne podhodnoteny, fenotypovy refrakény nalez u pacientov s JS [10].

Dal$im atypickym ndlezom st moZné druzy teréa zrakového nervu, ktoré zatial' neboli popisané
u pacientov s JS a so syndrémom nie su jednoznacne asociované.

Identifikovany variant v CNNM4 géne nebol doposial publikovany, ¢o podporuje jeho vyznam
pri rozSirovani genetického spektra tohto raritného syndrémového ochorenia.
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17. Studium antibakteridlnych vlastnosti enzymov DN&za | a DNazall3

Magr. Filip Baran
(Normdlna a patologicky fyzioldgia)
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1Ustav molekuldrnej biomediciny LF UK, 2Ustav patologickej fyzioldgie LF UK

Uvod:

Bakteridlne infekcie su v sucasnosti primarnym pévodcom sepsy na svete [1]. Sepsa
predstavuje velmi zavazny, Zivot ohrozujuci stav organovej dysfunkcie, ktory vznika prave v
dosledku nadmernej a nekontrolovanej imunitnej odpovede na prebiehajicu infekciu [2].
Imunitny systém je stimulovany nielen komponentmi bakteridlnych buniek, ako napr.
lipopolysacharidmi, ale aj endogénnymi, s poskodenim asociovanymi molekularnymi vzorcami
(DAMPs) [3]. Potentny DAMP predstavuje aj extraceluldrna DNA (ecDNA) jadrového alebo
mitochondridlneho poévodu uvolfiovand z aktivovanych imunitnych, alebo poskodenych
hostitel'skych buniek. Vo zvysenych koncentracidach ma ecDNA imunogénny charakter, a jej
rozpoznanie receptormi vrodeného imunitného systému vedie k umocneniu celkového
prozapalového stavu v organizme [4]. U septickych pacientov prijatych na jednotky intenzivnej
starostlivosti boli zvySené hodnoty plazmatickej ecDNA asociované so zhorSenou progndzou a
priebehom sepsy [5]. Vysledky animalnych septickych in vivo experimentov poukazuju na to,
Ze pouzitie deoxyribonukledz (DN&z), by v tomto kontexte mohlo predstavovat formu
doplnkovej lieCby sepsy. DNdaza | a DNaza 1L3, DNazy najviac aktivne v krvi, su svojou
hydrolytickou aktivitou schopné Stiepit a odstrariovat imunogénne fragmenty ecDNA [6].
Podavanie DNazy | septickym mysiam viedlo k znizeniu koncentracie cirkulujucej ecDNA a
naslednému utlmeniu prozapalového stavu, znizenému organovému poskodeniu a zvysenej
miere prezivania jedincov, u ktorych bola bakteridlna sepsa vyvolana [7-9]. V kontexte
systémovych bakteridlnych infekcii je DNaza | taktieZz schopna degradovat ecDNA pritomnu v
bakteridlnych biofilmoch, a exponovat tak nechranené baktérie antimikrobialnym latkam [10].
Prospesnost poddvania DN&z (primarne DNazy 1) v priebehu sepsy a systémovych
bakteridlnych infekcii je na zaklade spominanych studii primarne pripisovana Stiepeniu
imunogénnej ecDNA, ¢i uz vo forme fragmentov alebo ako Strukturalneho komponentu
bakterialnych biofilmov. To, ¢i spominané enzymy vykazuju aj priame antibakteridlne ucinky
doposial nebolo dostatoéne prebadané. Ciefom predkladanej prace preto bolo sledovat vplyv
enzymov DN4azy | a DNazylL3 na rast baktérii ¢i uz v tekutych médiach alebo na pevnych
agarovych podach. Primarnou hypotézou bolo, Ze ani jeden z enzymov nevyvola inhibiciu rastu
baktérii v tekutych médiach. Naopak, v pripade rastu baktérii na agarovych pédach sme
predpokladali, Ze prostrednictvom DNazovej aktivity a absencie ecDNA ako Strukturalneho
komponentu vznikne vacsi pocet mensich bakterialnych koldnii.
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Metodika:

V experimentoch sme pracovali s dvoma modelovymi organizmami — Gram-negativnou
baktériou E. coli CFTO73 (ATCC 700928) a Gram-pozitivnou baktériou S. aureus subspecies
aureus Rosenbach (NCTC 8530), ktoré boli pocas rastu v tekutych médiach a na agarovych
podach vystavené rozlicnym koncentraciam enzymu DNazy | a DNazy1L3. DN4za | ziskana z
bovinneho pankreasu a mysacia DNazall3 produkovana prostrednictvom expresného vektora
boli rozsuspendované v tekutom LB médiu do findlnych koncentracii 2.5, 5, 25 a 50 pg/ml
(DNaza 1), a 0.1, 1, 5, 10, 15 a 20 pg/ml (DN&zall3). Pripravené roztoky boli obohatené o
dvojmocné katidny (CaCl, a MgCl;) v koncentracii 1 mM/ml a 5 mM/ml a nasledne
prefiltrované cez 20um filter.

Rast baktérii v tekutych médiach bol zaznamenavany prostrednictvom rastovych kriviek.
Nocné bakteridlne kultury (kultivované v aerébnych podmienkach, pri 37°C za staleho
miesSania) boli zriedené v pomere 1:100 cerstvym LB médiom a ich opticka denzita (ODeoo) bola
zmerana. Dvadsat pl zriedenej bakteridlnej kultiry s ODgoo<0.05 a 180 ul jednotlivych
zasobnych roztokov DN4zy | alebo DNazy1L3 boli napipetované do 96 jamkovej platnicky do
finadlneho objemu 200 pl. Rast baktérii v takto pripravenych suspenziach bol zaznamenavany
prostrednictvom spektrofotometra (Synergy H1 Hybrid Microplate Reader). Meranie
prebiehalo po dobu 48 hod, pocas ktorych boli bakteridlne kultury kultivované za staleho
mieSania pri teplote 37°C, hodnoty ODeoo boli merané kazdych 30 minut.

Rast baktérii na pevnych agarovych pddach bol pozorovany prostrednictvom tzv. drop-plate
metddy. Nocné bakteridlne kultury boli zriedené rovnakym postupom opisanym vyssie, a
nasledne boli kultivované v aerébnych podmienkach pri 37°C za stdleho miesania, pokial ich
ODeoo nedosiahlo hodnoty v rozmedzi 600-650. Bakteridlne suspenzie boli nasledne spolu so
zasobnymi roztokmi DNazy | alebo DNazyll3 napipetované do 96-jamkovej platnicky v
pomere 1:10, a nasledne bolo vykonané 10-nasobné sériové riedenie . Desat pl suspenzie z
riedeni 102 aZ 108 bolo multikanalovou pipetou v podobe malych kvapiek vysiatych na Petriho
misky v kvadruplikatoch, s naslednou kultivaciou v statickych podmienkach po dobu 24 hodin
pri teplote 37°C. Po uplynuti kultivacnej doby boli vyrastené bakterialne koldnie odfotené a
analyzované prostrednictvom softvéru Fiji-lmageJ. Sledovany bol pocet bakteridlnych kolonii
aich velkost (Feretov priemer) v porovnani s kontrolnymi skupinami bez pridania enzymov.

Vysledky experimentov boli analyzované prostrednictvom softvéru GraphPad Prism 11. Na
porovnanie rozdielov medzi jednotlivymi skupinami boli pouzité parametrické Statistické testy
- jednofaktorova ANOVA analyza, pripadne Welch’'s ANOVA s Dunnettovym, pripadne
Dunnettovym T3 post-hoc testom. Celkovd bakteridlna biomasa bola v pripade rastovych
kriviek analyzovand prostrednictvom plochy pod krivkou (AUC — area under the curve). Za
signifikantny rozdiel medzi skupinami bola povazovana hodnota p<0.05.

Vysledky:
Vplyv enzymov DNaza | a DNazall3 na dynamiku bakteridlneho rastu v tekutom médiu

DNaza | nemala negativny vplyv na bakteridlny rast ako v pripade S. aureus tak v pripade E.
coli, pricom v priebehu experimentu nevykazoval tento enzym Ziadne bakteriostatické di
baktericidne vlastnosti (Obr. 1A a 1C). Rast oboch bakteridlnych druhov mal v pripade
kontrolnych skupin aj skupin s pridanym enzymom okrem mensich odchylok rovnaku
dynamiku s dobre rozliSitefnymi fazami — lag, exponencidlnou a stacionarnou fazou rastu. V
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pripade S. aureus bola celkova bakterialna biomasa vyssia u skupin so vSetkymi testovanymi
koncentraciami enzymu DNaza | v porovnani s kontrolnou skupinou (Obr. 1B; F=56.03,
p<0.001, post-hoc: CTRL vs DNaza | — p<0.001 pre vsetky koncentracie). Tento efekt nebol
pozorovany v pripade E. coli (Obr. 1D; F=1.418, p=0.25).

A B
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Obrdzok 1. Rastové krivky baktérii S. aureus (A) a E. coli (C) inkubovanych s rozlicnymi
koncentrdaciami DNdzy I, a kontrolnych skupin bez enzymu. Analyza celkovej bakteridlnej biomasy v
ramci vSetkych faz rastovych kriviek v pripade S. aureus (B) a E. coli (D). ***p<0.001, CTRL — kontrolna
skupina, AUC — plocha pod krivkou (area under the curve)

Potentny bakteriostaticky efekt vykazovala DNazall3 s koncentraciou 10 pg/ml u baktérii S.
aureus. Exponencialna faza rastu sa v pripade tejto skupiny zastavila po 7 hodinach a bola
nasledovana stacionarnou fazou trvajucou priblizne 11 hodin, po ktorej sa bakteridlny rast
obnovil (Obr. 2A). Rast baktérii v pripade kontrolnej skupiny a skupin s nizSou koncentraciou
tohto enzymu prebiehal bez prerusenia. Celkova bakterialna biomasa bola v tejto skupine
nizsia v porovnani s kontrolnou (Obr. 2B; F=20.11, p<0.001, post-hoc: CTRL vs 10 pg/ml —
p<0.001). Rovnaky bakteriostaticky efekt bol pozorovany aj v pripade zvySenej koncentracie
tohto enzymu (Obr. 2C), pricom exponencidlna faza baktérii s pridavkom 10, 15 a 20 pg/ml
DNazyllL3 bola skratena takmer o polovicu. Bakteriostatickym ucinkom viedli zvySené
koncentracie DNazy1L3 k signifikantnému zniZeniu celkovej bakteridalnej biomasy v priebehu
experimentu (Obr. 2D; F=35.97, p<0.001, post-hoc: CTRL vs DNazall3 — p<0.001 pre vsetky
koncentracie).
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Obrdzok 2. Rastové krivky baktérii S. aureus (A, C) a E. coli (E, G) inkubovanych s nizkymi a vyssimi
koncentrdaciami enzymu DNdzall3, a kontrolnych skupin bez enzymu. Analyza celkovej bakteridlnej
biomasy v ramci vsetkych faz rastovych kriviek v pripade S. aureus (B, D) a E. coli (F, H). ***p<0.001,
CTRL — kontrolna skupina, AUC — plocha pod krivkou (area under the curve)
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V pripade E. coli nedoslo vplyvom DNazall3 k inhibicii rastu, a to ani v pri zvySenych
koncentracii tohto enzymu (Obr. 2E a 2G). Napriek vacsim odchylkam v rastovych krivkach
nebola pocas priebehu experimentu ovplyvnena ani celkovd bakteridlna biomasa (Obr. 2F;
F=1.418, p=0.25; Obr. 2H; F=3.190, p=0.12).

Vplyv DNazy | a DNazy1L3 na rast baktérii na agarovych pédach

Rovnako ako v pripade tekutych bakteridlnych kultur, DNaza | nevykazovala Ziadne znamky
antibakteridlnych vlastnosti ani v pripade rastu S. aureus a E. coli na agarovych pddach.
Kultivacia v pritomnosti rozlicnych koncentracii tohto enzymu nemala vplyv na velkost
jednotlivych bakteridlnych koldnii (Obr. 3A; F=0.1419, p=0.96; Obr. 3E; F=0.9753, p=0.44) ani
na ich pocet (Obr. 3B; F=0.5195, p=0.72; Obr. 3F; W=2.090, p=0.14).
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Obrdzok 3. Feretove priemery bakteridalnych kolénii S. aureus a E. coli inkubovanych s DNazou | (A, E)
alebo DNazou 1L3 (C, G), a priemerny pocet bakterialnych koldnii S. aureus a E. coli po 24-hodinovej
inkubacii s rozlicnymi koncentraciami DNazy | (B, F) alebo DNazy1L3 (D, H). CTRL — kontrolna skupina

Bakteriostaticky efekt enzymu DNazall3 nebol v pripade rastu baktérii na agarovych podach
pozorovany, a to ani v pripade koncentracie 10 pg/ml. Velkost bakteridlnych koldnii zostala v
porovnani s kontrolnou skupinou signifikantne nezmenena u oboch bakteridlnych druhov
(Obr. 3C; F=0.1400, p=0.96; Obr. 3G; W=0.7511, p=0.59). Rozli¢né koncentracie tohto enzymu
nemali vplyv ani na pocet vyrastenych bakteridlnych kolonii (Obr. 3D; F=0.9744, p=0.420; Obr.
3H; F=1.211, p=0.35).
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Diskusia:

V predkladanej praci sme prostrednictvom série in vitro experimentov sledovali potencialne
antibakteridlne vlastnosti enzymov DNazy | a DNazyll3. V sulade s nasSou primarnou
hypotézou DN4aza | neovplyvnila rast baktérii v tekutych médiach, navyse taktiez neovplyvnila
velkost a ani pocet bakteridlnych koldnii vyrastenych na pevnych agarovych pd6dach.
Prekvapivé vysledky sme vsak obdrzali v pripade enzymu DNazall3, ktorého vyssie
koncentracie signifikantne inhibovali rast baktérii S. aureus v tekutych médiach. Avsak
podobne ako DNaza I, DNazall3 nemala vplyv na rast koldnii na agarovych p6dach.

Nami obdrzané vysledky o tom, Ze DNaza | nema priame antibakteridlne vlastnosti, su v sulade
s doposial publikovanymi vedeckymi pracami. Kultivacia rozlicnych bakteridlnych druhov (P.
aeruginosa, S. aureus, S epidermis, K. pneumoniae) s koncentraciou DNazy | vrozmedzi od 6.25
po 200 U/ml neovplyvnila dynamiku rastu baktérii v tekutych médiach, ani neovplyvnila pocet
koldnii formujucich jednotiek vyrastenych na agarovych podach. [11, 12] Napriek podstatnej
ulohe pri odstranovani DNA uvolnenej do extraceluldrneho priestoru (napr. ecDNA pritomna
v bakteridlnych biofilmoch), tento enzym s molekuldrnou hmotnostou priblizne 31kDa
nedokaze penetrovat cez intaktné membrany Zivych baktérii, ¢im je ich genomicka DNA pred
Uc¢inkom DNaz chranena [13, 14].

Experimentmi sme taktiez zistili, Ze DN4zall3 ma vo zvySenych koncentraciach potentné
bakteriostatické vlastnosti v pripade tekutych kultur baktérii S. aureus ale nie v pripade
baktérii E. coli. DN4dzall3 svojou aktivitou zabezpecuje jednu zo zakladnych vlastnosti
imunitného systému — imunitnu toleranciu k vlastnym antigénom, ¢im zamedzuje vzniku
autoimunintych choréb [15]. Uloha tohto enzymu v pripade systémovych bakteridlnych
infekcii je v porovnani s DNazou | velmi malo prebadanda. Vysledky nedavnej publikacie
poukazuju na to, Ze v pripade systémovych bakterialnych infekcii je esencialna synergia oboch
enzymov — ako DNazy | tak DNazyll3, ktoré spolo¢nou aktivitou degraduju bakteriadlne
biofilmy [16]. Iné publikacie zaoberajlice sa potencidlnymi antibakteridlnymi vlastnostami
enzymu DN&zall3 v cdase pisania tohto prispevku neboli k dispozicii. Velkost tohto
rekombinantného enzymu je 33.9 kDa, podobne ako DN&za | by preto nemal byt schopny
penetrovat Specificky cez stenu Gram-pozitivnych baktérii, kedZe k inhibicii rastu v pripade E.
coli nedoslo. Napriek tomu Ze katalytické jadro enzymu DNaza | a DNazall3 je podobné,
DN&azall3 obsahuje pozitivhu, C-terminalnu viazucu doménu (CTD), ktorda je znacne
konformacne flexibilnd, a zabezpecuje vazbu tohto enzymu k DNA v komplexoch s proteinmi
alebo lipidmi [17]. To, ¢i by prave tato pozitivne nabitd CTD mohla viest k asociacii medzi
Dnazoull3 a negativne nabitou vrstvou teicholovych a lipoteicholovych kyselin na povrchu
Gram-pozitivnych bakterialnych buniek je ¢isto Spekulativne, a v buddcnosti by mohlo byt
predmetom dalSieho vyskumu.

Jednou z hypotéz, preco by DN4zall3 mohla viest k Specifickej inhibicii rastu baktérii S. aureus
je pritomnost Sarkosylu (Lauroylsarkozinatu sodného) v zakiipenom lyofylizate rekomibantnej
DNazyl1L3. Sarkosyl je anidnovy saponat s antimikrobidlnymi vlastnostami [18]. Bolo
preukazané, Zze Gram-pozitivne baktérie su celkovo nachylnejSie na baktericidny efekt
aniénovych saponatov v porovnani s Gram-negativnymi baktériami v désledku rozdielnych
Struktur bakterialnych stien [19, 20]. Sarkosyl v koncentracii 0.1% bol schopny Uplne inhibovat
rast Gram-pozitivnej baktérie E. faecalis, pricom v pripade Gram-negativnej E. coli je
minimalna inhibi¢na koncentracia tohto saponatu az 10% [21]. Finalne koncentracie Sarkosylu
v nami pripravenych zasobnych roztokoch DNazay1L3 v koncentraciach 10, 15, and 20 pg/ml
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boli 0.0005%, 0.00075% a 0.001%. To, ¢i by aj takto nizke koncentracie Sarkosylu mohli v
priebehu 48 hodinovej inkubacie viest k inhibicii rastu baktérii S. aureus je vsak nateraz
nezname.

Na zaklade vysledkov nasich experimentov mozeme konstatovat, Zze DNaza | nema priame
antibakteridlny vlastnosti, pozitivny Gcinok v pripade sepsy preto modze byt pripisany jej
schopnosti Stiepit a odstrariovat ecDNA z rozliénych zdrojov. V pripade DNazy1L3 by sme v
buducich experimentoch chceli rozsirit repertodar nasich modelovych baktérii o viacero Gram-
pozitivnych a Gram-negativnych kmenov, aby sme zistili, ¢i je bakteriostaticky efekt tohto
enzymu zavisli na Strukture bakteridlnej steny. Taktiez by sme sa pozreli na inkubaciu
jednotlivych bakteridlnych kmenov so spominanymi nizkymi koncentraciami Ccistého
Sarkosylu.
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Introduction

Diabetic nephropathy remains one of the most serious chronic complications of type 1
diabetes mellitus (T1D), yet clinicians still rely heavily on albuminuria and estimated
glomerular filtration rate (GFR), which often fail to capture the earliest stages of kidney injury
[1]. This limitation creates a major clinical problem in pediatric diabetology, because children
may already develop glomerular, tubular, endothelial, and enzymatic renal changes long
before classical clinical markers show clear abnormalities. Early diagnosis matters especially
in children, since long disease duration, chronic hyperglycemia, oxidative stress, inflammation,
and endothelial dysfunction gradually reshape renal tissue and increase the lifetime risk of
chronic kidney disease [2].

Recent literature points to several promising urinary biomarkers that reflect different
components of renal injury in diabetes [3]. Adiponectin reflects mainly glomerular dysfunction
and compensatory nephroprotective signaling; VCAM-1 reflects endothelial and inflammatory
activity; RBP4 reflects proximal tubular dysfunction; ANPEP reflects early enzymatic and
tubular changes; and DPP IV reflects proximal tubular and glomerular involvement. However,
pediatric evidence remains fragmented. Existing studies rarely evaluate these markers
together in one analytical model, and the literature almost completely ignores urinary VCAM-
1 and peptidase patterns in children with T1D in the context of early diabetic nephropathy.
The material also highlights an important gap: databases do not offer pediatric studies that
combine peptidases, diabetic nephropathy, and children in a focused manner, while evidence
on urinary VCAM-1 in children with T1D remains absent or extremely limited [4].

We therefore studied a combined urinary biomarker panel in children with T1D to clarify
whether adiponectin, VCAM-1, RBP4, ANPEP, and DPP IV can identify early kidney injury
before advanced clinical nephropathy develops. We aimed to compare biomarker expression
across three groups of children with different diabetes duration and a healthy comparison
group, to quantify the strength of biomarker elevation, and to test the relationship between
these markers and GFR [3-5]. We expected that a multi-marker panel would reveal early and
duration-dependent renal injury more clearly than any single conventional indicator. In
practical terms, we aimed to identify biomarkers that can improve early screening, risk
stratification, and long-term monitoring of diabetic nephropathy in children with T1D.
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Material and methods

We collected morning fasting urine samples from healthy children and children with T1D
between 6:00 and 9:00 a.m. Samples were centrifuged and stored at —20 °C until analysis. For
the initial exploratory analysis, pooled urine samples were prepared for each study group by
combining equal aliquots (100 uL) from individual participants to obtain representative group-
level biomarker profiles. This design was used to assess overall group-level expression
patterns rather than inter-individual variability.

We organized the pediatric T1D cohort into three duration-based groups: group | included
children with T1D duration of less than 1 year, group Il included children with T1D duration of
1-5 years, and group lll included children with T1D duration of more than 5 years. Group IV
served as the comparison group and included healthy children. This structure allowed us to
evaluate not only the presence of biomarker elevation, but also the progression of biomarker
expression with increasing disease duration, which reflects the clinical course of diabetic
nephropathy.

We measured urinary biomarkers using the Proteome Profiler Human Kidney Biomarker
Antibody Array (Catalog No. ARY019, R&D Systems, USA). This array detects 38 kidney injury
markers simultaneously and provides a rapid, sensitive, and cost-effective method for
comparing relative expression between study groups. From these markers, we selected five
with the highest relevance for diabetic kidney injury: adiponectin, VCAM-1, RBP4, ANPEP, and
DPP IV. The method is based on a sandwich immunoassay principle similar to ELISA but uses a
nitrocellulose membrane instead of a microplate. Each membrane contains capture
antibodies in duplicate for each analyte, which improves analytical reliability and internal
consistency.

Each pooled urine sample was incubated with a biotinylated detection antibody overnight on
the membrane. After incubation, streptavidin—horseradish peroxidase and chemiluminescent
substrate were added to amplify the signal. Membranes were scanned using the ChemiDoc
Touch Imaging System (Bio-Rad, USA), and spot intensity was analyzed semi-quantitatively
using Bio-Rad Image Lab software. For each biomarker, mean signal intensity was calculated
from duplicate spots, and variability was assessed across technical replicates. Results were
expressed as both absolute pixel density values and fold-change relative to the control group.

To evaluate statistical differences between groups, we applied chi-square analysis using
fourfold contingency tables. Spearman rank correlation coefficients were calculated to assess
associations between urinary biomarkers and glomerular filtration rate (GFR). A p-value of <
0.05 was considered statistically significant.

Results

The results demonstrated a consistent and statistically significant pattern of elevated urinary
expression of all five kidney injury biomarkers in children with T1D compared to the healthy
control group (p < 0.05), indicating early and multi-level renal involvement even in the initial
stages of disease. In children with T1D duration below 1 year, biomarker levels were already
significantly increased, including a 1.5-fold rise in adiponectin, 1.3-fold increases in VCAM-1
and RBP4, a 2.6-fold increase in ANPEP, and a 3.5-fold increase in DPP IV. This pattern suggests
that enzymatic and proximal tubular alterations may represent some of the earliest detectable
renal changes in pediatric T1D, preceding clinically apparent nephropathy. In the 1-5 years
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disease duration group, all biomarkers remained elevated and demonstrated further
progression. ANPEP showed a 3.2-fold increase and DPP IV a 3.7-fold increase, while
adiponectin and VCAM-1 exhibited a gradual but steady rise. These findings indicate sustained
activation of tubular and enzymatic injury pathways alongside progressive involvement of
glomerular and endothelial components. In children with T1D duration exceeding 5 years, the
highest overall biomarker expression was observed. Adiponectin demonstrated a 3.9-fold
increase, while DPP IV reached a 4.6-fold increase, confirming progressive glomerular stress
and long-term enzymatic activation. VCAM-1 and RBP4 also remained elevated, reflecting
persistent endothelial activation and proximal tubular dysfunction.

Chi-square analysis confirmed the statistical robustness of all observed differences across
biomarkers and study groups (p < 0.05), supporting that the detected changes represent a
stable biological pattern rather than random variation. Correlation analysis with GFR
demonstrated significant positive associations for adiponectin (r = 0.734, p = 0.007), ANPEP (r
= 0.589, p = 0.044), and DPP IV (r = 0.869, p = 0.0001), with DPP IV showing the strongest
relationship with renal function. No statistically significant correlations were found for VCAM-
1 and RBP4, suggesting that these markers may be less directly associated with changes in
renal function in this dataset.

Overall, the biomarker panel revealed a coordinated multi-compartment pattern of renal
involvement in pediatric T1D, involving glomerular, tubular, endothelial, inflammatory, and
enzymatic pathways. The progressive increase of markers across disease duration further
supports a time-dependent escalation of subclinical kidney injury.

Discussion

This study shows that children with T1D already develop measurable kidney injury long before
classical diabetic nephropathy reaches an advanced clinical stage. The five-marker urinary
panel revealed significant changes in all T1D groups, including children with disease duration
below one year. This finding highlights the strong clinical relevance of the study. The data
support the idea that diabetic nephropathy in children starts early, evolves through multiple
structural and functional pathways, and requires broader biomarker surveillance than
albuminuria alone can provide [6].

The results also show that each biomarker contributes a different diagnostic layer. Urinary
adiponectin is a promising early, noninvasive marker of glomerular injury and shows the most
pronounced increase in children with T1D of more than 5 years' duration. VCAM-1 captures
inflammatory and endothelial involvement and may signal early tubulointerstitial injury. RBP4
reflects proximal tubular dysfunction and supports early detection of tubular damage. ANPEP
and DPP IV react very early and strongly, especially during the first years of T1D, which makes
them valuable markers of early enzymatic and functional renal stress [7-10]. DPP IV is the most
dynamic long-term marker in this dataset, while adiponectin is the most convincing
glomerular marker.

The combined panel offers more than descriptive biomarker profiling. It offers a practical
diagnostic strategy for pediatric nephrodiabetology. Clinicians can use this panel to identify
high-risk children earlier, stratify patients more precisely, and strengthen follow-up before
irreversible renal decline develops. Researchers can use the panel to study the transition from
subclinical injury to overt nephropathy and to test targeted interventions at earlier stages. In
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this sense, the study does not only report biomarker elevation; it supports a shift toward
earlier, more mechanistic, and more individualized monitoring of diabetic kidney injury in
children with T1D [6].

Instead of treating kidney injury as a late albuminuric event, the results frame it as a complex
process that involves glomerular stress, tubular dysfunction, endothelial activation,
inflammatory signaling, and enzymatic remodeling from the earliest phases of T1D. Future
studies should validate these findings in larger pediatric cohorts, analyze longitudinal changes
at the individual level, and test whether combined urinary biomarker monitoring can improve
clinical outcomes. Even at this stage, the findings support a clear conclusion: children with T1D
require earlier and more comprehensive renal surveillance, and a combined urinary biomarker
panel represents a promising step toward improving early diagnostics of diabetic
nephropathy.
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Introduction

The ocular surface, which consists of the cornea, conjunctiva, eyelids, and precorneal tear film,
works synergistically under the control of the lacrimal functional unit (LFU) to preserve ocular
surface homeostasis. Ocular surface health is dependent upon sensory—neural reflex arc
regulating production, distribution, and clearance of tears. Damage to any component of the
ocular surface anatomy results in tear film instability and dry eye disease (DED). DED is a
multifactorial disease of tear film homeostasis loss that typically results in ocular surface
inflammation and neurosensory abnormalities.

Although necessary for disease treatment and visual rehabilitation, anterior segment surgical
procedures disrupt the LFU. Transection of corneal nerves, microtrauma to the epithelium,
intraoperative drying, phototoxicity, and exposure to preserved topical medications work in
synergy to decrease tear secretion, alter tear composition and increase tear film evaporation.
Extent and duration of tear film disruption depends largely on the underlying surgical
procedure. Cataract surgery typically results in transient tear film instability as recovery can
take up to 3 months while corneal nerves regenerate. Following keratoplasty, severe and
persistent disruption of the ocular surface is present due to a greater degree of denervation
and chronic ocular surface inflammation. Glaucoma surgery results in decreased tear film
stability related not only to conjunctival incisions, but also chronic topical medication
exposure leading to conjunctival remodeling and goblet cell loss. Conversely, excising a
pterygium may improve tear film equilibrium over time, since the eyelid will no longer be
irritated by the problematic tissue. However, literature evaluating postoperative changes in
tear film physiology is limited to single procedural studies with short-term follow-up. As a
result, there is a lack of evidence describing the temporal progression and comparative
severity of DED following different types of anterior segment procedures. Our study assesses
tear film physiology changes following multiple anterior segment surgical procedures from a
real-world cohort. We focused on procedure specific recovery patterns along with the impacts
of pre-existing ocular surface disease and postoperative compliance.

Methods

This prospective observational study included 100 patients undergoing anterior segment
surgery. Patients were categorized into four groups: cataract surgery (n=60), glaucoma
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surgery (n=25), penetrating keratoplasty (n=4), and pterygium excision (n=10). One
photorefractive keratectomy case was excluded from comparative analysis.

Preoperative evaluation included clinical assessment of ocular surface disease, measurement
of tear break-up time (TBUT), and Schirmer testing. Meibomian gland dysfunction was
documented based on slit-lamp findings. Systemic and topical risk factors, including diabetes,
psychotropic medication use, and glaucoma therapy, were recorded.

Postoperative follow-up was conducted at 1 month, 3 months, and 6 months. TBUT was used
as the primary outcome measure due to its strong correlation with tear film instability and
symptom severity. Patients were prescribed artificial tear supplementation, and adherence
was categorized as good (regular use), moderate (intermittent use), or poor (minimal or
discontinued use). Persistence of blepharitis at 6 months was also recorded.

Results
Baseline characteristics

Baseline ocular surface disease was common to all groups. In the cataract group, tear film
instability was present at baseline in 60—70% patients with majority having clinically significant
meibomian gland dysfunction. About one third of the patients were on topical medications
for glaucoma, 25% were receiving psychotropic medications and one third were on
antidiabetic medications. There was no preoperative optimization of the ocular surface in any
patient.

Patients with glaucoma had moderate ocular surface disease related to chronic topical
medication use as well as conjunctival changes secondary to inflammation. Patients
undergoing PK had severe ocular surface disease at baseline with TBUT of 5—6 seconds and
Schirmer values of 7-10mm. Those with pterygiums had a more preserved tear film with TBUT
values of 10—13 seconds and normal Schirmer values.

Postoperative tear film evolution

In the cataract group, postoperative dry eye symptoms peaked at 3 months in 60% of patients,
corresponding to TBUT values of 6—7 seconds. This reduction was statistically significant
compared to preoperative values (p < 0.01). Partial recovery was observed at 6 months,
though outcomes varied substantially.Patients with good adherence to artificial tear therapy
(n=30) demonstrated progressive improvement toward baseline TBUT values. In contrast,
patients with poor adherence (n=20) exhibited persistent tear film instability. A subgroup of
10 patients with ongoing blepharitis and meibomian gland dysfunction showed minimal
recovery, suggesting a refractory phenotype.Glaucoma patients demonstrated marked
heterogeneity, with TBUT values ranging from 2 to 10 seconds at 6 months. The most severe
reductions were observed in patients continuing topical therapy or discontinuing lubrication.
Tear film instability was more pronounced adjacent to filtering blebs, reflecting localized
disruption. In penetrating keratoplasty patients, severe early postoperative symptoms
improved with intensive lubrication. By 3—6 months, TBUT stabilized between 8—10 seconds.
Pterygium patients demonstrated the most favorable outcomes, with stable TBUT values
around 10 seconds and minimal long-term symptoms following resolution of early
postoperative irritation.
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Table 1. Baseline ocular surface characteristics

Group n_ TBUT (sec)||Schirmer (mm)||OSD prevalence
Cataract ; 8 12 60-70%
Glaucoma ; 6-8 10-12 100%

PKP 4= 5-6 7-10 100%
Pterygium 1=0 10-13 14-15 Low

Table 2. Tear break-up time ranges

Group Pre-op||1 month||3 months||6 months
Cataract ||8 5-6 6-7 7
Glaucomal||7 5 4-6 8-10
PKP 6 5 9 8
Pterygium||11 10 10 10
Discussion

Postoperative dry eye symptoms following anterior segment procedures seem largely
determined by pre-existing ocular health and post-surgical care, not just surgical variations. In
theory, anterior segment surgeries transect corneal nerves, disrupting the corneal-lacrimal
reflex and leading to decreased tear production. Since tear film break-up improves by
approximately 3 months when you look at nerve regeneration times, this helps to explain the
delayed return to baseline symptoms.

The results from cataract surgery patients seemed to mimic previously published research
about corneal nerves and shows the typical increased then decrease tear film disruption seen
after cataract surgery. However, due to the higher percentage of ocular surface disease
preoperatively in our study population compared to previous studies, it may have resulted in
higher and more prolonged dysfunction after surgery.

It was surprising to see the impact that compliance with treatment made postoperatively.
Patients who had increased compliance with artificial tears improved their tear film breakup
time postoperatively. While our study is underpowered to draw conclusions about causation,
this remained a trend worth noting as it is easily addressed.

The glaucoma group had the highest standard deviation in almost every parameter. This may
be secondary to the effects of topical medications toxicities, loss of goblet cells, blebs, and
mechanical irritation from contact with eyes. Previous studies have noted ocular surface
disease increases with longer durations of topical polypharmacy.

PK patients showed severe disruption early on likely secondary to epithelial defects and
denervation but did show improvement with aggressive lubrication. This could be secondary
to structural changes that have been shown in the past even after years of successful PK.
Interestingly, pterygium patients improved or maintained their tear film parameters. This
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might be secondary to restoring the normal architecture of the ocular surface after removing
the pterygium.

Another important takeaway from these results is that they support the idea | introduced in
my thesis that there are no universally dry eyes. There are procedure-specific tear films that
go through a recovery process after surgery.

As with all investigations, there are limitations to this project. As a pilot study, there were
small numbers of patients in each subgroup making it difficult to achieve significance. Thus
the results should be viewed as hypothesis generating.

The strengths of this study include its real-world design. This allows us to understand how
these surgeries might affect patients you see in your practice on a day-to-day basis. In
conclusion, anterior segment surgeries appear to cause distinct patterns of tear film
dysfunction that improve with time. These effects seem to be potentiated by the presence of
ocular surface disease.
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Uvod

Kongenitdlna ezotropia je forma konvergentného strabizmu manifestujica sa typicky v prvych
mesiacoch Zivota a charakterizovand velkou, stabilnou uhlovou deviaciou. Incidencia
ochorenia sa pohybuje priblizne medzi 0,2—-2 % populacie [1,2].

Etioldgia je multifaktoridlna, pricom vyznamnu ulohu zohrava porucha vyvoja binokularnej
fuzie v obdobi vysokej neuroplasticity zrakového systému [4]. Klinicky sa ochorenie prejavuje
velkou konvergentnou deviaciou, ¢asto sprevadzanou striedavou fixaciou alebo cross-fixaciou
[1].

Liecba je primarne chirurgicka a jej ciefom je dosiahnut paralelné postavenie oci a vytvorit
podmienky pre rozvoj binokuldrnych funkcii. Nacasovanie operacie je kli¢ovym faktorom
ovplyviiujucim vysledok, pricom skorsia intervencia zvySuje pravdepodobnost priaznivého
senzorického vyvoja [3,5].

Napriek tomu zostava optimalne nacasovanie operacie predmetom diskusie. Systematicka
revizia Cochrane poukazuje na nedostatok dostatocne kvalitnych dokazov, zatial co novsie
prehladové prace podporuju skorsi chirurgicky pristup [7,8].

Cielom tejto Studie bolo analyzovat klinické vysledky pacientov s kongenitalnou ezotropiou a
overit hypotézu, Ze operacia vykonana medzi 12. a 18. mesiacom Zivota vedie k optimalnemu
funkénému a anatomickému vysledku.

Material a metédy

Nasa retrospektivna kohortovd studia analyzovala subor 86 pacientov s kongenitalnou
ezotropiou, ktori boli operovani v 12-ronom sledovanom obdobi od 1. janudra 2010 do 31.
decembra 2021 na Klinike detskej oftalmolégie NUDCH.

Kritéria zaradenia a vylucenia
Pacienti boli zaradeni na zaklade splnenia nasledovnych kritérii: kompletnad zdravotna
dokumentdcia, manifestacia strabizmu pred Siestym mesiacom Zivota, velkost Uchylky pred
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operdciou > 20 prizmovych dioptrii, absencia zavaznych neurologickych ochoreni (napr. detska
mozgova obrna, hydrocefalus), icast na kontrolnych oftalmologickych vySetreniach po prvej,
resp. viacerych operdcidch vratane vySetrenia so zistenim findlnej Urovne binokularnych
funkcii s odstupom 3 a viac rokov od poslednej operacie.

Dokumentacia kazdého pacienta musela obsahovat anamnestické Udaje so zameranim na
dobu trvania uchylky, jej zaciatok, pridruzené symptomy, zaznamy o oftalmologickych
vysetreniach oboch oci s dérazom na nekorigovanu a najlepsiu korigovanu zrakovu ostrost,
motilitu oci, stanovenie uchylky a vySetrenie predného segmentu, operaény protokol o
vykonanej operdcii, resp. operacidch. Sledované a spracované boli nasledujlice parametre
pred ako aj po operacii: vek pri prvej operacii, velkost tchylky; pred operaciou, rok po prve;j
operacii, a s odstupom casu (> 3 rokov) od poslednej operacie, stupen binokularnych funkcii
po absolvovani vsSetkych operacii, pocet operdcii ujednotlivych pacientov, vyskyt
asociovanych stavov, typ vykonanej operacie, zrakova ostrost, velkost refrakénej chyby,
stupen amblyopie

Pacienti, ktori nespliiali tieto kritéria alebo mali nedplnd zdravotni dokumentaciu, boli zo
studie vyluceni. V sledovanom obdobi 01/01/2010 — 31/12/2021 absolvovalo prvi operaciu
108 pacientov s diagndézou kongenitdlnej ezotropie. 11 pacientov nemalo kompletnu
dokumentaciu, 5 pacientov sa nedostavilo na kontrolné vysetrenia a 6 pacientov bolo
vyradenych pre zavainé neurologické komplikacie. Celkovo tak do Studie bolo zaradenych 86
pacientov spifiajucich stanovené kritéria.

Rozdelenie pacientov

Podla veku pri prvej operacii boli pacienti rozdeleni do styroch vekovych skupin:
do 12 mesiacov (n =9),

12-18 mesiacov (n = 30),

19-24 mesiacov (n = 28),

nad 24 mesiacov (n = 19).

Vysetrovacie metody

Vysetrovacie metddy boli prispdsobené vyvojovému Stadiu kazdého dietata, kedZe
realizovatelnost vySetrenia sa vyrazne |iSi v zavislosti od veku a miery spoluprace. V
predoperaénom obdobi, najmd u pacientov mladSich ako 12-18 mesiacov, nebolo vo
vSeobecnosti mozné spolahlivo realizovat subjektivne senzorické testy. U tychto mladsich
pacientov bola preto oéna devidcia kvantifikovana predovSetkym pomocou alternujiceho
prizmatického cover testu, pokial to spolupraca umoznovala, pricom u velmi malych alebo
nefixujucich deti bola doplnena o odhady podla Hirschberga a Krimského metddy, v sulade so
Standardnou praxou detskej oftalmoldgie.

Vsetci pacienti absolvovali skiaskopiu v cykloplégii a rutinné vysetrenie predného segmentu
oka. Komplexné senzorické vysSetrenie pomocou synoptofora, zahfiajuce simultannu
makularnu percepciu, fuziu a stereopsiu, bolo realizované aZz v obdobi, ked to vek a spolupraca
pacientov umoznovali, ¢o zvylajne zodpovedalo dlhodobym pooperacnym kontrolam. V
tomto obdobi uz vacsina deti dokdzala udrzat stabilnu fixaciu, co umozZnilo presné meranie
rezidualnej horizontalnej deviacie a binokularnych funkcii na synoptofore.
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Dodatocné hodnotenie stereopsie bolo u spolupracujuicich pacientov realizované pomocou
Titmusovho a Langovho testu. Tento vekovo adaptovany, pragmaticky pristup k vySetreniu
zabezpedil, Ze kazdy pacient bol hodnoteny najspolahlivejSimi dostupnymi metddami
vzhladom na jeho vyvojové a kooperativhe moznosti.

Okrem retrospektivnej analyzy zdravotnej dokumentacie vsetci pacienti absolvovali
Standardizované dlhodobé oftalmologické vysetrenie, ktoré zahrnalo hodnotenie simultanne;j
makularnej percepcie, fuzie a stereopsie pomocou synoptofora, vysSetrenie stereopsie
pomocou Titmusovho a Langovho testu a meranie rezidualnej horizontdlnej devidcie na
synoptofore.

Primarnym ciefom Studie bol stupen binokularnych funkcii hodnoteny na 6-bodovej skale:
0 = ziadne binokularne funkcie,

1 = simultdnna makularna percepcia,

2 =fuzia 1. stupna,

3 =fuzia 2. stupna,

4 = fuzia 3. stupna,

5 = stereopsia.

Sekundarnym ciefom bola velkost rezidudlnej horizontalnej deviacie po operacii.

Analyzované boli aj ved|ajsSie faktory ako vek pri prvej operacii, pohlavie, pred¢asné narodenie
a pocet operacii.

Statistickd analyza

Na Statisticki analyzu boli pouzité Kruskal-Wallisov test na porovnanie rozdielov medzi
skupinami, Mann—-Whitneyho U test s Bonferroniho korekciou na parové porovnania,
Spearmanova korelacia na hodnotenie vztahu medzi po¢tom operacii a vyslednym stupfiom
binokularnych funkcii, Ordinal logistic regression na multivariacnd analyzu faktorov
ovplyviujucich vysledok. Hodnota p < 0,05 bola povaZzovana za Statisticky vyznamnu.

Vysledky

Do retrospektivnej analyzy bolo zaradenych 86 pacientov s kongenitdlnou ezotropiou, ktori
podstupili chirurgickd liecbu v obdobi od 1. janudra 2010 do 31. decembra 2021. Pacienti boli
rozdeleni do Styroch vekovych skupin podla veku pri prvej operacii: do 12 mesiacov (n =9),
12—-18 mesiacov (n = 30), 19-24 mesiacov (n = 28) a nad 24 mesiacov (n = 19).

Binokuldrne funkcie

Priemerny stupen binokularnych funkcii bol najvyssi v skupine operovanej vo veku 12-18
mesiacov (priemer: 3.07), ¢o koreSpondovalo prevazne s pokrocilymi binokuldrnymi funkciami

evvs

operovanych po 24. mesiaci (priemer: 1.67).
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Kruskal-Wallisov test preukazal Statisticky vyznamny rozdiel medzi skupinami (H =13.235,
p = 0.0042). Parové porovnania pomocou Mann-Whitneyho U testu s Bonferroniho korekciou
ukazali vyznamne lepsi funkény vysledok v skupine 12—18 mesiacov v porovnani so skupinou
19-24 mesiacov (p = 0.0019), a v porovnani so skupinou nad 24 mesiacov (p = 0.0017).
Rozdiely medzi skupinou do 12 mesiacov a ostatnymi skupinami neboli statisticky vyznamné
(p > 0.05), ¢o mozno pripisat nizSiemu poctu pacientov v skupine a najma vyssiemu podielu
pacientov s tzv. cross-eye formou kongenitdlnej ezotropie (6 z 9 pacientov), kde literatira
odporuca intervenciu uz okolo 6. mesiaca veku [2,5,9,10]. U tychto pacientov sa vek operacie
pohyboval medzi 7-13 mesiacmi. Vysledky v tejto skupine tak z tychto dévodov zaostali za
oCakavaniami vzhladom na doterajsie zistenia.

Obnova stereopsie

Za osobitnl pozornost stoji vyskyt stereopsie (stupeni 5), ktory bol dosiahnuty iba u 7
pacientov (8.1 % z celkového suboru). Z tychto pacientov az 5 (71.4 %) patrilo do skupiny
operovanej vo veku 12—18 mesiacov, ¢o predstavuje 16.7 % vSetkych pacientov v tejto vekovej
skupine:

V skupine do 12 mesiacov dosiahli stereopsiu 1 pacient (11.1 %), 12—-18 mesiacov 5 pacientov
(16.7 %), v skupine 19-24 mesiacov 1 pacient (3.6 %), v skupine nad 24 mesiacov nebol
zaznamenany Ziadny pripad stereopsie (0%).

Rezidudlna horizontdlna devidcia

evve

veku 12—-18 mesiacov 1 rok po 1. operacii (priemer: 5.38°, SD 2.97° Cl = 4.27-6.49°), ako aj pri
findlnom vysSetreni (> 3 roky od poslednej operacie; priemer: 3.89°, SD = 2.21°, 95% Cl = 3.06—
4.72°).

1 rok po 1. operacii:

< 12 mesiacov: priemer 7.22° (SD = 3.41°, n =9, 95% Cl = 4.60-9.84°)

12-18 mesiacov: priemer 5.38° (SD = 2.97°, n = 30, 95% Cl = 4.27-6.49°),

19-24 mesiacov: priemer 7.71° (SD = 3.86°, n = 28, 95% Cl = 6.21-9.21°),

nad 24 mesiacov: priemer 8.15° (SD =4.09°, n =19, 95% Cl = 6.18-10.12°).

3 a viac rokov po poslednej operacii:

< 12 mesiacov: priemer 5.56° (SD = 2.68°, n =9, 95% Cl = 3.50-7.62°),

12—-18 mesiacov: priemer 3.89° (SD = 2.21°, n = 30, 95% Cl = 3.06-4.72°),

19-24 mesiacov: priemer 6.14° (SD = 2.97°, n = 28, 95% Cl = 4.99-7.29°),

nad 24 mesiacov: priemer 7.12° (SD = 3.05°, n = 19, 95% Cl = 5.65-8.59°).

Kruskal-Wallisov test (3+ roky po poslednej operdcii) ukazal Statisticky vyznamny rozdiel
medzi skupinami (H =11.04, p = 0.0115).

Parové porovnania (Mann—Whitneyho U testy s Bonferroniho korekciou) preukdzali: skupina
operovana vo veku 12-18 mesiacov mala vyznamne nizSiu rezidudlnu deviaciu oproti skupine
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19-24 mesiacov (p = 0.034), a oproti skupine nad 24 mesiacov (p = 0.008), vyznamny rozdiel
aj oproti skupine do 12 mesiacov (p = 0.048).

Zhrnutie

evve

mesiacmi.Vysledky naznacuju, Ze operacia v tomto vekovom obdobi je spojena s najvyssou
pravdepodobnostou paralelného postavenia bulbov a stabilnym funkénym vysledkom.

Vplyv dalsich faktorov
Pohlavie nemalo Sstatisticky vyznamny vplyv na vysledny stupen binokularnych funkcii
(p = 0.96) ani na rezidualnu horizontalnu deviaciu (p = 0.89).

Pozitivna anamnéza na predcasné narodenie nemala Statisticky vyznamny vplyv na
binokularne funkcie (p = 0.14) ani na rezidudlnu deviaciu (p = 0.21).

Pocet operdcii:
Spearmanova koreldcia odhalila slabu, ale Statisticky vyznamnu negativnu zdavislost medzi
poctom operacii a vyslednym stupriom binokularnych funkcii (p =—0.237, p = 0.029).

Pocet operacii bol pozitivne korelovany s vy$sou vyslednou rezidudlnou devidciou (p = 0.264,
p =0.018).

Multivariacna analyza (Ordinal logistic regression)

Ordinal logistic regresna analyza potvrdila: Operacia vo veku 19-24 mesiacov (B =-1.34,
p =0.007) a nad 24 mesiacov (B =-1.36, p = 0.011) bola vyznamne spojena s horsim funkénym
vysledkom oproti referencnej skupine 12-18 mesiacov. Pocet operacii bol nezdvislym
negativnym prediktorom funkéného vysledku (B =—-0.65, p = 0.012). Pohlavie a prematurita
nemali Statisticky vyznamny vplyv.

Diskusia

Vysledky nasej Studie potvrdzuju, Ze chirurgicka liecba kongenitalnej ezotropie realizovana
medzi 12. a 18. mesiacom Zivota vedie k najlepsim funkénym aj anatomickym vysledkom.
rezidudlnu deviaciu, pricom rozdiely boli Statisticky vyznamné v porovnani so skupinami
operovanymi po 18. mesiaci Zivota.

Tieto vysledky podporuju koncept kritického obdobia vyvoja binokularneho videnia, pocas
ktorého ma v€asna chirurgicka intervencia zasadny vyznam pre senzoricky vyvoj [4,5].
Dostupna literatura poukazuje na benefit skorého chirurgického riesenia, avsak optimalny cas
operacie nie je jednoznacne definovany. Cochrane systematicka revizia poukazuje na
nedostatok kvalitnych dékazov, zatial ¢o prehladové prace a metaanalyzy podporuju skorsi
chirurgicky pristup [7,8,5].

Nase vysledky su v sulade s viacerymi klinickymi Studiami, ktoré preukazali lepSie motorické aj
senzorické vysledky u pacientov operovanych v skorSom veku [3,6,11].
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HorsSie vysledky v skupine pacientov operovanych pred 12. mesiacom je potrebné
interpretovat opatrne vzhfadom na maly pocet pacientov a vyssi podiel pripadov s cross-
fixaciou, ktoré predstavuju Specificki podskupinu s odliSnou progndézou [14,15].

Nasa Studia zaroven potvrdila, Ze vysSi pocCet operacii je spojeny s horSimi funkénymi aj
anatomickymi vysledkami, ¢o bolo popisané aj v predchadzajucich pracach [9,10].

Z klinického hladiska naSe vysledky podporuju preferenciu operacie v intervale 12-18
mesiacov, pokial to stav pacienta a organizacné moznosti umoznuju.

Limitaciou Studie je jej retrospektivny dizajn a monocentricky charakter. Napriek tomu
poskytuje konzistentné klinické data podporujuce optimalizaciu nacasovania chirurgickej
liecby.

Do buducnosti su potrebné prospektivne multicentrické Studie na presnejsie urcenie
optimalneho casu chirurgickej intervencie.

Referencie

1. von Noorden GK, Campos EC. Binocular Vision and Ocular Motility. 6th ed. St. Louis: Mosby;
2002.

2. Mohney BG. Common forms of childhood strabismus in an incidence cohort. Am J Ophthalmol.
2007;144(3):465-467.

3. Ing MR. Outcome study of surgical alignment before and after 24 months of age in congenital
esotropia. Ophthalmology. 1995;102(12):2044-2049.

4. Birch EE. Amblyopia and binocular vision. Prog Retin Eye Res. 2013;33:67-84.

5. Simonsz HJ, et al. Early surgery for congenital esotropia improves stereopsis outcomes: a meta-
analysis. Strabismus. 2011;19(4):158-163.

6. Castro PD, et al. Congenital esotropia: epidemiology and clinical features. MEDICC Rev.
2011;13(1):18-22.

7. Mehner L, Ng SM, Singh J. Interventions for infantile esotropia. Cochrane Database Syst Rev.
2023;(1):CD004917.

8. Bhate M, et al. Surgical timing in essential infantile esotropia: a review. Indian J Ophthalmol.
2022;70(7):2563-2568.

9. Greenberg AE, Mohney BG. Predictive factors for favorable sensory outcomes following early
surgery for congenital esotropia. ] AAPOS. 2006;10(1):20-23.

10. Birch EE, Stager DR. Long-term stability of alignment and sensory outcomes after early surgery
for infantile esotropia. J AAPOS. 2006;10(5):409-413.

11. Lambert SR, Plager DA, Lynn MJ. Long-term results of early surgery for congenital esotropia.
Ophthalmology. 1999;106(11):2096—2101.

12. Kekunnaya R, Mendonca T, Sachdeva V. Timing of surgery in infantile esotropia: a meta-analysis
of long-term motor and sensory outcomes. J AAPOS. 2015;19(2):123-127.

13. Fawcett SL, Birch EE. Motion VEPs, stereopsis, and bifoveal fusion in children with strabismus.
Invest Ophthalmol Vis Sci. 2000;41(2):411-416.

14. Ing MR. Outcome study of very early surgery for congenital esotropia. J Pediatr Ophthalmol
Strabismus. 1995;32(3):145-148.

15. Wright KW. Essential infantile esotropia: surgical strategies. Ophthalmol Clin North Am.
2001;14(3):389-395.

134



N

O 00 N O Ul b W

10
11

12
13
14

15
16
17
18
19
20

21

22
23

24

25
26
27
28
29
30
31
32

33
34

35
36
37
38
39
40
41

Dana Dudova, Petra Vrbova, Eva Lazarovd, Dominik Hanzalik, Martin Hutera, Tomas Koller: Klinicky prinos a
diagnosticka presnost shear-wave elastografie v porovnani s tranzientnou elastografiou (Stidia ASTEL). Zbornik
Studentskych vedeckych prac 2026. Univerzita Komenského v Bratislave, 2026.

21. Klinicky prinos adiagnostickda presnost shear-wave elastografie
v porovnani s tranzientnou elastografiou (studia ASTEL)

MUDr. Dana Dudova
(vnutorné choroby)

Spoluautori: P. Vrbova, E. Lazarova, D. Hanzalik, M. Hutera
Skolitel: Doc. MUDr. Toméas Koller PhD.

V. interna klinika Lekarska fakulta Univerzity Komenského a Univerzitnd nemocnica
v Bratislave

Uvod:

Elastografia peCene patri v hepatologickej praxi medzi zakladné diagnostické nastroje. Svetovo
najrozsirenejSim a najviac preskimanym nastrojom je tranzientna elastografia (Fibroscan),
avSak tento systém je na Slovensku nerovnomerne dostupny. Shear-wave elastografia je
dostupnejSou metddou, pretoze je zabudovana v Standardnych ultrazvukovych systémoch.
Problémom shear-wave elastografie vSak zostdva interpretacia jej vysledkov, kedZe prahové
hodnoty pre signifikantnu fibrézu (SF) a pokrocilu fibrézu (PF) su pre kazdy systém unikatne.
Ciel:

Porovnat vysledky tranzientnej elastografie (TE) a point shear-wave elastografie (pSWE) v
kohorte pacientov vySetrenych si¢asne oboma systémami a zistit klinicky prinos pSWE v praxi.
Metddy:

Pocas 15 mesiacov sme vysetrili vSetkych indikovanych pacientov pomocou TE aj pSWE
(Hitachi Arietta V70). Zaznamenali sme hodnoty tuhosti pecene v kPa a zakladné demografické
a laboratdérne parametre. TE sme pouZili ako zlaty Standard, s prahom >10 kPa pre SF a >15
kPa pre PF. (1) Vyhodnotili sme presnost pSWE v predikcii detekcie SF a PF. Pouzili sme tri
modely: prvy obsahoval len hodnoty pSWE a dva logit modely pouzitim SWE spolu s beznymi
demografickymi a laboratérnymi parametrami. Identifikovali sme plochu pod krivkou (AUROC)
a prahové hodnoty pre kazdy model a vyhodnotili sme pravdepodobnost SF a PF podla tychto
hodnot.

Vysledky:

Vysetrili sme 500 pacientov s medianom veku 60 (IQR 48—69), muzi/Zzeny 214/286, s podielom
SF 30,8 % a PF 18,4 %. Hodnoty tuhosti podla TE a SWE vykazovali vysoko signifikantnu
korelaciu (rho =0,593; p < 0,001). Zistili sme presnost samotnej pSWE v predikcii SF (AUROC =
0,812) a PF (AUROC = 0,839) s prahovymi hodnotami SF > 6,34 a PF > 8,45. Pre hodnoty pSWE
< 6,34; 6,34-8,45 a > 8,45 kPa bola pravdepodobnost SF 11,1, 40,9 a 65,4 % a PF 5,0, 14,77 a
48,9 %. (obrazok 1, 2) Vytvorili sme model ASTEL1 (N = 369) pre pravdepodobnost (P, rozpatie
0 az 1), ktory obsahoval pSWE, GGT, trombocyty (AUROC SF = 0,856; AUROC PF = 0,908),
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1  a ASTEL2 (N = 467) pouzitim pSWE, veku, pohlavia, AST/ALT, GGT (AUROC SF = 0,857; AUROC
2  PF=0,901). (obrazok 3, 4, 5) Stanovili sme prahové hodnoty P < 0,33 na vylu¢enie SFa P > 0,66
3 napotvrdenie PF. Pri hodnotadch P < 0,33, P =0,33-0,66 a P > 0,66 bola SF pritomnd v 15,6, 62
4  a94,2 % (ASTEL1) a 13,92, 50,7 a 86,8 % (ASTEL2). Pri hodnotach P < 0,33, P= 0,33-0,66 a P >
5 0,66 bola PF pritomna v 5,6, 30 a 79,7 % (ASTEL1) av 4,4, 28 a 73,68 % (ASTEL2). (obrazok 6,
6 7)
7
8 Tab.1. Sumdrna statistika
N=500 men | women p*
Median / %
Age 59,93 55,38 0,0008
Transient elastogfraphy 11,06 14,57 0,0102
TE > 10 kPa 27 % 36% 0,0485
TE > 15 kPa 16 % 22 0% 0,0756
Shear-wave elastography (kPa) 7,37 7,28 0,6371
SWE IQR/median (%) 17,04 17,87 0,2760
AST (N=457) 0,61 0,84 <0,0001
ALT 0,71 1,03 <0,0001
GGT 1,54 2,60 0,0001
ALP 1,76 1,67 <0,0001
LEU 6,50 7,98 0,0137
Platelets (N=360) 225,25 203,69 0,0150
9
1,00 |-
0,95:—
A e
ELD 080
N 075
o onf
w =
v o T
8 0,55 l
c o0sof
T+ oas
2 oo
r 0,35 |- I
Q o3[
3o
0,20 |-
0,15
010 88,9% 59 % 33,8%
0,05 |-
0,00 i | |
SWE  <6,34 6,34-8,45  >8,45 kPa
10

11 Obrdzok 1. SWE rule out TE > 10 kPa (Pri SWE < 6,34 kPa 88,9% rule-out TE>10 kPa)
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Obrazok 2. SWE rule out TE > 15 kPa (Pri SWE <6,45 kPa 95% rule-out TE>15 kPa)

= Kalkulacka hepatologa

FLI= 31 FIB4= 1.56
Vigka, cm 181 Vek BS
Hmotnost, kg B0 AST 0.6
Obvod pasa, cm 85 ALT [ukat)1) 0.6
GGT [ukat/l) 0.9 Trombooyty 250
TAG [mmal/1) 0.9
BEMI= 24 ad elastografia

mods ASTELL= 28 % mosel ASTEL2= 36 %
Shear-wave E* (kPa) 6.3 *aloka Arietta V70

Vek 75 AST [ukat/1) 376

Muz [1)Zena [0) o ALT [ukat/1) 4.4

GET [ukatfl)| 5.14

Trombocyty 192

Interpretdcio nizke riziko fibrozy
Pravdepodobnost TE=10 kPa TE=15kPa

ASTEL <33% 12-15% 5%

ASTEL 33-66% B2% 30%

ASTEL>66% 4% 75%

Predikcia TE>10kPa Predikcia TE>15kPa
ASTELY ipecificita §9.7 ASTELZ Specificita 75.0
>32.9% senativite 71.9 >31.3% senzitivita 57.9
PPV E0.2 PPV 50.3
NPV 547 NPV 564
Dg. presnost 83.2 Dg. presnost 30.7
Visledky Studie ASTEL, Keller Tet al.
E2025

Obrazok 3 Kalkulacka hepatoléga
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Zaver

SWE samotna ma v diagnostike SF a PF vybornu negativnu prediktivhu hodnotu (<6,34 kPa,
88,9-95 %). Vyssiu presnost pozitivnej predikcie SF (86,8-94,2 %) a PF (73,7-79,7 %)
dosiahneme pouzitim jedného z dvoch modelov pravdepodobnosti, ktoré kombinuju hodnoty
SWE s beznymi demografickymi a laboratérnymi parametrami.

Referencie

de Franchis, RobertoAbraldes, Juan G. et al.:Baveno VIl — Renewing consensus in portal
hypertension, Journal of Hepatology, Volume 76, Issue 4, 959 — 974
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22. Pars plana vitrektomia s peelingom vnutornej limitujicej membrany so
vzduchovou tamponadou v liecbe idiopatickych makularnych dier

MUDr. Peter Kadlic
(oftalmologia)

Spoluautori: Dmytro Bondarchuk?, Vladimir Krasnik?
Skolitel: doc. MUDr. Vladimir Krasnik, PhD.2
IKlinika oftalmoldgie LFUK a UNB

Uvod

Diera makuly (FTMH — z angl. Full-thickness macular hole) predstavuje okruhly defekt sietnice
siahajuci od vnutornej limitujicej membrany po retindlny pigmentovy epitel. Byva
lokalizovana centréalne v oblasti Zltej Skvrny a vznika najcastejsie v dosledku vitreomakularnej
trakcie. Prvykrat bola pozorovana a popisana profesorom Hermannom Knappom v roku 1869.
Prvd uspesnd chirurgicka lie¢ba cestou pars plana vitrektémie (PPV) bola realizovana doktormi
Kelly a Wendel v roku 1991 s Uspesnostou anatomického uzavretia v 58%. [1] Prevalencia
ochorenia sa pohybuje priblizne medzi 0,2—3,3 pripadov na 1000 obyvatelov. Medzi rizikové
faktory mozno zaradit vek nad 65 rokov a Zenské pohlavie (2,2:1). [2]

Patomechanicky je zaznamenany vplyv tangencialnych a anteroposteriérnych trakénych sil na
vitreoretinalnom rozhrani, pricom vyznamnu ulohu zohrava stav zadnej sklovcovej membrany.
(3]

Diagnostika sa opiera o oftalmoskopiu a opticki koherentnu tomografiu, ktora umoziuje
posudenie anatomickych pomerov, presné meranie parametrov diery, hodnotenie
Strukturdlnych zmien. V sucasnosti sa na hodnotenie dier makuly pouziva klasifikacia, ktoru
prezentovala The International Vitreomacular Traction Study Group, pripadne klasifikacia
predlozena v Studii CLOSE, ktora zohladnuje aj na chirurgické vysledky na zaklade velkosti dier
a chirurgickych postupov. [4,5]

Cielom liecby je uvolnenie trakénych sil a dosiahnutie anatomického uzaveru diery pomocou
metddy PPV s peelingom vnutornej limitujicej membrany (MLI) a pouZitim intraokularnej
tamponady. V minulosti boli prezentované rbzne inovativne chirurgické postupy, ktoré
v niektorych skupindch pacientov zvysili anatomickd Uspesnost uzdveru FTMH aZ na 98%. [6]
Priaznivy anatomicky vysledok operacie je predpokladom priaznivého funkéného vysledku,
kedy v pooperaénom obdobi dochddza k zlepSeniu najlepsie korigovanej centralnej zrakovej
ostrosti (NKCZO) zmenseniu aZ vymiznutiu centralneho skotému. [7]

Material a metddy

Praca predstavuje prospektivne sledovanie suboru pacientov s idiopatickou makularnou
dierou. Do suboru bolo zaradenych 9 pacientov (2 muzi, 7 Zien). Operacny postup zahrial 25-

140



O oOoN OV D WN R

N N
W N RO

N N NNNNRPR PR PR PR
U b WNEFP,P OO0 N O 1 &

26
27

Peter Kadlic, Dmytro Bondarchuk, Vladimir Krasnik: Pars plana vitrektémia s peelingom vnutornej limitujlcej
membrany so vzduchovou tamponadou v liecbe idiopatickych makularnych dier. Zbornik Studentskych
vedeckych prac 2026. Univerzita Komenského v Bratislave, 2026.

gauge PPV, peeling vnutornej limitujucej membrany a aplikdciu vzduchovej tamponady
s pooperacnym polohovanim. V pripade neuzavretia diery bola indikovana reoperacia cestou
PPV s masazou okrajov diery a pouZitim plynovej tamponddy expanznym plynom C3F8
v koncentracii 16%.

Primarnym cielom bolo zhodnotit UspeSnost uzdveru FTMH po PPV s peelingom MLI a
vzduchovou tampondadou bez ohladu na velkost diery.

Hodnotené boli anatomické vysledky (uzaver diery) a funkéné vysledky vyjadrené NKCZO 6
mesiacov po operdacii. Su¢astou analyzy boli aj morfologické indexy makularnej diery. Index
makularnej diery (z angl. Macular hole index - MHI) oznacuje pomer vysky diery makuly k
priemeru bazy. Hodnota MHI vacsia ako 0,5 ma lepsSiu prognozu. [8] Index trakénej diery (z
angl. Tractional hole index — THI) udava pomer maximalnej vysky diery makuly k minimalnemu
priemeru. Poukazuje na vertikalnu trakciu alebo hydrataciu sietnice. Index THI vac¢si ako 1,41
naznacuje lepsiu prognodzu uzaveru. [9]

Vzhladom na maly pocet pacientov nebolo realizované rozsiahlejsie Statistické spracovanie a
vysledky boli hodnotené deskriptivne.

Vysledky

Uspe$nost anatomického uzdveru vcelom sledovanom stbore bola 77,78%. U dvoch
pacientov bol pozorovany anatomicky neuspech po primarnej operacii. Tito pacienti sa
rozmerom minimalneho vnutorného diametra radili medzi najvacsie FTMH v sledovanom
subore. Nalezy oboch pacientov boli rieSené sekundarnou operaciou, ktora u oboch pacientov
priniesla Zelany anatomicky uzdaver diery makuly. Tito pacienti mali zaroven nepriaznivé
prognostické faktory podla hodnotenych indexov. (Tabulka ¢.1)

Tab.1: Anatomické parametre sietnice a jej zmeny po operdcii

Base Min. inner

Pacient diameter diameter LS MHI THI MHI POy po 1.0P
(um) 1.0P
(nm) (nm)

1 1304 400 608 0,47 1,52 - -

2 786 519 353 0,45 0,68 - -

3 578 193 390 0,67 2,02 - -

4 578 281 338 0,58 1,20 - -

5 1156 489 422 0,37 0,86 - -

6 851 448 520 0,61 1,16 - -

7 963 311 419 0,44 1,35 - -

8 1527 564 474 0,31 0,84 0,30 1,11
9 1333 607 468 0,35 0,77 0,48 2,10
Priemery 1008,44 423,56 443,56 0,47 1,16 0,39 1,60

MHI — macular hole index, THI — tractional hole index, OP — operacia
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Pacienti, zo sledovaného suboru, ktorych minimalny vnutorny diameter diery makuly mal
velkost <550 um dosiahli 100% Uspesnost uzaveru FTMH primarnou operaciou.

Funkéné vysledky boli sledované NKCZO na Snellenovych optotypoch. ZlepSenie NKCZO bolo
zaznamenané u vsetkych 9 pacientov (100 %). ZlepSenie o 5-10 pismen bolo pritomné u 3 oci
(33 %) a zlepsSenie o viac ako 10 pismen u 6 oci (67 %). (Graf ¢.1)

1.0

0.8 1

logMAR

1 2 3 4 5
Pacienti

Graf.1: Funkcné zmeny NKCZO u pacientov pred a po operdcii

LogMAR = logaritmicka skala zrakovej ostrosti (0.0 = 100% zrakovd ostrost; 0.3 = hranica Citacej
zrakovej ostrosti, 1.0 = hranica praktickej slepoty)

Diskusia

Vysledky tejto prace su v sulade s publikovanymi Stidiami, ktoré poukazuju na porovnatelnu
uéinnost vzduchovej tamponady s dlhodobo pésobiacimi plynmi pri dierach makuly mensich
ako 400 um. [10] Velkost diery sa ukazuje ako klti¢ovy prognosticky faktor dspesnosti liecby.
Kombinaciou operacnej techniky PPV s premostenim makularnej diery ILM a pooperacnym
polohovanim mozno dosiahnut lepsiu Uspesnost anatomického uzaveru u skupin pacientov
s velkostou diery nad 400 um. [5]

K anatomickému uzaveru FTMH dochddza vo vacsine pripadov (58.3-92%) uz v 1. deri po PPV
s peelingom ILM a pooperacnym polohovanim. Na zdklade vysledkov sa nepredpoklada
vyraznejsi prinos dlhSieho pooperaéného polohovania ako 2-3 dni v zavislosti od skupin
autorov. [10,11] Ztohto dovodu je otazny benefit dlhsSie trvajucich expanznych plynov,
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nakolko prispievaju k rozvoju katarakty, zvyseného ocného tlaku v pooperacnom obdobi
a v neposlednom rade su zdrojom funkéného diskomfortu pacienta a neskorsej zrakovej
rehabilitacie. [10]

Obmedzenim studie je maly pocet pacientov, ktory neumoznuje Statistické zavery. Napriek
tomu mozno konstatovat, Ze PPV s peelingom MLI, vzduchovou tamponadou a pooperaénym
polohovanim pacienta je efektivna chirurgicka technika, ktord ma svoje zastUpenie najma pri
dierach makuly do 400 pum.

Na zaklade vysledkov prace mozno odporudit individudlny pristup k volbe tamponady a
chirurgickej techniky v zavislosti od velkosti diery a pritomnosti prognostickych faktorov.
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Uvod

Chronické ochorenie obliciek (CKD) predstavuje zavazny celosvetovy zdravotny problém so
stUpajucou prevalenciou. Jednym z najdélezitejSich désledkov CKD je porucha mineralového
a kostného metabolizmu, zndma ako CKD-MBD (angl. ,,chronic kidney disease—mineral and
bone disorder” - CKD-MBD). Tento stav sa manifestuje pritomnostou jedného alebo
kombinacia nasledujicich: abnormality metabolizmu vapnika, fosforu, vitaminu D alebo
paratyroidného horménu (PTH), poruchy kostného obratu, mineralizacie, objemu, pevnosti,
vaskularnej alebo inej kalcifikacie makkych tkaniv [1]. Patofyziologicky je sp6sobeny retenciou
fosfatu a znizenou rendlnou hydroxyldciou vitaminu D, s ndslednou maladaptivnou
dysregulaciou kacliumfosfatového metabolizmu prostednictvom zvysenej sekrécie
parathormonu a fibroblastového rastového faktora 23 [2—4]. TiezZ je pritomny priamy efekt
uremickych toxinov na kost [5,6].Hlavhymi klinickymi nasledkami su vyrazné zhorsenie
kardiovaskularneho zdravia nasledkom asociovanych vaskularnych kalcifikacii a narusena
kvalita kosti, ¢im vyznamne zvySuje riziko fraktur [2,3,7,8]. Fraktury, predovSetkym
proximalneho konca stehnovej kosti, ¢asto asociované s osteopordzou, suU vyznamnym
celosvetovym problémom u starSich ludi, s vyznamnou mortalitou, a dopadmi na celkové
zdravie, mobilitu a kvalitu Zivota [9,10]. U pacientov s CKD su vyznamne CastejSie oproti zvySku
populdcie, pricom tento rozdiel je vyraznejsi v strednom veku oproti starobnému [8,11-13], a
vzhladom na asociované komorbidity su spojené s horSou progndzou [14-16].

Diagnostika zhorsenej kvality kosti u pacientov s CKD je dlhodobo problematicka. Standardna
a najCastejSie pouzZivand metdda na meranie hustoty kosti je denzitometria (dudlna
energetickd rontgenova absorpciometria — DXA), ktord v sucasnosti predstavuje zadklad pre
diagnostiku osteopordzy ako aj monitorovanie lieCby [17]. Existuju vSak neistota ohladom jej
spolahlivosti u pacientov s CKD z viacerych dévodov: napriklad nerozliSuje medzi kortikalnou
a trabekularnou kostou, poskytuje iba informacie o mnozstve (hustote), nie o kvalite kosti,
zmendch mikroarchitektury a mechanickych vlastnostiach kostného tkaniva. Tieto zmeny su
obzvlast vyznamné pri sekundarnych typoch osteopordzy, kam patri aj CKD-MBD [18,19]. Jej
vysledky moézu byt ovplyvnené aj artefaktmi — existuju naznaky, Ze prekrytie cievnych
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kalcifikacii a kosti moze viest k nadhodnoteniu nameranej hustoty kosti v oblasti lumbalnej
chrbtice [20], a preto sa u tychto pacientov navrhuje vyuZivanie laterdlnej lumbdlnej DXA
namiesto klasickej anteroposteriornej [21]. Napriek tymto obmedzeniam zatial denzitometria
a zostava zlatym Standardom aj pri pacientoch CKD najpouzivanejSim nastrojom na
hodnotenie zdravia kosti [2,22,23].

Trabekularne kostné skore (TBS) je metrika zaloZzena na analyze textury, ktora zachytava
priemernu mieru variacii odtienov sivej na denzitometrickych snimkach driekovej chrbtice.
Jeho nizka hodnota poukazuje na zhorSenu kvalitu kosti a mikrostruktiru, ¢o méze byt
uzito€né najma pri sekundarnych typoch osteopordézy vratane CKD-MBD. Vysledky tykajuce sa
predikcie zlomenin u pacientov s CKD su nejednoznacné — podla viacerych studii je u nich TBS
nezavislym prediktorom zlomenin, zatial ¢o podla inych prinasa len nevyznamné zlepsenie
predikcie pri pridani k algoritmu FRAX [24-27]. Podla nedavnej metaanalyzy u pacientov s
CKD, ktori nepodstupuju dialyzu, pokles TBS predikoval vyskyt zlomenin v univariacnej
analyze, avSak pri zlu€eni udajov z multivarianych analyz zohfadnujucich FRAX s meraniami
hustoty kosti sa zachoval len hrani¢ne vyznamny trend (Co moéZe byt aj dosledkom
heterogenity medzi Stddiami). Dokazy u dialyzovanych pacientov ako aj u pacientov po
transplantacii oblicky su nejednoznacné, najma pre nedostatok dostupnych udajov [28].

Novsou a v sucasnosti malo zndmou metddou na detekciu zhorsenej kvality kosti je meranie
denzity stavca L1 pomocou tzv. oportunistickych CT vySetreni —teda CT vysetreni indikovanych
z inych dovodov. Ukazalo sa, Ze meranie hustoty z takychto CT vysSetreni nevykazuje vyznamné
rozdiely v porovnani s meraniami z CT vySetreni ur¢enych na tento ucel [29]. Vyhodou tohto
postupu je moznost detekcie vysokého rizika zlomenin a zhorSeného zdravia kosti aj u
pacientov, u ktorych nebolo vobec podozrenie na ochorenie kosti, a to bez dodatocnej
radiacnej a celkovej logistickej zataze. Oportinne CT vySetrenia dokdzu identifikovat
pacientov s krehkostou kosti a vy$sim rizikom zlomenin [30] . Existuje niekolko metodik na
hodnotenie kvality kosti (hodnotenie plosnej/objemovej hustoty kosti, Utlm obrazu, metéda
konecénych prvkov) s r6znou predikénou silou pre buduce zlomeniny [31]. V ¢ase pisania tejto
prace sa v databdaze MEDLINE nenasli Ziadne publikacie tykajuce sa oportunistickej CT a
zlomenin u pacientov s CKD, ¢o naznacuje potencidl pre buduci vyskum.

Metddy

Realizovali sme prierezovu studiu vSetkych pacientov, ktori absolvovali CT vySetrenie so
zobrazenim celého tela stavca L1, a tieZ denzitometrické vysSetrenie a vySetrenie odhadovanej
glomerularne;j filtracie - eGFR (angl. “estimated glomerular filtration rate”) podla vzorca CKD-
EPI v intervale do 6 mesiacov od CT vySetrenia v priebehu 5 rokov v Univerzitnej Nemocnici
RuZinov. Hodnotili sa vztahy medzi eGFR a kostnymi parametrami: CT denzita stavca L1
vyjadrena v HU, BMD v oblasti lumbalnej chrbtice, kréku stehennej kosti a celého femuru,
trabekularne kostné skére (angl. ,,trabecular bone score” - TBS) a parametre 3D DXA, kde boli
hodnotené trabekuldrna a kortikalna volumetricka BMD, povrchova BMD a hruabka kortikalnej
kosti. Pacienti boli analyzovani podla stadii CKD (podla KDIGO) a zéaroven boli podla
prislusnosti do kvartilov podla eGFR. V ramci Statistickych metédd sme pouzZili Mann—
Whitneyho U test s Holmovou korekciou (neprispésobené porovnanie) a multivariabilnu
linedrnu regresiu (bez aj s Upravou vzhladom na o vek a BMI).
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Vysledky

Z celkového poctu abdominalnych a hrudnikovych CT vysSetreni (n = 29 473), z ktorych 280
pacientov absolvovalo aj DXA vysetrenie, bolo analyzovanych 134 pacientov, ktori mali
dostupné vsetky DXA parametre pre femur aj lumbdlnu chrbticu, hodnotu eGFR a plne
zobrazitelné telo stavca L1 na CT. Z nich bolo 98 Zien (73,1 %) a 36 muzZov (26,9 %) s medianom
veku 66 rokov. Spomedzi vsetkych kostnych parametrov vykazovala denzita L1 podla CT
signifikantny rozdiel medzi Q1 (priemer 145,6 HU) a Q4 (median 92,2 HU, p = 0,004).
Pozorované boli asociacie medzi eGFR a nasledujicimi parametrami: CT denzita L1 (Spearman
p = 0,308, p = 0,0009), BMI (Spearman p = -0,26, p = 0,0048), vek (Spearman p =-0,509, p <
0,0001). Po uprave vzhladom na vek a BMI nebol zisteny rozdiel v diskriminacnej schopnosti
CT denzity L1 medzi Stadiami CKD ani kvartilmi.

Denzita L1 podla CT v kvartiloch GF

kk

200 - y ’

175

150

125 N

100

Denzita L1 podla CT (HU)
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50

I I
Najvyssia GF (Q1) Najnizsia GF (Q4)

Obrdzok 1. Vztah medzi denzitou tela stavca L1 podla CT a umiestnenim do kvartilov podla eGFR
(bez dpravy vzhladom na BMI a vek). Boxplot zobrazuje medidn a interkvartilové rozpdtie. **
znaci stupen statistickej vyznamnosti (0,001<p>0,01).

Diskusia

Vysledky tejto studie naznacuju, Ze denzita stavca L1 merand pomocou oprotunistického CT
odraza zmeny kostnej kvality napriec kvartilmi lepSie nez tradicné DXA parametre.

Tieto vysledky podciarkuju vyznamny potencial vo vyuZivani oportunistického CT vSeobecne,
a tiez Specificky v populacii pacientov s CKD. Kostna denzita merana podla CT vykazovala
lepSiu diskriminaénd funkciu medzi prvym a poslednym kvartiiom CKD v porovani
s tradi¢nejsSimi denzitometrickymi parametrami, ktoré su v suéasnosti povazované za zlaty
Standard, hoci po Statistickej uprave vzhladom na veku a BMI nebol pritomny signifikantny
rozdiel. Hlavnou limitdciou Studie je predovSetkym obmedzeny subor pacientov, ¢o vedie
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k nizkej reprezentacii jednotlivych subpopulacii CKD podla $tadii KDIGO. Oportunistické CT
predstavuje bohaty a zatial nedostatocne vyuZivany zdroj diagnostickych udajov a vyZaduje
dalsi vyskum.
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Introduction

The pineal gland is a small neuroendocrine organ located in the posterior part of the third
ventricle [1,2]. It consists primarily of pinealocytes (95%), which are responsible for melatonin
(MLT, N-acetyl-5-methoxytryptamine) production, along with scattered glial cells, including
astrocytic and phagocytic subtypes [3,4]. It is also well documented that calcified
hydroxyapatite concretions characterize the human pineal gland. They are called pineal
calcifications, pineal sands, or Acervuli cerebri, and increase in size and number with age.

Recent findings have indicated the potential role of the pineal gland in cardiovascular
mortality, as evidenced by the synthesis and secretion of melatonin (MLT) in many vertebrate
species [5]. MLT is a neuroendocrine hormone essential for maintaining phase relationships
among central and peripheral oscillators, thereby regulating circadian rhythms and the sleep—
wake cycle in humans [1]. In addition, MLT is implicated in cardiovascular protection through
its antioxidant and anti-inflammatory properties [6]. Patients with cardiovascular disease
(CVD) frequently show disruptions of the sleep-wake cycle and reduced MLT levels [7]. Beyond
its antioxidant, anti-inflammatory, and antiapoptotic properties, MLT also plays a crucial
physiological role in preserving endothelial cell integrity, thereby contributing to the
prevention of atherosclerosis, the primary cause of mortality in CVDs [8].

However, whether structural and molecular differences exist in the pineal gland in relation to
cardiovascular causes of death remains poorly understood.

Functional impairment of core clock gene family (PER1, PER2, and PER3) has been associated
with dysregulation of blood pressure, sodium metabolism, and renal function [11,12].
Conversely, upregulation of PER1 mRNA expression appears to enhance antioxidant and anti-
inflammatory mechanisms by activating rhythmic genes, such as sirtuin 1 (SIRT1) [13].

In the nervous system, PER1 also plays an important role in sleep homeostasis. Neuropeptide
Y (NPY), which is co-localized with noradrenaline in most sympathetic nerve fibers, may
indirectly influence MLT secretion in the human pineal gland [15]. NPY has been shown to
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modulate circadian responses to light and increase PER1 mRNA expression [16], further
supporting the interaction between sympathetic signalling and molecular clock regulation.
Ziegler et al. [7] reported decreases in some neuro-factors, including NPY, in humans and in
an animal model of CVD.

Reduced PER1 expression has also been linked to overexpression of matrix metalloproteinase-
9 (MMP-9) [17]. MMP-9 is a key mediator of extracellular matrix remodelling, inflammation,
and cardiovascular pathology. It cleaves denatured collagens, activates cytokines and growth
factors, modulates chemokines, and functions in the processing of cell receptors. While MMP-
9 plays physiological roles in bone remodelling, angiogenesis, and remyelination, it also
participates in inflammation, neurodegeneration, cardiovascular disease, and autoimmune
disorders.

Despite these findings, data on the human pineal gland in the context of cardiovascular
pathology remain limited. Therefore, further investigation into the expression patterns and
interactions of PER1, NPY, and MMP-9 in the pineal gland may provide new insights into the
pathogenesis of cardiovascular diseases.

The present study aims to compare the morphology and the expression of selected molecular
markers in pineal glands, right atrium, left ventricle, and aortic arch obtained from donors
who died of cardiovascular causes versus those from donors who died of non-cardiovascular
causes, to identify potential structural and molecular differences associated with
cardiovascular pathology, thereby contributing to a better understanding of the involvement
of the pineal gland in cardiovascular disease.

Methods

This study was conducted on human pineal glands, aortic arches, left ventricles, and right atria
collected from donors aged between 55 and 95 years, provided by the Faculty of Medicine of
Comenius University in Bratislava (Slovakia). It was approved by the ethical committee No
1/2026 Medical Faculty Comenius University and Old Town University Hospital in Bratislava.

Cadaveric donors were divided into two experimental groups based on the cause of death: (1)
individuals who died from cardiovascular diseases and (2) individuals who died from causes
unrelated to cardiovascular conditions.

For light microscopy, samples were formalin fixed — paraffin embedded by using routine
protocols. Pineal glands were cut in the sagittal plane into 7 um serial sections, while the walls
of the left ventricles, the aortic arch, and the right atrium were cut transversally into 5 um
serial sections.

Samples for Scanning Electron Microscopy (SEM) were cut by an extra-sharp razor blade or
placed on dry ice (solid carbon dioxide) for further freeze-fracturing aimed to expose the
internal structure in a mixture of dry ice and acetone. After fracturing or cutting, samples were
fixed in 3 % glutaraldehyde solution in phosphate buffer (pH 7.2—7.4) for 4 hours. After rinsing
in a buffer solution, a post-fixation was performed in a 1 % buffered solution of osmium
tetroxide for a duration of 2 hours. Then, samples were carefully dehydrated using a graded
ethanol series up to absolute ethyl alcohol. The displacement of alcohol and drying of the
sample without changing the surface tension were achieved by the critical point drying (CPD)
method, using Leica CPD 300 machine. After the sample was dried, it was mounted on a
conductive stub using adhesive carbon tape, and a conductive gold—palladium layer with a
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thickness of 15 nm was applied, using the Leica EM ACE 200 sputter coater. Surfaces of the
samples were then examined with a ZEISS EVO LS 15 scanning electron microscope at the
Institute of Histology and Embryology, Faculty of Medicine, Comenius University in Bratislava.

Morphological and immunohistochemical analyses were performed on paraffin-embedded
sections. For morphological evaluation, sections were stained with hematoxylin—eosin,
trichrome (aniline blue), reticular fiber impregnation according to Lillie, neurofibrils
impregnation according to Holmes, and luxol blue with nuclear red staining.

For immunohistochemistry, sections will be incubated with primary antibodies against NPY5R,
MMP9, and PER1. Double immunostaining will be performed using PGP9.5 in combination
with a neuroendocrine cell marker (chromogranin A, NSE, CD56, or synaptophysin, selected
based on optimal performance), following standard protocols.

Results

The pineal gland was observed by SEM, revealing the presence of calcifications (Figure 1A-C),
pinealocytes, and the surrounding nerve fibers (Figure 1D).

Figure 1. Scanning electron micrographs of the pineal gland at different magnifications. (A),
(B) and (C) illustrate pineal sands (Acervuli cerebri). (D) Higher magnification of a pinealocyte
and the nerve fibers surrounding it.
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Preliminary morphological analyses were performed on paraffin-embedded sections using
hematoxylin—eosin, nerve fiber impregnation (Holmes; Figure 2A), luxol blue with nuclear red
staining (Figure 2B), reticular fiber impregnation (Lillie, Figure 2C), and trichrome with aniline
blue (Figure 2D) staining. These stainings allowed the identification of the general architecture
of the pineal gland, highlighting cellular organization, connective components, reticular
framework, and nerve fiber distribution.

At this stage, the findings are descriptive and qualitative, as quantitative and
immunohistochemical analyses are still ongoing. Despite appropriate negative (Figure 3A-C)
and positive (Figure 3D-F) controls, which confirmed the reliability of the assay,
immunohistochemical analysis for chromogranin A was negative (Figure 3G-l); however,
further analyses with additional neuroendocrine cell markers will be performed to achieve a
more comprehensive evaluation.

Further results will clarify the expression patterns of the investigated markers and their
potential relationships with the observed morphological features.

Figure 2. Photomicrographs of the pineal gland stained with special staining. (A) neurofibrils
impregnation according to Holmes, (B) luxol blue with nuclear red staining, (C) reticular fiber
impregnation according to Lillie, and (D) trichrome with aniline blue staining.
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Figure 3. Photomicrographs of immunohistochemical analysis with chromogranin A. (A-C)
Human colon (negative control). (D-F) Human colon (positive control). (G-I1) Pineal gland. Red
stars indicate immunopositivity. BS, brain sand.

Discussion

The present preliminary findings provide descriptive evidence of overall pineal gland
architecture, while highlighting the need for more in-depth molecular characterization to
elucidate its potential involvement in CVD.

A key aspect emerging from previous studies is the functional link between pineal activity,
MLT secretion, and cardiovascular regulation. In this context, the disruption of pineal
signalling observed in CVD patients may contribute to disease progression through impaired
circadian regulation, oxidative stress, and endothelial dysfunction. In particular, the study by
Ziegler et al. [7] demonstrated that CVD is associated with immune-mediated denervation of
the pineal gland, leading to reduced neuropeptide signalling and altered MLT levels. This
mechanism may explain, at least in part, the sleep disturbances and circadian misalignment
frequently observed in patients with CVD.

Our investigation extends this concept by focusing not only on functional aspects but also on
potential structural and molecular alterations within the pineal gland. Although no definitive
morphological differences have yet been quantified, the integration of immunohistochemical
analyses will be crucial to determine whether alterations in markers such as PER1, NPY, and
MMP-9 reflect early or late events in cardiovascular pathology.

The circadian clock gene PER1 represents a particularly relevant molecular link between pineal
function and cardiovascular health. Its role in regulating blood pressure, renal function, and
inflammatory responses suggests that altered PER1 expression within the pineal gland could
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contribute to systemic dysregulation. Moreover, given that PER1 expression can be modulated
by neuropeptides such as NPY, changes in sympathetic innervation—as described by Ziegler
et al. [7] —may have downstream effects on molecular clock integrity.

In parallel, the evaluation of MMP-9 expression may provide insight into extracellular matrix
remodelling and inflammatory processes. Increased MMP-9 activity has been widely
associated with cardiovascular remodelling and plaque instability, and its potential
upregulation in the pineal gland could indicate an involvement of this organ in systemic
inflammatory signalling.

The present study is limited by its preliminary nature and the lack of quantitative data. Future
investigations should focus on correlating morphological findings with molecular marker
expression and functional outcomes to determine whether pineal alterations represent
causative factors, secondary effects, or adaptive responses in CVD.
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