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Abstrakt

Pouzivanie bezdrbétovych zariadeni sa v poslednom case rychlo zvysilo, najma v rozvinutych krajinach. V désledku
toho su vSetky zivé systémy do istej miery permanentne vystavené tomuto umelému elektromagnetickému
neionizujucemu Ziareniu (NIR). Tieto moderné zariadenia poskytuju pouzivatefom nespocetné vyhody, ale nevyhodou
ich nadmerného pouZivania je produkcia elektrosmogu. Tento fyzikalny znecistovatel prostredia méze byt obzvlast
nebezpelny najma pocas vyvojového obdobia jedinca. Cielom tejto Stadie bolo objasnit vplyv Wi-Fi Ziarenia na vyvoj
mezonefrézy u kuracieho embrya na 9. den inkubacie. Kontinudlna 9-dhova aplikacia Ziarenia s frekvenciou 2,4 GHz a
hustotou vykonu 200 - 500 pW/m?...2Nemalo to Ziadny nepriaznivy vplyv na celkovy vyvoj mezonefrézy, aviak vo
vyvijajucich sa mezonefrickych telieskach a tubuloch sa zistili mierne difizne degenerativne zmeny. V okolitom
intersticiu boli pritomné aj prekrvené krvné cievy, ale nezistili sa Ziadne znamky zapalového infiltratu. V skupine s Wi-
Fi sme tieZ zaznamenali signifikantne zvySeny pocet apoptotickych a proliferujicich buniek, ako aj signifikantné
zvySenie expresie génu kaspazy-1. Vysledky naznacuju, Ze neionizujlce Ziarenie pri frekvencii a hustote vykonu
pouzitej v Studii mdZe interferovat's kld€ovymi regulatnymi mechanizmami zapojenymi do normalneho vyvoja tkaniv
aorganov.

Klacové slovaWi-Fi - Kuracie embryo - Mezonefros - Vyvoj

UVOd Vzhladom na rozSirenie neionizujuceho Ziarenia (NIR)
produkovaného modernymi zariadeniami, ako su Wi-Fi,
Wi-Fi sa stalo kaZzdodennou rutinou modernej spolo¢nosti, mobilné telefény, zakladnové stanice a iné bezdrotové
pretoZe umoZiiuje velmi pohodIné pripojenie k internetu a technoldgie, ktoré ludska populacia pouZiva denne, mozno
réznym datam na réznych miestach. Verejné priestory s lahko predpokladat jeho masivnu a kumulativhu povahu.
dosiahnutelnym pripojenim na internet, tzv. hotspoty, su Bezdrétové technoldgie zvyc€ajne funguju na zaklade
rozmiestnené takmer vsade. Vzhladom na takyto znacny pulzacii, ktoré su pre telo nebezpeclnejsSie ako nepretrzité

Sirenie elektromagnetickych vin (Van Boxem a kol.2014Pall
2018). Tieto umelo vytvorené viny su tiez polarizované, a
Viera Karaffové preto su pre Zivi hmotu nebezpecnejSie ako nepolarizované
viera.karaffova@uvif.sk viny (Panagopoulos a kol.2015). Boli tieZ odhalené
expozicné okna, v ktorych dochadza k vyznamne;j
! - ! ‘ biologickej reakcii pri Specifickej intenzite (Foletti a kol.2010
veterinarskeho lekarstva a farmacie v KoSiciach, Pall2018). Celk ked'i t ie tel & NIR
Komenského 73, KoSice, Slovensko a )- Celkovo, aj ked je vystavenie tela umelému v

2 o ) . . beZnom prostredi mnohonasobne slabsie ako limity
Katedra teoretickej a priemyselnej elektrotechniky,

Katedra morfologickych disciplin, Univerzita

Fakulta elektrotechniky a informatiky, Technicka exp02|ci.e S‘Fan.?vt.enev'l\/ledz,inarodnou komisiou pre ochrany
univerzita v Kosiciach, Letn4 9, Kosice, Slovensko pred neionizujdcim Ziarenim - ICNIRP (ICNIRP2020), ako aj
IEEE Std C95.1-2019 (IEEE2019) bude potrebné tuto
3 Ustav histolégie a embryoldgie, Lekarska fakulta, problematiku podrobne prestudovat, najma ak sa tyka
Univerzita Pavla Jozefa Saférika v Kosiciach, citlivych jedincov, ako st mladé a vyvijajuce sa organizmy

Srobérova 2, Kosice, Slovensko
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(Redmayne a Johansson2015Xu a kol.2016Salvia a Burgio
2017Woelders a kol.20170thman a kol.2018).

Kuracie embryo je idedlnym modelovym organizmom na
Stadium vplyvov réznych environmentalnych znecistujucich
latok na embryonalny vyvoj vdaka svojej nenarocnej
dostupnosti, pohodlnej manipulacii a jednoduchému
pozorovaniu ranych Stadii embryogenézy. KedZe ide o
vajcorody druh, akukolvek reakciu na externe aplikované
NIR mozZno pripisat jeho priamej interakcii s vyvijajicim sa
organizmom a nie je ovplyvnena matkou (Ubeda a kol.1994
). Cely prenatalny vyvoj je velmi dynamicky a zloZity proces,
ktory zahffa intenzivne bunkové delenie, migraciu,
diferenciaciu a apoptozu, a preto akykolvek vonkajSi impulz
mobZze narusit'tieto citlivé procesy a viest' k roznym
nepriaznivym zdravotnym nasledkom (Abdel-Rassoul a kol.
2007Behari2010).

KedZe neustale rastie tendencia pouZivat
bezdrétové zariadenia, ako aj zavadzat nové
frekvencie NIR pre vacSiu spokojnost pouzivatelov a
na druhej strane velky nedostatok informacii o vplyve
Wi-Fi na celkovy vyvoj jedinca, ciefom tejto Studie bolo
zhodnotit'jej vplyv na vyvoj obliciek u 9-dfiového
kuracieho embrya z morfologického hladiska.

Materialy a metédy
Experimentédlna schéma

Styridsat (40) oplodnenych slepatich vajec((Gallus gallus
domesticus)plemena Lohmann Brown, zakipeného z kuracej farmy
Parovské Haje, Nitra, Slovenska republika, bolo ndhodne
rozdelenych do dvoch kontrolnych skupin (CO 1,n=10 a CO2,n=10) a
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dve Wi-Fi (Wi-Fi 1,n=10 a Wi-Fi 2,n=170) skupiny. Vajcia boli
inkubované pri teplote 37,5 °C a vlhkosti vzduchu 60 % v

dvoch samostatnych automatickych inkubatoroch (River

systems ET49, Campodarsego, Taliansko).

Vajcia zo skupin Wi-Fi (7=20) boli vystavené NIR s
frekvenciou 2,4 GHz a hustotou vykonu 200 - 500 pW/
m?2trvalo pocas 9 dni. Vzdialenost vaji¢ok od zdroja
Ziarenia (anténa Mikrotik Metal 52 ac 15 s) bola 45
cm.

Vajicka zo skupin CO (n=20) boli inkubované v inkubatore
tienenom hlinikovou krabicou za rovnakych inkubaénych
podmienok a v rovnakej miestnosti ako skupiny s Wi-Fi (obr.
1A). Pred vykonanim experimentu sa vykonalo
vyhodnotenie sily signalu Wi-Fi pri vykone antény 10 dBm
pomocou digitalneho vysokofrekvencného analyzatora pre
frekvencie 2,4 - 6 GHz (HF W 35C, Gigahertz solutions
GmbH, 90579 Langenzenn, Nemecko). Na zaklade
usporiadania vykurovacieho telesa a ventilatora inkubatora
bolo vybranych osem meracich bodov nad vajickami pre
oba inkubatory (obr.1B). Vysledky merani zo skupiny Wi-Fi
boli dalej pouZité na pridelenie 20 vajec do kazdého
inkubatora spbésobom, ktory zabezpecuje porovnatelné
vystavenie Wi-Fi (hustota vykonu v rozmedzi od 200 do 500
pUW/m?2). Hustota vykonu v tienenom inkubatore sa
pohybovala od 1 do 7 pW/m?2(Tabulka1).

Podla smernice 2010/63/EU si pouZitie kuracich
embryi ako zvieracieho experimentalneho modelu
nevyzaduje schvalenie etickou komisiou.

Konvencna svetelna mikroskopia
Na 9. defi vyvoja embryi boli embrya zo skupin CO1 a Wi-Fi1

opatrne vybraté z vajicok, zbavené vietkych obalov,
utratené a fixované v modifikovanej Davidsonovej kalichke.

40 cm

Obr. 1Experimentalna schéma.A-Lavy inkubdator s vajitkami vystavenymi Wi-Fi a pravy inkubator zakryty tieniacou skrinkou chraniacou vaji¢ka pred blizkym

infraervenym Ziarenim.B.-Osem bodov merania sily signalu Wi-Fi
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Tabulka 1Sila signalu Wi-Fi v r6znych meracich bodoch (frekvencia 2,4 GHz, vykon antény 10 dBm, rychlost odosielania dat 98 Mb/s)

Hustota vykonu [uW/m2]

Meracie body 1 2 3
Kontrolna skupina 2 1 4
Skupina Wi-Fi 300 500 500

4 5 6 7 8
6 5 3 7 2
3600 300 400 200 1300

Obr. 29-dfiové kuracie embryo (vlastny zdroj)

tekutina-mDF (Latendresse a kol.2002) konvencnou
ponorenim na 24 hodin. Nasledne boli celé embryonalne
telieska vySetrené pod disekénym mikroskopom (SZ 61)
vybavenym digitalnou kamerou Promicra (obr.2),
dehydratované v stupnovitej sérii etanolu, prenesené do
xylénu a vloZzené do paraplastovych blokov (Sigma-Aldrich).
Sest'(6) um hrubych sériovych parasagitalnych rezov cez
[avd Cast embryonalneho tela (7=10) z kazdého bloku bolo
zafarbenych hematoxylinom-eozinom (HE) a vyhodnotenych
svetelnym mikroskopom Zeiss Axio Lab A1 a
fotodokumentovanych kamerou Axio Cam ERc 5. V kazdej
tkanivovej reze sme vyhodnotili ndhodne vybrané polia z
kaudalnej (10 poli), strednej (10 poli) a lebecnej (10 poli)
Casti mezonefrézy.

Detekcia TUNELu

Styri (4) pm hrubé sériové parasagitalne tkanivové rezy z
rovnakych paraplastovych blokov (CO 1,7=10 a Wi-Fi 1,n=10),

boli pouZzité na stanovenie apoptotickych buniek v
mezonefrose, ktoré sa uskutocnilo pomocou znacenia koncov
koncov terminalnou deoxynukleotidyltransferazou - TUNEL test
(In situ Cell Death Death Detection Kit, Fluorescein, Roche,
Nemecko). Rezy tkaniva boli deparafinizované, rehydratované v
odstupriovanom etanolovom roztoku az do poufZitia vody.
Sklicka boli potom o3etrené 10 pg/ml proteinazy Kv 10 mM
Tris/HCl (pH 7,5) po€as 30 minut pri izbovej teplote. Po dvoch
premytiach 0,01 M fosfatovym timivym roztokom (PBS, pH 7,4)
boli rezy znacené reakénou zmesou TUNEL v sulade so
stanovenym protokolom. Reakcia znacenia sa uskutocnila pri
teplote 37 °C pocas 60 minut vo zvihéenej komore v tme. Po
trojndsobnom premyti v PBS boli sklicka montované pomocou
fluorescen¢ného média (H-1200, VECTASHIELD, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA). Snimky boli ziskané
pomocou fluorescenéného mikroskopu Nikon Eclipse H550L
(Japonsko) pripojeného k digitalnemu fotoaparatu (ProgRes MF
JENOP-TIK). Boli vyhodnotené s pouZitim excitacnej vinovej
dizky v rozsahu 450 - 500 nm a detekcie v rozsahu 515 - 565 nm
(zelend). V kazdej tkanivovej reze (CO1,n=10 a Wi-Fi 1,n=10)
Desat' (10) nahodne vybranych poli (500 buniek na jedno pole) z
medidlneho a kaudalneho parenchymu mezonefrézy bolo
vyhodnotenych pri objektivnom zvacSeni x 20. Pocet TUNEL
pozitivnych buniek spocitali dvaja nezavisli histolégovia
pomocou svetelného mikroskopu Zeiss Primostar a
cytometrického softvéru Quick Photo Industrial 3.2 na analyzu
obrazu (Promicra). Kranidlna ¢ast mezonefrézy bola z
hodnotenia zdmerne vylicena.

Detekcia MCM2

Nasledujuce 4 pm hrubé sériové parasagitalne rezy (n=10) z
rovnakych paraplastovych blokov (CO 1 a Wi-Fi 1) boli pouZité
na stanovenie proliferacnej aktivity buniek s pouZzitim
proliferatného faktora Minichromosome Maintenance Complex
Component 2 (Anti-MCM2, 1:200, Abcam, Spojené kralovstvo).
Po deparafinizacii a rehydratacii bola endogénna peroxidazova
aktivita blokovana 3 % H2.202v metanole. Predbezna Uprava sa
uskutocnila v mikrovinnej rdre pri vykone 600 W pocas 15 minut
v 0,01 M citrdtovom pufri (pH 6,0). Na imunohistochemicku
detekciu boli vietky rezy oSetrené primarnou protilatkou cez
noc pri teplote 4 °C vo zvlhéenej komore. Po premyti PBS bola
sekundarna protilatka aplikovana na sklicka na 1 hodinu pri
izbovej teplote. Pozitivne bunky boli vizualizované
diaminobenzidinom (DAB; Sigma-Aldrich, Merck, Nemecko) a
kontrastne farbené Mayerovym hematoxylinom.
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Podobne, vo vSetkych tkanivovych rezoch (CO 1,n=10 a Wi-Fi
1,n=10) Desat' (10) nahodne vybranych poli (500 buniek na
jedno pole) z medialneho a kaudalneho parenchymu
mezonefrdzy bolo vyhodnotenych pri objektivnom zvacSeni
x 20. Kranialna Cast mezonefrézy bola z hodnotenia tiez
zamerne vylucena. Polet MCM2 pozitivnych buniek spocitali
dvaja nezavisli histolégovia pomocou svetelného
mikroskopu Zeiss Primostar a cytometrického softvéru
Quick Photo Industrial 3.2 (Promicra) na analyzu obrazu.

Statisticka analyza detekcie TUNEL a MCM2

Udaje zozbierané z detekcie TUNEL a MCM2 boli
analyzované a Statisticka vyznamnost rozdielov medzi
skupinou CO1 a Wi-Fi1 bola stanovena pomocou parového
T-testu (GraphPad Prism 8.0, USA). Udaje boli prezentované
ako priemerna Standardna odchylka (+ SD). Zohladnili smep
<0,05%3tatisticky vyznamné ap<0,007 =+

velmi vyznamné.

Génova expresia
Homogenizacia tkaniva a izolacia celkovej RNA

Embrya z CO2 (n=170) a Wi-Fi 2 (n=170) skupiny boli opatrne
vybraté z vajicok, zbavené vsetkych obalov a utratené. Pod
preparatnym mikroskopom (SZ 61) bola otvorena telova
dutina kazdého embrya a boli odobraté lavostranné aj
pravostranné mezonefros. Vzorky boli okamzite umiestnené
do roztoku RNA Later (Qiagen, Spojené kralovstvo) a
uskladnené pri teplote -70 °C pred purifikaciou celkovej RNA
podla popisu Karaffovej a kol. (2017).

Kvantitativna PCR v redlnom case (qRT-PCR)

Bola merana relativna génova expresia kaspazy-1. Okrem toho
bola merana relativna expresia mRNA referenénych génov
koédujucich UB (ubikvitin) a GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat)

Tabulka 2Zoznam primerov pouzitych v gReal-Time PCR na kvantifikaciu
génovej mRNA

ZéKladny néter Sekvencia 5'-3' Zl’hanie/ Referencie
teplota encie
cas

Casp-1 Fw  GATACGTGACTCCATCG 47°C/60s Grze-

ACCC gorze-

Casp-1 Rev  CTTCTTCAGCATTGTAG wska a podobne

TCC al.2016
UB Fw GGGATGCAGATCTTCGT 59°C/30s De

GAAA Boever
UB Rev CTTGCCAGCAAAGATCA akol.

ACCTT 2008

GAPDH Fw CCTGCATCTGCCCATTT

GAPDH GGCACGCCATCACTATC

Rev.
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dehydrogenaza) boli vybrané na zédklade dosiahnutej stability
expresie (softvér geNorm). Sekvencie primerov a optimalne
podmienky nasadenia pre kazdy primer pouZity pre qRT-PCR su
uvedené v tabulke2V3etky sady primerov umoznovali G¢innost
amplifikdcie DNA medzi 94 a 100 %. Amplifikacia a detekcia
Specifickych produktov sa uskutocnila s pouzitim Power SYBR™
Green PCR Master Mix (Thermo Scientific, USA) na zariadeni
LightCycler 480 II (Roche, Svajciarsko). qRT-PCR pouZitd na
detekciu relativnej expresie mRNA pre kaspazu-1 sa uskutocnila
pocas 38 cyklov za nasledujucich podmienok: pociato¢na
denaturacia pri 94 °C pocas 3 minut, nasledna denaturacia pri
93 °C pocas 45 sekund; zZihanie (Tab. 2); finalny krok extenzie
pocas 2 minut pri 72 °C. Pre kazdu jednotlivd platiu gRT-PCR
bola vytvorena krivka topenia od 50 °C do 95 °C s od¢itaniami
kazdych 0,5 °C. VSetky reakcie pre PCR v redlnom case boli
vykonané duplicitne a priemerné hodnoty duplikatov boli
pouZité na dalSiu analyzu. Taktiez sme potvrdili, Ze G¢innost
amplifikacie pre kazdy vybrany gén (vratane GAPDH, UB) bola v
exponencialnej faze reakcie v podstate 100 %, kde bol
vypocitany kvantifikacny cyklus (Cq). Hodnoty Cq Studovanych
génov boli normalizované na priemernid hodnotu Cq
referenénych génov (ACq) a relativna expresia kazdého génu
bola matematicky vypocitana ako 2-acq.

Statisticka analyza génovej expresie

Statisticka analyza Gdajov o génovej expresii sa uskutocnila
pomocou neparametrického T-testu v programe Graph Pad Prism
verzie 8.00. Rozdiely medzi priemernymi hodnotami pre skupiny sa
povazovali za Statisticky vysoko vyznamné prip<0,007.Hodnoty st
uvedené ako priemery so Standardnymi odchylkami.

Vysledky
Konvencna svetelna mikroskopia

V histologickych rezoch kuracich embryi zo skupin CO a Wi-
Fi sme pozorovali dobre formované organy bez vyraznych
Strukturalnych abnormalit. Cely povrch tela bol pokryty
koZou s jasne vytvorenou epidermou a prifahlym
mezenchymom. V oblasti hlavy sa nachadzali velmi dobre
vyvinuté mozgové hemisféry, oko, nosova dutina, zobak a
jazyk s charakteristickou histologickou Strukturou. Telesna
dutina obsahovala typické srdce s prilahlymi velkymi
cievami, plica s prekurzormi parabronchov, pecefi s
vyvijajucimi sa Sndrami hepatocytov a slezinu. Jasne boli
definované aj priedusnica, pazerak, zlazovy a svalovy
Zaludok, ¢reva a kloaka. Indiferentna pohlavna Zlaza bola
pevne spojena s mezonefrosom, v blizkosti ktorého
prebiehal Mullerov vyvod. Malé
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Pritomné boli aj prekurzory buducej definitivnej oblicky,
matanefros (obr.3).

Napriek dobre pokrocilej organogenéze, ktora bola
pozorovana na urovni svetelnej mikroskopie v oboch
skimanych skupinach, bolo v skupine Wi-Fi pozorovanych
niekolko jemnych Strukturalnych zmien. Mezonefrézy u
embryi z oboch skupin (CO 1 a Wi-Fi 1) boli pokryté tenkou
kapsulou spojivového tkaniva a vyvijajuci sa parenchym bol
zloZeny z mezonefrickych teliesok, mezonefrickych tubulov
a mezonefrického kanalika. VSetky vyssSie uvedené
Strukturalne komponenty boli obklopené riedkym
intersticiom s krvnymi cievami rézneho kalibru. V kontrolnej
skupine neboli pritomné Ziadne znamky degeneracie vo
vacsSine parenchymu, s vynimkou fokalnej fyziologickej
degeneracie v lebelnej asti mezonefrézy (obr.4A-C). V
skupine s Wi-Fi vykazoval cely mezonefricky parenchym
zjavné znamky difiznej degeneracie. Zamerali sme sa na
kranidlnu, strednud a kaudalnu oblast' mezonefrézy a zistili
sme nasledujuce Strukturalne zmeny: niektoré
mezonefrické telieska mali relativne zachovanu Struktiru s
dobre definovanym glomerulom a kapsulou (obr.4D, E), ale
iné vykazovali Uplny Strukturdlny rozpad (obr.4F). ZvySeny
vyskyt duplicitnych obli¢kovych krviniek sa zistil aj v skupine
s Wi-Fi (obr.4D). Mezonefrické tubuly obsahovali zvySeny
pocet scvrknutych, mrtvych buniek s tmavym jadrovym
chromatinom a silne eozinofilnou cytoplazmou. Intersticium
v skupine Wi-Fi obsahovalo vyrazne prekrvené cievy, ale
neboli pritomné Ziadne zapalové infiltraty (obr.4D - F).

Detekcia TUNEL a MCM2

TUNEL pozitivne bunky s intenzivnou, jasnozelenou farbou
boli pritomné v mezonefrickych tubuloch a mezonefrickych
krvinkach v kontrolnej aj Wi-Fi skupine. Mezonefrické tubuly
a mezonefrické krvinky vSak v Wi-Fi skupine obsahovali
vyrazne vyssi poc€et TUNEL pozitivnych buniek v porovnani s
kontrolnou skupinou (obr.5A, C). Pomocou

Obr. 3Reprezentativne
mikrofotografie hlavyAa telesna
dutinaB.9-drového kuracieho
embrya v skupine Wi-Fi, s - vyvoj
koZe, e - vyvoj oka, n - vyvoj
nosovej dutiny, t - vyvoj jazyka, c
- chrupavkovy model dolnej
Celuste, h - vyvoj srdca, | - vyvoj
pecene, |I” - vyvoj plic, m - vyvoj
metanefrézy, m’

A— Wl—i 1, 20x
4

- vyvijajuci sa mezonefros, g -
vyvijajuca sa pohlavna Zlaza (HE,
zvacsenie 20 x)

semikvantitativnom hodnoteni sme zaznamenali vyznamny
narast (p<0,0017) v bunkach pozitivnych na TUNEL v skupine s
Wi-Fi v porovnani s kontrolnou skupinou (obr.6).

Bunky pozitivne na MCM2, ktoré vykazovali intenzivne
jasne hnedé sfarbenie, sa objavili v porovnatelnom pocte v
tubuloch a krvinkach kontrolnej skupiny aj skupiny s Wi-Fi
(obr.5B, D). Semikvantitativne hodnotenie odhalilo
vyznamny (p<0,05) zvySenie pottu MCM2 pozitivnych buniek
v skupine Wi-Fi v porovnani s kontrolnou skupinou (obr.6).

Relativha génova expresia pre kaspazu - 1

Zaznamenali sme vyrazné zvySenie regulacie (p<0,007) pre
kaspazu—1 v skupine s Wi-Fi v porovnani s kontrolnou
skupinou (obr.7).

Diskusia

Je vSeobecne zname, Ze NIR mdze ovplyviiovat Zivé
organizmy dvoma moznymi spésobmi. Prvym sp6sobom je
tzv. tepelny efekt, spésobeny vibraciami a rotaciou molekul
v tkanivach s naslednym zvySenim teploty. Druhym je
netepelny alebo biologicky efekt, ktory vyvolava oxidacny
stres, genetické poskodenie, zmenu bunkovych membran a
mnoho dalSich zmien na bunkovej trovni (Hinrikus a kol.
2005Beljajev2009Pilla2012Park a kol. 2014Pall2016lbitayo a
kol.2017; Zhi a kol.2017Das 2020Roy a kol.2021). Typ reakcie
zivych systémov na vystavenie blizkemu infracervenému
Ziareniu sa liSi a do znacnej miery zavisi od frekvencie, sily,
vzdialenosti a trvania indukovanych poli, ako aj od polohy
zdroja blizkeho infracerveného Ziarenia od biologického
objektu. Priestorové rozloZenie poli v biologickych
systémoch a ich dalSie interakcie s tkanivami st vyrazne
ovplyvnené charakterom Zivej hmoty. BeZné frekvencie
bezdr6tovych Standardov 2G, 3G, 4G a 5G su schopné
preniknut niekolko centimetrov hlboko do...

B - Wi-Fi, 20x
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Obr. 4Reprezentativne mikrofotografie
mezonefrézy 9-dfiového kuracieho
embrya v kontrolnej skupine a skupine s
Wi-FiA-F,

* — oblickové telieska s typickou
Struktdrou, # — zdvojené oblickové
telieska, = — oblickové telieska s
Uplne dezintegrovanou Struktdrou, ¥
— nekrotizujuice bunky, c -
prekrvené cievy, y — fokalna
fyziologicka degenerécia
mezonefrického parenchymu (HE,
zvacsenie 200 x a 400 x)

tkaniva a st nimi absorbované s naslednym uvolnenim
energie. Vo vieobecnosti nizsie frekvencie NIR prenikaju
hibsie do tkaniv (Beljaev2009Mild a kol. 2019Das2020Roy
a kol.2021Zivé telo sa vo vieobecnosti dokaZe adaptovat
na malé a doasné zvySenie teploty, ale za Specifickych
podmienok, ako je mala vzdialenost biologického
objektu od zdroja Ziarenia, vysoky obsah vody v tkanive
alebo pritomnost’ anatomickych Struktur, ktoré brania
efektivnemu odvodu tepla z tkaniv, v désledku ¢oho
zlyhavaju termoregulacéné mechanizmy organizmu a
mdze ddjst k celkovému prehriatiu alebo k tzv. hortcim
miestam (Adair a Black).2003). Pretoze
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MozZnosti merania zvySenia teploty Specifickych tkaniv
spbsobeného kontrolovanym vystavenim
experimentalnemu NIR Ziareniu su velmi obmedzené a v
mnohych pripadoch Gplne nemozné, pricom nie je mozné
urcit, ¢i si zmeny v tkanivach spdsobené tepelnym alebo
netepelnym Gcinkom NIR. V tejto Studii sme sa zamerali na
vyhodnotenie toho, ako vystavenie Wi-Fi s frekvenciou 2,4
GHz pri nizkej intenzite 200 - 500 pW/m?...2, o je vyrazne
pod povolenymi limitmi pre pracovné prostredie (50 W/m2)
a Siroka verejnost (10 W/mz) expozicie (ICNIRP)2020IEEE
2019), ovplyvni vyvoj mezonefrosu kuracieho embrya pocas
9-dnovej inkubacnej doby.

¥

()

e S A
i 2 e o



Komunikacia veterindrneho vyskumu

(2025) 49:216

Strana 7z 11 216

Obr. 5Reprezentativne
mikrofotografie mezonefrosov
s TUNELomA,Ca MCM2B.,D
oznacenie (zvac3enie 200 x)

Obr. 6Pocet TUNEL pozitivnych
buniek v mezonefrickych krvinkachA
a mezonefrickych tubulovC, s
vyraznym narastom (p<0,007++) v
pocte TUNEL pozitivnych buniek v
skupine Wi-Fi v porovnani s
kontrolnou skupinou. MCM2
pozitivne bunky v mezonefrickych
krvinkachB. a mezonefrickych
tubulovD, s vyraznym narastom (p<
0,05%) v potte MCM2 pozitivnych
buniek v skupine Wi-Fi v porovnani s
kontrolnou skupinou
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Obr. 7Relativna génova expresia
kaspézy-1 v mezonefros kuracich
embryi kontrolnej skupiny a skupiny
s Wi-Fi. Hviezditka oznacuje
vyznamné rozdiely medzi skupinami
a ¢asovymi bodmi v ***p<0,001

0,005
0,0045
0,004
0,0035
0,003
0,0025
0,002

relative expression

0,0015
0,001
0,0005

0

Oblicky vtakov, podobne ako oblicky cicavcov, sa vyvijaju
v troch po sebe nasledujucich Stadiach. Prvé a stredné
Stadium, pronefros a mezonefros, degeneruju a posledné
Stadium, metanefros, sa transformuje na definitivny organ.
Vtacie mezonefros, hoci je len prechodnou Strukturou,
ponuka Siroké moZnosti pre Studium réznych kmeriovych
buniek, ako aj priebehu ich diferenciacie. U vtakov sa stava
funkénym priblizne od 5. do 11. dfa inkubacie a postupne
zactina degenerovat od svojej lebetnej smerom k
kaudalnemu koncu (Bellairs a Osmond2014).

Na urovni konvencnej svetelnej mikroskopie sme
okrem fyziologicky sa vyskytujlicej degeneracie
mezonefrézy v kontrolnej aj Wi-Fi skupine zaznamenali
aj mierne, difuzne degenerativne zmeny v
mezonefré6znom parenchyme. V tychto patologicky
zmenenych oblastiach sme zaznamenali Uplny
Strukturalny rozpad niektorych mezonefréznych
teliesok, zvySeny pocet duplikovanych oblickovych
teliesok, ako aj zvySeny pocet nekrotizujucich buniek.
Okolité intersticium obsahovalo mnoho prekrvenych
ciev. Na zaklade pozorovanych zmien, najma prekrvenia
ciev, ktoré mozno povaZzovat za aktivaciu tkanivovych
termoregulacnych mechanizmov, sme predpokladali, Ze
v tkanive mezonefrézy doslo v dosledku vplyvu vinovej
dizky pri $pecifickej hustote vykonu NIR pouZitej v tomto
9-dnovom experimente k tepelnému efektu. Nasledné
Strukturalne zmeny naznacovali stredne zavazné
poSkodenie mezonefrézy, o poukazuje na skuto¢nost,
Ze aj ked neboli prekrocené bezpecnostné limity pre
kontrolovanu expoziciu, mali by sa zvazit' G€inky NIR na
organogenézu a celkovy prenatalny vyvoj vtakov. Silnym
argumentom je fakt, Ze cely embryondlny vyvoj vtaka
prebieha vo vajci, kde jednotlivé vrstvy, ako napriklad
bielok a Skrupina, mézu branit' d¢innému odstraneniu
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nahromadeného tepla z embryonalnych tkaniv. Podobny jav
bol pozorovany v naSom predchadzajicom experimente,
kde boli dospelé potkany vystavené NIR s frekvenciou 2,45
GHz a hustotou vykonu 28 W/m?*pocas 3 hodin denne
pocas 3 tyzdnov dochddzalo k prekrveniu testikularnych
ciev (Almasiova a kol.2017). Ini autori zaznamenali tento jav
najma v organoch, ktoré su obzvlast citlivé na tepelny
ucinok kvéli svojej Specifickej anatémii, ako je vysoké
mnozstvo vody, vyrazna vlaknita kapsula a povrchové
umiestnenie v organizme, ako su semenniky, o€i, slinné
7lazy alebo mozog (Deshmukh a kol.2015Sahin a kol.2015
Dasdag a Akdag2016; Zhi a kol.2017Wainwright2000).
Mnohé vedecké experimenty preukazali zmeny na
bunkovej Urovni, ktoré sa pripisuju netermalnemu tGcinku
NIR pri hustotach vykonu hlboko pod povolenymi
ochrannymi limitmi. Patrili medzi ne poSkodenie DNA,
oxidacny stres, zvySeny intracelularny vapnik, zvySena
expresia stresovych proteinov, zvySend apoptdza a zmeny v
proliferacii buniek (Hinrikus a kol.2005Beljajev2009
Deshmukh a kol.20153ahin a kol.2015Dasdag a Akdag2016
Othman a kol.2018Das2020). Najma prenatalny vyvoj je
kritickym obdobim Zivota, ktoré sa vyznacuje extrémnou
citlivostou vyvijajucich sa tkaniv a organov na rézne rizikové
faktory prostredia vratane NIR (Lee a kol.2014Zhang a kol.
2016Salvia a Burgio20170thman a kol. 2018), ktoré nesmie
zostat' bez povSimnutia a zaslUzi si nalezZitl pozornost.

V sulade s vyssie uvedenymi zisteniami sme v si¢asnom
experimente pozorovali aj Statisticky vyznamné zmeny v
proliferacii, ako aj apoptéze embryonalnych buniek. Pocet
apoptotickych buniek bol semikvantitativhe vyhodnoteny
pomocou sofistikovaného TUNEL testu, ktory deteguje
zlomy retazca DNA v tkanivovych rezoch. VSimli sme si, ze v
skupine s Wi-Fi bol zisteny vyznamny ndrast (p < 0,001) v...
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miera apoptdzy v porovnani s kontrolnou skupinou.
VSeobecne je zname, ze apoptéza hra délezitd tlohu v
mnohych fyziologickych stavoch vratane normalneho vyvoja
tkaniv a organogenézy a vyvazenia mitotického delenia.
Nadmerna bunkova smrt, ktora bola vyvolana v désledku
NIR, vSak mbZe nakoniec viest k Skodlivej strate buniek s
naslednym naruSenim normalnej Struktury, ako aj
fungovania organu. Na druhej strane, najma pociatocné
vyvojové Stadia su charakterizované intenzivnou
proliferaciou embryondlnych buniek, ktoré sa potom
diferencuju a tvoria Specializované typy buniek. Ako sa
bunky postupne diferencujq, ich rychlost proliferacie sa
zvyfajne znizuje a vacSina buniek u dospelych je zastavena v
Stadiu GO bunkového cyklu. V tomto experimente sme
pouzili MCM2 (Minichromozome Maintenance Protein) ako
doélezitého Ucastnika replikacie DNA na demonstraciu
proliferujucich buniek v parenchyme mezonefrézy.
Semikvantitativne hodnotenie MCM2 pozitivnych buniek v
mezonefrickych tubuloch a krvinkach odhalilo ich vyznamny
(p < 0,05) narast v skupine Wi-Fi v porovnani s kontrolnou
skupinou, o je v sulade so zisteniami Lee a kol. (2014), ktori
vo svojej Studii in vitro vykonanej na kmefiovych bunkach
odvodenych z tukového tkaniva pozorovali vy3$Siu mieru
proliferacie v dosledku Wi-Fi signdlu.

Podla naSich vedomosti ide o prva experimentalnu
Stadiu, ktora skumala vplyv Wi-Fi na histologicku Struktdru a
dalSie vybrané parametre kuracieho mezonefréza. Novy
pristup spocival aj v zamerani sa na monitorovanie vplyvu
Wi-Fi Ziarenia na génovu expresiu kaspazy-1. Kaspazy su vo
vSeobecnosti cysteinové proteazy, ktoré pdsobia bud'v
procese apoptozy, alebo pocas zapalovych reakcii, ako
napriklad kaspaza-1. Kaspaza-1 je sucastou cytozolického
multiproteinového inflamazémového komplexu (NALP3),
ktory predstavuje prvd obrannu liniu po¢as bunkového
stresu a je jednou z déleZitych zloZiek vrodenej imunity
(Molla a kol.2020Sahoo a kol.2024). V stlade s
predchadzajucim tvrdenim naSe vysledky preukazali
negativny vplyv vystavenia sa Ziareniu Wi-Fi, o sa prejavilo
zvySenou regulaciou génovej expresie kaspazy-1v
embryonalnom mezonefréze, o méze naznacovat vyskyt
bunkového stresu a spustenie potencialnej zapalovej
reakcie. Okrem toho st embryonalne bunky mimoriadne
citlivé na oxidacny stres v désledku intenzivneho bunkového
delenia a sprievodnej expozicie ich DNA (Aouache a kol.2018
). NaSe vysledky mbZzu naznacovat, Ze Ziarenie Wi-Fi sa
podiela na vyvoji neziaducej zapalovej reakcie. Podobne
Vafaei a kol. (2020) zistili, Ze Wi-Fi Ziarenie zvySuje oxidacny
stres, ako aj stupen apoptdzy v placentadrnom tkanive u
mysi. Na druhej strane sa vacSina autorov zamerala najma
na monitorovanie vplyvu Wi-Fi Ziarenia na aktivitu kaspazy-3
alebo kaspazy-8 a 9 vo vztahu k apoptdze u embryi.

(Cig a Naziroglu2015Saygin a kol.2018Wlodarczyk a
Nowicka2019). Preto predpokladdame, Ze nase
vysledky mdzu tiez rozsirit' si¢asné poznatky o vplyve
Wi-Fi Ziarenia na génovu expresiu kaspazy-1u
kuracich embryi. Potvrdilo sa vsak, Ze zvySena génova
expresia kaspazy-1 sa pozorovala nielen v plodovej
vode tehotnych Zien (Maneta a kol.2015), ale aj u
kuracich embryiv 12. a 15. def embryogenézy
(Grzegorzewska2012).

V naSej studii sme skdamali vplyv Wi-Fi Ziarenia na
organogenézu mezonefrosu u kuracich embryi, najma z
morfologického hladiska. Hodnotili sme tiez Groven
nekrotizacie buniek, proliferacie a relativnej génovej
expresie pre kaspazu-1 v ramci sledovanych skupin.
Permanentna Wi-Fi expozicia na frekvencii 2,4 GHz a
hustote vykonu 200—500 pW/m?.20d prvého do
deviateho dfa inkubacie embrya spdsobilo mierne,
difuzne degenerativne zmeny, ako aj zvySenie
proliferacie, apoptézy a relativnej génovej expresie
kaspazy-1 v parenchyme mezonefrdésu. Vsetky
pozorované zmeny jasne naznacovali poSkodenie
vyvijajuceho sa tkaniva obliCiek a preukazali spustenie
potencialnej zapalovej tkanivovej odpovede. Prekrvenie
krvnych ciev v intersticiu tiez podporilo predpoklad, ze v
tkanive mezonefrésu bol indukovany tepelny efekt, aj
ked neboli prekrocené bezpecnostné limity pre NIR. Hoci
vysledky naSej Stidie nemozno priamo extrapolovat na
[udi, pozorované vysledky predstavuju potencialne
zdravotné riziko a naznacuju potrebu dodrZiavat tzv.
zasady preventivnej opatrnosti a zvazit riziko nadmernej
expozicie zdrojom NIR u deti, dospievajucich a najma
pocas tehotenstva.

PodakovaniaTuto 3tudiu podporila Vedeckd grantova agentura
Ministerstva Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu Slovenskej
republiky VEGA 1/0036/22.

Prispevky autorovV3etci autori prispeli ku koncepcii a dizajnu
Studie. Odber vzoriek tkaniva, spracovanie a vyhodnotenie
materialu, ako aj analyzu Udajov vykonali [Viera Almasiova],
[Katarina Holovska], [Sandra Andraskova], [Patricia Hudakova],
[Stefan T6th] a [Viera Karaffova]. Technicku podporu - inStalaciu a
nastavenie Wi-Fi zariadenia a meranie intenzity Ziarenia vykonal [Jan
Molnar]. Prvy navrh rukopisu napisala [Viera AlmaSiova]. V3etci
autori si precitali a schvalili findlnu verziu rukopisu.

FinancovanieFinancovanie s otvorenym pristupom poskytuje
Ministerstvo Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu Slovenskej republiky
v spolupraci s Centrom vedecko-technickych informacii Slovenskej
republiky.

Tuato Studiu podporila Vedecka grantova agentdra Ministerstva
Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu Slovenskej republiky VEGA
1/0036/22.

Dostupnost tidajovPocas aktudlnej Studie neboli vygenerované ani analyzované Ziadne

subory udajov.

13



216 Strana 10z 11

Komunikacia veterinarneho vyskumu (2025) 49:216

Vyhlasenia

Etické schvaleniePodla smernice 2010/63/EU si pouZitie kuracich
embryi ako zvieracieho experimentalneho modelu nevyZaduje
schvalenie etickou komisiou.

Protireciace zaujmyAutori vyhlasujd, Ze nemaju Ziadne konkurencné zaujmy.

Otvoreny pristupTento ¢lanok je licencovany pod medzindrodnou
licenciou Creative Commons Attribution 4.0, ktora povoluje pouZivanie,
zdielanie, adaptaciu, distribuciu a reprodukciu v akomkolvek médiu
alebo forméte, pokial uvediete prislusny zdroj pévodného autora
(autorov) a zdroj, poskytnete odkaz na licenciu Creative Commons a
uvediete, ¢i boli vykonané zmeny. Obrazky alebo iny materidl tretich
strédn v tomto ¢ldnku st zahrnuté v licencii Creative Commons k ¢lanku,
pokial nie je v odkaze na material uvedené inak. Ak material nie je
zahrnuty v licencii Creative Commons k ¢lanku a vaSe zamyslané pouZitie
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