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SALAMANDRA SKVRNITA (SALAMANDRA SALAMANDRA) NA SLOVENSKU:
ANALYZA VYSKYTOVYCH UDAJOV V MAKRO A MEZO POHLADE

Balogova M.', Katiuk J.?, Kalavsky J.> & Uhrin M.
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ABSTRAKT

Salamandra Skvrnitd patri medzi bezné druhy obojzivelnikov na Slovensku. Obyva prevazne
zalesnené oblasti (najmé staré buciny) v strednych polohdch. Absentuje Studia, ktord by
skompletizovala roztriisene tidaje o rozsireni salamandry na Slovensku. Excerpovali sme data
zo 70 publikovanych prac a pristupnych internetovych zdrojov. Databiza tieZ obsahuje
nepublikované tdaje z ISTB Statnej ochrany prirody. Spracovanim v Quantum GIS (1.7.0)
a zaverecnou sumarizaciou sa potvrdila preferencia lesného biotopu. Najcastejsi vyskyt druhu
bol zaznamenany vnad. vyske 200-800 m.n.m. Urcili sme tieZ najfrekventovanejSie
orografické celky a klimatickll oblast’ s najpocetnej$im zdznamom lokalit. Detailny pohl'ad na
habitat salamandry Skvrnitej bol umozneny vyskumom realizovanym od oktobra 2006 - aprila
2010 na tizemi LHC Zelezna studienka. Celkova hustota populdcie v zaujmovom tizemi
predstavovala 0,77 ex/ha. Urcili sme velkost home range u jedincov s viac ako dvoma
retrapmi. Samice vykazovali menSiu priemerni vzdialenost’ od najblizSej vodnej plochy.
Zistovali sme tiez charakter ukrytov a vplyv sklonu svahu na vyskyt salamandry Skvrnitej.

UvoD

Salamandra Skvrnita (Salamandra salamandra) ma Siroky aredl vyskytu v strednej, zapadne;j
a juznej Eurdpe (Meikl a kol., 2010). Na Slovensku je rozsireny nominatny poddruh §. s.
salamandra, ktory predstavuje jediného zastupcu rodu Salamandra na naSom tzemi (Dungel
a Rehak, 2011). K typickym habitatom salamandry patria vIhké listnaté alebo zmiesané lesy
(predovietkym buginy) strednych poldh s nad. vyskou 200 — 600 m.n.m. (Dungel a Rehak,
2011). Limitujacim faktorom vyskytu je taktiez teplota a vlhkost, resp. uhrn zrazok
(Moravec, 1994).

Hoci S. salamandra patri k najbeznej$§im druhom obojzivelnikov na Slovensku, vedomosti o
jej bioldgii a ekologii st stidle nedostatocné. Absentuje tiez Stidia, ktord by kompletizovala
roztrusene faunistické udaje v slovenskej Casti Karpat. Cielom tejto prace je analyzovat
dostupné Udaje o rozsireni salamandry Skvrnitej na Slovensku.

MATERIAL A METODIKA

Ziskavanie dat pre analyzu celkového rozSirenia salamandry Skvrnitej na Slovensku
Dostupné udaje boli ziskavané zpublikovanych prac (70 publikécii, viac ako 420
bibliografickych jednotiek) a pristupnych internetovych zdrojov. Databaza obsahuje taktiez
301 nepublikovanych tudajov z Informaéného systému taxénov a biotopov (ISTB) Statnej
ochrany prirody (Banska Bystrica) a vlastné nepublikované tidaje.

Spracovanie dat

Miesto vyskytu S. salamandra bolo spracované v suradnicovom systéme jtsk. Pomocou
programu Quantum GIS (1.7.0) a vektorovych map, sme priradili kazdej lokalite prislusny
kataster, nadmorsku vysku, orograficky celok, DFS Stvorec, klimaticka oblast’, kod arealu
athrn Ziarenia na horizontalnu plochu. Excerpovanym udajom bol tiez prideleny datum
zaznamu, pocet videnych jedincov a ich vyvinové stadium, typ biotopu a autor legitimacie.
Zber a spracovanie udajov pre detailnejsi pohl’ad na habitat salamandry Skvrnitej v juinej
Casti Malych Karpat
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Vyskum bol realizovany v sledovanom obdobi oktober 2006 - april 2010 na tzemi LHC
Zelezna studienka o celkovej rozlohe 472 ha. Bolo uskutonenych 58 navitev, 43
s pozitivnym nalezom (1 alebo viac dohladanych jedincov). Pouzitou metodikou vyskumu
bola metoda celoplosného terénneho pozorovania a odchytu jedincov na vybranych lokalitach.
Pri odchyte kazdého jedinca bol zaznamenany c¢as ndlezu, presna lokacia pomocou GPS
Garmin 60 CSx a jeho biometrické idaje.

Na identifikdciu jedinca, bola uskutocnend fotodokumentacia dorzélnej strany (metoda
individudlneho znacenia modifikovand od Opatrného, 1983). Bol realizovany taktiez zapis
charakteru vyskytu a d’alSie ekologické faktory (aktivita jedinca, charakter okolitej vegetacie,
sklon svahu, meteorologické charakteristiky).

Stradnice kazdého identifikovaného jedinca boli neskor prenesené do programu Map Source
ver. 6.15, ktory umoznil bodové zobrazenie v ortofotomape zdujmového tzemia. Vypocet
hustoty, ako aj vSetky namerané vzdialenosti u retrapov boli vypocitané v programe Google
Earth 2010. Na grafické spracovanie udajov bol pouzity program Microsoft Excel. Stredova
os pre kategorie sklonov bola zistovand regresnou analyzou s pouzitim polynomického,
mocninového a exponencialneho modelu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Celkovo bolo excerpovanych 803 udajov vyskytu salamandry Skvrnitej zo 68 orografickych
celkov (Obr.1). Najvyssi pocet lokalit zaznamenal SpiSsko-gemersky kras (88 zaznamov),
avSsak pocetny vyskyt bol tiez v orografickych celkoch Malé Karpaty a Malad Fatra.
Pozorovany altitudindlny rozsah lokalit bol 200—800 m n. m, pricom doSlo k postupnému
znizovaniu vyskytu nad hranicou tohto rozpéatia. Vyskyt pod 200 m n. m. bol ojedinely (10
lokalit). Prevazna Cast’ zaznamenanych lokalit bola situovana v listnatych alebo zmiesanych
lesoch.

Az 43 % databazovych lokalit sa nachadzalo v chladnej klimatickej oblasti, 38 % v mierne
teplej a 19 % v teplej klimatickej oblasti. Najvyssi pocet lokalit (326 udajov z celkového
poc¢tu 803) pripadalo do chladnej klimatickej oblasti s mierne chladnym, vel'mi vlhkym
charakterom okrsku a klimatickymi znakmi: jal 12 °C — 16 °C.

Celkovy poéet odchytenych jedincov pogas monitoringu na tizemi LHC Zelezna studienka bol
388, z ktorych sa podarilo identifikovat’ a okddovat’ 363 exemplarov. Bolo uskuto¢nenych 69
retrapov (19,0 % z celkového poctu) u 52 jedincoch.

Preferované miesta a miesta nevhodné pre vyskyt druhu

Najvhodnej$im miestom pre vyskyt S. salamandra sa ukazalo byt upitie svahu medzi
pritokom Bystricka a pritokom vtekajicom do Vydrice pri hoteli Veronika. Toto Uizemie sa
vyznacovalo suvislou pritomnostou cca 50 rocného bukového porastu s minimalnym zapojom
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krovinnej etaze, nizkou strmostou svahu a hojnou pritomnostou podzemnych ukrytov. Za
nevhodné pre vyskyt salamandier boli zhodnotené lokality, ktoré sa vyznacovali Castou
fragmentaciou alebo absenciou lesnych porastov, pripadne pritomnostou zmladeného lesného
porastu s vysoko rozvynutou krovinnou etdzou, ¢i absenciou lesnych pritokov a
zastavanostou Uizemia.

Hustota populacie

Celkova hustota populadcie v zaujmovom tUzemi predstavovala 0,77 ex/ha. Rozmiestnenie
jedincov v roznych dielcoch uzemia vSak nebolo rovnomerné. Z celkového poctu, 363
identifikovanych jedincov sa az 76,7% exemplarov (t.j. 280 ex.) nachadzalo na uzemi
velkosti 14,4 ha, tj. na 3,05% celkovej plochy zaujmového uzemia. Hustota dohladanej
populdcie v tomto Uzemi bola 19,44 ex/ha. Len 7,16% jedincov z celkového poctu bolo
dohladanych v inych lokalitach.

Home range

Velkost’ home range bola ur¢ovana podl'a Schulteho a kol. (2007) u jedincov, ktoré boli pocas
doby vyskumu odchytené viac ako 2-krat, t.j. u 5 samic a 8 samcov. Priemerna vel'kost’ home
range bola stanovend na 372,8 m*. U samcov bola priemerna plocha stanovena na 511,3 m”.
Hodnoty minima a maxima sa pohybovali od 3,32 m* do 3200 m”. U samic bola priemerna
plocha home range stanovena na 151,3 m 2. Hodnoty minima a maxima sa pohybovali od 23,4
m” do 443 m”.

Vzdialenost’ od vody

Priemerna vzdialenost’ samic od najblizSej vodnej plochy bola 39,7 m, u samcov 49,4 m.
Hodnoty minima a maxima sa pohybovali od 0 m po 178 m, pri¢om 17,33% vsetkych nalezov
sa nachadzalo priamo v lesnom pritoku.

Charakter ukrytov

Vicsina jedincov bola dohl'adand vo vnutri lesného porastu, alebo na jeho okraji v blizkosti
pritoku. Casto boli jedince pozorované vol'ne roztriisené v teréne bez blizkosti tikrytu (30% z
celkového poctu), alebo priamo v lesnom pritoku (17%), no vicSina z nich sa v dobe nalezu
nachédzala v bezprostrednej blizkosti tikrytu, do ktorého pri vyruseni aktivne unikali.

Graf.1. Vzdialenost’” samcov a samic od najblizsej Graf.2. Percentudlne zastipenie roznych typov
vodnej plochy ukrytov u dohl'adanych jedincov
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Sklon svahu

Jedince sa nachadzali v teréne s r6znym stupiiom strmosti. Na rovine, najcastejSie v oblasti
alivia bocnych pritokov v blizkosti ustia do Vydrice s 0° sklonom, sa nachadzalo 24%
vSetkych jedincov. Zastupenie v d’alSich kategoridch malo vyrazne klesajucu tendenciu.
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Po celkovej analyze excerpovanych udajov sme zistili, ze prevazna Cast zaznamenanych
lokalit bola situovana v zalesnenych oblastiach s nad. vySkou 200 — 800 m.n.m. s mierne
chladnym a vel'mi vlhkym charakterom okrsku.

Gregor (1986) poukazuje na vSeobecny trend Ubytku pocetnosti salamandry Skvrnitej vo
vietkych orografickych celkoch Slovenska. Na monitorovanom uzemi LHC Zelezna
studienka boli salamandry dohl'adané len v niektorych lokalitach, aj napriek tomu, Ze vacSina
miest spiiala biotopové predpoklady vyskytu.

Zda sa, ze vysoka fidelita (vernost’) k miestu a maly home range st charakteristickym znakom
salamandier. Nami zistena plocha home range sa pohybovala v rozmedzi 151 — 511 m?, no
tieto hodnoty vyrazne kolisali pri kazdom jedincovi, preto na zéklade pomerne malej
Statistickej vzorky nemozno vyvodzovat jednoznaéné zavery.

Prvy zaznam o silnej fidelite k ohraniCenej oblasti rozSirenia salamandry Skvrnitej uvadza
Joly (1963), ktory dokazuje, ze dospelé jedince zostavali v uzemi velkom len 68 m* po dobu
az 7 rokov. Silna fidelita k miestu v kombinécii s malym home range bola tieZ dokazana u
alpskych salamandier, Salamandra atra a Salamandra lanzai (Schulte a kol., 2007).

V monitorovanej oblasti samice vykazovali takmer o 10 m menSiu priemernu vzdialenost’ od
najblizSej vodnej plochy ako samci. Tato uzsia viazanost' vznikla pravdepodobne v ddsledku
dolezitosti vodnych ploch pre samice na kladenie lariev.

Na zaklade typu biotopu, v ktorom boli jedince dohl'adané mozno usudzovat’, ze vacsinu Casu
mimo ukrytu, travia salamandry v jeho bezprostrednej blizkosti a len 30% vSetkych nalezov
bolo najdenych mimo bezprostrednej blizkosti ukrytu. 7% jedincov bolo dohl'adanych v tesnej
blizkosti antropogénnych objektov — najcastejsie sa jednalo o steny budov, muriky a bunkre.
Pri tychto objektoch boli jedince pozorované najméd v jesennom a zimnom obdobi, ¢o
potvrdzuju Gdaje z literarnych zdrojov (Stojanova, 1987), Ze salamandry javia isté znamky
synantropizacie v obdobi hl'adania vhodnych zimovisk.

Z hl'adiska sklonu svahu bola zistena vyznamna nepriama tUmera. S narastajucim sklonom
svahu vyrazne klesal pocet jedincov.
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ABSTRAKT

V rokoch 2010 a 2011 sme na 6 lokalitach KoSickej kotliny odchytili celkovo 17 520
lariev 15 druhov komarov (Adedes vexans, Ae. cinereus (resp. Ae.rossicus), Ae. (Finlaya)
geniculatus, Ae. refiki, Ae. rusticus, Ochlerotatus sticticus, Oc. punctor, Oc. cataphylla, Oc. cantans
(rsesp. Oc. annulipes), Oc. communis, Oc. flavescens, Oc. leucomelas, Culiseta annulata, Culex
pipiens (resp. Cx. torrentium a Anopheles maculipennis) a sledovali sme ich distribiciu, denzitu
a vplyv zmeny klimatickych faktorov na ich rozsirenie na urbannych a suburbannych lokalitach. Larvy
sme lovili sitkom, Smykanim po vodnej hladine, vylovené larvy sme fixovali 96% alkoholom
a determinovali v laboratériu stereolupou. Druhové zloZenie lariev ako aj ich distriblicia a denzita sa
na oboch typoch lokalit vyraznejsie nelisila.

UvOoD

Vicsia cast’ vyskumu komdarov Slovenska je sustredena na strednu a zapadnu Cast’
krajiny, aj navzdory tomu, ze vychodna cCast’ krajiny, vratane KoSickej kotliny bola eSte
v polovici minulého storo¢ia endemickou oblastou pre vyskyt maldrie, kde sa ochorenie
vyskytovalo priblizne u 10-30 % obyvatel'stva (Dziuban, 1949). Vynikajuce ekologické
podmienky (teplé leto kontinentalneho typu, velké mnoZstvo stojatych vod a mociarov, Casté
zaplavy a s nimi suvisiace opakované premnozenia komarov) sa ukézali ako vhodné aj pre
Sirenie dirofilaridzy, ktord predstavuje najrychlejSie sa hmyzom prenaSanti chorobu
zoonozneho charakteru (Genchi a kol., 2005). Ciel'om nasho vyskumu bolo zistit'” druhovu
diverzitu lariev v oblasti KoSickej kotliny, sledovat’ ekologické naroky a vplyv zmeny klimy
na ich rozsirenie. Vysledky v predlozenom prispevku su Ciastkové a pochadzaju z prvych
dvoch sezon vyskumu.

MATERIAL A METODIKA
Sledované uzemie

Za modelovu oblast’ sme si zvolili Kosicku kotlinu. Celkova rozloha kotliny je 1 153
km? a klimaticky patri k oblastiam s teplou a mierne suchou klimou. Priemerny roény hrn
zrazok sa pohybuje v rozmedzi 600-850 mm, vlhkost' vzduchu sa drzi v priemere na 60-70
%. Pre takmer celé uzemie je charakteristicky pomerne v€asny néstup jari, letd s relativne
dlhé (52-60 dni) s vysokymi priemernymi dennymi teplotami (18-20 °C), zimy su mierne,
s priemernymi dennymi teplotami -3 az -6 °C, kratke, s malym poctom dni so snehovou
prikryvkou (do 50 dni). Maximalna hibka premfzania je 1,2 — 1,4 m, priemerna 0,45 m.
Dlhodobé priemerna dennd roc¢na teplota sa pohybuje na trovni 8,7°C (www.shmu.sk).

Zber vzoriek

Larvy komarov sme odchytavali v pravidelnych tyzdennych intervaloch na 6 stabilnych
lokalitaich leziacich v roznych oblastiach Kosickej kotliny (Tahanovce, Sebastovce,
Rozhanovce, Panovce, Medzev, Perin Chym) v jarnych a letnych mesiacoch (april — august)
rokov 2010 a 2011. Zber lariev sme robili Standardnym spdsobom (Kramat, 1958). Druhova
determinaciu sme uskutocnili v laboratériu pomocou stereomikroskopu a determinacnych
kl'a¢ov (Kramar, 1958; Becker a kol., 2010).
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Environmentdlne data

Lokality sme rozdelili na oblasti urbanne (Tahanovce, Panovce, Medzev) a suburbanne
(Sebastovce, Rozhanovce, Perin-Chym). V ramci kazdej zvolenej lokality nam ako odberové
miesta sluzili rézne typy vodnych biotopov — jazera, odvodiiovacie kandly, doasné mlaky
vzniknuté po zrdzkach, lesné priekopy naplnené dazdovou vodou, zaplavené biotopy
v blizkosti riek. S kazdym odberom sme zaznamendvali vybrané ekologické parametre —
teplotu vody, teplotu vzduchu a relativnu vlhkost’ vzduchu.

Analyza dat
1. Distribticia — percento lokalit, na ktorych sme zaznamenali dany druh.
Cc= % .10 C = distribucia; n = pocet lokalit vyskytu daného druhu;

N = pocet vSetkych lokalit

Distribuiciu sme na zéklade vysledku rozdelili do nasledujucich tried (Dziéczkowski, 1972):
C1 — sporadicky ( 0-20 %); C2 — menej Casty (20,1 — 40 %); C3 — stredne ¢asty (40,1 — 60 %);
C4 — casty (60,1 — 80 %); C5 — konstantny (80,1 — 100 %)

2. Denzita - pocet jedincov daného druhu k celkovému poctu vsetkych jedincov vyjadreny
v percentach, podl'a vzorca:

D= ]E .100 % D = denzita; 1 — pocet jedincov daného druhu;

L — pocet vsetkych jedincov

Denzitu na zéklade vysledkov sme rozdelili do tychto tried (Trojan, 1992):
satelitné druhy (D <1 %); subdominantné druhy (1< D <5 %); dominantné druhy (D > 5 %)).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Za jarné a letné obdobie rokov 2010 a 2011 bolo celkovo odchytenych 17 520 lariev 16
druhov komarov. V sezéne 2010 sme najviac lariev zachytili v juli (33,5 %), v auguste (28,5
%) ajuny (18,9 %), najmenej v maji (2,4 %). V aprili 2010 sme odchytili 1659 ks (16,7 %)
lariev komarov. V sezone 2011 sme najvyssiu abundanciu lariev zaznamenali v aprili (81,9
%), najnizsiu v auguste (0,5 %). V mesiacoch m4j (12,3 %), jun (1,8 %) a jul (3,5 %) doslo ku
kolisaniu abundancie lariev.
Odchytové lokality sme rozdelili na oblasti urbanne a suburbanne (Lieszewski a Maik, 2000).
V urbannych oblastiach sme celkovo zdiagnostikovali 8778 ks lariev 13 druhov (Tab. 1),
dominantné zastupenie mali druhy Ae. cinereus (resp. rossicus), Cx. pipiens (resp.
torrentium), Oc. cantans (resp. annulipes), Oc. cataphylla, Oc. punctor a subdominantné
zastupenie druhy Ae. vexans, Oc. communis, Oc. flavescens, Oc. leucomelas. Satelitnymi
druhmi boli druhy Ae. rusticus, An. maculipennis, Cs. annulata a Oc. sticticus.
Na suburbannych lokalitdich sme celkovo urcili 8742 lariev 12 druhov komarov (Tab. 2),
s dominantnym zastipenim Ade. vexans, Cx. pipiens, Oc. cantans, Oc sticticus,
subdominantnym zastipenim u druhov Ae. cinereus (resp. rossicus), An. maculipennis, Oc.
flavescens a satelitnym zastpenim u 4 druhov, t.j. Ae. (Finlaya) geniculatus, Ae. refiki, Cs.
annulata a Oc. punctor. Z klimatického hladiska patri KoSickd kotlina k oblastiam
s priaznivymi  podmienkami pre vyvin komarov. Obidve odchytové sezony sa
z meteorologického pohl'adu znac¢ne liSili. Sezéna 2010 bola charakteristickd nadmernymi
mesaénymi Uhrnmi zrazok, ktoré vyrazne presahovali dlhodobé priemerné hodnoty. Od aprila
do prvej polovici juna boli na vicSine uzemia Slovenska, vratane skimaného Uzemia
intenzivne, niekolkodiové zrazky, ktoré wviedli krozsiahlym zaplavam, ¢o umoznilo
vytvorenie dostatocného mnozstva vhodnych biotopov a teplotnych pomerov pre vyvin lariev.
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Podl'a ocakédvania, podobne ako v inych regionoch Slovenska (Brestovsky a Jalili, 2001)
a zahranicia (Rettich a kol., 2010) v case zaplav, aj v nami zachytenej druhovej skladbe lariev
komarov prevladali predovSetkym druhy kalamitné (4e. vexans 36,8 %, Oc. sticticus 6,06 %)
a druhy s tendenciu premnozenia sa po zaplavach (Cx. pipiens/Cx. torrentium 47,9 % a Oc.
cantans/Oc.annulipes 4,57 %). Sezona 2011 bola protikladom predchédzajiceho roka. Jarné
obdobie bolo na vac¢Sine Uzemia Slovenska suché a teplé, smalym mnozZstvom
atmosférickych zrazok (136,3 mm za obdobie od 21.3.-21.6.2011), s priemernou mesac¢nou
teplotou vzduchu 12 °C. Leto bolo hortce, s priemernymi dennymi teplotami 19,5 °C (jun,
jul) az 20,9 °C (august). V uplynulej letnej sezoéne bolo zaznamenanych aj niekol'’ko po sebe
nasledujucich tropickych dni, s teplotami nad 30 °C (jul 6 dni, august 6 dni). Nizky whrn
zrazok a predovsetkym ich nepravidelné rozlozenie, hortice letné a tropické dni ovplyvnili tak
druhovu diverzitu ako aj abundanciu lariev komarov. Mnozstvo odberovych miest v podobe
mlak a odvodilovacich kandlov na stabilnych lokalitach vyschlo. Larvy niektorych druhov
komarov tak aj napriek vel'mi priaznivym teplotnym podmienkam nestihli ukon¢it’ svoj vyvin,
resp. vyvin z dovodu nedostatku vody ani nezacali. Navzdory zrazkovo suchej jari (april 8,4
mm; m4j 68,1 mm; jun 54,3 mm) sme prave v tomto obdobi zachytili najviac lariev a to 81,9
% lariev z celkového poctu v danom roku. Druhova diverzita a kone¢na abundancia lariev
komarov na oboch typoch lokalit bola relativne zhodna. Prevladali druhy antropofilné,
s vynimkou prevazne ornitofilného druhu Cx. pipiens, ktory vSak v niektorych oblastiach
Slovenska cicia aj na €loveku a An. maculipennis, ktory ma afinitu prevazne k zvieratam.
Najvyssia abundancia lariev bola zaznamenana v aprili az ma4ji. Habitaty v ktorych sme
nachddzali larvy ¢i uz v oblastiach urbannych, alebo suburbannych, mali podobny charakter
a zhoduji sa s dostupnymi poznatkami o bionémii danych druhov uvedenych v literatire
(Becker a kol., 2010; Kramar, 1958).

Tabul’ka 1: Celkové druhové zastupenie, denzita a distribucia lariev komarov na
urbannych lokalitach (2010-2011).

DRUH Redlny pocet | Lokalita | Denzita | Vyjadrenie | Distribticia | Vyjadrenie
odchytenych D [%] denzity C [%] distribucie
jedincov
Ae. vexans 108 P 1,23 SD 33,33 MC
*Ae. cinereus / 929 P 10,6 D 33,33 MC
Ae. rossicus
Ae. rusticus 1 P 0,011 S 33,33 MC
An. maculipennis 35 T 0,40 S 33,33 MC
*Cx. pipiens / 2216 T+P 25,24 D 66,66 C
Cx. torrentium
Cs. annulata 17 P 0,19 S 33,33 MC
*QOc. cantans / 2873 T+P+M 32,72 D 100 K
Oc. annulipes
Oc. communis 151 P 1,72 SD 33,33 MC
Oc. cataphylla 792 P+M 9,02 D 66,66 C
Oc. flavescens 221 P 2,51 SD 33,33 MC
Oc. leucomelas 244 P 2,8 SD 33,33 MC
Oc. punctor 1155 P 13,15 D 33,33 MC
Oc. sticticus 36 P 0,41 S 33,33 MC
SPOLU 8778 100%
S- satelitny (jruh, SD- subdominantny, D- dominantny T- Tahanovce, P- Pafiovce, M- Medzev

C- ¢asty, MC- menej &asty, K- konstantny
* Druhy Ae. cinereus /Ae. rossicus,; Cx. pipiens / Cx. torrentium a Oc. cantans /Oc.annulipes nie je mozné v
larvalnom §tadiu spolahlivo rozlisit’, preto ich pocet uvadzame spolocne

17




Tabul’ka 2: Celkové druhové zastupenie, denzita a distribucia lariev komarov na
suburbannych lokalitach (2010-2011).

DRUH Reilny pocet Lokalita | Denzita | Vyjadrenie | Distribucia | Vyjadrenie
odchytenych [D] % denzity [C] % distribucie
jedincov

Ae. vexans 3547 S+PCH 40,60 D 66,66 C
*Ae. cinereus / 141 S+PCH 1,61 SD 66,66 C
Ae. rossicus
Ae.geniculatus 6 R 0,068 S 33,33 MC
Ae. refiki 2 S 0,022 S 33,33 MC
An. maculipennis 238 S+R+PCH 2,72 SD 100 K
*C. pipiens / 2908 S+R+PCH | 33,26 D 100 K
Cx. torrentium
Cs. annulata 9 R 0,10 S 33,33 MC
*Qc. cantans / 691 S 7,90 D 33,33 MC
Oc.annulipes
Oc. cataphylla 292 S 3,34 SD 33,33 MC
Oc. flavescens 143 S 1,63 SD 33,33 MC
Oc. punctor 6 S 0,068 S 33,33 MC
Oc. sticticus 759 S 8,70 D 33,33 MC
SPOLU 8742 100%

S- satelitny druh, SD- subdominantny, D- dominantny S-Sebastovce, R- Rozhanovce, PCH- Perin Chym

C- Gasty, MC- menej &asty, K- konstantny
* Druhy Ae. cinereus /Ae. rossicus, Cx. pipiens / Cx. torrentium a Oc. cantans /Oc.annulipes nie je mozné
v larvalnom $tadiu spol'ahlivo rozlisit,, preto ich po¢et uvadzame spolocne
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DETEKCIA VIRULENTNYCH FAKTOROV, MOBILNYCH GENOVYCH
ELEMENTOV A ATB REZISTENCIE U TECACICH KMENOV E.COLI
Drugdova Z.

Ustav fyziolbgie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Cielom nasho vyskumu bolo odhalenie pritomnosti virulentnych faktorov, detekcia
antimikrobialnej rezistencie u 17 vybranych tel'acich E.coli kmeiiov izolovanych v priebehu
roku 2012 z rektalnych vyterov teliat zo slovenskych fariem a nasledna detekcia
mechanizmov rezistencie a pritomnosti mobilnych génovych elementov (integronov). Taktiez
sme u spomenutych kmenov ur¢ili fylogenetické skupiny (Clermont, O. a kol., 2000). Kmene
E.coli sme vySetrili metodikou stanovenia MIC hodnoty a polymerdzovej retazovej reakcie
(PCR) s vyuzitim primerov virulentnych génov iutA, iss, cvaC, tsh, papC, kpsll, ibeA, toxinov
stxl, stx2, LT, ST, integrazovych génov Intl, Int2 , génovych kaziet dfr (IA a II), aad (aad) a
génov sul. Na zaklade interpretativneho od¢itania MIC hodnét ceftriaxonu, ceftazidimu,
ceftiofuru a ceftazidimu s kyselinou klavulanovou sme zaznamenali vyskyt 8 ESBL —
produkujucich kmenov. Spomedzi virulentnych génov dominoval papC a iut4 a vobec sa
nevyskytovali ibeA a iss. NajCastejSie sa vyskytujuca integraza je Intl s génovou kazetou aad.
Analyza fylogenetickych skupin potvrdila vyluéné zastipenie komenzéalov zo skupiny A. U
telacich E.coli kmenov sme potvrdili pritomnost’ génov rezistencie, virulentnych faktorov a
mobilnych génovych elementov, nie vSak v takom rozsahu ako u kuracich kmenov.

UvoD

Rezistentné baktérie E.coli (¢i uz komenzalne alebo patogénne) predstavujii potencidlny
rezervoar mobilnych génovych elementov a génovych kaziet (Khachatryan a kol., 2004) a
zvySuje sa riziko transferu rezistencie medzi genomami. Virulentné¢ faktory st dalSim
atributom prispievajucim ku zvySenej rezistencii a patogenite. Patogénne kmene sa od
komenzélnych liSia v ziskani chormozomalnych, alebo extrachromozomalnych virulentnych
operénov. AvSak delécie a iné bodové muticie zvySuji patogenitu kmena a patria
k stratégiam gendomovej plasticity, vd’aka ktorym sa komenzélne kmene stavaju patogénnymi
(Duriez a kol., 2001). V tejto praci sme sa zamerali na vyskum rezistencie, virulencie a
pritomnosti mobilnych génovych elementov vo vzt'ahu ku fylogenetickej skupine u fekalnych
E.coli mladych teliat, nakol’ko u E.coli mladych zvierat je preukazatel'ne vysSia rezistencia
ako u dospelych (Hoyle a kol., 2005).

MATERIAL A METODIKA

Kultivacia a identifikacia baktérii. Vysetrili sme 17 kmenov E.coli (rok 2012) a rektalne
tampony z telacich slovenskych fariem boli resuscitované v peptonovej vode (Oxoid,
Basingstoke, United Kingdom) a naockované na McConkey agar (Oxoid). Identifikacia bola
prevedend za pomoci Uriselect agaru (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA)
a Maldi-Biotyperu (Bruker, USA). Bakteridlnu DNA sme izolovali za pomoci kitu (Qiagen,
USA).

Polymerazova retazova reakcia. Skrining izolatov E.coli na pritomnost’ virulentnych génov
sme vykonali pomocou poymerdzovej retazovej reakcie (PCR) amplifikaciou iutd —
receptoru pre aerobaktin (annealingova teplota 63°C, amplikonova vel'kost’ 300bp) (Johnson a
kol., 2000), cvaC kolicinu V (63°C , 680bp) (Johnson a kol., 2000), kpslI — kapsularnej
polysialicovej kyseliny (63°C, 272bp) (Johnson a kol., 2000), iss — séra zvySeného prezivania
(61°C, 760bp) (Foley a kol., 2000), tsh — teplotne senzitivneho hemaglutininu (55°C, 620bp)
(Dozois a kol., 2000), papC — P fimbrialneho adhezinu (65°C, 328bp) (Le Bouguenec a kol.,
1992), ibeA — invazivneho faktoru sposobujliceho neonatdlnu meningitidu (55°C, 814bp)
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(Germon a kol., 2005). Skrining na pritomnost’ integraz 1 a 2 bol vykonany amplifikaciou
Intl (annealingova teplota 62°C, amplikonova 483 bp), Int2 (annealingova teplota 62 °C,
amplikonova vel'kost” 788 bp) (Mazel a kol., 2000), skrining na pritomnost’ génovych kaziet
dfr (Navia a kol., 2003), aad4A (Hollingshead a kol., 1985) a génov sul/ 1, 2 (annealingova
teplota 69 °C, amplikénova velkost 433 bp a 293 bp) (Kerrn et al., 2002)a sul3 (annealingova
teplota 51°C, amplikonova velkost' 990 bp) (Guerra a kol., 2004). Skrining na pritomnost’
génov rezistencie bol vykonany za pomoci primerov CIT (61°C, 462 bp) (Pérez-Pérez a kol.,
2002), gnrS (53°C, 417) (Robicsek a kol., 2006), pucrx-mi (58°C, 940 bp) (Carattoli a kol.,
2008), floR (55°C, 868 bp) (Guerra a kol., 2001). Analyza fylogenetickych skupin bola
prevedend prostrednictvom triplex-PCR (Clermont a kol., 2000). PCR bola prevedena
v celkovom objeme 25 upl. Amplifikované DNA fragmenty boli separované na 1%
agarézovom géli a farbené s Gold View farbivom na nukleové kyseliny (SBS Genetech,
Beijing, Cina). Ako $tandard molekularnej hmotnosti sme pouzili 100bp ladder (Invitrogen,
USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vsetky kmene boli po fylogenetickej analyze zaradené do komenzalnej skupiny A, ¢omu
zodpoveda aj zniZena virulencia. U telacich kmenov E.coli sme zaznamenali najvyraznejsi
vyskyt virulentnych génov papC a iutA, vobec sa nevyskytovali iss a ibed (Tab.l), ¢o
koreSponduje s vysledkami Durieza (Duriez a kol., 2001).

Tab. 1 Vyskyt virulentnych génov u 17 tel'acich izolatov.

Virulentné faktory Pocet kmenov
papC, iutA, cvaC, tsh | 1
papC, iutA, cvaC 2
papC, iutA 6
kps, cvaC 1
utA 1
- 3

Typicky ETEC a STEC patotyp obsahuje najmi toxiny ako stx/, stx2, ¢ LT a ST
(Ghanbarpour a kol., 2012), nase kmene vSak neobsahovali ani jeden zo spominanych
faktorov. Ako vidno v tabulke 2, integraza 1 sa vyskytovala u 4 zo 17 kmeniov. Ako uvadza
vyskum Dua (Du a kol., 2005), az u 59% tel'acich E.coli sa vyskytoval gén Intl. Integron 1 je
nositel'om viacerych génov rezistencie ako dfr (rezistencia na trimetoprim) a aad (rezistencia
na aminoglykozidy), Co sa ¢iastocne potvrdilo aj nasim vyskumom. Gén aad sa spolu s Intl
vyskytoval u dvoch zo Styroch streptomycin rezistentnych kmenov. Integraza 2 sa
nevyskytovala u ziadneho kmena a potvrdil sa vyskyt dvoch integrazovych génov 1 bez
pritomnosti génovych kaziet. Zaznamenali sme tiez vyskyt troch génov sul kédujucich
rezistenciu na sulfonamidy, taktiez viazanych na Intl, menovite sull, sul2 (obidva u jedné¢ho
7o Styroch cotrimoxazol-rezistentnych kmenov), aj su/3.

Na zaklade interpretativneho odcitania MIC hodnét ceftriaxonu, ceftazidimu, ceftiofuru a
ceftazidimu s kyselinou klavulanovou sme zaznamenali vyskyt 8 ESBL - produkujtcich
kmenov. Multirezistencia (rezistencia na viac ako tri antibiotikd) bola odhalend u 11 kmetov.
Voci ampicilinu bolo rezistentnych 11 kmenov (tri z nich sa vyznacovali pritomnostou CIT
génu), voci tetracyklinu tak isto 11 kmenov, voci chloramfenikolu 8 kmeniov a voci
florfenikolu 7 kmenov (tri z nich sa vyznacovali pritomnostou floR génu). U jedného kmena
sa napriek rezistencii voci fluorochinolonom (enrofloxacin a ciprofloxacin) nepotvrdil vyskyt
plazmidicky koédovaného génu gnrS, €o indikuje mutiaciu chromozomalne kédovanych génov
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(parC, gyrA). Rezistencia komenzalnych baktérii sama o sebe nieje az tak velkym
problémom, komplikacia nastava pri transfere rezistnentych elementov na patogény v ramci
traviaceho traktu (Hoyle a kol., 2005). Takéto riziko mozno predpokladat’ aj u naSich dvoch
multirezistentnych kmenov, kde sa vyskytla rezistencia typu Amp-C s pritomnost'ou integraz,
génovych kaziet a virulentnych faktorov. Vlastnosti vSetkych kmenov st prehl'adne zhrnuté
v tabul’ke 2.

Tab.2 Prehlad vlastnosti komenzalnych tel'acich kmenov E.coli .

Fenotyp Detegované gény Pocet

Gény rezistencie  Mobilné genetické elementy a  kmenov
génové kazety

A

Cot CIT Intl

Flo floR

St

Tc Intl

AN Tc

A Flo Tc

A N Flo Tc

A N Flo Tc floR

A St Tc Cot

A N Flo Tc

A St Tc Cot CIT Intl, sull, sul2, aadA
A St N Flo Tc CIT, floR Intl, sul3, aadA
A StN En Ci Tc CIT

e T e O T e e N e e e e V]

A-ampicilin, Cot-cotrimoxazol, Flo-florfenikol, St-streptomycin, Tc-tetracyklin, N-kyselina
nalidixova, En-enrofloxacin, Ci-ciprofloxacin

Napriek tomu, Ze traviaci trakt telaciecho dobytka je primarnym zdrojom STEC kmenov,
neodhalili sme ich pritomnost’ v naSich vzorkach. Potvrdili sme vyskyt viacerych ESBL-
produkujucich kmeinov, virulentnych faktorov a mobilnych génovych elementov, nie vSak
v takom rozsahu ako u kuracich kmeiiov. No aj tak je mozné skonStatovat’, Ze slovenské
telacie kmene E.coli su rezervoarom génov rezistencie a ich rozSirenie pomocou mobilnych
génovych elementov ostava nad’alej zdravotnym rizikom.
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ABSTRAKT

V praci sme sa zamerali na detekciu a charakterizaciu restrikéno-modifikacnych
systétmov, ako jedného z obrannych mechanizmov voc¢i bakteriofagovym infekciam u
vybranych mlie¢nych baktérii. Bakteridlne kmene izolované z mlieka boli identifikované
pomocou MALDI-TOF analyzy a zaradené¢ do rodov FEnterococcus, Lactococcus
a Lactobacillus. Baktérie rodu Enterococcus boli testované na citlivost’ voc¢i bakteriofagom
MSF1, MSF2 a M4, pricom u Siestich kmenov sme detegovali pritomnost’ jednej z troch
restrikénych endonukleaz, identifikovanych ako izoschizoméry Haelll, Sdul a Ncil. Vsetky
testované kmene rodu Lactobacillus boli senzitivne voci bakteriofagu L. plantarum. Z baktérii
rodu Lactococcus sme detegovali pat’ izolatov vykazujucich rezistenciu voci bakteriofagu L.
lactis PO0S.

UvoD

Vysledkom bakteriofdgovych infekcii pri vyrobe fermentovanych mlie¢nych vyrobkov a
syrov je nedostatocna produkcia kyseliny mlie¢nej sprevadzana znizenou proteolyzou. Strata
kontinuity fermentacného procesu naruSend fagovou infekciou, ¢asto vedie k technologickym
problémom a velkym ekonomickym stratdm. V oblasti mliekarenskej vyroby, je problém
fagovej infekcie velmi Casty. Odhadovany pocet infikovanych fermentacnych procesov pri
spracovani mlieka a vyrobe mlie€nych produktov je az do 10%, pricom objem jedného
fermenta¢ného tanku je aj niekol’ko tisic litrov. V priebehu evoltcie doslo u baktérii k vzniku
viacerych mechanizmov, ktoré¢ bakteridlnym bunkdm zaist'ujii ochranu voci bakteriofagom.
Baktérie mézu bakteriofagovil infekciu blokovat’ vo vsetkych jej Stadiach a su zalozené ¢i uz
na znemozneni vazby faga na povrch bunky, blokacii penetracie fagovej nukleovej kyseliny
do bunky alebo v pripade tspesného prieniku az do cytoplazmy hostitel'a na jej degradacii
pomocou restrikéno-modifikaénych systémov. Dalej mdzu prebichat’ aj tzv. abortivne
infekcie, pri ktorych dochadza k zablokovaniu niektorého z kI'i¢ovych krokov replikacie,
transkripcie Ci translacie fagovej DNA. Abortivne infekcie vSak maji za nasledok smrt’ nielen
faga ale aj samotnej hostitel'skej bakterialnej bunky.
Cielom tejto Studie bola detekcia restrikéno-modifikaénych systémov u vybranych
bakteridlnych druhov mlie€nych baktérii izolovanych priamo z mlieka a mlie¢nych vyrobkov.

MATERIAL A METODIKA

MALDI TOF identifikacia: rastice bakterialne kolonie sme po kratkom spracovani naniesli na
MALDI dosticku a prekryli mikroobjemom matrixového roztoku apo uschnuti oziarili
laserom. Ako MALDI matrixovy roztok je doporuceny nasyteny roztok HCCA (alfa-kyano-4-
hydroxy kyselina Skoricovd) v organickom rozpustadle (OS), ktoré je zlozené z 50%
acetonitrilu (ACN), 2,5% trifluorooctovej kyseliny (TFA) a destilovanej vody. Hmotnostné
spektra sme ziskali s vyuzitim FLEX rady MALDI-TOF hmotnostného spektrometra v
linedrnom pozitivnom rezime pri maximalnej frekvencii (20 az 200 Hz) (Maier a kol., 2006).
Ziskané spektrd sme nasledne porovnali s databazou referencnych spektier.

Testovanie na citlivost' voci bakteriofagom: Podl'a double-layer agar metody (Santos a kol.,
2009) sme maly objem bakteriofagovej suspenzie (0,1 pl) a malé mnozstvo hostitel'skych
buniek s vysokou hustotou po kratkej inkubacii zmiesali v 2,5 ml 0,7 % soft-agaru pri teplote
46°C. Vyslednou suspenziou sme nasledne prekryli vopred pripravené agarové platne
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a vznikla tak tenka vrchna vrstva, ktora imobilizuje baktérie. Pocas inkubacie sa neinfikované
baktérie d’alej mnozia a vytvaraju film na povrchu platne. Kazda infikovana baktéria, ale po
kratkom cCase uvolni zrelé fagové potomstvo, ktoré dalej infikuje okolité baktérie. Tato
»retazova reakcia®“ sa S$iri dalej avysledkom je viditelnd kruhova zona rozpadnutych
bakterialnych buniek nazyvana ,,plak®.

Vybrané bakteridlne kmene sme testovali na pritomnost restrikénej aktivity v hrubych
bunkovych extraktoch podl'a metodiky Javorsky, Vanat (1992) s naslednou purifikaciou
a charakterizaciou detegovanych restrikénych endonukleéz.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Restrikéno-modifika¢né (R-M) systémy predstavuju ucinny sposob, ako baktérie mozu
regulovat’ prenos genetickej informacie. Ich hlavnou funkciou je zabranit’ prijmu neziaducej
DNA, ktora je pre bunku potencidlne nebezpecna a jej expresia zatazuje bunkovy
metabolizmus alebo priamo ohrozuje jej Zivot. Pozostdvaji z enzymov, ktoré sa liSia
enzymovymi aktivitami: restrikénej endonukledzy a DNA metyltransferdzy (Pingout A.,
Jeltsch A., 2000). Modifikac¢na zlozka modifikuje vlastnit DNA baktérie metylaciou adeninu
alebo cytozinu v rozpoznavacej sekvencii a restrikény systém potom degraduje cudzorodu,
teda nemodifikovani DNA bakteriofaga. Citlivost’ baktérii na bakteriofagy moze byt v
niektorych pripadoch neziadica a to obzvlast v mliekarenskom priemysle. Vnimavost’
baktérii produkujucich kyselinu mlie¢nu na vSadepritomné bakteriofagy v mliecnom prostredi
modze mat’ vazne dosledky pre mliekarensky priemysel.

Pomocou MALDI-TOF analyzy bolo 116 bakteridlnych kmenov izolovanych z mlieka
zaradenych do rodov Enterococcus (61), Lactococcus (32), Lactobacillus (23).

Baktérie rodu Enterococcus boli testované na citlivost’ vo¢i bakteriofagom MSF1, MSF2
a M4 (izolovanych z mlieka na UFHZ SAV), pricom vSetky izolaty vykazovali rezistenciu k
nejmenej jednému z tychto bakteriofagov. U siedmich kmeiiov sme detegovali pritomnost’
jednej z troch restrikénych endonukledz, identifikovanych ako izoschizoméry Haelll, Sdul
a Ncil (Tabulka 1).

Z celkového poctu 23 bakteridlnych kmenov rodu Lactobacillus, boli po testovani na citlivost’
voci zbierkovému bakteriofagu Lactobacillus plantarum phage (ATCC® No. 8014-Bl)
vsetky testované kmene senzitivne. Pritomnost’ restrikénej aktivity v hrubom bunkovom
extrakte bola po otestovani vSetkych kmenov taktiez negativna.

Z baktérii rodu Lactococcus, ktoré boli klasifikované vyhradne do druhu L. lactis, sme
detegovali pét izolatov vykazujucich rezistenciu vo¢i bakteriofagu L. lactis P0O08. U jedného
z tychto kmeniov sme zaznamenali pritomnost’ restrikénej aktivity v hrubom bunkovom
extrakte. NaSe dalSie experimenty budi zamerané na charakterizaciu tohto restrikéno
modifikaéného systému ako aj na charakterizaciu inych mechanizmov rezistencie voci
bakteriofagom potencialne pritomnych u d’al§ich Styroch kmenov L. lactis.

24



Tabul’ka 1: Prehl’'ad vyskytu R-M systémov u baktérii rodu Enterococcus
( + kmen citlivy voci bakteriofagu , - kmen rezistentny voci bakteriofagu)

Bakterialny kmen MSF2 M4 MSF1 Izoschizomér RE
E. sp.21/b/2 - - - Haelll
E. faecium 19/B/2 - - + Haelll
E. sp. 21/b/1 + + - Haelll
E. faecalis 16/B/2 - - - Sdul
E. sp. 18/B/2 - - + Sdul
E. faecalis 16/B/1 - - - Sdul
E. faecium 1/1/2010 + - + Neil
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ABSTRAKT

Praca bola zamerand na sledovanie vplyvu vysokotukovej diéty so Sirokym pomerom
polyénovych mastnych kyselin ®-6 ku ®-3 (610:1) ajej kombinacie s probiotikami
a vytazkom z pagastana konského na aktivitu antioxidaénych enzymov a hladinu glutationu
v izolovanych mitochondriach pecene a obli¢iek potkanov. Do pokusu bolo zaradenych 60
kusov 4-mesacnych potkanov kmena Sprague-Dawley rozdelenych do 6 pokusnych skupin:
kontrolnd, skupina s vysokotukovou diétou so Sirokym pomerom ®-6 ku ®-3 PNMK, skupiny
s pridavkom Tl'anového oleja, probiotika, extraktu z pagastana konského a skupina s diétou
kombindcie 'anového oleja a vytazku z pagaStana konského aplikovanych do vysokotukovej
diéty. Vybrané uc¢inné latky ovplyvnili oxida¢ny stav zvySenim aktivit sledovanych enzymov
v peceni a oblickach, ¢o moze mat’ priaznivy efekt pri adaptacii organizmu voci oxidativnemu
stresu. Narast enzymovej aktivity GR a naopak pokles v aktivite GPx naznacuje na aktivaciu
inych antioxidaénych mechanizmov. Zisteny pokles aktivit enzymov v experimentalnych
skupinach naznacuje, ze v organizme pravdepodobne nedochadza k nadprodukcii reaktivnych
foriem kyslika.

UvoOD

Tuky st hlavnym zdrojom polynenasytenych mastnych kyselin (PNMK). Ich oxidacné
derivaty eikozanoidy zasahuji do regulacie kazdého deja v organizme, tak za fyziologickych
ako 1 patologickych podmienok. Ddlezitym faktorom je nielen absolutny prijem PNMK, ale aj
vzajomny pomer medzi ®-6 (n-6) ®-3 (n-3) PNMK, ktory by mal byt 10-4:1. Pri
konzumovani stravy so Sirokym pomerom n-6 ku n-3 PNMK stupa v populacii umrtnost’ na
kardiovaskularne ochorenia (Simopoulos, 2003). KIG¢ovu ulohu v etioldgii a prevencii
ateroskler6zy zohrava hladina LDL cholesterolu ovplyvnena mnozstvom a zlozenim tukov
v potrave. Pozitivny ucinok probiotik a prebiotik na organizmus zvierata a ¢loveka bol
dokézany nielen v pripade portch travenia, ale aj zlepSovania pomeru HDL/LDL cholesterolu
(Chen akol., 2010; Ooi aLiong, 2010), ¢im sa podielaji na zniZzovani rizika vzniku
ateroskler6zy a srdcovocievnych ochoreni. Funkény stav organizmu je mozné ovplyviiovat’ aj
roznymi prirodnymi latkami, napr. fytoextraktmi. Sledovanie u¢inku kombindcie probiotik
arastlinnych extraktov je vyznamné z hladiska symbiotického vztahu spektra baktérii s
rastlinami pri osidlovani trdviaceho traktu, nasledkom ¢oho dochidza k nérastu funkénej
biologickej populdcie mikroorganizmov traviacej sustavy atym k zlepSeniu vstrebavania
zivin z krmiva, priCcom sa zlepSuje zdravotny stav a produkcia zvierat (Tannock, 2002;
Chrastinové et al. 2008). PNMK st mimoriadne citlivé na oxidativne poskodenie. U¢inok
PNMK v hepatocytoch pri redukcii tvorby aterogénnych lipoproteinov vyzaduje ich
intracelularnu konverziu na lipidové peroxidy stimulujuce predsekretolycka proteolyzu ich
proteinovych cCasti a teda samotnd oxidacia PNMK sa takto podiela na zniZovani sekrécie
lipoproteinov z pecene do krvi (Vaskova, Vasko, 2010). Sucasné suplementacia antioxidantov
mdze mat’ preto aj negativny dosah. Cielom naSej prace bolo sledovanie vplyvu
vysokotukovej diéty so Sirokym pomerom PNMK w-6 ku ®-3 (610:1) ajej kombinacie
s probiotikami a vytazkom z pagaStana konského na aktivitu antioxidaénych enzymov
a hladinu glutatiénu v izolovanych mitochondriach pecene a oblic¢iek potkanov.
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MATERIAL A METODIKA

Do pokusu bolo zaradenych 60 kusov 4-mesacnych potkanov kmena Sprague-Dawley
rozdelenych do 6 pokusnych skupin. Kontrolné skupina (K) bola kfmena Standardnou diétou.
Skupine s vysokotukovou diétou (HFD) bol aplikovany slnecnicovy olej (20 %) so Sirokym
pomerom ®-6 ku ®-3 PNMK (610:1). Diéta skupiny HFD+PRO bola doplnena o mliecnu
stravu s obsahom 10° cfu.lml™ probiotickych mikroorganizmov Lactobacillus plantarum. V
experimentalnej skupine HFD+LO bol do vysokotukovej diéty aplikovany I'anovy olej. Diéta
skupiny HFD+R bola obohatend o suchy extrakt zpagaStana konského (Aesculus
hippocastanum) v mnozstve 2%. Pokusna skupina HFD+LO-+R bola kfmend kombinaciou
vysokotukovej diéty, lanového oleja a vytazku z pagastana konského. Zvieratd boli chované
v Standardnych laboratérnych podmienkach a pocas trvania pokusu mali pristup ku kimnej
zmesi a vode v mnozstve ad libitum. Po 6 mesiacoch trvania pokusu boli potkany usmrtené
v stlade s pravidlami stanovenymi etickou komisiou. Izolacia mitochondrii pecene a obliciek
bola vykonana pri 4 °C podla Fernandez-Vizarra a kol. (2010). Koncentracia celkovych
bielkovin bola stanovena modifikovanou BCA metédou podla Smitha a kol. (1985). Aktivita
glutation peroxidazy (GPx, E.C. 1.19.1.9) bola stanovend podl'a Flohé a Gunzlera (1984) a
glutation  reduktazy (2010) podla Carlberga a Mannervika (1985). Aktivita
superoxiddismutazy (SOD, E.C. 1.15.1.1) bola merana prostrednictvom SOD-Assay Kit-
WST (Fluka). Hladina GSH bola stanovend podla Floreani akol. (1997) s pouzitim
Ellmanovho ¢inidla. Statisticka vyznamnost vysledkov bola stanovena t-testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Namerané hodnoty SOD v pe€eni a obli¢kach ukazali mierny pokles aktivity s vynimkou
aktivity SOD v mitochondriach pecene v skupine s pridavkom pagastana konského (HFD+R),
kde sme naopak zaznamenali narast oproti kontrolnej skupine (Tab. 1, Tab. 2). SOD eliminuje
tvorbu superoxidového radikdlu za vzniku neradikalovych molekul, peroxidu vodika
a kyslika. Tymto mechanizmom chréni organizmus pred oxidaénym poskodenim vyznamnych
biomolekul, napriklad aj lipidov. Zisteny pokles v aktivite enzymu po aplikacii u¢innych latok
naznacuje,ze v organizme nedochadza k nadprodukcii reaktivnych foriem kyslika. Obdobny
efekt bol zaznamenany aj v aktivite enzymu GPx, ktory redukuje peroxidy prostrednictvom
redukovaného glutationu (GSH). Vysokotukova diéta (HFD), rovnako ako aj jej kombinacia
s lanovym olejom (HFD+LO) neovplyvnila aktivitu enzymu v pe€eni, naopak
v mitochondriach obli¢iek bol pozorovany vyrazny pokles. Bolo preukézané, ze I'anovy olej
ako zdoj -3 PNMK, ma antioxidacny a protizapalovy efekt (Prasad, 2009). Kyslikové
radikdly, ktoré sa v mitochondridch tvoria aj za normdlnych okolnosti vyvolali oxidaciu
oxidolabilnych PNMK, ¢im bola zniZena tvorba peroxidov, ktoré by musela GPx konvertovat
na vodu oxidaciou glutatiénu. Je zname, Ze oxidované lipidy v krvnom rie€isku su Skodlivé
a iniciuju aterogenézu, v peceni si naopak uzitocné a iniciuju odburavanie lipoproteinov
(Vaskova, VaSko, 2010). Signifikantny narast aktivity GPx v peceni bol zaznamenany
v skupine HFD+PRO, rovnako ako aj v skupine HFD+R v oboch organoch. Zistend zvysena
aktivita GPx moZe byt dosledkom zvysSenej produkcie reaktivnych kyslikovych radikalov,
resp. ich kumulacie, ¢o moze viest k indukcii oxidacného stresu. Hodnoty aktivity GR
v peceni a obli¢kach kontrolnej skupiny boli porovnatelné vzajomne a taktiez aj so skupinou
s pridavkom extraktu z pagastana konského (HFD+R). V ostatnych experimentalnych
skupinach sme zaznamenali pokles v aktivite GR, s vynimkou skupiny HFD v obli¢kéch, kde
doslo k narastu oproti kontrole. GR katalyzuje premenu oxidovanej formy glutationu spitne
na jeho redukovanu formu. Narast v aktivite naznacuje zvySenli mieru oxidacie GSH
v organizme. Pagastan konsky je bohaty na glykozid aesculin a predovsetkym escin, ktory ma
priaznivy vplyv na tonus cievnych stien (Kiiciikkurt, 2010). Tento efekt je spdsobeny
schopnostou escinu zvySovat’ permeabilitu bunkovych membran pre vépnik, ¢o zaroven vedie
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k zvySeniu aktivity syntdzy oxidu dusnatého a zvySenej tvorbe samotného oxidu dusnatého
(NO) (Carrasco a Vidrio, 2007). V katalytickom centre GPx je seleno-cystein, ktory mdze byt
modifikovany u¢inkom vytvoreného NO (Asahi a kol., 1995) a ovplyvnit’ tak aktivitu GPx.
V kontrolnej skupine obli¢iek sme zaznamenali vysSiu hladinu GSH v porovnani s hladinou
zistenou v peCeni. Glutation zabezpecuje biotransforméciu a detoxikéaciu xenobiotik, preto
mozno predpokladat’ aj zmeny jeho hladin po aplikacii exogénnych latok. V oblickach bol
pozorovany pokles hladiny GSH vo vSetkych experimentalnych skupinach, co méze suvisiet
s poklesom jeho syntézy vcytozole a naslednym prenosom do mitochondrie.
V mitochondriach pecene bol zisteny narast hladin GSH vo vsetkych sledovanych skupinach,
s vynimkou skupiny HFD, pricom najvyraznejsi bol v skupine s probiotikom a vytazkom z
pagastana konského.

Tab. 1 Aktivita antioxidacnych enzymov a hladina GSH v mitochondriach pecene potkanov

PECEN SOD pkat/g, GPx pkat/ g, GR nkat/g, GSH nmol/mg,

K 6,52 + 0,66 0,080 + 0,034 49,78 + 0,68 4,63 +1,74

HFD 5,18+1,36 0,098 + 0,022 11,20 + 2,24 %= 2,23 +1,37*

HFD + LO 6,10+ 0,19 0,073 +0,043 | 23,37 +232**x | 904 + 3 18**

HFD + PRO 6,28 + 0,81 0,338 + 10,57 £ 2,15%#* | 32,97 4 5,43 ***
0,028 **x*

HFD + R 7,67 + 0,44 **x 0,195 + 35,64 £ 8,35 | 38,97 £ 2,04
0,010

HFD +R + LO 6,58 + 0,07 0,015 + 28,81 +5,58*** | 948 + 1,99
0,008 **x*

Tab. 2 Aktivita antioxidacnych enzymov a hladina GSH v mitochondridch obliciek potkanov

OBLICKY SOD pkat/g, GPx pkat/ g, GR nkat/g, GSH nmol/mg,
K 5,93+0,12 0,278 + 0,042 36,17 +3,23 14,14 + 2,13
HFD 5,27 +0,15%* 0,063 + 68,98 £ 8,01*** | 2.0+ 1,85%**
0,020

HFD + LO 5,67+ 0,44 0,062 + 22,82 +2,31 9,14 + 2,48 *x*x
0,019%x*

HFD + PRO 4,65 + 0,11 %% 0,132 + 15,23 +3,65*= | 11,2+ 0,60**
0,037

HFD + R 5,22 + 0,09+ 0,389 + 32,38 +4,81 7,31 + 1,26%**
0,038

HFD+R+LO | 4,73+0,16*** | 0,164 +0,051** | 23,13 + 527*** 12,8 + 1,28

* Statisticka vyznamnost pri p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001
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ABSTRAKT

Predmetom nasSej Stidie bolo stanovenie a porovnanie detekénej citlivosti dvoch
mikrobidlnych inhibi¢nych testov (MIT), screeningového testu na stanovenie rezidui
antibiotik (metéda STAR) s pouzitim testovacieho kmena Bacillus cereus ATCC 11778

a ,,the Nouws Antibiotic Test™“ (NAT) s pouzitim testovacieho kmena Bacillus cereus ATCC
11778 na tri latky zo skupiny tetracyklinovych antibiotik: tetracyklin (TTC), oxytetracyklin
(OXY) achlortetracyklin (CL). Detekénu citlivost oboch MIT sme hodnotili na zaklade
stanovenia detekéného limitu metéd (LOD) pre jednotlivé sledované latky. Na zaklade
stanoveného maximalneho limitu rezidui (MRL) boli sledované latky testované
v koncentraciach 50; 60; 70; 80; 90; 100; 200; 300; 400; 500 a 600 ug.l'l. LOD metody
STAR bol pre TTC a CL 50 pg.I"', a pre OXY 90 pg.I". LOD NAT testu bol pre TTC a OXY
90 ugl" apre CL 60 pg.l" . Z uvedenych vysledkov vyplyva, Ze detekéna citlivost’ oboch
metdd je vzédjomne porovnatel'nd. Metdédou STAR a NAT testom boli spolahlivo detegované
vSetky sledované latky zo skupiny tetracyklinovych antibiotik na pozadovanej urovni,
dokonca aj v hladinach nizsich, ako st stanovené MRL pre jednotlivé sledované latky.
V zaujme ochrany zdravia l'udi je citlivost’ mikrobidlnych inhibi¢nych testov pre screening
rezidui na urovni MRL nevyhnutna.

UvOD

Tetracykliny patria medzi antibiotika so Sirokym spektrom ucinku vykazujice aktivitu proti
G a G baktériam a protozoam. Chlértetracyklin je najstar§im tetracyklinom, po oralnej
aplikdcii sa najhorSie resorbuje arovnako ako oxytetracyklin a tetracyklin sa pouziva na
lie¢bu infekcii mocového a dychacieho systému (Chopra a Roberts, 2001; Snirc a kol., 2007;
Neuschl, 2008). Vysledkom pouzivania tychto antibiotik je vSak nevyhnutne pritomnost’ ich
rezidui v tkanivach potravinovych zvierat a potencialne ohrozenie verejného zdravia.
Kontrola rezidui veterinarnych liekov v zivych zvieratach a zivociSnych produktoch je
v Slovenskej republike legislativne pokrytd zakonom Nérodnej rady Slovenskej republiky

¢. 39/2007 Z. z. o veterinarnej starostlivosti a nariadenim vlady Slovenskej republiky

¢. 320/2003 Z. z. o monitorovani urcitych latok a ich rezidui v zivych zvieratach a produktoch
zivociSneho povodu v zneni neskorsich predpisov, ktorym sa do pravneho systému Slovenskej
republiky implementovala smernica Rady 96/23/ES.

Metody pouzivané za ucelom uradnej kontroly rezidui veterindrnych liekov v potravinach
zivo¢ineho povodu musia spiiat’ poziadavky ustanovené rozhodnutim Komisie 2002/657/ES,
ktorym sa vykonava smernica Rady 96/23/ES a stanovovat rezidua na prislusnej urovni.
,»Prislusnou troviou* rozumieme koncentraciu latky vo vzorke, ktora je dolezitd na urcenie
jej zhody s prdvnymi predpismi, t. j. na urovni MRL. Pojmom MRL je charakterizovana
maximalna koncentracia rezidui farmakologicky ucinnej latky, ktorat mozno povolit
v potravinach zivoc¢isSneho pdvodu. V zaujme ochrany verejného zdravia su nariadenim
Komisie (EU) &. 37/2010 stanovené MRL veterinarnych lieGiv v potravinach Zivo&isneho
povodu.

Rozsiahly screening rezidui antimikrobialnych latok v zivoc¢isnych produktoch je vykonavany
pomocou mikrobidlnych inhibi¢nych testov. Princip tychto metdd je zaloZzeny na inhibicii
rastu testovacieho kmena v pritomnosti inhibujucej latky (rezidua), ktora sa prejavuje tvorbou
inhibi¢nych zon (IZ) alebo zmena farby testovacieho agaru nie je pozorovana.
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Pre prvotny screening rezidui su v sucasnosti prisluSnym organom schvalené nasledovné
uradné metody laboratornej diagnostiky potravin, ato platiiova metdéda STAR a metody
lickovkové: PREMI®TEST, KALIDOS TB, MP a ECLIPSE 50.

Metoda STAR (CH 12.19, 2006) pozostava z piatich testovacich platni. Kazda z platni je
Specificky urCend pre inu skupinu antibiotik: Bacillus subtilis BGA - aminoglykozidy,
Kocuria rhizophila ATCC 9341 — makrolidy a beta-laktdmové antibiotika, Bacillus cereus
ATCC 11778 — tetracykliny, Escherichia coli ATCC 11303 — chinolony a Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149 — sulféonamidy a beta-laktamové
antibiotikd. NAT test (Pikkemaat a kol., 2008) predstavuje novy testovaci systém rovnako
pozostavajuci z piatich testovacich platni. Kazdd zplatni je ur€ena na stanovenie urcitej
skupiny antibiotik: Bacillus cereus ATCC 11778 — tetracykliny, Yersinia ruckeri NCIM
13282 — chinoldny, Kocuria rhizophila ATCC 9341 — beta-laktamy a makrolidy, Bacillus
subtilis BGA — aminoglykozidy, Bacillus pumilus CN 607 — sulfonamidy. Oba testy
poskytuju skupinovo-Specificka identifikéciu antibiotika, Co vyrazne ul'ahcuje nasledny post-
screening alebo chemicku konfirmaciu. NAT test nepatri medzi uradné metddy schvalené na
stanovenie rezidui antimikrobidlnych latok v produktoch zivoc¢isneho povodu a rovnako ako
pri metdde STAR, na stanovenie tetracyklinovych antibiotik je urceny testovaci kmen
Bacillus cereus ATCC 11778.

Predmetom nasej prace bolo porovnanie detekCnej citlivosti testovacieho kmena Bacillus
cereus ATCC 11778 metddy STAR a NAT testu na tetracyklinové antibiotikd. LOD oboch
metéd sme porovnavali s MRL stanovenymi pre tetracyklinové antibiotikd nariadenim
Komisie (EU) ¢. 37/2010 (TTC 100 pg.kg”, OXY 100 ugkg" a CL 100 pg.kg™).

MATERIAL A METODIKA

Standardné roztoky. Zasobné roztoky $tandardov (1000 pg.ml™) TTC (61HO6085), OXY
(H - 3) a CL (51HO0225), zakupenych od firmy Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)
boli pripravené rozpustenim 10 mg Standardu v 10 ml deionizovanej sterilnej vode a 1 - 2 ml
0,1 M HCI (A080068/01, Mikrochem, Ceska republika). Pracovné roztoky Standardov boli
pripravené d’al$§im riedenim na vysledné koncentracie 50; 60; 70; 80; 90; 100; 200; 300; 400;
500 a 600 pg.1™.

Testovacie kmene a kultivaéné média. STAR — Bacillus cereus ATCC 11778 (CCM, Brno,
Ceska republika), testovaci agar pH 6 (Merck 10663, Darmstadt, Nemecko). NAT — Bacillus
cereus ATCC 11778 (CCM, Brno, Ceska republika), testovaci agar Iso-sensitest agar pH 6,0
(Oxoid L.t.D., Basingstoke, Vel'ka Britania).

Priprava kultiva¢nych médii a testovanie Standardnych roztokov. STAR — kultivacné
médium bolo naockované Bacillus cereus ATCC 11778 s finalnou koncentraciou spor 3.10°*
spor.ml™. Disky z filtraéného papiera (@ 9 mm, Whatman No. 1, L.t.D., Maidstone, Velké
Britania) boli napustené 30 pl Standardov TTC, OXY aCL aaplikované na povrch
stuhnutého kultivaéného média v Petriho miske. Takto pripravené platne sa inkubovali
v termostate pri teplote 30 °C £ 1 °C 16 — 18 hodin.

NAT - kultivaéné médium bolo naockované Bacillus cereus ATCC 11778 v mnozstve
10°.ml". Kultivaéné médium obsahovalo pridavok chloramfenikolu (CAP 16785; Serva;
Seron Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Nemecko) v koncentracii 625 pgl”, ktory sa
pridaval do 100 ml agaru. Disky z filtracného papiera (@ 12,7 mm, Whatman 1,
Schleicher&Schuell 2668) boli nasiaknuté 100 ul standardnych roztokov TTC, OXY a CL
a aplikované do otvorov v stuhnutom kultivaénom médiu s priemerom 14 mm, vytvorenych
pomocou sterilného korkovrtu. K diskom sa pridaval 0,1 M platiiovo Specificky tlmivy roztok
s pH 6,0 (200 pl). Takto pripravené platne sa inkubovali v termostate pri teplote 30 °C + 1 °C
16 — 18 hodin.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Detek¢énd schopnost’ metody (LOD) je rozhodnutim Komisie 2002/657/ES definovanéd ako
LOD metddy povazuje najnizsSia koncentracia sledovanej latky, ktora inhibuje rast prislusného
testovaciecho kmena tvorbou IZ. Velkost 1Z zavisi od koncentracie a typu antimikrobidlnej
latky. Velkost’ IZ bola pri metdéde STAR merana od okraja papierového disku po vonkajsi
okraj 1Z apri metdéde NAT bol merany cely priemer 1Z pomocou digitdlneho posuvného
meradla (Mitutoyo, Japonsko) s presnostou na 0,1 mm.

Vysledky stanovenia LOD metdody STAR a NAT testu pre TTC, OXY a CL su prezentované
v Tabul'kdch 1 — 2. Velkosti IZ st vyjadrené ako priemer + smerodajna odchylka (SD)
jedenastich merani (Microsoft Office Excel 2007).

Pri metéde STAR sme zaznamenali inhibiciu rastu testovacieho kmena Bacillus cereus ATCC
11778 tvorbou IZ pri rezidudlnej koncentracii standardov TTC a CL 50 pg.I™" a pri OXY pri
rezidualnej koncentracii 90 pg.I" (Tab. 1). Uvedené rezidualne koncentracie predstavuju LOD
metddy STAR s testovacim kmenom Bacillus cereus ATCC 11778 pre sledované latky.

Tab. 1 Velkosti IZ £ SD (mm) vytvorené reziduilnymi koncentriaciami Standardov TTC, OXY a CL pri
metéde STAR s testovacim kmeniom Bacillus cereus ATCC 11778

ug.l'1 50 60 70 80 90 100 200 300 400 500 600
(MRL)

TTC 321 1,34 246 | 197 | 2,13 273 | 2,97 3,25 5,58 5,42 5,86
£143 | £0,15 |+£0,56 | 0,5 | +022 £0,68 | +1.2 £0,76 | £255 | +054 | +057

OoXYy |- - - - 3,28 2,95 3,36 3,86 3,12 4,05 4,78
£046 | +1,06 | £033 | £153 | £099 |+071 | +047

CL 2,89 3,71 305 | 445 346 432 | 641 7,17 7,16 6,64 9,96
£1,18 |+1,58 [ +0,74 | £125 | +1,53 £1,45 | £23 £0,64 | +085 |+039 | +0,63

Pri NAT teste sme zaznamenali inhibiciu rastu testovaciecho kmena Bacillus cereus ATCC
11778 tvorbou 1Z pri rezidualnej koncentracii TTC a OXY 90 pg.I" a pri CL pri rezidualnej
koncentracii 60 pg.I" (Tab. 2). Uvedené rezidudlne koncentracie predstavuju LOD NAT testu
s testovacim kmenom Bacillus cereus ATCC 11778 pre sledované latky.

Tab. 2 Velkosti IZ £ SD (mm) vytvorené rezidualnymi koncentraciami Standardov TTC, OXY a CL pri
NAT teste s testovacim kmenom Bacillus cereus ATCC 11778

ug.l'1 50 60 70 80 90 100 200 300 400 500 600
(MRL)
TTC |- - - - 1935 | 19,86 | 21,85 | 2121 | 209 1991 | 22,66
£0,18 | 041 | £1,93 | +214 | +£137 | £1,54 | +1,63
oxy |- - - - 18,29 | 21,91 | 18,17 | 18,68 | 2081 | 21,17 | 19,71
£038 | +145 | 0,82 | +243 | +064 | £088 | +0,66
CL - 17,69 | 17,69 | 19,7 17,71 | 20,42 | 24,68 | 2507 | 274 2726 | 2838
£006 | £006 | +£157 | +048 | +1,85 | 087 | £0,18 | +2,59 | +126 | +3,02

Z pohl'adu MRL stanovenych pre jednotlivé latky zo skupiny tetracyklinovych antibiotik
konStatujeme, Ze pri oboch MIT bola zaznamenana detekcna citlivost’ testovacich kmenov na
vSetky sledované latky nielen v hladinach zdujmu, ale dokonca v koncentraciach nizsich, ako
si stanovené MRL. Studia autorov Pikkemaat akol. (2008) uvadza LOD NAT testu
s testovacim kmefiom Bacillus cereus ATCC 11778 pre OXY a TTC 75 pg.l" a CL 50 pg.1™.
Nami dosiahnuté vysledky avSak poukazuju na vysSie LOD metody NAT s testovacim
kmenom Bacillus cereus ~ ATCC 11778 pre vsetky sledované latky zo skupiny
tetracyklinovych antibiotik, vSak stale v hladinadch zaujmu.
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ZAVER

Monitoring rezidui antibiotik v zivo¢isSnych produktoch, ako aj vyvoj novych metdd detekcie
antibiotik je velmi doélezity zpohladu ochrany verejného zdravia. Obidve porovnavané
metddy patria medzi platiové difuzne metddy, kde sa pritomnost’ inhibujicej latky
(reziduum) prejavi tvorbou Cirej zony inhibicie. Z vysSie uvedenych vysledkov vyplyva, ze
testovaci kmen Bacillus cereus ATCC 11778 oboch MIT spol'ahlivo zachytaval reziduélne
koncentracie Standardnych roztokov tetracyklinovych antibiotik pod troviiou MRL
stanovenych pre dané lieciva. MoZeme teda konstatovat, ze LOD metody STAR a NAT su
vzajomne porovnatené aobe tieto metédy st vhodné pre screening rezidui antibiotik
v potravinach a surovinach zivoc¢isneho povodu na prislusnej trovni.
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VPLYV OBEZITY, LIPIDOVYCH ANOMALII NA ATEROGENITU V SKUPINE
UNIVERZITNYCH STUDENTOV

Hertelyova, Z., Vasko L.

Ustav lekdrskej a klinickej biochémie a LABMED, a. s., LF UPJS Kosice

ABSTRAKT

Odbornici v sucasnosti  poukazuju na relativne vysoky vyskyt vyznamnych
kardiovaskularnych rizik v populacii Slovenska. Obezita, zvySena hladina cholesterolu (najma
frakcia LDL) anizka hladina frakcie HDL st povaZované za vyznamné rizikové faktory
vzniku kardiovaskuldrnych ochoreni. Cielom naSej prace bolo hl'adat’ vzdjomné korelacie
obezity, jednotlivymi parametrami lipidového profilu a aterogénnych indexov v sledovanej
skupine. Krvné séra boli ziskané od $tudentov (n=200) UPJS Kosice v mesiacoch méj-jun
2012. Priemerny vek muzov (n=100) a zien (n=100) bol 23,19+4,36 rokov.

Obezitu sme stanovili tromi spésobmi: BMI, urenim percentualneho zastupenia telesného
tuku v tele a meranim obvodu pasu. Lipidovy profil (TC, HDL a TAG) bol stanoveny
spektrofotometricky enzymatickou metédou na biochemickom analyzatore COBAS MIRA.
Aterogénne indexy sme ziskali takisto vypodtom. Statistické vyhodnotenie boli urobené
pomocou programu SPSS 16,0. Ziskané vysledky reprezentuju priemer+SD u muZov a Zien,
percentualne zastipenie biochemickych parametrov rizikovych faktorov (RF) KVO
a korelacné vzt'ahy medzi sledovanymi parametrami. Zistené idaje hodnot cholesterolu (TC,
HDL a LDL), obezity a aterogénnych indexov nabadaju k potrebe Sirokého zaberu prevencie
a zvySené¢ho usilia v oblasti nefarmakologického ovplyviiovania rizikovych faktorov
vyplyvajucich zo spdsobu Zivota VS §tudentov.

UvOoD

Vysokoskolskd mladez nie je podla sociologicko-profesiondlneho zaradenia najohrozenejSou
skupinou obyvatel'stva z hl'adiska vyskytu civilizaénych ochoreni, ale je nevyhnutné cielene
zlepSovat’ jej vzdelavanie v zmysle zdsad zdravého Zivotného $tylu podl'a odporucani svetovej
zdravotnickej organizacie (World Health Organisation — WHO) s ciel'om prispiet’ k zlepSeniu
zdravia celej populacie (Allender a kol., 2008, Jurkovicova a kol., 2005). Slovenska republika
dlhodobo patri ku krajindm s najvysSou chorobnostou a umrtnostou na kardiovaskularne
ochorenia (KVO) v Europe. Chronické ochorenia — najma KVO, nadorové, diabetes mellitus,
obezita a ochorenia dychacieho systému — maju u nas veduce postavenie spomedzi vSetkych
pricin smrti (Kamensky a kol., 2008).

Ciel'om nasej prace bolo vypocitat’ priemerné hodnoty a ich standardné odchylky sledovanych
(meranych aj vypocitanych) parametrov v sledovanej skupine, hl'adat’ vzdjomné korelacie
obezity a jednotlivymi parametrami lipidového profilu a aterogénnych indexov a porovnat’
medzi pohlaviami. Dal§im cielom bolo uréit’ percentualny vyskyt obezity podla kritérii
NCEP-ATP III aIDF, obsah tuku, abdomindlnej obezity a rizikovych hodnét lipidovych
a aterogénnych parametrov u muzov a Zien.

MATERIAL A METODIKA

Krvné séra boli ziskané od $tudentov (n=200) UPJS Kosice v mesiacoch maj-jin 2012.
Priemerny vek muzov (n=100) a Zien (n=100) bol 23,19+4,36 rokov.

Obezitu sme stanovili tromi spdsobmi: BMI (body mass index), ako pomer telesnej hmotnosti
(kg) a mocniny vysky (m?); ur€enim percentudlneho zastlipenia telesné¢ho tuku v tele (pouzili
sme bioimpenda¢ni metédu) a meranim obvodu pasu (Bernasovska, 2010). Obvod pasu sme
hodnotili podl'a kritérii NCEP-ATP III (muzZi: <102 cm, Zeny <88 cm) alIDF platné pre
Europsku populaciu (muzi <94 cm, zeny <80 cm) (Galajda, 2007; PetraSova, 2010).
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Lipidovy profil (TC, HDL a TAG) bol stanoveny spektrofotometricky enzymatickou metédou
na biochemickom analyzatore COBAS MIRA. Diagnostické reagencie pre kvantitativne in
vitro stanovenia sme ziskali z laboratoria BioVendor — Laboratorni medicina, a.s. Brno.
Ostatné lipidové parametre, ako non HDL, LDL boli stanovené vypo¢tom: non HDL = TC —
HDL; LDL Friedelwaldovou rovnicou = TC — HDL — (TG/2.2).

Aterogénne indexy, ako % HDL k TC, AIP, AT1 a AT2 sme ziskali takisto vypoctom: AIP =
log (TAG/HDL) (Dobiasova, 2007); AT1: TC/HDL, AT2: TAG/HDL (Jurkovicova a kol.,
2010, Svandova a kol., 2010).

Statistické vyhodnotenie boli urobené pomocou programu SPSS 16,0. Ziskané vysledky
reprezentuju priemer+SD u muzov a Zien, percentualne zastipenie biochemickych parametrov
rizikovych faktorov (RF) KVO a korela¢né vzt'ahy medzi sledovanymi parametrami.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Tabulka 1 prezentuje priemerné hodnoty a Standardné odchylky parametrov obezity.
V nasledujucej tabulke (tab. 2) st uvedené parametre lipidového profilu — TC, HDL, non
HDL, LDL a TAG. V tabul’ke 3 sl uvedené hodnoty priemerov a ich Standardnych odchylok
urcujucich aterogenitu.

Tab.1: Priemerné a Standardné odchylky parametrov obezity v sledovanej skupine

Parametre obezity
Priemer+S$tandardné odchylky
Pohlavie Hmotnost’ Vyska BMI Obvod % tuku
pasu
Spolu 70,99+15,49 | 174,12+£9,48 | 23,28+4,06 | 79,81+11,80 | 20,34+8,08
Muzi 79,96+13,96 | 181,11£6,95 | 24,36+3,92 | 85,60+11,23 | 17,49+6,96
Zeny 62,00£11,21 | 167,13%£5,82 | 22,21+3,93 | 74,0149,26 | 26,938+6,56

Tab.2: Priemerné a Standardné odchylky parametrov lipidového profilu v sledovanej skupine

Parametre lipidového profilu
Priemer+Standardné odchylky
Pohlavie TC HDL non HDL LDL TAG
Spolu 4,64+0,98 | 1,21+0,37 | 3,43+0,86 | 2,97+0,78 | 1,03+0,57
Muzi 4,35+0,86 | 1,06+0,23 | 3,30+0,85 | 2,85+0,76 | 0,99+0,47
Zeny 4,93+1,00 | 1,36+0,42 | 3,57+0,85 | 3,08+0,78 | 1,07+0,65

Tab.1: Priemerné a Standardné odchylky parametrov aterogenity v sledovanej skupine

Parametre aterogénnych indexov
Priemer+S§tandardné odchylky
Pohlavie | LDL/HDL AIP %HDL/TC AT1 AT2
Spolu 2,63+0,91 -0,10+0,24 26,37+6,67 | 4,05+1,09 | 0,94+0,65
Muzi 2,81+0,94 -0,06+0,25 25,00+6,40 |4,28+1,17 | 1,03+0,70
Zeny 2,44+0,84 -0,14+0,23 27,75+6,67 | 3,82+0,96 | 0,85+0,60

35




Grafy 1,2 a 3 znazornuju percentualne zastiipenie respondentov, ktori mali rizikové hodnoty

sledovanych parametrov.
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Graf 1: Grafické vyjadrenie anomalnych hodnot obezity v %
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V nasej praci sme zistili nasledovné korelaéné vzt'ahy u muzov medzi obvodom pasu a BMI
(22,10), obvodom pasu a HDL(4,69), obvodom pasu a telesnym tukom (13,91), obvodom
pasu a TAG (7,60), obvodom pasu a AIP (12,49), obvodom pasu a %HDL k TC (11,13),
obvodom pasu a AT1 (11,24), obvodom pasu a AT2 (13,11) a obvodom pasu a pomerom
LDL/HDL (9,59) pri p<0,001; obvodom péasu a LDL (2,67) pri p<0,01. U zien sme nasli
korelacné vztahy pri p<0,001 medzi obvodom pasu a BMI (22,51), obvodom pasu a telesnym
tukom (10,56), (7,60), obvodom pasu a AIP (7,33), obvodom pasu a %HDL k TC (5,55),
obvodom pasu a AT1 (6,08), obvodom pasu a AT2 (7,63) a obvodom pasu a pomerom
LDL/HDL (4,86) apri p<0,01 medzi obvodom pasu a TAG (3,34). U zien nekorelovali
vzt'ahy medzi obvodom péasu a HDL a obvodom pésu a LDL.

ZAVER

Aterosklerozou podmienené KVO su hlavnou pri¢inou morbidity a mortality takmer vo
vSetkych priemyselne rozvinutych krajinach sveta (Allender a kol., 2008). Hlavnymi RF KVO
v populacii vysokoskolskych studentov st zvySena hladina cholesterolu (TC, LDL, HDL),
TAG a aterogénnych indexov v krvi, a pod., t.j. faktory, ktoré nebolia a nemaji priznaky.
Kazdy ¢lovek by mal mat’ taktiez zdujem poznat’ hladinu cholesterolu a ostatnych RF, a mal
by si ich dat’ vysetrit aspoii kazdych 5 rokov (Svandova a kol., 2010). Takisto je potrebné
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jednoznacne zlepsit’ uvedomenie aj u mladych l'udi, pretoze v poslednych rokoch sa RF KVO
stavaju problémom aj v nizsich vekovych kategoriach (Kamensky a kol., 2008). Zistené udaje
hodnot cholesterolu (TC, HDL a LDL), obezity a aterogénnych indexov nabadaji k potrebe
Sirokého zaberu prevencie a zvySen¢ho uUsilia v oblasti nefarmakologického ovplyvilovania
rizikovych faktorov vyplyvajtcich zo spésobu Zivota VS §tudentov.
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ANTIPROLIFERATIVNY UCINOK SYNTETICKYCH DERIVATOV INDOLOVYCH
FYTOALEXINOV
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ABSTRAKT

Indolové fytoalexiny, izolované z cCelade kapustovité, st svojou Strukturou neobvyklé
prirodné latky, ktoré poskytuju priestor pre vznik stdle novych konformacii vyznacujicich sa
biologickou aktivitou, vratane antiproliferativneho ucinku. Brasinin patri medzi
najvyznamnejSie a prvé izolované indolové fytoalexiny. Cielom prace bolo zistit mozZny
antiproliferativny uc¢inok testovanych derivatov brasininu na naddorovych bunkovych liniach
kolorektadlneho a hepatoceluldrneho karcindbmu a zaoberat sa Studiom potencidlneho
mechanizmu ucinku najucinnejsej latky. Pomocou kolorimetrického MTT testu sme stanovili
antiproliferativny efekt Studovanych latok. Spomedzi testovanych derivatov vykazoval
najvyssiu antiproliferativnu aktivitu 1-metoxybrasinin na nadorovej bunkovej linii HepG2
(ICs0 5,5 pmol.I""). Tento antiproliferativny uginok sme potvrdili aj sytémom Xcelligence.
Analyzovanim fragmentacie DNA pomocou gélovej elektroforézy sme zistili, ze 1-
metoxybrasinin sposobuje fragmentaciu DNA buniek HepG2 uZ po 24 h inkubacii.

UvOoD

Kazdorone na Slovensku pribuda viac ako 21-tisic novodiagnostikovanych zhubnych
nadorovych ochoreni. V sucasnej dobe existuje len obmedzené mnozstvo protinddorovych
lie¢iv, ktoré by mali vyslovene kurativny ucCinok. Priroda je atraktivnym zdrojom
terapeutickych zlucenin, ktoré si vhodné pre dnesny molekulovo orientovany pristup v liecbe
onkologickych ochoreni (Cibikova akol., 2010). Z prirodnych latok s potencidlnymi
antiproliferativnymi a chemopreventivnymi uc¢inkami tvoria zaujimava skupinu indolové
fytoalexiny. Su to antimikrobidlne sekundarne metabolity kapustovitych rastlin s nizkou
molekulovou hmotnostou produkované rastlinami ,,de novo™ po vystaveni biologickému
(baktérie, plesne, virusy), fyzikalnemu (UV Zziarenie, teplotny Sok, poranenie), ¢i chemickému
(fazké kovy) stresu. V sucasnosti je znamych okolo 44 réznych druhov. Brasinin bol medzi
prvymi izolovanymi indolovymi fytoalexinmi (Pedras a kol., 2000). U tejto latky bola zistena
antiproliferativna aktivita a chemopreventivne pdsobenie v iniciacnej a promocnej faze
karcinogenézy (Mehta a kol.,, 1995). Medzi dalSie vyznamné indolové fytoalexiny
vyznaCujuce sa antiproliferativnymi ucinkami patria cyklobrasinin, 1-metoxybrasinin,
spirobrasinin, brasilexin, kamalexin, 1-metoxyspirobrasinin, 1-metoxyspirobrasinol, 1-
metoxyspirobrasinol metyl éter a iné. Mechanizmus ich antiproliferativneho ucinku je stale
neobjasneny (Pedras a kol., 2003).

V nasej Studii sme sledovali antiproliferativny uc¢inok derivatov brasininu na vybranych

nadorovych bunkovych liniach.

MATERIAL A METODY

Testovali sme antiproliferativny efekt brasininu a jeho 17 substitu¢nych derivatov. Latky boli
syntetizované na Katedre organickej chémie PF UPJS pod vedenim Doc. RNDr. P.
Kutschyho, PhD. Experimenty s testovanymi latkami boli realizované na nadorovych
bunkovych liniach: HepG2 (hepatocelularny karcindém) a HCT-116 (kolorektalny karcinom).
Bunky boli kultivované v kultivaénom médiu RPMI 1640 (Life Technologies) obohateného o
10 % fetalneho bovinného séra a 1 % penicilinu/streptomycinu (100 ug.ml™) v atmosfére s 5
% CO, pri 37°C.
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Ako skriningovi metdodu na zistenie antiproliferativneho ucinku testovanych latok sme
pouzili kolorimetricky MTT test podl'a Mosmanna (1983). MTT testom sme stanovili strednt
inhibi¢nu koncentraciu (ICsp) jednotlivych derivatov. Antiproliferativny efekt najucinnejsej
latky bol potvrdeny aj sytémom Xcelligence (Roche). Metdda je zalozend na merani
impedancie buniek (elektricky odpor pre striedavy prud) a je pouzitelnd pre bunky, ktoré su
schopné adherencie. Hodnoty elektrickej impedancie su zobrazované ako bunkovy index
merany v urcitych ¢asovych intervaloch. Pokial’ sit bunky zle prichytené, alebo nie st vobec
pritomné, hodnota elektrického odporu sa rovna 0.

Stadium potencidlneho mechanizmu sme vykonali analyzovanim fragmenticie DNA
pomocou gélovej elektroforézy.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pomocou MTT testu sme zaznamenali, ze najvyssi inhibiény efekt vykazovala latka
s kodovym oznacenim 7, teda 1-metoxybrasinin, na bunkach HepG2 (ICso 5,5 umol.I™"). Na
nadorovii bunkovu liniu HCT-116 bola najéinne;jsia latka K118 s ICso 8,3 pmol.I"(Tab. 1).

Tab. 1 Hodnoty ICso (umol.I"") testovanych latok. Hodnoty st znazornené spolu s vyjadrenim
smerodajnych odchylok (+ SD) vypocitanych z troch nezavislych experimentov

ICso (nmol.l™)
Testované latky HepG2 HCT-116
1 >100 >100
7 5,5 1,6) >100
K1 21,3 (£2,3) 27,3 (£1,8)
K2 >100 >100
K9 80,6 (= 0,5) >100
K10 >100 >100
K51 35,5 (£2,8) 41,6 (£ 1,3)
K54 32,0 (£ 1,5) 28,6 (£ 0,5)
K88 >100 >100
45 >100 >100
46 >100 >100
47 >100 >100
K60 7,8 9,3(£0,4)
K104 36,0 (= 1,3) 37,6 (£2,1)
K118 16,5 (£ 0,6) 8,3 (£0.,3)
K119 24,8 (+3,2) 29,1 (= 1,3)
K123 59,8 (£2,8) 42,2 (£2,0)
K124 54,9 (= 1,2) 30,7 (£2,9)

Systémom Xcelligence sme zistili, Ze vplyvom sledovanej latky bunkovy index HepG2
buniek postupom c¢asu klesa, ¢o je znakom odumierania a odlepovania buniek (Obr. 1).
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Obr. 1 Vplyv 1-metoxybrasininu na bunkovy index HepG2 buniek.

Jednym zo znakov apoptodzy na rovni jadra je Stiepenie DNA na nukleozomalne jednotky.
UZ po 24 hodinovej inkubdcii buniek HepG2 s latkou 7 doslo k viditel'nej fragmentacii DNA
a tento uc¢inok pretrvaval aj po 48 a 72 hodinovej inkubécii (Obr. 2).

K K 24h 48h 7Zh

Obr. 2 Uginok 1-metoxybrasininu na pritomnost DNA fragmentov v HepG2 bunkach. K—
kontrola, PK—pozitivna kontrola (cisplatina 50 pmoll"), 24, 48, 72 h inkubacia s I-
metoxybrasininom (5 pmol.I™").

I-methoxybrasinin vykazoval zaujimavé antiproliferativne u¢inky aj v stadii Pilatovej a kol.
(2005) na bunkovej linii Jurkat (P'udska akutna T-lymfoblastickd leukémia) s ICsy 10 pmol.l'l.
Brasinin v naSich experimentoch nevykazoval antiproliferativny efekt ani pri najvyssej
koncentréacii (100 pmol.l1 ) na testovanych nadorovych bunkovych liniach. U tejto latky bol
zaznamenany chemopreventivny efekt na modeli DMBA (7,12- dimetylbenzantracén)
indukovanej karcinogenézy prsnej zl'azy mysi, kde inhiboval formovanie preneoplastickych
prsnikovych 1ézii na 73 % (Mehta a kol., 1995).

O protinddorovom tucinku brasininu a d’alSich indolovych fytoalexinov existuje v sti¢asnosti
velmi malo udajov, ¢o je velkou motivaciou pre dalsi vyskum tychto pozoruhodnych
fytochemikalii.
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ABSTRAKT

V praci sme sa zamerali na zachyt, identifikdciu a niektoré vlastnosti stafylokokov
a enterokokov z ¢revného traktu bobrov. Nasim cielom je prispiet’ k rozSireniu zékladnych
informdcii o bakteridlnej flore bobrov ako mozného zdroja bakteriocin-produkujicich
baktérii. Vzorky trusu, slepého creva a hrubého creva boli ziskané z 12 jedincov oboch
pohlavi vo veku 4-5 rokov. Priemerné pocty enterokokov v truse bobrov dosahovali
3,23+1,79 (logl0) KTJ/g, v hrubom creve 3,22+1,79 KTJ/g a v slepom ¢reve 2,43+1,55
KTJ/g. Izolaty boli na zéklade identifikicie MALDI Biotyper taxonomicky priradené k
druhom Enterococcus durans, E. faecalis, E. thailandicus, E. hirae, E. faecium. Najvyssie
pocty stafylokokov boli v hrubom ¢reve 2,89+1,70 KTJ/g, v truse boli pocty 2,73+1,16 KTJ/g
a v slepom creve 1,87+0,37 KTJ/g. Identifikované kolonie (38) boli taxonomicky zaradené k
druhom Staphylococcus capitis, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. lentus, S.
xylosus, S. warneri, S. pasteuri, S. cohnii, S. vitulinus. Enterokoky a stafylokoky boli zvi¢sa
citlivé na antibiotikd. Kyselina mliecna u enterokokov dosahovala hodnoty v priemere
1,19+0,23 mol/l; u stafylokokov 1,22+0,37 mmol/l. Jeden kmeni bol zelatindza pozitivny.
Enterokoky netvorili hemolyzu. Styri kmene prejavili inhibi¢na aktivitu na indikatorovy
kmen S. aureus SA5 (8-16mm). Strukturalne gény pre produkciu Ent B mal vo svojom
genome E. hirae 4HE2, pre produkciu Ent LSOA/LS0B E. faecium 4HCE1; pre Ent A kmene
E. faecium HE 13/1, HE 7/3,4 HE 1; pre Ent P kmene E. faecium 4HCE1, E. hirae 4HE2.
Ziskané poznatky predstavuju origindlne vysledky a pontkaji moznosti detajlnejSieho Studia
bakteriocin-produkujucich izolatov zbobrov, ¢im prispievaju k poznatkom zakladnej
mikrobiologie.

UvoD

Bobor vodny (Castor fiber) je zaradeny do triedy cicavcov (Mammalia), radu hlodavce
(Rodentia) a cel'ade bobrovité (Castoridae). Bobre patria do skupiny herbivornych Zivo€ichov.
Na Slovensku bobre patria k zdkonom chranenym zivo¢ichom (Zbierka zakonov ¢. 24/2003).
Maju zna¢ny vplyv na hydrologické podmienky tzemi, ktoré obyvaju, ¢i uz v pozitivnom
alebo negativnom zmysle (Valachovi¢ a kol., 2008). NaSe pracovisko zaujal tento zivoc¢ich
z hl'adiska Studia mikroflory v rdmci zédkladného vyskumu, nakolko intestindlna mikroflora
bobrov nie je zatial’ dostato¢ne popisana resp. len velmi sporadicky. V spolupraci s nasimi
pol'skymi kolegami bol vykonany odchyt bobrov v oblasti, kde doslo k ich premnozeniu
(Wojewddztwo-Provincie, Podlaskie, Gmina-Wizajny). NaSa S$tidia je zamerana
predovSetkym na zachyt, identifikdciu a Ciastoénu charakterizaciu vlastnosti (produkcia
kyseliny mlieCnej a zelatindzy, antibioticky profil, detekcia génov pre produkciu
bakteriocinov) enterokokov a stafylokokov z traviaceho traktu bobrov, nakol’ko na naSom
pracovisku sa prave tymito bakteridlnymi rodmi zaoberame uz viac rokov. Nasim cielom je
prispiet’ k roz$ireniu zédkladnych informécii o bakteridlnej flore bobrov ako mozného zdroja
bakteriocin-produkujucich baktérii.
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MATERIAL A METODIKA

Odchyt zvierat anésledne odber materidlu bol zabezpeceny naSimi pol'skymi kolegami
v severovychodnej casti Pol'ska (Wojewddztwo-Provincie Podlaskie Gmina-Wizajny,
GPS:22° 52E:54°22N). Odchytenych bolo 12 jedincov oboch pohlavi vo veku 4-5 rokov.
Manipulacia so zvieratami, ako aj cely experiment prebichali v sulade s predpismi a
ustanoveniami pre pracu so zvieratami. Vzorky trusu (12), hrubého ¢reva (12) a slepého Creva
(6) boli po transporte spracované na UFHZ SAV, Kogice. Navazené vzorky trusu a obsahu
slepého a hrubého ¢reva (1g) boli spracované Standardnou mikrobiologickou metodou (ISO),
riedenim v Ringerovom roztoku (Merck, Nemecko). Nasledne boli jednotlivé riedenia vysiate
na prislusné média: M-Enterococcus agar (Difco, USA) pre zachyt enterokokov a Mannitol
Salt agar (Oxoid, Ltd, Basingstoke, Hampshire, England) pre zachyt stafylokokov a platne
boli inkubované 48 hod. pri kultivacnej teplote 37 °C. Pocty baktérii boli vyjadrené v KTJ/g +
SD (koldnie tvorné jednotky na 1 g média; aritmeticky priemer + smerodajna odchylka, x +
SD). U odpichnutych kolénii bola skontrolovand purita anasledne boli identifikované
pouzitim MALDI Biotyper™ systému. Tato identifikacia je zalozena na analyze spektra
bakteridlnych bielkovin. Vzorky boli pripravené podla doporuceni vyrobcu (Bruker
Daltonics, 2008). U identifikovanych zastupcov rodov Enterococcus a Staphylococcus bola
testovana citlivost/rezistencia na antibiotikd agarovou difuznou metédou (CLSI, 2008) na
Brain Heart agare (BHA; Oxoid) s pouzitim antibiotickych diskov (s koncentraciou antibiotik
bezne pouzivanych vo veterinarnej praxi). Inhibi¢né zoény boli vyjadrené v mm a vyhodnotené
podla tabulkovych hodnét. U jednotlivych kmenov stafylokokov a enterokokov bola
stanovend produkcia kyseliny mlie¢nej (KM) podla Standardného protokolu (Pryce, 1969).
Vysledky boli vyjadrené v mmol/l. U enterokokov bola testovand produkcia zelatindzy.
Pouzity bol Bacto™ Todd Hewitt agar (Becton & Dickinson) s pridavkom Zelatiny (30g/1;
Gelatin, Extra Pure, Biomark), na ktorom boli inokulované jednotlivé kmene enterokokov. Po
48 hod. inkubdcii pri 37 °C boli tieto kmene zalievané vyvijacim roztokom a vyhodnotené po
kratkej difazii pri 4 °C. Tvorba hemolyzy bola testovand agarovym testom (BHA s5 %
obsahom defibrinovanej baranej krvi). Produkcia bakteriocinov-enterocinov bola kvalitativne
stanovena agarovou difiznou metédou podla Skalku akol. (1983) na BHA. Ako
indikatorové kmene boli pouzité Staphylococcus aureus SA 5 a Enterococcus avium EAS
(mastitidne mlieko, trus ciciaka, UFHZ SAV). Velkost inhibi¢nej zony bola vyjadrena v mm.
Strukturalne gény pre produkciu enterocinov (Enf) A, P, B a LS0A/L50B u enterokokov boli
amplifikované pouzijuc priméry podla Aymerich a kol. (1996), Cintasa a kol. (1997, 1998),
Casaus a kol. (1997) a stanovené polymerazovou retazovou reakciou (PCR; Techgene, KRD
Thermocycler-Techne, Anglicko). PCR produkty boli vizualizované elektroforézou s
pouzitim 2% agardzového gélu (Sigma, Nemecko), ktory bol pufrovany s IXTAE (Merck) s
obsahom 1 pg/ml etidium bromidu (Sigma). PCR master mix bol pripraveny podla instrukcii
vyrobcu. Ako pozitivna kontrola boli pouzité kmene E. faecium EK13-CCM7419 (Marekova
a kol,, 2003) pre Ent A; E. faecium AL41 (Laukové a kol., 2003) pre Ent P; E. faecium 55
(Strompfova a kol., 2003) pre Ent L50A/L50B a B.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Priemerné pocty enterokokov detegovanych vo fekalnych vzorkach dosahovali 3,23+1,79
(logl0) KTJ/g, v hrubom creve ich pocty dosiahli 3,22+1,79 KTJ/g avslepom creve
2,43+1,55 KTJ/g. Mikrobialne zastupenie v intestinalnom trakte bobrov je vel'kou neznamou
1 vramci Gram-pozitivnych baktérii, a preto je zaujimavé aj zistenie, Ze stanovené pocty
enterokokov vo vSeobecnosti zodpovedaju detegovanému poctu enterokokov v truse inych
zvierat (Laukova, 1992). Kolonie (17), 5 ztrusu a 12 zhrubého c¢reva boli detegované
a taxonomicky priradené ku nasledovnym druhom: E. durans (2 kmene z trusu), E. faecalis (1
kmen z trusu) a E. thailandicus (2 kmene z trusu). V hrubom creve boli detegované 3 druhy:
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E. hirae (2 kmene), E. faecium (5 kmenov) a E. thailandicus (4 kmene). Kolonie odpichnuté
zo slepého creva neboli potvrdené ako enterokoky. Z hl'adiska zakladného vyskumu je
zaujimavé detegovanie druhu E. thailandicus. Je to novy druh, ktory bol prvykrat popisany
Tanasupawatom a kol. (2008), pricom tento izolat pochadzal z thailandskej fermentovane;j
salamy. Najvyssie pocty stafylokokov boli detegované v hrubom c¢reve 2,89+1,70 KTJ/g, vo
vzorkach trusu 2,73+1,16 KTJ/g a 1,87+0,37 KTJ/g v slepom creve. V slepom ¢Ereve je vo
vSeobecnosti u vacsiny zvierat detegované nizSie mikrobialne zastipenie nez v hrubom c¢reve
(Laukova a kol., 2009a), s vynimkou hydiny (Laukova a kol., 2009b). Identifikovanych bolo
38 kolodnii stafylokokov. Z nich 14 kolonii z trusu, 9 zo slepého ¢reva a 15 z hrubého Creva.
Izolaty z trusu boli taxonomicky zatriedené ku 7 druhom: S. capitis (1 kmen), S. epidermidis
(5 kmenov), S. haemolyticus (1 kmen), S. hominis (4 kmene), S. lentus (1 kmen), S. xylosus (1
kmen), S. warneri (1 kmen). V slepom creve bolo taxonomicky detegovanych 9 kmenov
patriacich ku 4 druhom stafylokokov: S. hominis (4 kmenov), S. haemolyticus (3 kmene), S.
xylosus (1 kmen), S. pasteuri (1 kmen). Z hrubého creva bolo 15 izolatov zaradenych ku 7
druhom: S. cohnii (2 kmene), S. haemolyticus (5 kmenov), S. hominis (3 kmene), S. xylosus (2
kmene), S. warneri (1 kmen), S. epidermidis (1 kmen) a S. vitulinus (1 kmen). VSetky izolaty
patria medzi koaguldza-negativne stafylokoky. Izolované enterokoky a stafylokoky boli
zvacsa citlivé na testované antibiotika (ATB) s vynimkou penicilinu (PNC) a ampicilinu
(AMP) u stafylokokov; az 35 z 38 kmeniov bolo rezistentnych na PNC a 27 na AMP.
Stapfylokoky aj enterokoky patria medzi kyselinu mlie¢nu produkujiuce baktérie. Hodnoty
KM, ktora ma antimikrobidlny charakter dosiahla u enterokokov v priemere 1,19+0,23
mmol/l. V pripade stafylokokov boli hodnoty KM vysSie, v priemere 1,22+0,37 mmol/l.
Zelatinaza je extracelularna metaloendopeptidaza, ktora sa radi k faktorom virulencie.
Sledovanie jej pritomosti, ¢i absencie u enterokokov ma teda vyznam z aplikacného hl'adiska
daného kmena. Produkcia zelatindzy bola zo 17 testovanych kmenov enterokokov
zaznamenand len ukmena E. faecalis 9TR1. Enterokoky netvorili hemolyzu, ¢o ma z
aplika¢ného hladiska pozitivny vyznam. Enterokoky su zndme produkciou bakteriocinov,
antimikrobialnych substancii proteinového charakteru s inhibi¢énym tU¢inkom proti viac, ¢i
menej pribuznym druhom baktérii (Nes a kol., 2000). Testované kmene neinhibovali rast
kmena E. avium EAS, avSak 4 kmene (E. faecalis 9Trl, E. thailandicus TR10/1, E.
thailandicus TR10/2, E. thailandicus HE10/1) prejavili inhibi¢nu aktivitu na indikatorovy
kmen S. aureus SAS5 pri velkosti inhibi¢nej zony 8-16mm. Pritomnost’ Strukturalneho génu
pre produkciu Ent B bola zistend u kmena E. hirae 4HE2, gén pre produkciu Ent LSOA/L50B
obsahoval gendm kmena E. faecium 4HC1; gén pre produkciu Ent A obsahovali kmene E.
faecium HE 13/1, HE 7/3,4HC1 a pre Ent P kmene E. faecium 4HC1 a E. hirae 4HC2. E.
faecium 4HC1 obsahuje gény pre 3 enterociny (Ent L40A/L50B, A aP) a E. hirae 4HcE2
obsahuje gény pre produkciu Ent B aP. Tieto poznatky predstavuju origindlne vysledky
a ponukaju moznosti detajlnejSieho Stidia bakteriocinov, ale tiez inych vlastnosti izolatov
z bobrov, ¢im prispievaju k poznatkom zékladnej mikrobiologie.
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VPLYV TAZKYCH KOVOV A INFEKCIE ASCARIS SUUM NA T LYMFOCYTY
MYSi

Jal¢ova M., Dvoroznakova E.

Parazitologicky ustav, SAV, Hlinkova 3, 040 01, Kosice

ABSTRAKT

Mysi boli chronicky intoxikované olovom, kadmiom a ortutou ana 21. den
intoxikacie infikované 1000 vajickami Ascaris suum/mys. Proliferacna odpoved slezinovych
T lymfocytov bola hodnotend spektrofotometricky — MTT testom. Na stanovenie CD4+
a CD8+ T lymfocytov bola pouZzitd metdda prietokovej cytometrie. Bearmanovou metéodou
z pecene a pluc infikovanych mysi boli ziskané larvy 4. suum. Cielom tejto prace bolo
charakterizovat’ lymfocytdrnu odpoved’ mysi pri intoxikacii olovom, kadmiom a ortutou
a experimentalnej larvalnej askarioze, kedze oba faktory su vyznamnymi modulatormi
imunitnych reakcii. Samotnd intoxikacia tazkymi kovmi zniZila funként aktivitu T
lymfocytov, ale nésledna infekcia 4. suum mierne stimulovala proliferaciu T lymfocytov.
Intoxikacia Pb a Cd redukovala subpopulaciu CD4+ T lymfocytov. Intoxikacia Hg prvé 2
tyzdne zvysila pocty CD4+ T buniek, ale od 3. tyzdia bola zistend redukcia poctov tychto
buniek. Nasledna infekcia A. suum intoxikovanych mysi zvysila pocty CD4+T buniek, ale tie
nedosiahli zvySené hodnoty zistené u mysi infikovanych bez intoxikacie. NajvyraznejSie
rozdiely boli zistené pri subpopulacii CD8+T lymfocytov. Intoxikacia Pb zniZila pocty CD8+
T lymfocytov, Cd zvysilo pocty tychto buniek a prvotnd stimulécia buniek do 2. tyzdna pri
intoxikacii Hg bola vystriedana inhibiciou aZ do konca experimentu. U mysi intoxikovanych
Pb a Hg a nasledne infikovanych A. suum boli po¢ty CD8+ buniek nizsie v porovnani s len
infikovanymi mySami. Len u mys$i intoxikovanych Cd boli pocty tychto buniek stimulované.

Ziskan¢é vysledky ukazuju, ze u mysi intoxikovanych tazkymi kovmi a nasledne
infikovanych 4. suum boli zistené rozdiely v intenzite parazitdrnej infekcie v zavislosti od
druhu tazkého kovu. Najvicsia parazitdrna zataz bola zistend u mysi intoxikovanych Pb,

evve

zistené u mysi intoxikovanych Hg.

UvOD

Koncentracie tazkych kovov predstavujii vazny ekologicky problém, ked’ze vstupuju
do potravového retazca a cez rastliny a tela zivocCichov sa dostavaji az do Tl'udského
organizmu. M6zu vyvolat’ vyrazné zmeny vo fyzioldgii buniek a maju schopnost’ modulovat’
funkcie imunitného systému. Imunotoxicita tazkych kovov je zavisla od davky a sposobu
aplikdcie, vyvolava zmeny v bunkovej aj protildtkovej odpovedi (Dan et al. 2000), postihuje
T lymfocyty, NK bunky, indukuje apoptézu a autoimunitné ochorenia (Lafuente et al. 2004,
Pathak a Khandelwal 2008). Expozicia organizmov tazkym kovom modze oslabit’ ich
imunokompetenciu a tak zvySovat’ vnimavost’ k parazitirnym infekciam. Helminty, vratane
Ascaris suum, usmeriuji imunitni odpoved’ hostitel'a do Th2 cytokinového profilu, ktory sa
vyznacuje znizenou reaktivitou imunitného systému, z Casti sprostredkovanou regulaénymi
cytokinmi TGF-b alL-10 produkovanymi T bunkami (Maizels a Yazdanbakhsh, 2003).
Prevazné cast’ imunitnej odpovede hostitel'a na infekciu 4. suum je vyvoland migrujicimi
larvami, ktoré ovplyviiuji humordlne aj celularne zlozky imunity. Larvy A. suum modzu
zanechavat’ stadiovo-Specifické antigény v Creve, peceni aj v pliicach, produkuju exkrééno-
sekre¢né produkty a proteolytické enzymy, ktoré im pomahaji invadovat’ tkaniva hostitel'a
(Frontera et al., 2004).

Ciel'om tejto prace bolo charakterizovat’ lymfocytarnu odpoved” mys$i pri intoxikacii
olovom, kadmiom a ortutou a experimentalnej larvalnej askaridze, kedze oba faktory su
vyznamnymi moduldtormi imunitnych reakcii.
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MATERIAL A METODIKA

V préci boli realizované 3 experimenty: I. Experiment —intoxikacia olovom (Pb) +
infekcia A. suum. 1I. Experiment —intoxikacia kadmiom (Cd) + infekcia A4. suum. III.
Experiment —intoxikacia ortutou (Hg) + infekcia A. suum. Inbredné mysi kmenia BALB/c boli
rozdelené do skupin: 1. skupina (n=18) -kontrola, mysi bez infekcie a intoxikacie. 2. skupina
(n=18) - mysi intoxikované /Pb- per os Pb(CH3COO), 100 mg/l pitnej vody //Cd- per os
CdCl, 100 mg/l pitnej vody /// Hg- subkutdnne HgCl, 1mg/kg zive] hmotnosti denne. 3.
skupina (n=12) - mysi infikované perordlne 1000 vajickami A. suum/my$ na 21. den
experimentu. 4. skupina (n=12) - mysi intoxikované Pb, Cd alebo Hg ana 21. den
experimentu infikované1000 vajickami 4. suum/mys.

Bearmanovou metodou z pecene a plic infikovanych mysi boli ziskané larvy 4. suum.
Prolifera¢na odpoved’ slezinovych T na ConA bola hodnotena spektrofotometricky — MTT
testom. Na stanovenie CD4+ a CD8+ T lymfocytov bola pouzitd metéda prietokovej
cytometrie (BD Biosciences).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Slezina je jednym zo zadkladnych organov, kde sa iniciuje vacSina primarnych
imunitnych odpovedi, aktivacia T a B lymfocytov a tvorba protildtok. Proliferacna aktivita
slezinovych T lymfocytov (graf 1) u mysi intoxikovanych Pb bola vyrazne zniZzena pocas
celého experimentu, intoxikdci Cd a Hg vyznamne neovplyvnila proliferaciu lymfocytov.
Parazitarna infekcia A. suum stimulovala proliferaciu T buniek na 7. deni p.i., pravdepodobne
aktivaciou migrujicimi larvami. U mysi Cd a Hg intoxikovanych a nasledne infikovanych
doslo k miernej stimulacii proliferdcie T lymfocytov , ale u Pb intoxikovanych mysi len na
uroveit hodndt v kontrole — reStaurovanie suprimovanej proliferacie lymfocytov ucinkom
parazitarnej infekcie.

Aj ked’ neboli pozorované vyrazne zmeny v proliferacii T buniek, pomerné zastipenie
subpopulacii CD4+ a CDS8+T buniek v slezine intoxikovanych mysi bolo pozmenené. CD4"
je jednoretazovy glykoprotein, pritomny na pomocnych T bunkéch. Je to antigén viaZuci
molekuly MHC II. triedy antigén prezentujucich buniek. Rozpoznanie antigénu T bunkou ma
za nasledok prenos roznych intracelularnych signalov, ktoré vedu ku proliferacii T buniek, k
syntéze lymfokinov a receptorov pre tieto lymfokiny. CD8+ je antigén, pritomny na
cytotoxickych T lymfocytoch, viaze molekuly MHC 1. triedy na antigén prezentujlcich
bunkach. Najvyraznejsi pokles poc¢tov CD4+ T lymfocytov bol pozorovany po intoxikacii Pb
(graf 2), v menSej miere pri intoxikacii Cd a po 4 tyzdiioch intoxikacie Hg. Nasledna infekcia
intoxikovanych mys$i znasobila pocty tychto buniek, ale len pod uroven kontroly. Po
intoxikacii Pb boli pocty cytotoxickych CD8+ T buniek (graf 3) vyrazne zniZené prvé 2
tyzdne, naopak Cd a Hg zvysili pocty tychto buniek. Naslednd infekcia A. suum u Cd
intoxikovanych mysi wudrzala vysoké pocty cytotoxickych lymfocytov, ale uHg
intoxikovanych mysi klesli ich poéty pod uroven kontroly.

V experimente s Pb bola zistena vyS$Sia parazitarna zataz u mysi intoxikovanych oproti
neintoxikovanym infikovanym mys$iam (Tab. 1). Naopak, v experimente s Cd bola zistena
nizSia parazitarna zataz v pefeni mys$i, ¢o mozno vysvetlit' vys§imi poctom efektorovych
CD8+T lymfocytov zucastitujucich sa na destrukceii lariev. Pocty lariev v plucach sa medzi
skupinami neliSili. Podobne aj umysi intoxikovanych Hg, boli pocty lariev izolovanych
z peCene vyrazne redukované v porovnani s neintoxikovanymi mySami, nizky bol aj zachyt
lariev v plucach intoxikovanych mysi. AvSak, myS$i intoxikované Hg trpeli znacnou
kachexiou a po infekcii A. suum boli vo vel'mi zlom kondi¢nom stave.
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Tabulka €. 1. Izolacia lariev A. suum u mysi intoxikovanych tazkymi kovmi a infikovanych

A. suum
5 A.suum Tazky kov + A. suum
Tazky kov Dei experimentu pecen (priemer+SD) I();Fi(:ne r£SD) pecen (priemer+SD) I();Fi(:ne r£SD)
Exp. L. 25. (4. p.i) 133,0+47,0 151,3+12,2
Pb 28. (7. p.i.) 3,3+1,5 66,7159  [2,6+3.8 86,3+17,5
Exp. IL 25. (4. p.i.) 335,5+65,8 *121,3£70,2
cd 28. (7. p.i.) 7,343,5 31,7423,6  |2,3+4,0 33,342,1
Exp. 111 25. (4. p.i.) 179,3+40,5 *70,0+24,0
Hg 28. (7. p.i) 4,3+32 25,7+6,1 4,3+42 73432
*P<0.05

48




Graf 3. Pocet CD8+ T lymfocytov v slezine mysi intoxikovanych tazkymi kovmi a
infikovanych A. suum
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SELEKCIA GRAM-POZITIiVNYCH BAKTERIi Z TRUSU PSTROSOV
Kandri¢akova A., Imrichova J.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

V ostatnych rokoch sa chovatelia Coraz CastejSie zameriavaju na chov takych druhov hydiny,
ktoré sa v minulosti bezne v nasich podmienkach nechovali napr. na chov pstrosov. Poznanie
mikrobialneho zastipenia u pStrosov je dolezité nielen z hl'adiska zakladného vyskumu, ale
aj pre vyber pripadnych aditivnych baktérii v ramci ich potencionalneho vyuzitia pre zdravie
v chovoch. O mikroflére pitrosov st dostupné len limitované informécie. Crevna mikroflora
vSak zohrava dolezitu ulohu napr. v rozvoji imunity; dominantné postavenie majii najma
kyselinu mlie¢nu produkujice baktérie, medzi ktoré zarad’'ujeme aj enterokoky a stafylokoky.
Preto sme sa v tejto praci zamerali na testovanie vyskytu stafylokokov a enterokokov v truse
pStrosov, na ich identifikaciu a niektoré vlastnosti v rdmci zakladného vyskumu ako aj
z hladiska selekcie pripadnych probiotickych ¢i bakteriocin-produkujucich izolatov zo
pStrosov. Pocty stafylokokov vo vSetkych vzorkach dosahovali v priemere 4,30 + 0,63 KTJ/g
(log 10). Z 81 kmeniov 24 izolatov bolo priradenych ku 8 druhom. Najviac izolatov bolo
detegovanych ako Staphylococcus equorum (25%), nasledované druhmi S. xylosus (20,8%),
S. epidermidis (16,7%), S. haemolyticus (12,5%), S. cohnii, S. succinus (8,3%), S. warneri. S.
hominis (4,2%). Priemerny pocet enterokokov vo vzorkdch dosahoval 4,59 + 0,58 KTJ/g.
Izolaty boli priradené ku druhom Enterococcus hirae, E. mundtii a E. faecium. Namerana
priemernd hodnota kyseliny mliecnej u stafylokokov bola 3,06+ , 35 mmol/l a u enterokokov
1, 98 £ 0, 30 mmol/l. Stafylokoky aj enterokoky preukazali prevazne ciltivost’ ku testovanym
antibiotikam ako aj ku enterocinom pri inhibi¢nej aktivite od 100 do 25 600 AU/ml.

UvoOD

V ostatnych rokoch sa chovatelia Coraz CastejSie zameriavaju na chov takych druhov hydiny,
ktoré sa v minulosti beZzne v naSich podmienkach nechovali napr. na chov pstrosov. Chov
pStrosov sa na Slovensku traduje od roku 1992. V decembri 1995 bol pstros v zmysle
paragrafu 8 ods. 1 zdkona €. 110/1972 o plemenitbe hospodarskych zvierat preradeny z
kategorie exotickych zvierat do kategorie hospodarskych zvierat. PStrosie miso povazujeme
za sucast’ tzv. raciondlnej vyzivy. Obsahuje totiZ esencidlne aminokyseliny a ma nizky obsah
cholesterolu. Chovom pstrosov sa ziskava najmé vysokokvalitné méso, ale aj vajcia. A preto,
zdujmom chovatelov je udrziavat' zdravé chovy. PStrosy maju vcelku dobre vyvinuty
imunitny systém, ale oich mikroflore existuju len limitované informacie. Ddlezita ulohu
v rozvoji imunity zohrava bezna ¢revnd mikroflora, ktorou st aj Gram - pozitivne baktérie
(hlavne kyselinu mlie¢nu produkujuce). Preto sme sa vtejto praci zamerali na vyskyt
stafylokokov a enterokokov z trusu pStrosov, na ich identifikdciu a vlastnosti z hl'adiska
zakladného vyskumu ako aj zhladiska zistenia vlastnosti pre selekciu pripadnych
probiotickych ¢i bakteriocin-produkujucich kmenov v rdmci pStrosich izolatov, ktoré mozu
byt’ vyuzité pri podpore zdravia v chove.

MATERIAL A METODIKY

Zmesné vzorky trusu (54) boli izolované zo 140 zvierat z troch vekovych kategoérii; z kazdej
vekovej kategorie od 18 zvierat: 1. vekova kategéria- tri tyzdne staré jedince, 2. vekova
kategoria - Sest’ az devat tyzdilov staré jedince a 3. vekova kategoria- dvanést’ az Sestnést’
mesiacov staré jedince. PStrosy boli kimené krmivom 1567 Pstros MINI-Energys (De Heus
a.s., Vyskov, Ceska Republika).Vzorky trusu boli spracované standardnou mikrobiologickou
metddou- ISO; vyriedené v Ringerovom roztoku (1:9). Prislusné riedenia boli vysievané na
Mannitol Salt Agar (Difco Laboratories, Detroit, USA) a M-Enterococcus agar (Difco,
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Maryland, USA, ISO 15214) a nasledne inkubované pri teplote 37°C 24- 48 hodin na zachyt
poctu baktérii. Bakteridlne pocty boli vyjadrené v KTJ/g + SD (koldéniu tvoriaca jednotka na
gram). Jednotlivé koldnie boli kontrolované na puritu a taxonomicky typizované pomocou
MALDI BioTyper TM systému (Bruker Daltonics, USA), ktory je zalozeny na analyze
bakterialnych proteinov. Lyzaty bakteridlnych buniek boli pripravené¢ podla inStrukcii
vyrobcu (Bruker Daltonics, 2008). U identifikovanych druhov Gram-pozitivnych baktérii boli
testované zakladné vlastnosti; produkcia kyseliny mlie¢nej, citlivost’ na antibiotikd (metdédou
CLSI, 2008); u enterokokov aj citlivost ku enterocinom (pouzili sme semi-purifikované
proteinové substancie produkované baktériami Enterococcus faecium ruminalneho,
enviromentalneho ainého povodu, ktoré boli izolované v naSom Laboratoriu ZivocisSnej
mikrobiologie, UFHZ SAV, Kosice). Bolo pouZitych 8 enterocinov (Ent EM 41, Ent EM 42,
Ent A (P), Ent 55, Ent 2019, Ent M3a, Ent 4231, Ent M); pricom Ent EM 41, EM 42 st
produkované kmenmi E. faecium EM 41 a EM 42 zo pstrosa. Citlivost’ jednotlivych kmenov
ku Ent bola testovana kvantitativnym tzv. agar spot testom (De Vuyst a kol., 1996) s pouzitim
Mozgovo-srdcového agaru (BHA, Becton a Dickinson, Cockeysville, USA) a vyjadrena bola
v AU/ml (arbitrarna jednotka na ml).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Priemerny pocet stafylokokov vo vSetkych vzorkach trusu bol 4,30 + 0,63 KTJ/g (log 10). V
1. vekovej kategorii dosiahol priemerny pocet stafylokokov 3, 99 + 0,99 KTJ/g, v 2. vekovej
kategorii to bolo 4,63 + 0,66 KTJ/g av 3. vekovej kategorii 6, 26 = 0,71 KTJ/g. Pocty
stafylokokov v truse pStrosov v podstate dosahovali hodnoty aké st zvidcSa detegované aj
v truse kurciat; napr. Yang (1991) popisuje, ze intestindlnu mikrofloru kurciat tvorili zvacsa
Gram-pozitivne baktérie patriace do rodov Bifidobacterium, Lactobacillus, Peptococcus
a Streptococcus. Laukova a kol. (2012) zaznamenali u bazantov vyskyt stafylokokov,
enterokokov a laktobacilov. Ich priemerny pocet sa vyrazne neodliSoval od poctu u pstrosov.
Vyskytli sa minimalne rozdiely v druhovom zastipeni oboch rodov, kde u stafylokokov
okrem spominanych druhov pribudli druhy S. Ayicus a S. lentus a u enterokokov E. faecalis.
Ale napr. podl'a Xu Shulina (1998) dominantni mikrofléru u bazantov tvorili baktérie z rodov
Bifidobacterium, Lactobacillus a Peptococcus. Stafylokoky aj enterokoky sa delia na zéklade
16s rRNA sekvencii do skupin tzv. klusterov. V stucasnosti rod Staphylococcus zahiha vyse
40 druhov; su to fakultativne anaerdbne, nepohyblivé, katalaza-pozitivne koky. V nasej stadii
bolo z 81 kmenov 24 izolatov priradenych ku 8 druhom. Najviac detegovanym bol druh
Staphylococcus equorum (25%), nasledovany druhmi S. xylosus (20,8%), S. epidermidis
(16,7%), S. haemolyticus (12,5%), S. cohnii, S. succinus (8,3%) a S. warneri, S. hominis
(4,2%). Identifikované druhy stafylokokov patria medzi koaguldaza — negativne stafylokoky a
su zaradené do 4 skupin (klusterov); do skupiny S. epidermidis (S. epidermidis), do skupiny S.
haemolyticus (S. haemolyticus, S. hominis), do skupiny S. warneri (S. warneri) a do skupiny
S. saprophyticus (S. cohnii, S. equorum, Takahashi a kol., 1999). Z taxonomického hladiska
rod Staphylococcus zaradujeme do domény Bacteria, oddelenia Firmicutes, triedy Bacilli,
radu Bacillales, ¢elade Staphylococcaceae (Bergeys Manual, 2009). Zaujimava je znacna
variabilita detegovanych druhov stafylokokov, o umoziuji prdve modernejSie identifikacné
metddy a zaroven nam tato druhova variabilita otvara moznosti pre charakterizovanie novych
vlastnosti niektorych druhov ako aj pre vyber d’al'Sich druhov z hl'adiska ich aditivneho
vyuzitia. Priemerny pocet enterokokov vo vsetkych vzorkach dosahoval 4,59 + 0,58 KTJ/g. V
1. vekovej kategorii bol priemerny pocet enterokokov 5,43 + 0,64 KTJ/g, v 2. vekovej
kategorii to bolo 5,31 = 0,47 KTJ/g a v 3. vekovej kategorii 3,03 £ 0,63 KTJ/g. Zaznamenané
pocty enterokokov zodpovedaji vo vSeobecnosti detegovanému poctu enterokokov aj v truse
inych zvierat vratane kurciat (Laukova, 1992; Laukova a kol., 2008b). Rod Enterococcus tiez
zaradujeme do domény Bacteria, oddelenia Firmicutes, triedy Cocci, radu Lactobacillales
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a Celade Enterococcaceae (Bergeys Manual, 2009). Enterokoky v sucasnosti zahfiiaju
celkovo 37 druhov a delia sa do 6 skupin (Sistek a kol., 2012, Tanasupawat a kol., 2008). Su
to tiez nepohyblivé katalaza-negativne, fakultativne anaerébne baktérie. Zo 71 izolovanych
kmenov bolo 53 izolatov priradenych ku 3 druhom (Enterococcus hirae- 77,3%, E. faecium-
18,9% a E. mundtii- 3,8%), ktoré patria do skupiny E. faecium. ObyC€ajne najcastejSie
detegovanym druhom v truse zvierat je E. faecium ¢i E. faecalis (Laukova, 1992; Laukova
a kol., 2008a). V truse pstrosov dominoval E. hirae, ktory je vSak z hl'adiska fylogenetického
vyvoja najblizsie druhu E. faecium (Franz a kol., 1999).

Ako stafylokoky, tak i enterokoky patria medzi kyselinu mlie¢nu produkujuce baktérie, ked’ze
hlavnym kone¢nym produktom fermentacie glukozy je kyselina mlie¢na (Bergeyho Manual,
2009). U stafylokokov sa hodnoty kyseliny mlie¢nej (KM) pohybovali od 1, 03 do 4, 66
mmol/l; priemerna hodnota KM bola 3, 06 = 0, 35 mmol/l a priemerné hodnoty KM u
jednotlivych druhov boli nasledovné: S. epidermidis (4, 14 = 0, 50 mmol/l), S. xylosus (2, 83
+ 0, 41 mmol/l), S. equorum (2, 73 = 0, 38 mmol/l), S. warneri (3, 76 = 0, 40 mmol/l), S.
cohnii (4, 08 £ 0, 14 mmol/l), S. succinus (2, 45 = 0, 46 mmol/l), S. hominis (1, 61 + 0,30
mmol/l), S. haemolyticus (3, 27 + 0, 33 mmol/l). NajvysSia hodnota KM bola zaznamenana
03 + 0, 16 mmol/l). U enterokokov sa hodnoty kyseliny mlie¢nej pohybovali od 0, 65 do 3, 77
mmol/l; priemerna hodnota KM bola 1, 98 £ 0, 30 mmol/l, priemerna hodnota KM u izolatov
E. faecium bola 1, 84 £ 0, 03 mmol/l, u izolatov E. mundtii 1, 54 = 0, 29 mmol/l a E. hirae 2,
30 £ 0, 25 mmol/l. Najvyssia hodnota KM bola u kmena E. hirae 211 (3, 90 + 0, 30 mmol/1),
najniz§ia u kmena E. hirae 1161 (0, 65 = 0, 01 mmol/l). Dosiahnut¢ hodnoty KM
u stafylokokov izolovanych ztrusu psStrosov boli vysSie nez je zvycCajne detegované
u stafylokokov izolovanych z inych zvierat (Laukovd a Kmet, 1992; Laukova a kol., 2011).
Naproti tomu hodnoty KM u enterokokov z trusu pstrosov st porovnatelné s hodnotami
zaznamenanymi u enterokokov izolovanych z trusu inych zvierat (Laukové, 1992; Laukova a
kol., 2008b). Z 21 testovanych kmenov boli citlivé na vSetky testované antibiotika 4 kmene
rézneho druhového zastupenia (S. epidermidis 273, S. haemolyticus 371, S. hominis 3112, S.
succinus 3162); 10 kmenov bolo rezistentnych na fosfomycin; vSetky kmene (21) boli citlivé
na chloramfenikol a vankomycin. Citlivost’ na antibiotika je povzbudivy vysledok z hl'adiska
vylucenia génov rezistencie na antibiotikd pri vybere aditivnych baktérii. Z 53 testovanych
enterokokov bolo citlivych na vSetky testované antibiotikd 15 kmenov; 12 kmeniov
Enterococcus hirae (E. hirae 152, E. hirae 161/cl, E. hirae 210, E. hirae 291, E. hirae 292,
E. hirae 1181, E. hirae 1182, E. hirae 2162, E. hirae 2171, E. hirae 2172, E. hirae 2181, E.
hirae 2182), ako aj kmen E. mundtii 123/sch a2 kmene E. faecium 35, 3131. Z hladiska
citlivosti je dobrym vysledkom citlivost kmetov E. hirae, nakolko tento druh modze
sposobovat’ hnackové ochorenia (Etheridge a kol., 1988). Vsetky testované kmene boli citlivé
na chloramfenikol a erytromycin, 35 kmenov bolo rezistentnych na kanamycin, avSak
enterokoky su prirodzene chromozomalne rezistentné na kanamycin; 4 enterokoky boli
rezistentné na penicilin, 1 kmeii na vankomycin a 1 na novobiocin. Prevazovala teda citlivost’
izolatov ku testovanym antibiotikdm; izolaty sa tak stavaju zaujimavymi pre ich mozné
testovanie za Ucelom aditiv (s vynimkou E. hirae napriek ich citlivosti). Izolované enterokoky
boli nasledne testované aj na citlivost’ ku enterocinom.Vsetky kmene enterokokov izolované
zo pStrosov boli citlivé ku enterocinom s inhibi¢nou aktivitou od 100 po 25 600 AU/ml.
Najcitlivejsie boli kmene E. hirae (EH 152; 161/Cl; 212; 221) ku vsSetkym pouzitym
enterocinom s inhibi¢nou aktivitou 25 600 AU/ml. Najmene;j citlivy bol kmen E. faecium
2152 ku Ent EM 41 (izolat zo pstrosa) s inhibi¢nou aktivitou 100 AU/ml.

Poznanie mikrobidlnej variability je dolezité ako z hl'adiska zdkladného vyskumu, tak aj z
hl'adiska zdravia zvierat, ale aj ako uz bolo spominané pre vyber bakteriocin produkujiuceho
alebo probiotického kmena. [zolaty su v procese testovania d’al’Sich vlastnosti.
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ABSTRAKT

Resveratrol je prirodnou latkou so zndmymi antikarcinogénnymi uc¢inkami. Cielom prace bolo
sledovat’ hladiny resveratrolu a jeho metabolitov v krvnej plazme a vo vybranych vzorkach
mamarnych nadorov samic potkanov Sprague-Dawley pomocou metody HPLC. Maméarna
karcinogenéza bola vyvoland dvoma intraperitonedlnymi davkami N-metyl-N-nitrozourey.
Resveratrol v davke 100 mg/kg telesnej hmotnosti/dety/ bol aplikovany per os vo vodnom
roztoku s etanolom. Po 16-tyzdilovom podévani potkanom boli odobrat¢ vzorky plazmy
a mamarnych nadorov na d’alSie analyzy. Hladina vol'ného resveratrolu v plazme zvierat dosiahla
1% parentalneho resveratrolu. Metabolity resveratrolu, resveratrol-4’O-glukuronid, 3-O-
glukuronid aresveratrol-3-O-sulfat, boli po prvykrat pozorované vo vySSom zastupeni v
mamarnom nadorovom tkanive. Akumuldcia resveratrolu ajeho metabolitov vo vzorkach
nadorov naznacuje, Ze ich pdsobenie na Grovni tkaniv méze byt dlhodobejsie ako jeho G¢inok
v krvnej plazme.

UvOoD

Resveratrol (RES) je polyfenol vyskytujici sa v mnohych rastlinach, hlavne v ¢ervenom
ovoci (&ervené hrozno, moruse, brusnice, ¢ucoriedky) (Shankar akol, 2007). Sirokej
verejnosti je znamy predovSetkym v stvislosti s Cervenym vinom ajeho pozitivhymi
ucinkami.

Doposial’ bolo zistené, Ze po oralnej aplikicii sa tento polyfenol vyznamne akumuluje
v tkanive zaludka, ¢reva, pecene a obli¢iek mysi, ¢o pravdepodobne suvisi s miestami jeho
intenzivnej absorbcie a metabolizacie (Vitrac a kol., 2003). Po jednorazovom intravendéznom
podani potkanom boli najvyssie koncentracie RES a jeho metabolitov namerané v oblickach,
napriklad mamarnom, doposial’ nebola Studovana, preto cielom naSej prace bolo zamerat’ sa
na akumulaciu RES a jeho metabolitov v nddorovom tkanive mlie¢nej zl'azy.

RES mé dokézané antioxidacné, protizapalové, anti-aterosklerotické a protinddorové ucinky,
pricom pdsobi rozliénymi mechanizmami a ovplyviiuje mnohé signalne cesty v bunkach
(Amri a kol., 2012). Na druhej strane je to latka snizkou rozpustnostou, kratkym
biologickym polcasom, rychlo podliehajuca metabolizacii, vyznacuje sa nizkou biologickou
dostupnost’ou a jeho efekt je vyrazne ¢asovo a davkovo zavisly.

Metabolizmus RES je komplexny proces zahfiiajici niekol’ko ciest, predovSetkym konjugéciu
na glukuronidy asulfaity vo faze II. Oba izoméry RES podliehaju glukuronidacii
prostrednictvom  enzymu  uridin-difosfat-glukuronozyltransferaiza (UGT) na dva
korespondujuce glukuronidy: 3-O-glukuronid a 4’-O-glukuronid. Okrem toho RES podlicha
aj sulfatovej konjugacii pomocou sulfotransferdz za vzniku resveratrol-3-O-sulfatu. V
organizme potkana boli identifikované viaceré iné sulfatové konjugaty (4-sulfat, 3,5- disulfat,
3,4’ -disulfat, 3,4",5-trisulfat) (Athar a kol., 2007).
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MATERIAL A METODIKA

V experimente sme pouzili 25 samic potkanov kmetia Sprague-Dawley (AnLab, Praha, Ceska
Republika) vo veku 31 dni stelesnou hmotnostou 100-130 g. Zvieratd boli chované
v plexitovych klietkach po 2-4 kusy. Boli adaptované na Standardné podmienky zverinca
s teplotou 20-24°C, relativnou vlhkostou vzduchu 45-65% a umelym svetelnym reZimom
svetlo:tma = 12h:12h. RES (Carbosynth, Compton, Velkd Britdnia) bol denne cerstvo
pripravovany tesne pred podanim v 10% etanole apodavany v koncentracii 100 mg/kg
telesnej hmotnosti v ¢ase 14:30-15:00 per os. Pat zvierat sluzilo ako kontrola. Mamadrna
karcinogenéza bola vyvoland dvoma intraperitonedlne podanymi davkami chemického
karcinogénu N-metyl-N-nitrozourey (NMU, Sigma, Deisenhofen, Nemecko) v koncentracii
50 mg/kg hmotnosti zvierata. Karcinogén bol rozpusteny vo fyziologickom roztoku
bezprostredne pred pouzitim a aplikovany v objeme 0,5 ml/zviera.

Zmrazené vzorky plazmy boli roztopené pri izbovej teplote a centrifugované pri 13,000 x g na
5 min. Do 100 pl plazmy sme pridali 200 pl metanolu a za nezmenenych podmienok
centrifugovali. Pouzili sme systém Merck ‘‘La Chrom’’ (Merck, Darmstadt, Nemecko)
vybaveny injektorom L-7250, pumpou L-7100, stabilizdtorom teploty kolony (nastaveny na
15°C), medzi¢lankom D-7000 a UV detektorom L-7400 (vlnovd dizka 307nm).
Chromatografickd separacia RES ajeho metabolitov bola vykonand pomocou kolony
Hypersil BDS-C18 (Sum, 250 x 4,6 mm L[.D. Astmoor, Anglicko) a predkolony Hypersil
BDS-C18 (S5pum, 10 x 4,6 mm I.D.), za prietoku Iml/min. Mobilna faza pozostavala
z linearneho gradientu (5 mM octan amoénny/kyselina octova, pH 7.4 - mobilna faza, metanol
- mobilné faza B) na eluciu RES a metabolitov podl'a ich lipofility. Objem vstreknutej vzorky
krvnej plazmy bol 80 pl. Okrem krvnej plazmy sme stanovili koncentraciu RES a jeho
metabolitov vo vybranych vzorkdch mamarnych nadorov. 400 mg tkaniva sme
zhomogenizovali v 800 ul 50 mM fosfatového pufru, pH 7.4. Vzorky boli lyzované
opakovanym zmrazovanim v tekutom dusiku a topené pri izbovej teplote. K 100 pl vzorky
sme pridali 200 pl metanolu. Po 5 min. centrifugacii pri 13000 x g sme vstrekli 80 ul
supernatantu do HPLC kolony. Na meranie kalibra¢nej krivky sa pouzili Standardy RES
a jeho metabolitov (Sigma Aldrich, Deisenhofen, Nemecko) pri koncentraciach od 5 ng/ml to
1 pg/ml. Kalibra¢na krivka bola zostrojena ako zavislost’ koncentracie od nameranych ploch
pikov (mA.V.s-1).

Vysledky boli vyhodnocované pomocou Statistického programu GraphPad Prism 4.0 analyzou
variancie (ANOVA) doplnenou Kruskal-Wallisovym a Tukeyho post-testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Koncentraciu RES ajeho metabolitov sme stanovovali v krvnej plazme a nadoroch samic
pouzitim HPLC. Koncentracia RES v krvnej plazme sa pohybovala v rozmedzi od 1,32
nmol/ml (samica 6) po 5,02 nmol/ml (samica 5 Obrdzok 1). Metabolit resveratrolu vznikajici
glukuronidaciou - resveratrol-4’-O-glukuronid (R4G) sa vkrvnej plazme nachadzal
v koncentraciaach od 0,76 nmol/ml (samica 9) do 21,955 nmol/ml (samica 5) a resveratrol-3-
O-glukuronid (R3G) v koncentraciach od 0,97 nmol/ml (samica 17) do 85,835 nmol/ml
(samica 5). Posobenim sulfotransferaz vznikd zresveratrolu resveratrol-3-O-sulfat (R3S),
ktorého koncentracia varirovala od 0 nmol/ml (samice 1-4) do 38,32 nmol/ml (samica 20).
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Obrazok 1: Koncentracia resveratrolu (RES) a jeho metabolitov: resveratrol-4’-O-glukuronid (R4G), resveratrol-
3-0-glukuronid (R3G) a resveratrol-3-O-sulfat (R3S) v krvnej plazme. Hodnoty st uvedené ako koncentracie
namerané v krvnej plazme jednotlivych zvierat v nmol/ml.

Na sledovanie akumuldcie RES ajeho metabolitov v nadorovom tkanive sme zvolili 10
mamarnych neoplazii (la, 2a, 2b, 4a, 5a, 5c, 6a, 7a, 8a a9a) astanovili sme v nich
koncentracie RES a jeho metabolitov R4G, R3G a R3S. V nddorovom tkanive mliecnej zl'azy
sa RES akumuloval v koncentraciach 0,261-0,864 nmol/g. Koncentracia R4G sa pohybovala
v rozmedzi 0,162-0,964 nmol/g a R3G v rozpiti 0,401-3,189 nmol/g. Koncentracia R3S
kolisala v rozmedzi hodnot 0,218-1,912 nmol/g tkaniva (Obrazok 2).

RES je zcirkulacie odburavany vel'mi rychlo. Akumuldcia RES v nadorovych vzorkach
naznacuje, ze jeho pdsobenie na urovni tkaniv moze byt dlhodobejsie ako v krvnej plazme.
Hoci systémova biodostupnost’ RES je vel'mi nizka, jeho akumulécia v epitelidlnych bunkach
pozdiz zazivacieho traktu a pravdepodobne aj vo vzdialenych tkanivach spolu s potencialne
aktivnymi metabolitmi moZe stale vyvolavat’ protinddorové a iné beneficialne ucinky (Walle
et al., 2004).

Vzhladom na vyrazni metabolizaciu, podiel nekonjugovaného parentdlneho RES v plazme
a v nadorovom tkanive bol nizs§i ako 1% z pouzitej davky. Plazmatické hladiny resveratrolu
boli niekol’kokrat vyssie ako koncentracie v nddorovom tkanive, ¢o by mohlo byt spésobené
saturaciou jeho metabolickych ciest pri dlhodobo opakovanom podavani (Walle, 2011).
Interindividudlne rozdiely hladin resveratrolu a jeho metabolitov v plazme aj v nddoroch
v korelacii s po¢tom nddorov v jednotlivych zvieratach naznacujli, Ze neexistuje koreldcia
medzi koncentraciou resveratrolu a jeho metabolitov a po¢tom nadorov, ktoré sa zvieratu
vytvorili. Je to pravdepodobne spdsobené rozdielmi v absorbcii av expresii enzymov
zapojenych do transformécie resveratrolu (Walle, 2011).

Metabolity resveratrolu maju podobné ucinky ako samotny resveratrol a predpoklada sa, ze
v niektorych procesoch by mohli byt este efektivnejsie. Sulfaty a glukuronidy resveratrolu
preukézali podobné, resp. silnejSie antioxidacné vlastnosti ako resveratrol, porovnatelnu az
vy$§iu COX-1/COX-2 inhibiciu, inhibi¢ny efekt na produkciu ROS ai. (Kondratyuk et al.,
2011; Hoshino et al., 2010; Calamini et al., 2010). Protinadorovéa aktivita metabolitov
resveratrolu zatial nie je dostatocne prestudovana.
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Obrazok 2: Koncentracia resveratrolu (RES) a jeho metabolitov: resveratrol-4"-O-glukuronid (R4G), resveratrol-
3-O-glukuronid (R3G) a resveratrol-3-O-sulfat (R3S) vo vybranych mamarnych nadoroch. Hodnoty st uvedené
v nmol/g nadorového tkaniva.
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PERCEPCIA A PRIORITIZACIA FARIEB U DENNYCH MOTYLOV
(LEPIDOPTERA: PAPILIONOIDEA, HESPERIOIDEA)

Kocikova L.

Univerzita P.J. Safarika v KoSiciach, Katedra fyziologie Zivocichov, Kosice

ABSTRAKT

Cielom vyskumu bolo zistenie preferencie farby kvetov ajej priCiny u stredoeurdpskych
dennych motylov pri vyhladdvani potravnych zdrojov na Studovanej lokalite. Pre zistenie
pri¢iny preferencnych vlastnosti bola pouzitd metdda farebnych vodnych pasci. Odchyteny
materidl bol determinovany a Statisticky spracovany podla druhu a pohlavia odchytenych
jedincov v prislichajicej farbe. Za obdobie rokov 2010 az 2011 boli zistené zmeny spravania
sa u dennych motyl'ov, ktoré sa prejavovali uprednostiiovanim urcitej farby voci ostatnym.
Vyskum ukazal, ze najatraktivnejSou farbou pre motyle bola ZIta a najmenej ¢ervena farba.

UvOoD

Rad motyle (Lepidoptera) patri do vyznamnej skupiny opelovacov mnohych druhov
kultdrnych i divorastacich rastlin. V poslednych desatrociach v§ak bol zaznamenany vyrazny
pokles ich pocetnosti. Pre lepSiu druhovii ochranu je preto potrebné nielen poznanie
biologického a ekologického vyznamu jednotlivych druhov, ale najmé porozumenie podstaty

ich zlozitych vztahov v ekosystéme. Ako priklad moéze sluzit vzdjomny vztah kvet -
opel'ovac, pri ktorom je tzv. jazyk kvetov zrozumitel'ny len skupine hmyzu, ktora ich opel'uje.
Herbivorny hmyz hl'adajtci potravny zdroj alebo miesto na ovipoziciu, zaklada svoj vyber na
mnozstve kritérii, zahfiiajicich napriklad koncentraciu CO,, volatilné latky, kontaktné
chemikalie, tvar a farba listov, velkost’, vySka rastliny a v neposlednom rade farba kvetov
(Lehrer, 1999). A prave farebny vzhlad rastliny sa zd4a byt najdolezitejSim faktorom pri
orientacii motylov v prirode. Hmyz, vratane skupiny motyl'ov, je schopny nielen vnimat
farby a rozliSovat’ ich, ale v mnohych pripadoch bola dokazand aj jeho vyrazna farebna
preferencia. Zmyslovy aparat motyl'ov na rozliSovanie signdlov rastlin je dokonale vyvinuty.
Podstatou farebnej percepcie je pritomnost minimalne dvoch typov fotoreceptorov (Frentiu
a Briscoe, 2008), hoci v jednom ommatidiu méze byt pritomnych u niektorych druhov az 5
typov fotoreceptorov (Arikawa, 1987). Zistilo sa, Ze motyle st schopné zachytit’ vinové dizky
uz v ultrafialovej Casti (maximélna senzitivita 350 nm), aZ po Cerveni oblast’ spektra
(maximalna senzitivita cca 600 nm). Na zaklade tejto percepcie st schopné porovnavat’ kratke
a dlhé vlnové dizky, ¢o im umozituje vytvorit’ farebny obraz prostredia (Pichaud a kol., 1999).
Preferencia farby u motylov sa vo vSeobecnosti sledovala a bola potvrdena v dvoch
behaviordlnych suvislostiach: pri hl'adani potravného zdroja a pri hl'adani miesta na kladenie
vajicok. Takato preferencia moze byt dvojakého typu: vrodend a naucend (Scherer a Kolb
1987; Lunau a Maier 1995). Cielom m6jho vyskumu bolo zistit’ preferenciu farby kvetov a jej
pri¢inu u stredoeurdpskych dennych motylov pri vyhladdvani potravnych zdrojov na
Studovanej lokalite.

MATERIAL A METODIKA

Vyskum prebiehal v k.u. obce Beniakovce, 4 km SV od mesta KoSice na liénom biotope
s krovinatou vegetaciou. Na zistenie farebnej preferencie bola pouzitd metoda Moerickeho
farebnych vodnych pasci (Moericke, 1951). Na ploche o rozlohe priblizne 20 ha bolo
rozmiestnenych 10 skupin pasci, pricom kazd4 skupina bola umiestneni na ploche 2m’
a obsahovala 5 pasci (vrchny priemer: 12 cm, hibka: 6 cm), kazda inej farby (bicla, ZIt4,
modra, fialovd a Cervend), naplnené¢ vodou s detergentom do vysSky 2 cm. Pasce boli
umiestnené na drotenych drziakoch vo vyske vegetacie. Na spodku kazdej bielej pasce bol
umiestneny datalogger na zaznamenavanie teploty. Pasce boli na lokalite rozmiestnené
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v priebehu mesiacov april - september 2010 a 2011. V kazdom mesiaci boli exponované po
dobu 10 dni. V 2-3 diovych intervaloch boli pasce kontrolované a odchyteny material
odobraty.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V dobe trvania vyskumu sa pomocou farebnych vodnych pasci podarilo odchytit’ 406
jedincov, prislichajucich do 6 ¢eladi a 37 druhov (Tab.1.). Najviac navstevovana farba bola
zIta (132 jedincov), nésledne biela (120 jedincov), modré (76 jedincov), fialova (60 jedincov)
a najmene;j atraktivna farba bola ¢ervena (18 jedincov). Cistd preferencia na trovni eladi
bola zistend u Hesperiidae — modra, fialova farba; Pieridae - biela; Riodinidae - biela au
Lycaenidae — ZIta (Tab.2.). Co sa tyka pomeru pohlavi u odchytenych motylov, prevazovali
samci (2453, 1619).

Pomocou Spearmanovho testu zavislosti sa nezistil pozitivny vztah medzi poctom
odchytenych jedincov v jednotlivych farbach a farebnou reprezentaciou kvetov na Studovane;j
lokalite.

Percepcia a tym aj preferovanie farby je zavislé na pritomnosti ur€itych typov fotoreceptorov
v ommatididch. Najmenej atraktivnou farbou bola c¢ervend, ¢oho pri¢inou je absencia
cerveného fotoreceptora u viacerych druhov stredoeurdpskych motylov (Briscoe a Chittka,
2001). Dovod prioritizacie urcitej farby mozeme najst’ v schopnosti ucenia sa motyl'ov, vo
vrodenej preferencii, mimikrach, alebo v pripade samcov v hladani vhodnej samicky na
parenie.

Tab. 1. Prehl'ad odchytenych druhov vo farebnych vodnych pasciach

P.&. | Druhy Celad' | B M F Z ¢ T
1. Pyrgus malvae 1 4 4 9
2. |Carterocephalus palaemon o 5 5 10
©
3. | Thymelicus sylvestris Z |2 3 4 4 13
4. | Thymelicus lineola 3 6 3 5 14
(%]
5. |Ochlodes venatus 2 7 4 11
(]
(g0}
°
6. |Iphiclides podalirius = 1 1
%-
[
[a
7. |Leptidea sinapis 1 1 1 3
8. | Pieris brassicae 3 3
9. |Pierisrapae o |29 2 8 6 45
10. | Pieris napi '(gu 8 2 10
11. | Gonepteryx rhamni é 6 1 3 1 3 14
(]
(8%}
o a o
12. | Hamearis lucina c |7 7
o
Qo
o
13. | Lycaena dispar 1
14. | Thecla betulae ° 1 1 2
15. | Satyrium acaciae S |13 66 79
- - ‘c
16. | Satyrium pruni @ |1 1
17. | Callophrys rubi :> 1 1
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18. | Maculinea arion 1

19. | Cyaniris semiargus 1

20. |Inachisio 4 2 1 13 20
21. |Vanessa atalanta 1 1
22. |Araschnia levana 16 2 4 22
23. | Argynnis paphia 2 5
24. |Boloria selene 1 1 1 3
25. |lIssoria lathonia 1 1
26. |Boloria dia 3 6 3 17
27. | Melitaea athalia 1 2 4 6 13
28. | Melitaea aurelia 1 1 1 4
29. | Melanargia galathea 1 1
30. | Minois dryas 2 7 3 1 13
31. |Erebia medusa 5 7 1 17
32. | Maniola jurtina 5 6 2 11 24
33. | Aphantopus hyperanthus 4 1 2 7
34. | Coenonympha pamphilus s |4 1 2 7
35. | Coenonympha arcania % 1 1 3
36. | Coenonympha glycerion _é- 8 6 2 1 18
37. | Lasiommata maera = |1 1 2
z 120 76 60 132 |18 406

Tab. 2. Prehlad farebnej preferencie na urovni ¢el'adi

Celad B M F Z C

Hesperiidae |3 25 20 9 0

Papilionidae |0 0 1 0 0

Pieridae 47 6 12 6 3

Riodinidae 7 0 0 0 0

Lycaenidae 15 1 2 68 2

Nymphalidae | 48 45 25 48 13
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VPLYV EXPOZICIE TRIAZOLOVYCH PESTICIDOV NA AKTIVITU BOVINNEJ
BUTYRYLCHOLINESTERAZY

Kolesarova, V., Sivikova, K.

Ustav genetiky, Katedra bioldgie a genetiky UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Triazolové fungicidy s u&innou latkou tebukonazol (Orius 25EW a Prosaro®™) sa pouZivaji na
oSetrenie porastov pSenice, jaCmeina arepky ozimnej proti hubovitym ochoreniam. Ich
fungicidne vlastnosti st zalozené na inhibicii enzymu 14-oa-demetylazy (CYP 51), ktory
reguluje syntézu ergosterolu nevyhnutného pre tvorbu bunkovej steny hub. Hodnota aktivity
cholinesteraz je jednym zukazovatelov kontamindcie zivotného prostredia. V krvi sa
nachadzaji dva typy cholinesterdz: acetylcholinesteraza a butyrylcholinesteraza (BChE),
ktora sa taktiez zuCastiiuje na prenose nervovych vzruchov.

Cielom naSej prace bolo spektrofotometricky stanovit zmeny aktivity BChE v plazme
krizencov slovenského strakatého dobytka po expozicii fungicidmi in vitro v koncentraciach
25 - 300 pg.ml’. Stanovenie aktivity cholinesterdz patri medzi Gasto pouzivané metody
detekcie expozicie zvierat a 'udi anticholinesterazovym latkam. Statistickym vyhodnotenim
ziskanych zmien absorbancie (AA.min™') sme v korelacii k pouzitym koncentraciam
tebukonazolu potvrdili vysoko Statisticky vyznamnu inhibiciu aktivity BChE (p<0,001) od
koncentracie 150 pg.ml™ u oboch testovanych fungicidov.

UvoOD

Triazolové fungicidy patria do skupiny aktudlne pouzivanych pesticidov (CUP — current used
pesticides. St chemicky syntetizované a aplikované predovSetkym v pol'nohospodarstve a na
pastvinach (Konwick a kol., 2006). Mechanizmus ucinku triazolov je zalozeny na inhibicii
lanosterol 14-a-demetylazy, ktorda reguluje syntézu ergosterolu nevyhnutného pre tvorbu
bunkovej steny hub (Zarn a kol., 2003). Na rozdiel od organochlérovych zlacenin, ktoré
nahradili, sa vyznacuju niz§ou kumulaciou v organizme a kratSou perzistenciou v prostredi.
Tebukonazol (u¢inna latka fungicidnych pripravkov Orius 25EW a Prosaro 250EC”™ ) sa
v naSich podmienkach osved¢il pri oSetreni listov aklasov pSenice ajacmena a proti
hubovitym ochoreniam repky ozimnej. Vyznacuje sa nizkou akutnou toxicitou. Testami
karcinogenity a teratogenity sa zistilo, Ze tebukonazol indukoval tumory v pefeni mysi,
u psov ocné lézie a vyvinové anomalie u hlodavcov (mysi, potkanov a krélikov) (U.S.EPA
1999, 2010).

Stanovenie aktivity cholinesteraz patri medzi rychle a ¢asto pouzivané metody detekcie otravy
alebo expozicie anticholinesterazovym latkam cicavcov, vtdkov a ryb (Harlin a Ross, 1990).
V krvi cicavcov sa nachadzaju dva zakladné typy cholinesteraz: acetylcholinesteraza (AChE)
a butyrylcholinesterdza (BChE), oznacovana aj ako neprava alebo plazmova cholinesteraza.
Fyziologické funkcia BChE je doteraz neobjasnena. Predpoklada sa, ze BChE sluzi ako ko-
regulator cholinergnej neurotransmisie (Mesulam a kol.,, 2002) a vplyva aj na regulaciu
bunkovej proliferdcie a diferenciaciu neuréonov (Mack a Robitzki, 2000).

Na rozdiel od mnohych literarnych zdrojov uvadzajucich zmeny aktivity cholinesteraz po
expozicii organofosfatovym, resp. karbamatovym pesticidom, existuje len vel'mi malo udajov
o vplyve triazolovych pesticidov na aktivitu cholinesterdz. Toni a kol. (2011) zistili zvySenu
aktivitu AChE v mozgu Cyprinius carpio po expozicii tebukonazolu.

Ciel'om nasej prace bolo spektrofotometricky stanovit’ zmeny aktivity BChE in vitro v plazme
hoviadzieho dobytka po expozicii roznym koncentraciam technickych triazolovych
fungicidov.

61



MATERIAL A METODIKA

Fungicidy obsahujice U¢innu latku tebukonazol, Orius 25EW (a - terc.butyl - o — {4-
chlorophenylethyl} -1 H -1,2.4 - triazolyl-ethanol, 25% tebukonazolu) a Prosaro 250EC ((2-
(2-(1-chlorocyclopropyl)-3-(2-chlorphenyl)-2-hydroxypropyl)-1,2-dihydro-3H-1,2,4-triazole-
3-thione);12,5% prothiokonazol plus 12,5% tebukonazol) boli rozpustené v 96% etanole
a pouzité v koncentraciach 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 a 300 ug.ml'l. Vsetky merania boli
vykonané v 0,1mol.I"" fosfatovom tlmivom roztoku (pH 7,4) s reakénym ¢&inidlom DTNB
(kys. 5,5'- dithiobis(2-nitrobenzoova), 0,3 mmol.I"' pri 25°C spektrofotometrickou metédou
podla Ellmana a kol. (3) s pouzitim 1 mmol.I" acetyltiocholinu (ATCh), ktory je substratom
cholinesteraz. Ako negativnu kontrolu sme pouZili 96% etanol (maximalne 4% celkového
objemu vzorky). Plazmu sme ziskali z celej krvi krizencov slovenského strakatého dobytka zo
Skolského polnohospodarskeho podniku Zemplinska Teplica (6 byckov, vek 6 mesiacov)
centrifugaciou pri 1200 rpm. Na zaklade spontannej aktivity BChE v plazme bolo pouzité
finalne, 25-100 nasobné zriedenie plazmy v reakénej zmesi. Zmeny absorbancie (AA.min™)
boli merané pri 412 nm na spektrofotometri CARY 300 s vlastnou kontrolou teploty (Varian
Inc., Australia). Vysledky boli Statisticky vyhodnotené nelinedrnou regresnou rovnicou
a ANOVA testom a rozdiely v aktivite BChE v experimentalnych skupinach oproti kontrole
boli porovnavané Tukeyho porovnavacim testom v programe Graph Pad Prism"”.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vplyv triazolovych fungicidov na aktivitu BChE hovidziecho dobytka bol stanoveny
spektrofotometricky, a to zmenou hodnoty absorbancie v &ase (AA.min™"). Priemerné hodnoty
absorbancie od Siestich kusov dobytka st uvedené v grafoch la 2. Statisticky vyznamny
pokles absorbancie (p<0,001) bol pozorovany od koncentracie 150 pg.ml™ pri obidvoch
testovanych fungicidoch. Nasledne sme vysledky nasho experimentu vyhodnotili nelinearnou
regresnou rovnicou (graf 3 a 4). Ziskanymi vysledkami sme potvrdili, ze skupina 6 zvierat
bola dostacujuca pre sthrnnu Statisticku analyzu a inhibicia BChE bola Statisticky vyznamna
(p<0,001).

Graf 1. Inhibicia aktivity BChE v plazme hoviddzieho dobytka (HD) po aplikacii triazolového
fungicidu Prosaro® in vitro.
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Graf 3. Inhibicia aktivity BChE v plazme HD po aplikacii triazolového fungicidu Prosaro® in

vitro-nelinedrny regresny model.
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Graf 4. . Inhibicia aktivity BChE v plazme HD po aplikacii triazolového fungicidu Orius in

vitro — nelinedrny regresny model.
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V sucasnosti existuje len malo literarnych odkazov o ucinku triazolovych fungicidov na
aktivitu BChE hospodarskych zvierat. Jednym z dovodov je, Ze nepatria medzi typické
inhibitory cholinesteraz, ako napr. karbamaty (Dorko a kol., 2011) a organofosfaty. Toni a
kol. (2011) poukazali na zvySenie aktivity AChE vmozgu kapra obycajného po expozicii
tebukonazolu avsak sti¢asne vo svalovine nedoslo k Statisticky vyznamnej zmene aktivity.
Hovédzi dobytok sa povazuje za vhodny objekt pre overenie genotoxicity prostredia. Je to
najcastejSie chované hospodarske zviera, ktoré je prostrednictvom rastlinnej potravy priamo
exponované chemickymi latkami a kumulacia rezidui xenobiotik v mise naznacuje moznost’
zvysenia genetického rizika pre Cloveka potravinovym retazcom. Nase vysledky poukazuju
na to, ze fungicidy sU¢innou latkou tebukonazol st schopné inhibovat' aktivitu BChE
v plazme hovidzieho dobytka. Aktivita BChE oproti kontrolnej hodnote sa postupne
znizovala od najniZsej koncentracie testovanych fungicidov, od koncentracie 150 pg.ml™ bola
zaznamenand inhibicia Statisticky vyznamna (p<0,001). Prezentované vysledky inhibicie
aktivity cholinesterdz, ¢i uz v celej krvi alebo jej jednotlivych zlozkach (plazma, erytrocyty),
vhodne doplnia testy zamerané na overenie genotoxicity uvedenych triazolovych fungicidov.
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PRIESKUM PARAZITOFAUNY HOLUBOYV (Columba livia domestica)
V URBANNEJ OBLASTI MOLDAVY n/BODVOU

P. Komorové', A. Ko¢isové', B. Vichova?, Z. Hurnikové', E. Hap'

"Ustav parazitolégie UVLF v Kosiciach,

’Parazitologicky iistav SAV v KoSiciach

ABSTRAKT

Vyskum bol zamerany na detekciu endo- a ektoparazitov holubov (Columba livia
domestica), ktoré boli usmrtené za ucelom regulacie poc¢tu urbannych populécii tychto vtakov
v meste Moldava n/Bodvou pocas marca 2012. Vysetrili sme spolu 85 jedincov, z toho 53
samcov a 32 samic. Po izolacii ektoparazitov z peria vySetrovanych vtakov, sme kazdého
jedinca podrobili parazitologickej pitve, odobrali a vySetrili sme trus na pritomnost’ vajicok
helmintov a oocyct kokcidii, svalstvo sme vysetrili pouzitim traviacej metody na detekciu
cyst Sarcocystis spp. a pre stanovenie krvnych patogénov sme pouzili metodu polymerazove;j
retazovej reakcie. Podrobné vySetrenie vSetkych usmrtenych holubov na pritomnost’ parazitov
nam poskytlo komplexné informacie o stave populécie tychto vtakov z hl'adiska zamorenia
parazitmi v ramci Studovanej lokality vychodného Slovenska.

UvoD

Holub, patriaci do radu holubotvaré (Columbiformes), je bezne sa vyskytujuci druh
vtaka, ktorého mozno ndjst’ na celom svete v mestskych aj vidieckych oblastiach. Spoluzitie
l'udi a holubov v mestach a na vidieku moze pre ¢loveka predstavovat’ zdravotné riziko kvoli
patogénom, ktoré holuby prenasaju. Mnoh¢ ochorenia, ktoré postihuja holuby, maja
zoondzny charakter. Preto sa regulacia poctu holubov, najmé v oblastiach, kde st
premnozené, ¢asto stdva nevyhnutnou z hl'adiska ochrany verejného zdravia.

Ciel'om nasho prieskumu bolo urcit’ diverzitu parazitov a mieru zamorenia u vybranej
vzorky mestskych holubov pochddzajucich z oblasti Moldavy nad Bodvou, ziskat’ tak cenné
informacie o stave tejto urbannej populdcie z hl'adiska vyskytu ekto- a endoparazitov
a nasledne zhodnotit’ potencialne riziko v suvislosti s prenosom povodcov zoonoz.

MATERIAL A METODIKA

Vysetrili sme spolu 85 jedincov holubov, ktoré boli usmrtené cervikalnou dislokaciou
v ramci riadenej regulacie mestskej populacie v Moldave nad Bodvou.

Ektoparazity sme z tiel vSetkych 85 holubov odobrali systematickym vytriasanim peria
nad filtraénym papierom. Nasledne sme zachytené ektoparazity pomocou stereolupy urcili na
uroven druhu.

Po izolacii ektoparazitov sme kazdého jedinca podrobili Uplnej parazitologickej pitve,
pri ktorej sme oddelili traviacu ststavu. Jednotlivé organy (zaltdok, tenké ¢revo, hrubé ¢revo)
sme otvorili a vySetrili metdédou opakovaného premyvania. Po sedimentécii zalido¢nych
a ¢revnych obsahov sme zlievky vySetrovali pod stereolupou.

Trus na koprologické vySetrenie bol odobrany post mortem z traviaceho traktu
vySetrovanych vtakov. Pouzili sme Standardn flotaéni metédu podl'a Kozaka a Magrove;.

Vzorku 15 g prsnej svaloviny, odobranej pri helmintologickej pitve, sme vySetrili
travenim v 0,25 % roztoku trypsinu na pritomnost’ cyst Sarcocystis spp. a vysetrili pod
mikroskopom.

Za ucelom stanovenia pritomnosti krvnych parazitov sme vysetrovanym vtakom
odobrali peCene, tkanivo ktorych sme pouzili na izolaciu DNA. Metodu polymerazove;j
ret'azovej reakcie sme aplikovali na detekciu vektormi prenasanych patogénov z rodov
Anaplasma, Borrelia a Babesia. Na izolaciu DNA z tkaniva pecene bol pouzity NucleoSpin®
Tissue Kit (Macherey-Nagel, Nemecko). V prvej faze amplifikacie boli na detekciu vSetkych
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druhov cel'ade Anaplasmataceae pouzité primery ge3a, gelOr. Jeden ul PCR produktu z prve;j
fazy bol pouzity ako templat pre druhtl reakciu s parom primerov ge9f a ge2 na zistenie
Anaplasma phagocytophilum (Massung et al., 1998). Na pritomnost’ Borrelia burgdorferi
sensu lato boli vzorky vySetrené amplifikaciou Casti 5S (rrfA) — 23S (rr1B) intergénového
medzernika rDNA (Derdékova a kol., 2003). Na detekciu DNA Babesia spp. boli pouzité
primery Bab1/Bab4, ktoré amplifikuja tisek 18S rRNA génu Babesia spp. dlhy priblizne 400
bp (Hilpetshauer a kol., 2006).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Ektoparazity boli pritomné u 44,71 % holubov. Zistené boli Styri druhy Svol (Mallophaga):

- Goniocotes hologaster (60,5 %),

- Goniodes gigas (31,6 %),

- Lipeurus caponis (23,68 %),

- Cuclotogaster heterographus (7,89 %).

Prvé dva z vyssie uvedenych druhov dosiahli najvyssiu intenzitu vyskytu. NajcastejSie bolo
zmieSané zamorenie druhmi Goniocotes hologaster a Goniodes gigas v kombinacii s Lipeurus
caponis.

Helmintologickou pitvou sme pritomnost’ parazitov v traviacom trakte zistili iba
v jednom z vySetrovanych holubov. V tenkom ¢reve tohto jedinca bol najdeny jeden exemplar
Capillaria spp. V podobnej stadii Radfar a kol. (2011) uvadza 16,66 % vyskyt druhov
patriacich do kmena Nematoda, Natala a kol. (2009) a Marques a kol. (2007) zistili 3,2 % a
32,56 % jedincov nakazenych nematodami traviaceho traktu.

Koprologické vySetrenie odhalilo u 51 % holubov vyskyt oocyst Eimeria spp.
Podobné¢ vysledky dosiahol Natala a kol. (2009), ktory uvadza 49,2 % vyskyt z celkového
poctu vySetrenych holubov. V porovnani s tym Marques a kol. (2007) vo svojej Studii zistila
az 86,05 % prevalenciu eimeriozy holubov.

Vysetrenie na sarkocystozu nepreukazalo pritomnost’ makro- ani mikrocyst
v svalovine nami vySetrovanych holubov. Tento nélez nie je prekvapujici, pretoze hoci
holuby mézu sluzit’ ako medzihostitel’ tohto protozoarneho parazita, byvaji infikované len
zriedka (Odening, 1998; Ecco a kol., 2008; Olias a kol., 2009).

Molekularnymi metédami sme nedetegovali pritomnost’ krvnych patogénov z rodov
Anaplasma, Borrelia a Babesia. Uloha vtakov v prenose kliestami prenasanych patogénov je
malo preskiumana. Skotarczak a kol. (2006) povazuje vtaky za mozny rezervoar A.
phagocytophilum, ale jeho vyskum to nepreukdzal. Absencia tychto infekcii moze
pravdepodobne suvisiet’ s tym, Ze holuby nie st kompetentnym rezervoarom tychto
patogénov, alebo nepredstavuji vhodného hostitel’a pre klieste ako ich vektory. Alekseev
a kol. (2001) a Bjoersdorff a kol. (2001) v rozsiahlych $tadiach zistili len malé percento
vtakov napadnutych klieSt'ami.

Holuby st vo v§eobecnosti povazované za vyznamny rezervoar viacerych zoonéznych
patogénov. Nase vysledky prekvapivo nepreukazali pritomnost’ Ziadnych medicinsky
vyznamnych druhov parazitov, ani krvnych patogénov. Pritomnost’ kokcidii a ektoparazitov
vSak predstavuje riziko nakazenia domaceho vtactva.
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MAPOVANIE DYNAMIKY ZMIEN V POSKODENEJ MIECHE
Korimova A., Vanicky L.
Neurobiologicky ustav, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Cielom naSej prace bolo Stidium sekundarneho posSkodenia tkaniva miechy zamerané na
vyvoj destrukénych procesov z Casového hladiska. Vysledky stanovené na kompresnom
modeli poranenia miechy potvrdili sekundarny narast rozsahu poSkodenia v priebehu prvych
24-48 hodin po inzulte. Tieto idaje ndm zaroven sluzili ako podklad pre ¢asové nasmerovanie
d’al$ich intervencii. V kratkom posttraumatickom obdobi sme pozorovali pritomnost’ klI'icove;j
zlozky komplementovej kaskddy C3 zlozky. Vzhladom na selektivnu lokalizaciu C3
komponentu v lozisku poskodenia, sa aktivacia komplementu pravdepodobne nepodiel’a
priamo na sekundarnom zvicsovani 1ézie.

UvOoD

Casovy priebeh degenerativnych zmien po poraneni miechy (PM) nie je jasne definovany. V
experimentalnych pracach je rozvoj sekundarnych zmien opisovany v priebehu mnohych
hodin az dni. Niektori autori uvadzaju postupny vyvoj degenerativnych zmien az v priebehu
niekol’kych tyzdinov po poraneni. V klinickej terminologii napriklad nie st jasne definované
Casy akutnych, subakutnych a chronickych zmien. Jednou z pricin je existencia velkej
diverzity jednotlivych typov poraneni, ktoré zrejme ovplyviuje ¢asovy priebeh sekundarnych
zmien. V naSej Studii sme sa preto zamerali na analyzu 1ézie s cielom merat’ jej predozadny
rozmer ako aj na imunohistochemické zobrazenie pritomnosti C3 komponentu komplementu
ako sucasti zapalovej reakcie v tkanive poskodenej miechy vo faze rozvoja poSkodenia. V
tkanivaich CNS st pritomné vsetky zlozky, ktoré mézu aktivovat komponentova kaskadu.
Zarovenn mozu prestupovat’ pri poruSeni hematospinalnej bariéry do tkaniva z krvnej plazmy,
ktord obsahuje rddovo vysSie koncentracie komplementu. Pri poraneni miechy sa da
predpokladat, Ze aktivovany komplement zohrdva ulohu pri sekundarnych zmenach tkaniva.
Ciel'om imunohistochemickej stidie bola teda i detekcia pritomnosti komponentu C3 v okoli
primarnej 1ézie.

MATERIAL A METODIKA

Vsetky experimenty boli zalozené na modely kompresného PM, ktory predstavuje overeny a
lahko reprodukovatel'ny model PM spojeny s deStrukciou hlavnych spindlnych traktov v
mieste najvicsiecho poskodenia. Za ti¢elom minimalizovania anatomickych rozdielov medzi
zvieratami ako aj pre dosiahnutie Standardizacie kompresného modelu poranenia miechy boli
v experimente pouzité len samce potkana kmena Wistar s hmotnostou v rozmedzi 300-330 g .
Zvierata boli ur€ené na:

(A) analyzu rozvoja lézie pri kompresnom PM u potkana v 5 preZivacich ¢asoch: 1 hodinu a
nasledne 1, 2,3 a 4 dni po PM (n=5 v kazdom intervale)

(B) mapovanie distribucie C3 komponentu komplementovej kaskddy v tkanive po kompresnom
PM u potkana s prezivacim ¢asovym intervalom 24 hodin (n=8) a 48 hodin (n=8)

(A) Vyvoj zmien v poskodenej mieche

Samotné kompresne PM bolo prevedené v inhalacnej anestézii (1,5% halotan) pomocou 2-
Fogartyho katétra vsunutého do epidurdlneho priestoru cez maly otvor vyvitany zubnou
vitackou na urovni Th10 stavca, nasledne jeho posunutim kranialne do vzdialenosti 1 cm, t.j.
na troven Th8-9 a naplnenim koncovej balonikovej casti 12,5 pl destilovanej vody po dobu 5
minit (Vanicky akol., 2001). Po sfuknuti balonika sme mékké tkaniva zaSili a zvierata
umiestnili do klietok. Po uplynuti sledovanych ¢asovych intervalov (1 hodina, 1, 2, 3 a4 dni
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po PM) sme zvierata v hlbokej narkoze (zmes ketaminu a xylazinu) preplachli transkardialne
fyziologickym roztokom a nasledne 4% paraformaldehydom v 0,1M fosfatovom pufri (PBS,
pH 7,4) a miechy vybrali z chrbticového kanala. Po 1-dnovej kryoprotekcii v 30% sacharoze
sme miechy zaliali do proteinového matrixu a krajali pomocou kovovej matrice
a mikrotomovej ziletky. Tento spOsob spracovania umoznil krajanie 1mm hrubych rezov,
z ktorych bolo mozné priamo od¢itat’ rozsah poskodenia. Sériu rezov prakticky celej miechy
(priblizne 100 rezov) sme ulozili jednotlivo vo fixaénom roztoku. Nativne rezy sme fotili
zostavou pre makrofotografiu.

(B) C-3 imunohistochemické farbenie

Po uplynuti 24 a48 h od kompresného PM, po transkardidlnej perfuzii fyziologickym
roztokom a 4% paraformaldehydomv 0,1M PBS, disekcii miechy z chrbticového kandla a
odstraneni pevnych obalov boli miechy fixované 3 hodiny v 4 % paraformaldehyde a
nasledne cez noc v 30% roztoku sachardzy pri teplote 4°C. Z kazdej miechy boli vyc¢lenené 3
samostatné ¢asti: 1-cm segment obsahujici miesto najvicsieho poskodenie v centralnej Casti,
tj. 0,5 cm kranidlne a 0,5 cm kaudalne od epicentra poskodenia a d’alSie dva 1 cm segmenty
ako jeho priame pokracovanie v kranidlnom i kaudadlnom smere. Kazd4 vzorka bola d’alej
narezand na kryostate (Leica) na sériu 30-um hrubych transverzalnych rezov, pripravenych
pre imunohistochemicku vizualizdiciu C3 zlozky komplementu a nasledné dofarbenie
hematoxylinom a eozinom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Viaceri autori opisali zdhadné centralne 1ézie v dorzalnych rohoch miechy Siriace sa do velkej
vzdialenosti od centradlneho posSkodenia (Dusart a Schwab, 1994; Guth a kol., 1994). Guth
akol. (1994) nazvali toto poSkodenie ,sekundarne Ilézie dorzalnych povrazcov*
a predpokladali, Ze su vyvolané rozsiahlou Wallerovou degeneraciou, ktord spdsobi
nekrotizujuce zmeny v okoli. Dusart a Schwab (1994) opisali podobny obraz, a postrehli, ze
tieto zmeny nemozu byt nasledkom toxického posobenia makrofagov, pretoze vznik nekrozy
predchadzal masovt infiltraciu makrofagov do tychto oblasti.

Charakteristicky obraz akutnej fazy poSkodenia predstavuje hemoragickd nekrdza, co
umoznuje pomerne presné odliSenie poskodeného a intaktného tkaniva na nativnych rezoch.
Analyza nativnych rezov poskodenej miechy nam umoznila sledovat dynamiku vyvoja
sekundarneho poskodenia. Nasou snahou bolo kvantifikovat’ rozsah 1ézie a jej vyvoj v Case po
poraneni, so zdmerom odpovedat’ na otdzku, ako dlho trvd zvédcSovanie primarneho
poskodenia v nami pouzivanom modeli a intenzite poskodenia. Prekvapivy obraz sa vytvoril 1
a2 dni po poraneni. Centralne loZisko zostalo v hrubych rysoch zachované, v jeho
bezprostrednej blizkosti vSak vznikli dalSie izolované hemoragické loziska, casto
nepravidelne umiestnené. Najvyraznej$im prvkom vSak boli prisne symetrické okruhle 1ézie
umiestnené v centralnej casti dorzdlnych povrazcov, ktoré zasahovali extrémne daleko
kranialne aj kaudalne. Maximalne rozvinuté 1ézie tak dosahovali dizku 4-5cm. Hlavny nérast
velkosti 1ézie tak vznikol v priebehu 1. diia. Dalsie menej vyrazné prediZenie bolo
pozorované v priebehu 2. dna, v d’alSich prezivacich €asoch sme pozorovali postupna
resorpciu nekrotického tkaniva a vytvaranie kavit. Tieto zistenia zaroven sluzili ako podklad
pre dal§i experiment — imunohistochemicky dokaz C3 zlozky komplementu v casovom
horizonte 24 a 48 hodin po PM.

Hoci su ucinky komplementu vo vSeobecnosti povazované za skoré, nie su vSak okamzité.
Jeho pdsobenie prostrednictvom jednotlivych fragmentov priamo v mieste poranenia miechy
sa odhaduje na akutnu az subakutnu fizu PM (Alexander a kol., 2008), t.j. zvyCajne v
priebehu prvych 48hodin po poraneni (Bellander a kol., 1996). V pripade PNS je kaskada
komplementu aktivovanad pocas 1. hodiny po traume, a to lokdlne v mieste poranenie (de
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Jonge a kol., 2004) ale aj ako spétnd odpoved’ v jadrach motoneuroénov a senzorickej projekcii
v CNS (Liu a kol., 1998; Tornquist a kol., 1996). Nase histologické analyzy poskodené¢ho
tkaniva po PM potvrdili pritomnost’ C3 zlozky aktivacie komplementu v mieste najvacsieho
poskodenia. Jednotlivé segmenty tkaniva z kranidlnych ako aj kaudalnych oblasti vzhl'adom k
miestu priameho zasahu rovnako preukazali pritomnost C3 komponentu, s prekvapivo
intenzivnejSou reakciou v kaudalnej Casti 1ézie. NajvyraznejSia C3 imunoreaktivita vSak bola
pozorovand priamo v lézii, prilahlé tkanivo v bezprostrednom okoli ani imunopozitivne
Struktiry vo vzdialenejSich neposkodenych oblastiach miechy nevykazovali voci kontrole
ziadne zmeny Pritomnost C3 komponentu sme zéaroveinn detegovali v cievach prednych a
zadnych rohov. Stanovend imunoreaktivita tkaniva miechy na C3 zlozku kaskady
komplementu stvisi preto najskor s pritomnost'ou nekrézy v tkanive miechy a s najviacsou
pravdepodobnost'ou i s akumuldciou makrofdgov v mieste 1ézie. NaSe pozorovania zaroven
demonstrovali pritomnost’ C3 zlozky komplementu uz 24 h po kompresnom PM ako aj 48 h
po kompresnom PM. Samotnd distriblicia tohto komponentu v tkanive poskodenej miechy
vSak naznacCovala priamu suvislost’ skor s nekrotickym loziskom. V bezprostrednom okoli
1ézie ani v intaktnych oblastiach miechy sme nepozorovali zmeny v rozloZeni ani v intenzite
imunopozitivnych Struktir. Distribtcia C3 zlozky v nasom experimente tak nenaznacuje ze by
aktivacia komplementu v okoli primarneho loziska predchadzala sekunddrnemu rozsirovaniu
1ézie.
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ULOHA POLO-LIKE 1 KINAZY POCAS PRVEJ MITOZY PREIMPLANTACNEHO
EMBRYA

Kovarikova V.

Ustav fyziolgie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice, Slovenskd republika

ABSTRAKT

Polo-like kinaza 1 (Plkl) patri do skupiny serin/treoninovych protein kinaz a hra dolezitu
ulohu vo viacerych krokoch pocas mitdézy. Zucastiiuje sa regulacie zrenia centrozému,
tvorby deliaceho vretienka a naslednej cytokinézy. Nase experimenty boli zamerané na ulohu
Plkl pocas prve] mitdzy jednobunkového embrya mySi. Aktivita Plkl bola inhibovana
Specifickym inhibitorom BI2536. Experimenty ukézali, ze expresia Plkl stipla v 24
hodinovom intervale po aplikacii hCG, pricom najvyssia hladina bola zaznamenana 27 az 32
hodin po aplikacii hCG. Tesne pred rozpadnutim obalu prvojadier sa Plkl kindza aktivovala
aktivaciou na Treonine 210. Fosforylovana Plkl (pThr210 Plkl) bola lokalizovana tak
v sam¢om ako aj sami¢om prvojadre a tiez centrozomalnych Strukturach (MTOCs) . Pocas
metafazy, sa pThr210 Plk1 lokalizovala na kondenzovanych chromozémoch a oboch péloch
deliaceho vretienka. Specifickd inhibicia Plkl pomocou BI2536 viedla k vytvoreniu
bipolarneho deliaceho vretienka s naruSenym usporiadanim mikrotubal.  Hoci, takto
inhibované jednobunkové embryd vstapili do prvého mitotického cyklu jednobunkového
embrya, neboli schopné prvé delenie dokoncit'. ,,Life cell imaging* technologia ndm odhalila,
ze pocas metafazy Plkl inhibovanych embryi boli kondenzované chromozomy dynamicky
mislokalizované v §tddiu metafdzy a tieto embryé nevstupovali do Stddia anafdzy. Pritom po
aplikacii Reverzinu (inhibitor Mpsl) Plk1 inhibované embrya neprekonali kontrolny bod -
SAC (,,spindle assembly checkpoint) v tomto Stadiu mitozy.

Nase vysledky dokumentuju, ze Plk1 nehra klI'ai¢ovu tlohu pri vstupe oplodneného oocytu do
prvej embryondlnej mitézy. Aktivita Plkl kinadzy je vSak nevyhnutna pre tvorbu deliaceho
vretienka a prechod zo Stadia metafazy do anafazy resp. cytokinézy.

UvOD

Bezprostredne po fertilizdcii sa formuje samcie a samicie prvojadro. Pred syngamiou oboch
prvojadier dochddza ku rozpadu jadrovej membrany (NEBD) a chromatin kondenzuje
a kondenzované¢ chromozémy sa usporiadaji do metafazickej roviny. Mikrotubulin
organiza¢né centra (MTOCs) sa zic¢astnuju tvorby mitotického vretienka (Li a kol., 2010).
Trvanie prvej embryonalnej mitdzy ovplyviluje prva metafaza, priCom Sikora-Polaczek a kol.
(2006) ukazali, ze tato metafaza nezavisi od kontrolného bodu vytvarania deliaceho vretienka
(SAC). Tento kontrolny mechanizmus je aktivovany neuplnym pripojenim mikrotubulov na
kinetochdry, co ma za nasledok pocetné mislokalizacie kondezovanych chromozémov.

PIkl kindza sa zucastiiuje mnohych procesov, ktoré su rozhodujiuce pre uspesSny prechod
bunky jednotlivymi §tddiami bunkového cyklu (Donaldson a kol., 2001). Aktivita Plkl je
regulovana jej aktivacnou fosforyladciou na Treonine 210. Na somatickych bunkéach bol po
inhibicii aktivity Plklkinazy prezentovany tzv. ,,polo* fenotyp monopolarneho deliaceho
vretienka. Detailny mechanizmus jeho vzniku vSak zatial’ nie je zndmy. Pritom je vSak vel'mi
pravdepodobné, ze hlavnéd aktivita Plkl kindzy je zamerana na zrenie centrozomalnych
Struktar a formovanie stabilnych pripojeni mikrotubul na kinetochdrové oblasti
prometafazovych resp. metafazovych chromozémov (Lens a kol., 2010). V priebehu mitozy
ma lokalizécia Plkl dynamicky charakter, ¢o je dodlezité pre UspeSny priebeh bunkového
cyklu. Ukazalo sa, Ze dynamicka relokalizacia Plkl je markerom pre jej viaceré kindzové
substraty v ramci mitotického cyklu, o potvrduji aj udaje, ze Plkl sa moze zucastiiovat’
mechanizmov kontrolujucich reparacné procesy po poskodeni DNA (Kishi a kol., 2009).
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Ciel'om prace bolo stadium tloh Plk1 pocas priebehu prvej mitézy u deliaceho sa mysSieho
embrya a tieZ pri znovuobnoveni prvej mitdzy po jej zastaveni.

MATERIAL A METODY

Izolacia a kultivacia embryi

Mysie samice vo veku 6-8 tyzdinov boli superovulované s SIU PMSG, a nasledne o 46-47
hodin neskor SIU hCG a fertilizované in vivo. Oplodnené jednobunkové embrya boli ziskané
z ampuly vajecnika 17 hodin post hCG a nésledne kultivované in vitro. Kumularne bunky boli
odstranené s hyaluroniddzou (1 mg/ml). Embrya boli kultivované in vitro v definovanom
KSOM médiu (Milipore Co., USA) bez pouzitia minerdlneho oleja pri 37°C/ 5% CO2.
V kazdom experimente boli embrya rozdelené na kontrolni skupinu a embrya inhibované.
Kontrolnd skupina bola kultivovand v KSOM médiu. Experimentalne embryd boli
kultivované v KSOM médiu s pridavkom 500nM BI2536 (Axon Medchem, Netherlands)
resp. 1000nM Reverzinu (Selleck Chemicals LLC, USA) a tieZ s pridavkom zmesi 500nM
BI12536-1000nM Reverzin. Inhibitor BI2536 bol pridany (1) po izolacii embryi v Case 17
hodin po aplikacii hCG, (2) v intervale 25 hodin po aplikéacii hCG, (3) v intervale 27 hodin
po aplikacii hCG. Zmes Reverzin-BI2536 bola pridana do kultiva¢ného média v intervale 25
hodin po aplikéacii hCG. Embrya boli kultivované 24 hodin (do intervalu 41 hodin po aplikacii
hCG).

Western blot

Embrya boli spracované pre imunoblot (1) v intervale 17 hodin po aplikacii hCG; (2), v
intervale 25 hodin po aplikécii hCG, (3) v intervale 27 hodin po aplikacii hCG a (4)32 hodin
po aplikacii hCG. Embrya boli zbierané do SDS pufra (62.5 mM Tris/HCL, pH 6.8, at 25°C,
2%, w/v, SDS, 10%, v/v, glycerol, 0.01%, w/v, Bromophenol Blue and 5%, v/v, 2-
mercapthoethanol) a zmrazené na -70°C aZ do pouzitia. Vzorky boli zahriate na 95°C po dobu
3 minut a proteiny boli rozdelené pomocou SDS-PAGE (5% ,,stacking gel*“ a 12% ,,separating
gel”, pri 180V, 25 mA, 1 hodina) a prenesené na PVDF membranu ((Immobilon-P; Millipore,
Bedford, MA, U.S.A.; pore size 0.45 um) pomocou semidry blotovacieho systému (25 minut,
10°C). Membréana bola blokovana po dobu 1 hodiny v 5% (v/v) BSA (Sigma) v T-TBS
(Tris/HCI-buffered saline (pH 7.6) s 0.05% Tween 20). Nasledovala inkubacia s protilatkou
proti Plk (sc-55504, Santa Cruz Biotechnology Inc., U.S.A.) celt noc pri 4 °C, 1:200, v 5%
(v/v) BSA v T-TBS. Po premyti membrany v T-TBS (3x10 min) bola tito inkubovana so
sekundarnou protilatkou (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, USA) riedenej v 5%
odtu¢nenom mlieku (Sigma) v T-TBS, 1:10000. Nakoniec boli membrany premyté v T-TBS
(3x10 min) a chemiluminiscen¢ny signal vyvolany pomocou Luminata Crescendo (Millipore,
Bedford, MA, U.S.A)).

Imunofluorescencia

Pre metodu afinitnej imunocytochémie boli embrya kultivované fixované v intervale 32
hodin po aplikacii hCG resp. 41 hodin po aplikacii hCG. Embrya boli fixované v 3.7%
paraformaldehyde  50-60 minut pri izbovej teplote. Po premyti v PBS boli embrya
permeabilizované v 0.5% Triton X-100 a nasledne inkubované s inaktivovanym 2% kozim
sérom (Sigma) 2 hodiny pri izbovej teplote. Embrya boli inkubované 20 hodin pri 4°C
s primdrnymi protilatkami anti-phospho Plk1/Thr-210 (Santa Cruz, 135706) riedena 1:100,
anti-phospho Aurora-A/Thr-288 (Novus Biological, NB100-2371) riedena 1:200, a-tubulin
(Sigma, T7451) riedena 1:1000, y-tubulin (Biolegend,620901) riedena 1:200 a pericentrin
(BD Biosciences,611851) riedend 1:50. Po premyti boli imunoreakcie primarnej protilatky
detekované Specifickymi protilatkami konjugovanymi s fluorescencinom (FITC resp.
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TexasRed) 60 min pri izbovej teplote. Pre farbenie DNA bol pouzit¢ DAPI a embya boli
zaliate do Mowiolu a hodnotené fluorescenénym mikroskopom Nikon Eclipse-90i.

Time-lapse recording

Pre experimantalne porozorovanie zivych buniek, bol pouzity transgénny kmeni mysi
exprimujuci H2B-GFP fuzny protein. Kultivované embryd boli umiestnené v plastovych
kultivacnich komorkach (Lab-Tek II chambered coverglass, Nunc) a prenesené do
kultiva¢ného boxu konfokalneho mikroskopu Leica SP5. Celkovy priebeh prvého delenia
a fenotypické zmeny chromatinu boli zaznamenavané po dobu 16 hodin v 5 minatovych
intervaloch. Data boli spracované softwarom FIJI.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V Gvode nasej S$tadie time-lapse recording zivych jednobunkovych embryi umoznil
Specifikovat’ intervaly pre aplikaciu Specifickych inhibitorov. V sulade s predoslymi
poznatkami sme stanovili ¢asovy priebeh pronuklearnej fazy, stadium rozpadu obalu oboch
prvojadier (NEBD) a nastup anafizy. V mySich jednobunkovych embryach sa DNA
replikécia zacina sti¢asne v samcom aj sami¢om prvojadre a to 8-9 hodin po oplodneni, teda
21 hodin po aplikacii hCG. Tato embryonéalna S-faza trva priblizne 6 hodin (27 hodin post
hCG) a je nasledovand 4-hodinovou G2 fazou (do 31 hodin post hCG). Nasledne sa
membrany prvojadier rozpadavaji a jednobukové embryo vstupuje do prvého mitotického
cyklu. Kondenzované chromozoémy sa konfiguruji do metafazickej roviny a po korektnom
formovani deliaceho vretienka embryo vstupuje do anafdzy. Prva mitéza je ukoncena
priblizne 34 hodin po aplikécii hCG a to rychlou cytokinézou. Ukézalo sa, ze takto vSeobecne
akceptované cCasovanie vyvoja jednobunkového mySieho embrya sa zhoduje s naSimi
uvodnymi experimentami. Takto aplikdcia inhibitorov bola nac¢asovana este pred zahajenim
S-fazy (17 hodin po aplikéacii hCG), alebo uz v €ase zahajenej S-fazy (25 hodin po aplikacii
hCQG), resp. na je konci (27 hodin po aplikacii hCG).

Nase vysledky dokumentujt, ze aktivita Plkl kinazy nie je nevyhnutna pre vstup do prvej
mitdzy jednobunkového mysSieho embrya, ale pre vytvorenie deliaceho vretienka a vstup do
anafazy. Ukazali sme, ze vstup oplodneného oocytu do prvej embryonalnej mitdzy nie je
blokovany inhibiciou aktivity Plkl pomocou inhibitora BI2536. Na druhej strane takto
inhibované jednobunkové embryo nebolo schopné dokoncit’ delenie. Prva mitoza tu bola
zastavena pred vstupom do anafazy. Takto sa nase vysledky zhoduju s udajmi publikovanymi
na somatickych bunkach (Seong a kol., 2002, Meraldi a kol., 2002). Je zrejmé, ze BI2536
indukuje aktivaciu SAC v cyklujucich sa somatickych bunkidch a aj v deliacich sa
jednobunkovych embryach. Pritom sme ukazali, ze Plkl hra doélezitd ulohu v korektnom
uchyteni mikrotubulov na kinetochory pocas metafazy jednobunkového embrya, pretoze time-
lapse recording odhalil dynamické mislokalizacie kondenzovanych chromozémov pocas
tvorby metafazického vretienka v embryach sinhibovanou aktivitou Plkl kinazy. Ani
aplikacia Reverzinu (SAC inhibitor) neprekonala zablokovany vstup embrya do anafazy.
Inhibitor BI2536 ucinne a selektivne inhibuje enzymovu aktivitu Plkl v nizkych (50nM)
koncentraciach (Steegmaier a kol., 2007).

Na rozdiel od somatickych buniek, kde inhibicia Plk1 vyvola vznik monopolarneho deliaceho
vretienka (Lenart a kol.,, 2007), sme v naSich experimentoch dokumentovali vznik
bipolarneho vretienka po inhibicii Plkl. Western blot ukazal zvySenii expresiu Plkl
v intervale 25 hodin po aplikacii hCG. Expresia Plkl je stabilnd pocas maturacie mysich
oocytov, ale postupne sa znizuje hned’ po fertilizacii (Tong a kol., 2002). Zhao a kol. (2010)
detekovali nizku hladinu Plk1 proteinu 16 hodin po aplikacii hCG. Hladina stupla od 24
hodin po aplikécii hCG. Signifikantne vyssia hladina Plk1 bola popisana 32 hodin po aplikacii
hCG. Takto sa zd4, ze hladina Plkl sa postupne zvySuje pocas S-fazy jednobunkového
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embrya a maximalnu hladinu dosiahne v Case zahajenia prvej mitozy. Tieto nase vysledky
potvrdzuju vysledky Zhao a kol. (2010), ukazujuce nizku hladinu Plkl proteinu pred
zaCiatkom S-fazy, ako tiez prezentuji Tong a kol. (2002). Imunocytochemické analyzy
ukazali, ze y-tubulin a Aurora-A kindza sa neakumuluju na MTOC centrach a ani pdloch
deliaceho vretienka po supresii Plk1 aktivity inhibitorom BI2536. Bipolarne deliace vretienko
sa formuje aj naprieck blokovanej akumulacii y-tubulinu a Aurora-A kinazy,
v jednobunkovych embryach po inhibicii Plk1 je vSak usporiadanie mikrotubtl vretienka silne
naruSené. Kondenzované chromozémy sa mislokalizuji mimo metafazickej roviny. Na druhe;j
strane predchadzajtice Stadie na somatickych bunkach ukazuju ze Plkl je nutna pre tvorbu
bipolarneho vretienka. Plk1- deficientné somatické bunky (zastavené v prometatdze) neboli
schopné oddelit’ centrozOmy a neformovali bipolarne vretienka (Van Vugt a kol., 2004).
V zavere mozno konStatovat’, ze Plkl aktivita nie je nevyhnutnd pre vstup oplodneného
oocytu do prvej mitdzy, ale hra klaicova ulohu pri zreni MTOCs a formovani
centrozomalnych Struktur deliaceho vretienka. Vysledky jasne dokumentujt, Ze aktivita Plk1
kinazy je dolezita pre pokracovanie mitdzy, kedy kontroluje prechod do anafazy.
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ELEKTROFORETICKA ANALYZA VYBRANYCH HADICH JEDOV
Kravcova Z., Petrilla V., Sopkova D.
Katedra anatomie, histologie a fyziologie, Ustav fyziologie, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Plvajuce kobry rodu Naja (N. nigricollis, N. aschei) boli donedavna povazované za jednotny
druh, no genetickou analyzou sa zistili rozdiely medzi tymito druhmi. V naSej praci sme sa
zamerali na potvrdenie rozdielov v zloZeni jedu medzi tymito dvoma druhmi a to pomocou
elektroforetickej analyzy bielkovin, kde sme zaznamenali vyrazne rozdiely.

UvoD

Celad’ koralovcovité (Elapidae) méa niekolko plivajucich a neplivajucich hadich druhov
rodu Naja a Hemachatus, ktorych jedova zlaza sa vyvinula zo sankovej slinnej zlazy
(glandula maxillaris), od ktorej je Uplne oddelend (Kornalik, 1967). Pluvajiuce kobry maji
prevazne cytotoxicky jed (Warrell, 2010), ¢o je viskozna tekutina obsahujica zmes biologicky
aktivnych komponentov, proteinovych toxinov a enzymov, polypeptidovych a peptidovych
toxinov, polysacharidov, nizkomolekulovych latok a i6nov. Toxiny tvoria peptidy,
polypeptidy a proteiny bez enzymovej aktivity s pribliznou molekulovou hmotnost'ou 3-30
kDa (Valenta, 2008).

Plavajice kobry afriky st rod Hemachatus a niektoré druhy rodu Naja (H. haemachatus, N.
nigricollis, N. aschei, N. nigricincta, N. mossambica, N. katiensis, N. nubiae, N. pallida). N.
aschei bola povazovana za poddruh N. nigricollis, ale po dokladnej analyze 1333 sekvencii
mitochondridlnej DNA, bolo zistené, ze je to Uplne novy druh, ktory je zaroven najvacsim
druhom pluvajicich kobier na svete (Wiister a kol., 2007). Cielom naSej prace bolo
sledovanie bielkovinového spektra hadich jedov, konkrétne jedu druhov Naja nigricollis
a Naja ashei pomocou zonovej elektroforézy na agar6zovych gélovych platniach.

MATERIAL A METODIKA

V experimente boli pouzité vzorky jedu africkych kobier: N. migricollis a N. aschei
(odchytené v Tanzanii). Odbery jedu boli vykonané zahryznutim hada jedovymi zubami do
odmernej nadoby s umelohmotnou foéliou a jeho transportné uskladnenie bolo v
kryoependorfovych  skimavkach v LN2 (-195°C) anasledne uskladnenych v
hlbokomraziacom boxe pri -70°C. Pred elektroforetickou analyzou bol jed centrifugovany pri
600 g. Vo vzorkdch sme spektrofotometrickym pristrojom Alizé ( Lisabio, Francuzsko)
stanovili mnozstvo celkovych bielkovin. Jednotlivé frakcie sme stanovovali elektroforetickym
multiparametrickym pristrojom Hydrasys (Sebia, Franctzsko). PouZili sme komeréna supravu
Hydragel 7 PROTEINE (Ecomed, Slovenska republika), kde sa bielkoviny delili v pufti s pH
9,2 a farbili amidocerfiou. Na Sablonku sme aplikovali 10 pl vzorky, uloZzili sme ju na 5 min.
do vlhkej komory (0,1% vodny roztok NaN3), v migracnej komore pristroja prebehla migracia
(7°C/20 min.) a suSenie (50°C/10 min.), chladenie (20°C/5 min.). Gél bol ulozeny do drziaka,
nasledne prebehlo farbenie (roztok obsahuje 0,4 g/dl amidocernine) a odfarbovanie (roztok
obsahuje 0,05 g/dl kyseliny citronovej). Suché gély boli hodnotené vizudlne aj
denzitometricky (570 nm), ¢im boli ziskané presné relativne hodnoty jednotlivych zon.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Elektroforéza proteinov je analyticki metoda pre -charakteristiku zlozenia vzorky,
molekulovej hmotnosti, izoelektrického bodu bielkovin a je vhodna aj pre pripravu malého
mnozstva vzorky pre nasledujuce analyzy. Postupne sa vyvijali rozne modifikécie tejto
metody, aby vyhovovali vybranym ucelom (Westermeeier a Naven, 2002).
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Porovnavanim hadich jedov na zaklade elektroforetickej analyzy bielkovin druhu Microvipera
lebetina z Cypru aJuznej Anatdlie sa zaoberali Gog¢men akol. (2006), ktori zistili
signefikantné rozdiely bielkovinového spektra. V naSej praci sme sa zamerali na porovnanie
jedov africkych kobier N. nigricollis a N. aschei. Z nameranych vysledkov vyplyva, Ze
existuju vyrazné rozdiely v zastipeni jednotlivych frakcii bielkovin. U N. aschei boli
zanamenané¢ 2 frakcie v oblasti vyskytu albuminu, zktorych jedna presahuje moznosti
elektroforetického delenia na agar6zovom gély a v oblasti globulinov sme zachytili 7 frakcii.
Kvantifikacia jednotlivych frakcii je znazornend v tabul’ke €. 1. Bielkoviny jedu N. nigricollis
mali podobné zastipenie, teda 2 frakcie v oblasti albuminu a 7 frakcii v oblasti globulinov, ale
ich kvantita je rozdielna (tab. 2), co m6zeme vidiet’ na elektroforetogramoch (obr. 1 a obr.2).
Nase vysledky potvrdili odlisnu Strukturu jedov, ¢o poukazuje na druhové rozdiely medzi
hadmi N. aschei a N. nigricollis.

Tab. 1 Zastupenie frakcii bielkovin jedu Naja ashei

Podiel bielkovin
Nazov frakcie % g/l
1 |17 4,6
2 |7 19,1
3 |85 23,2
Globulinom podobné frakcie 4 |[164 44,8
5 [49 13,4
6 (293 80,1
7 (223 61
Albuminu podobné frakcie 8 167 18,3
9 (3,2 8,7
Tab. 2 Zastupenie frakcii bielkovin jedu Naja nigricollis
Podiel bielkovin
Nazov frakcie % g/l
1 6,1 15,8
2 8,2 21,2
3 6 15,5
Globulinom podobné frakcie 4 7,9 20,4
5 7,7 19,9
6 30,9 79,8
7 25,9 66,9
Albuminu podobné frakcie 8 2,6 6.7
9 4,7 12,1
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Obr.1 Elektroforetogram bielkovin hadieho jedu N. ashei (S = start = aplika¢ny bod; 1 —
7 = globulinom podobné frakcie; 8 — 9 = albuminu podobné frakcie)

s

Obr. 2 Elektroforetogram bielkovin hadieho jedu N. nigricollis (S = start = aplika¢ny
bod; 1 — 7 = globulinom podobné frakcie; 8 — 9 = albuminu podobné frakcie)
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DYNAMIKA VYBRANYCH MARKEROV ENERGETICKEHO METABOLIZMU
DOJNIC

Krempasky M., Maskal'ova 1., Bujiiak L., Vajda V.

Katedra vyzivy, dietetiky a chovu zvierat, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Sérové  hodnoty neesterifikovanych mastnych kyselin  (NEMK) odrdzaji  mieru
lipomobilizacie aspolu s hodnotami kyseliny [-hydroxymaslove; (BHM) a kyseliny
acetoctovej (AOAC) vyjadruju stupenn metabolickej transformdcie tukov a stupenl negativne;j
energetickej bilancie a metabolickej zat'aze v peripartalnej a prvej faze laktacie dojnic. Stupeni
adaptacie energetického metabolizmu spolu s rychlostou ketogenézy, resp. syntézy lipidov
v hepatocytoch, vytvaraju tlak na funkénu zataz pecene, sprevadzanu aktivaciou pecenovych
enzymov, ktoré odrazaju stav amieru zataze peCene a naruSenia metabolizmu dojnic.
V predlozenej praci je v chovatel'skych podmienkach hodnotena troven vyzivy vo vztahu ku
bachorovej fermentacii ajej vplyv na adapticiu energetického metabolizmu sacharidov
a tukov, miera lipomobilizicie a metabolickej transforméacie NEMK v smere hodnotenia
funkéného stavu pecene v dvoch skupinich dojnic vo faze pred poérodom a po pdrode
v zé&vislosti od urovne a technologickej discipliny fazovej vyzivy dojnic. Do 1. skupiny zvierat
bolo zaclenenych 6 chovov s charakterom kfmnej davky a Groviiou bachorovej fermentécie
objemového typu s priemernym obsahom kyseliny propiénovej pod 20 mmol.I"". V II. skupine
boli zaclenené zvieratda kfmené koncentrovanejSim typom TMR a intenzivnou uroviiou
fermentacie s hodnotami kyseliny propionovej nad 20 mmol.l". Vysetrenim bachorového
obsahu apodielu kyseliny propionovej sme diagnostikovali mieru lipomobilzacie v L.
hodnotenej skupine chovov s hladinou kyseliny propiénovej v bachorovej tekutine
v priemernej hodnote 16,44 + 2,54 mmol. 1" na arovni NEMK 0,52+0,18 mmol. " avIL
hodnotenej skupine chovov s hladinou kyseliny propiénovej v bachorovej tekutine
v priemernej hodnote 21,32 + 2,13 mmol. 1" na Grovni NEMK 0,24 + 0,04 mmol. 1'1, ¢o
potvrdzuje vyrazne niz§iu mieru lipomobilizacie v II. skupine hodnotenych chovov.

UvoOD

Charakteristickou ¢rtou prechodného obdobia dojnic su dramatické zmeny v poziadavkach na
ziviny, ktoré s riadené koordindciou metabolizmu pre pokrytie potrieb mliecnej zl'azy na
energiu, glukoézu, aminokyseliny (AMK) a vapnik (Ca) v nastupujucej laktacii. Rozdiel medzi
potrebou zivin na 250 den gravidity a 4 den laktacie indikuje priblizne dvojnasobne vysSie
potreby AMK (Bell akol., 1995), Stvornasobne vysSie potreby Ca (Horst a kol., 1997),
pitnasobne vyssie potreby NEMK a najmé trojndsobné vyssie potreby glukozy (Bell a kol.,
1995), ktord okrem toho Ze, zabezpecuje syntézu laktézy a uréuje podoj mlieka je urujicim
¢initel'om miery lipomobilizacie a prisunu NEMK do pecene, kde po prekroceni metabolicke;j
kapacity oxidacie NEMK hepatocytmi dochadza ku tvorbe ketonovych latok a reverzibilnym
alebo ireverzibilnym zmendm v parenchyme pecene v dosledku ukladania tuku. Glukéza je
u prezavavcov v hlavnej miere syntetizovana z kyseliny propidénovej, ktord sa po absorpcii
cez bachorovu stenu dostava portalnou Zilou do pecene. Pocas tranzitného obdobia je prinos
kyseliny propionovej na glukoneogenéze odhadovany na trovni 50 — 60%. Glukdza je tiez
syntetizovana z kyseliny mlie¢nej (10 — 15%) a z glycerolu (2 — 4%). Ddleziti tlohu v tejto
faze negativnej energetickej bilancie, nizkej Zravosti a nedostatku prekurzorov pre syntézu
glukézy zohravaju AMK, ktoré vstupuji do metabolizmu z proteolyzy svalov, ale najma
optimalnym privodom AMK v TMR a mdézu stabilizovat’ energeticky metabolizmus az na
urovni 20 — 30% (Reynolds a kol., 2003). Overton a kol. (1998) uvadza dvojnasobne vyssiu
kapacitu pecene pre konverziu alaninu na glukézu v prvy deit po porode oproti 21. ditu pred
porodom. Hoci glukogénne AMK v tranzitnom obdobi zrejme nie st rozhodujice a urcujice
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z pohl'adu mnozstva syntetizovaného mlieka, zohrdvaji dolezita twlohu pri stabilizacii
energetického metabolizmu, vytvaranim a zvySovanim ,,poolu” substratov schopnych
konverzie na glukozu v postpartalnom obdobi dojnic (Overton a Waldron, 2004).

Prechodné obdobie dojnic a jeho zvladnutie je limitujucou fdzou vyzivy dojnic z pohladu
produkcie mlieka a vyskytu metabolickych poruch. ZvySenie obsahu energie v. TMR
pocas peripartalnej fazy dojnic je asociovana z poklesom nadmernej lipomobilizicie a tvorby
ketonovych latok, kedy ustrednym nastrojom prevencie je podpora glukoneogenézy
a fyziologickd hladina glukézy v krvi. Hlavnym substratom pre tvorbu glukézy v pe€enie je
kyselina propionova, ktora vznikd najmi pocCas fermentacie rychlo fermentovate'nych
sacharidov v bachore. Obsah Zivin anajmd koncentrdcia l'ahko fermentovatelnych
a vlaknitych sacharidov je dolezitym kritériom optimalizacie a posudzovania kvality kfmnych
davok v priprave na porod s cielom maximalizacie tvorby kyseliny propidonovej v bachore a
stabilizacie metabolizmu glukdzy.

MATERIAL A METODIKA

V 12 chovov dojnic s ro¢nou produkciou 8 000 1 mlieka sme hodnotili tiroven bachorovej
a metabolickej adaptacie v peripartilnom obdobi a vplyv skrmovanych TMR, kde
hodnotiacim parametrom bola skladba kfmnej davky — objemovy a koncentrovany typ a jej
vplyv na trovenl bachorovej fermentacie analyticky hodnotend moldrnym a percentudlnym
zastupenim UMK aich vplyv na troven hladiny NEMK a ketonovych latok s naslednym
hodnotenim funkéného stavu pecene. U vSetkych hodnotenych stad dojnic boli sumarizované
a hodnotené TMR a bachorovy profil ako priama odpoved na prijaté krmivo a vztah
na energeticky metabolizmus, Groven lipomobilizacie a metabolicku zat'az pecene u zvierat.
Biologickou kontrolou Urovne vyzivy dojnic na farmach prevazne v nizinnej produkcnej
oblasti, kde objemové zlozka kfmnej davky bola tvorena kukuri¢nou a lucernovou sildzou,
sme vyhodnotili 12 chovou dojnic, spolu 69 dojnic. V 1. skupine zvierat bolo zaclenenych 6
chovov s charakterom kfmnej davky airovilou bachorovej fermentdcie objemového typu
s priemernym obsahom kyseliny propiénovej pod 20 mmol.I"". V II. skupine boli zaélenené
zvieratd kfmené koncentrovanejSim typom TMR a intenzivnou uroviiou fermenticie
s hodnotami kyseliny propiénovej nad 20 mmol.I”

VYSLEDKY A DISKUSIA

Hodnotenie TMR v priprave na pérod: V hodnotenych chovov v 1. skupine bol analyzovany
obsah NDV na trovni v priemere 394,1 g/kg sus., ked” doporuc¢ent hornti hranicu obsahu
NDV v TMR pripravy na porod 380 g/kg sus. prekrocilo pat zo Siestich chovov. V tychto
sledovanych chovoch bola koncentracia NVS v priemere 372 g/kg suS. apolovica
sledovanych chovov prekracuje doporucentt hornu hranicu 350 g/kg sus. V hodnotenych
chovov v II. skupine bol obsah NDV v priemere 382 g/kg sus, kde doporu¢entt hornt hranicu
obsahu NDV v TMR pripravy na porod 380 g /kg sus, prekrocila jedna tretina chovov.

Tabulka €. 1. Analyzovany obsah Zivin v TMR v priprave na porod.

Ukazovatel dolﬁ) 0;::f;e I. skupina II. skupina
Susina g/kg (450 — 500) 465.,3 (394 - 544) 425.4 (352 - 498)
N1 g/kg S (130 -150) 136,0 (102 - 157) 124,7 (107 - 145)
Tuk g/kg S 38,1 (31 -47) 35,8 (26 - 55)
NDV  g/kgS (320-380) 394,1 (366 - 406) 382,8 (333 - 435)
ADV  g/kgS (230-250) 237.3 (179 - 258) 2225 (188 - 263)
NVS  g/kgS (300-350) 372,9 (314 - 434) 390,9 (346 - 467)
Skrob  g/kg S 245,6 (182 - 299) 269,6 (222 - 337)
NEL MJ/kgS (6,2—-6,5) 6,4 (6,15-6,71) 6,5 (6,27 - 6,68)
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Koncentracia NVS v priemere 391g/kg sus. aj individualne prekracuje hornu hranicu NVS
v TMR pripravy na pérod 350 g/kg sus. v 66% sledovanych chovoch.

Medzi podstatne rozdiely v hodnotenych skupinach z porovnania TMR vystupuje to, ze I.
skupina sledovanych chovov s vys$§im zastipenim NDV ma tendenciou ku objemovému
charakteru a naopak v II. skupine st TMR koncentrovanejSieho charakteru.

Analyzovana uroven bachorového profilu ako reakcia bachorového prostredia na prijaté
ziviny v TMR pripravy na porod je sumarizovana podla sledovanych skupin v tabul’ke €. 2.
V prvej skupine dojnic acidita bachorového obsahu tak v priemere 6,80 + 0,15, ako aj
individudlne u 65% dojnic ma hodnoty pH nad horna referenént hodnotu pre pripravu na
porod. V II. skupine priemerna hodnota pH bachora ako aj individualne hodnoty u 71% dojnic
dosahovali optimalne referencné hodnoty pre pripravu na porod. Zastipenie celkového
obsahu UMK, ktoré odrazaji urovenl bachorovej fermentdcie a bachorovil transformaciu
sacharidov, bola priemerna hodnota v I. skupine na dolnej hranici 86,4 + 12,83 mmol.I"", z
individuédlne zniZenymi hodnotami u 44% vySetrenych zvierat pod dolnt referen¢nt hranicu
80 mmol.lI". VII. skupine je priemerna hodnota UMK na strednej urovni 104,45
a individualne 88% zvierat vykazuje hodnoty UMK v ramci referenéného rozpitia.
Analyzovany obsah kyseliny propioénovej v I. skupine dosahuje v priemere hodnotu 16,44
mmol.I" (s kolisanim priemernych hodnét chovov od 7,83 az 19,87 mmol. 17). Z celkového
poctu analyzovanych zvierat vI. skupine vykazuje hodnotu kyseliny propionovej
v bachorovom obsahu pod 20 mmol.I" 61,8% dojnic. V tejto sledovanej skupine az u 32%
zvierat nepresahuje produkcia kyseliny propidonovej v bachorovej tekutine hodnotu 15,0
mmol. 1", respektive az 20% ma hodnotu pod 10,0 mmol. 1"'. V druhej sledovanej skupine je
priemerna hodnota kyseliny propiénovej 21,32 + 2,33 mmol.I"', zo zniZenou hodnotou pod
20 mmol.I" u 25,6%. Podstatné rozdiely bachorovej fermentacie medzi sledovanymi
skupinami su v celkovej sume UMK av pomernom zastipeni C;:C, v rozpdti 1:3,75 v L.
skupine a 1:3,29 v II. skupine.

Tabul’ka €. 2. Analyzované hodnoty bachorového metabolizmu v sledovanych skupinach

Bachorovy obsah Rleif(;e;zggle I. Skupina 11.Skupina
pH 6,4-6,6 6,80+0,15 6,52 +£0,14
NH3 mg/100ml 15-25 17,49 + 3,05 16,46 + 3,64
Suma UMK mmol/l 80 - 130 86,37 + 12,83 104,45+ 10,20
Kys. propiéonova mmol/l; P<0,0001 nad 20 16,44 £ 2,54 21,32 +2,13
Kys. octova mmol/l 59,37 £ 9,60 69,76 + 7,64
Kys.octova % 60 - 65 68,71 £1,82 66,54+ 1,79
Kys.propionova % 20-25 18,84 + 1,30 20,55+ 1,52
Kys.maslova % 10 - 20 12,45+ 1,44 12,90 + 0,98
C;:C, 1:25-3,0 3,75+0,34 3,29+0,34

Hodnotenie energetického metabolizmu  vnutorného prostredia kvantifikuje mieru
lipomobilizacie, ktorej priamym markerom je analytické stanovenie NEMK. V 1. skupine
zvierat s signifikantne niz§im podielom kyseliny propidonovej v bachorovom obsahu bola
analyzovana priemerna hodnota NEMK 0,52 + 0,18 mmol. I"', individualne zvy$ené hodnoty
NEMK u 70% zvierat s metabolickou zatazou pefene — zvySené hodnoty AST 52,9%
a bilirubinu 61,7% dojnic, kym v II. skupine dojnic s obsahom kyseliny propionovej nad 20
mmol bola vySetrend priemerna hodnota NEMK na arovni 0,24 £ 0,04 mmol. I'' s zvyenymi
hodnotami AST u 31,4% a bilirubinu u 34,3% dojnic. U dojnic v prvej sledovanej skupine,
ktoré mali hodnotu kyseliny propidonovej pod 20 mmol/l v bachorovom obsahu (61,8%
z vySetrenych zvierat v prvej hodnotenej skupine) bola potvrdend vysoka miera
lipomobilizacie, 86% dojnic malo zvysené hodnoty NEMK nad 0,35 mmol. 1" a taktieZ zataze
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pedene - 66% zvierat malo zvySené hodnoty AST (nad 1,38 ukat.I") a 48 % dojnic malo
hodnoty bilirubinu nad referenéné maximum (5,13umol.I'").

Tabulka €. 3. Analyzované sérové hladiny energetického metabolizmu dojnic v priprave na
porod vo vySetrenych stadach s niz§im a vy$$im obsahom kyseliny propionovej v bachorovej
tekutine.

Krvné sérum Referenéné I. skupina IL. skupina
hodnoty X Std. X Std.
Glukéza  mmol/l 2,2-4.1 3,00 0,38 3,32 0,32
Cholesterol mmol/l 23-42 2,24 0,39 2,39 0,37
NEFA mmol/l; P<0,0001 do 0,35 0,52 0,18 0,24 0,04
AOAC mmol/l do 0,5 0,30 0,08 0,28 0,09
BHM mmol/l 0,2 -1,24 0,75 0,14 0,53 0,14
AST ukat/l; P<0,0001 0.76 - 1.38 0,80 0,12 1,35 0,24
Bilirubin  umol/l; P<0,01 0,17 -5,13 5,33 2,18 3,33 1,37

Rychla fermentacia a produkcia kyseliny propiénovej podporuje hepatalnu glukoneogenézu
a taktiez syntézu mikrobidlnej bielkoviny pre poskytnuti dostato¢ného a synchronizovaného
privodu bachorovo degradovatelnych bielkovin. Zvysenie obsahu NVS v TMR
v peripartadlnom obdobi ma za ciel’ pokryt’ zvySené naroky zivin, hlavne gluk6zy na rast plodu
v poslednej tretine gravidity ana zaciatku laktacie v post partdlnom obdobi dojnic. Tato
adaptacia metabolizmu glukézy je pod vyznamnym homeoretickym vplyvom, ¢o
maximalizuje glukoneogenézu v peceni a minimalizuje vyuzivanie glukdzy perifernymi
tkanivami (Reynold a kol, 2003), kedy je glukdza cielene nasmerovana do mlieCnej Zl'azy na
podporu syntézy laktdzy, ktord v kone¢nom dosledku rozhoduje o objeme pddoja. Hlavnym
substraitom pre glukoneogenézu v pecenie je kyselina propionova, vznikajica najmi
fermentaciou rychlo fermentovatel'nych sacharidov v bachore s ¢im stvisi podpora syntézy
inzulinu, ktory ma vyznamny antilipolyticky efekt, o moze viest’ ku znizeniu lipomobilzacie
a metabolickej zat'aze peCene (Curtis a kol., 1985). Hladina glukézy v krvi a s tym suvisiaca
hladina inzulinu a glukagénu sa javi ako ustredny bod zvladnutia metabolickej adaptécie
a prevencie metabolickych portch. V porovnani sledovanych skupin, v I. hodnotenej skupine
chovov s objemovym typom TMR a s hladinou kyseliny propionovej v bachorovej tekutine
v priemernej hodnote 16,44 + 2,54 mmol. 1" bolo potvrdend vyrazne vyssia miera
lipomobilizacie a metabolickej zataze pecene, ako v II. hodnotenej skupine dojnic
s produkciou kyseliny propionovej v bachore nad doporu¢ent hladinu 20 mmol.I"".
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RAMUS OVARICUS - VETVA VAJECNIKOVEJ ZILY U POTKANA

Kresakova L., Petrovova E., Maloveska M.

Katedra anatomie, histologie a fyziologie, Univerzita veterindrskeho lekarstva a farmacie,
Kosice

ABSTRAKT

Vajecnikova zila (v. ovarica) je v poslednych rokoch predmetom mnohych vyskumov
suvisiacich s dilataciou zil v panvovej dutine, varikoznymi zilami a chronickymi bolestami
v panve. Pri §tadiu varikoznych ovaridlnych Zil predstavuje potkan vhodny experimentalny
model. V nasej praci sme sa zamerali na pozorovanie varidcii vaje¢nikovej zily a jej vetiev na
korozivnych preparatoch potkana. Zaroveni sme overovali pritomnost’ r. ovaricus ako tretej
samostatnej vetvy v. ovarica. Korozivne prepardty sme pripravili s pouzitim nastrekovej
hmoty Spofacryl®, ktoru sme injikovali do kaudalnej dutej zily po perfuzii cievneho systému
fyziologickym roztokom a benzinalkoholom. Pritomnost’ . ovaricus ako jednej samostatnej
vetvy sme zistili v 9,1%. Dve vetvy vystupovali z vajecnika v 68,2% a tri v 22,7%. Medzi
jednotlivymi vetvami v. ovarica sme pozorovali anastomozy.

UvoD

Vv. ovariace st parové zily, ktoré odvadzaji krv z vaje¢nikovej splete, zo Zilovej splete
vajcovodu a maternice (Karaosmanoglu a kol., 2009). Vznikaju sutokom vetiev — ramus
tubarius a ramus uterinus (Popesko a kol, 1990). Krinke (2000) a Nikitin a kol. (2012)
udavaju u potkana pritomnost’ tretej vetvy — ramus ovaricus. Prava vajecnikova zila (v.
ovarica dextra) vedie krv do v. cava caudalis, kaudalne od v. renalis dextra. Lava
vajecnikova zila (v. ovarica sinistra) sa vlieva do v. renalis sinistra (Popesko a kol., 1990;
Navratilova a kol., 1992; Nikitin a kol., 2012). Spojenie v. renalis sinistra a v. ovarica sinistra
moze sposobit’ u ¢loveka problémy pri chlopnovej dysfunkcii alebo jej vrodenej absencii
(15% z vysetrenej populacie; Giiltaply a kol., 2006), ¢o je jednou z pri¢in vzniku varikéznych
zil v panvovej oblasti. Varikozne Zily v panve sa vyskytuji u 10% Zenskej populacie a u viac
ako polovice Zien s chronickymi bolest'ami panvy (Giacchetto a kol., 1990; Park a kol., 2004).
Varikozita v. ovarica je v poslednych rokoch predmetom mnohych vyskumov (Florio a kol.,
1993; Giacchettto a kol., 1990; Asciutto, 2010; Bachar a kol., 2003). Hoci su invazivne
metody vySetrovania (transuterinnd venografia, retrogradna flebografia) nahradené
v stcastnosti transabdominalnou ultrasonografiou, CT alebo MRI (Giltaply a kol., 2006),
intenzita pouzivania laboratornych zvierat pre vedecké ucely je vysoka. Podla Gokdeniza
a kol. (1999) potkan predstavuje adekvatny zvieraci model pri Stidiu varikdznych ovaridlnych
zil aje jednym z najpouzivanejSich experimentalnych druhov laboratornych zvierat
v humannej i veterindrnej medicine (Vdoviakova akol., 2011; Mazensky akol., 2011).
Ciel'om tejto prace bolo pozorovat vajeCnikovu zilu, jej vetvy a variabilitu na korozivnych
preparatoch potkana. Zistovali sme pritomnost’ ramus ovaricus ako tretej, samostatnej vetvy
v. ovarica.

MATERIAL METODIKA

V praci sme pouzili 15 samic potkanov plemena Wistar, multipary, s priemernou
hmotnostou 350 g — 450 g vo veku 1 rok, u ktorych sme pozorovali 22 vajecnikovych Zil.
Po eutandzii a kanylacii l'avej komory srdca sme vykonali perfuziu cievneho systému
fyziologickym roztokom (Vdoviakova, 2008). Nasledne sme preplachli cievny systém
benzinalkoholom a po 3 hodinach pristapili k nastreku venézneho systému. Ako nastrekové
médium sme zvolili komer¢ne vyrabanu, samopolymerizujicu, dentdlnu zivicu Spofacryl®
(Spofa — Dental, CR). Hmotu sme injikovali po ligatire kanyly zavedenej do v. cava caudalis.
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Maceracia makkych tkaniv prebehla v 2 - 4 % roztoku KOH pocas 3 dni pri teplote 60 - 70°C
(Mazensky a kol., 2010). Pri pomenovani jednotlivych zil sme pouzili posledné vydanie NAV
(Danko akol., 2011). Korozivne preparaty vaje¢nikovych Zzil aich vetvy sme pozorovali
operacnym mikroskopom Leica M 320, pod zvidc¢Senim 10, 16 a 25.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V. ovarica dextra upotkana vstupovala do v. renalis dextra vo vsetkych pozorovanych
pripadoch, ¢o zodpoveda pozorovaniam Popeska a kol. (1990) a Navratilovej a kol. (1992). V.
ovarica sinistra vstupovala do v. renalis sinistra, pricom v jednom pripade (4,5%) sa pred
vyustenim rozdelovala na 2 vetvy , z ktorych jedna sa vlievala do v. renalis sinistra a druha
do v. cava caudalis (Obr. 1). Podla Popeska a kol. (1990) vzniké v. ovarica sutokom dvoch
vetiev — vajcovodove] (ramus tubarius) a maternicovej (ramus uterinus). Ramus uterinus
odvadza vendznu krv z kranidlnej Casti rohov maternice a kaudalne anastomozuje s ramus
uterinus od v. vaginalis (Popesko a kol., 1990). Ramus tubarius privadza vendznu krv
z vajcovodu a vajecnika. Existenciu tretej vetvy vajecnikovej zily - ramus ovaricus u potkana
udava Krinke (2000) a Nikitin a kol., (2012). Pritomnost’ 7. ovaricus ako samostatnej vetvy v.
ovarica sme zaznamenali v 9,1 % (Obr.2). Dve vetvy vystupovali z vajecnika v 68,2%.
Vlievali sa variabilne do v. ovarica, do r. tubarius alebo r. uterinus. Dve Zily vstupovali do r.
tubarius v 27%, jedna do r. tubarius a druhd do r. uterinus v 23% (Obr.3). V 18,2% jedna
vetva z vajeCnika vstupovala do r. tubarius adruhd do v. ovarica (Obr. 4). Tri vetvy
vystupovali z vaje¢nika v 22,7 %, priCom v 18,2% odvadzali krv do r. tubarius a v 4,5%
vstupovala jedna vetva do r. tubarius a dve do r. uterinus. Anastomoézy boli pozorované
medzi r. ovaricus a r. tubarius v 18,2% pripadov a medzi r. ovaricus a r. uterinus v 4,5%. Na
zéklade uvedenych vysledkov mézeme konStatovat’ vysoku variabilitu ramus ovaricus ako
vetvy v. ovarica.

Graf.1 Percentualne zastiipenie vetiev vystupujucich z vaje¢nika v pocte 1 - 3.
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Obr.1 V. ovarica sinistra vstupujica do Obr. 2 Ventralny pohl'ad na Zily pravého

v. renalis sinistra a v. cava vajeénika a anastomdzu medzi
caudalis, dorzalny pohl'ad. r. ovaricus a r. tubarius

1-v. renalis sinistra, 2 — v. ovarica 1- vaje¢nikova splet, 2 —r. ovaricus
sinistra, 3 —v. cava caudalis 3 —anastomoza , 4 — r. tubarius,

5 —v. ovarica, 6 — ramus uterinus

Obr. 3 Ventralny pohl'ad na Zily Obr. 4 Ventralny pohl'ad na Zily lavého
pravého vajecnika, jedna vetva vajecnika a samostatnu vetvu -
vstupuje do r. tubarius, druha r. ovaricus. 1 — vajecnikova splet’
do r. uterinus. 1, 2 —r. ovaricus , 2 —r. ovaricus, 3 —r. tubarius
3 — anastomoza medzi r. ovaricus 4 —r. uterinus,5 - v. ovarica

a r. tubarius, 4 —r. tubarius, 5 —r.
uterinus, 6 — v. ovarica
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PROANGIOGENNY UCINOK ERYTROPOETINU A STIMULACIA JEHO
TVORBY POSOBENIM 17 B-ESTRADIOLU V OVARIALNYCH NADOROVYCH
BUNKACH

Jan Kriska, Peter Solar, Peter Fedorocko

Univerzita Pavla Jozefa Safdrika v Kosiciach, Prirodovedeckd fakulta, Ustav biologickych
a ekologickych vied

ABSTRAKT

V tejto praci sme si stanovili za ciel’ urCit pritomnost’ a funk¢nost erytropoetinového
receptora (EpoR) u ovaridlnych nadorovych bunkovych linii A2780 a OVCAR-3 a vplyv
kondiciovanych médii z tychto buniek po ich inkubacii s erytropoetinom (Epo) na T'udské
endotelové bunky ciev pupocnika (HUVEC) in vitro. TaktieZ sme sledovali vplyv 17 (-
estradiolu (E2) na produkciu Epo a cievneho endotelového rastového faktora (VEGF) vo
vybranych ovaridlnych nddorovych bunkovych linidch. Metédou Western blotting sme po
inkubovani  nadorovych  buniek sroznymi koncentraciami Epo v hypoxickych
a normoxickych podmienkach pozorovali u oboch bunkovych linii pritomnost EpoR a
proteinov charakteristickych pre Epo-signaliziciu. V skupinidch buniek inkubovanych
s vysokymi koncentraciami Epo sme zaznamenali zvySenie hladiny proteinu VEGF.
Celularita HUVEC kultivovanych v kondiciovanych médiach z nddorovych buniek bola
priamo Umerna koncentracii Epo, s ktorou boli tieto nddorové bunky pdvodne inkubované.
Hladina Epo v naddorovych bunkéch inkubovanych s r6znymi koncentraciami E2, ktord bola
taktiez stanovovana metddou Western blotting, sa signifikantne nezmenila, no pozorovali sme
vyznamny narast hladiny VEGF u oboch bunkovych linii v skupinich vystavenych vysokej
hladine E2. Na zaklade tychto vysledkov sme v bunkdch vybranych ovaridlnych nadorovych
linii dokazali pritomnost’ funkéného EpoR. Taktiez mozno konStatovat, ze posobenie Epo
a E2 na vybrané naddorové bunkové linie ma proangiogénny uc¢inok.

UvoOD

Primérnou funkciou erytropoetinu (Epo) je regulacia maturacie, diferencidcie a prezivania
erytroidnych progenitorovych buniek (Jelkmann a kol., 2008). Za fyziologickych podmienok
je tvorba Epo v organizme riadena mierou hypoxie v jednotlivych tkanivach. Cim je hypoxia
intenzivnejSia a dlhSia, tym vysSia je produkcia Epo v obli¢kach, ktoré su hlavnym centrom
tvorby Epo v l'udskom organizme. Na molekularnej urovni dochadza v bunke pri hypoxii
k stabilizacii HIF-1a podjednotky molekuly hypoxiou indukovaného faktora (HIF), ktory je
transkripénym faktorom mnohych génov, medzi nimi aj Epo (Schofield a Ratcliffe, 2004).
V poslednom obdobi vzrastol pocet studii (Jelkmann a kol., 2008; Solar a kol., 208; Ribatti a
kol., 2003), ktoré preukazali pritomnost’ erytropoetinového receptora (EpoR) aj v bunkach
tkaniv mimo hematopoetického systému, vratane naddorov. Ak by sa podobny tc¢inok ako mé
Epo na erytroidné prekurzory potvrdil na nadorovych bunkéach, malo by to zdsadny vyznam
pre onkologickych pacientov, ktori podstupili chemoterapiu ¢i radioterapiu, a na zmiernenie
anémie, ktora je vedlajsim efektom tychto terapii, im bol podavany Epo.

Tkanivo solidnych nadorov sa s hypoxiou vyrovndva navodenim angiogenézy. Pritomnost’
Epo a EpoR mRNA aj samotnych proteinov je vyraznejsia v hypoxickych oblastiach nadorov
(Acs akol., 2003), kde moze viest’ ku zvySeniu angiogenézy bud’ priamo prostrednictvom
mitogénneho vplyvu Epo na endotelové bunky, alebo reguldciou dalSich angiogénnych
faktorov. V organizme dospelé¢ho ¢loveka dochadza k fyziologickej angiogenéze iba
v tkanivach pohlavnych organov Zien, vratane vajecnikov. Tento proces vSak na rozdiel od
nadorovej angiogenézy, ktord bola dosial’ popisana, nie je vylucne pod vplyvom hypoxie, ale
v zé&vislosti na konkrétnom tkanive je v roznej miere regulovany aj estrogénovym horménom
17 B-estradiolom. E2 je z hladiska mnoZstva fyziologickych dejov, v ktorych je zapojeny,
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povazovany za najvyznamnejsi estrogén. Medzi jeho funkcie v organizme patri aj stimulacia
angiogenézy endometria a corpus luteum v konkrétnych fazach menstrua¢ného cyklu. V nasej
Studii sme si na modeli ovaridlnych nadorovych bunkovych linidch, vybranych na zaklade
pritomnosti/nepritomnosti funkénych estrogénovych receptorov (ERa, ERp), dali za ciel’ urcit’
mieru vplyvu hypoxie, E2 a oboch tychto faktorov sucasne na produkciu VEGF, ktory je
hlavny stimulant angiogenézy v 'udskom orgamizme a Epo.

MATERIAL A METODIKA

Biologicky material:

V experimentoch boli pouzité 'udské bunky endotelu ciev pupocnika (HUVEC) a bunkové
linie T'udského ovaridlneho adenokarcindmu A2780 a OVCAR-3. HUVEC boli izolované
z pupocnikovych vén ich preplachovanim roztokom kolagenazy Il a nasledne boli kultivované
v Standardnych podmienkach (37°C, 5% CO,, 95% vlhkost) v médiu M199 s pridanymi
antibiotikami, 10% l'udského séra a 10% tepelne inaktivovaného séra znovonarodenych
teliat. Bunkové kultiry A2780 a OVCAR-3 boli kultivované taktiez za Standardnych
podmienok v médiu RPMI-1640 s pridavkom antibiotik. Kompletné kultivaéné médium
bolo v pripade A2780 obohaten¢ o 10% FBS a v pripade OVCAR-3 0 20% FBS a 0,01mg/ml
bovinného inzulinu.

Hypoxia:

Podmienky hypoxie boli vytvorené pomocou pristroja PROOX 110 s kyslikovym senzorom.
Vyuzitim tohto zariadenia a pomoc technického plynu s 1% O, 5% CO, a94% N sme
nastavili hypoxické prostredie, v ktorom boli bunky za stalej teploty 37°C inkubované.
Stanovenie hladiny proteinov (Western blot):

Bunkové lyzaty boli pripravené s pouZzitim lyza¢ného roztoku (100mM Tris, 1% SDS, 10%
glycerol) s pridavkom zmesi inhibitorov protedz a fosfatdz. Na zaklade kvantifikacie
proteinov v jednotlivych lyzéatoch boli vytvorené vzorky s jednotnou koncentraciou celkovych
proteinov a tieto boli elektroforeticky separované pomocou polyakrylamidovej elektroforézy
(SDS-PAGE) a transportované na nitrocelulozové membrany. Po inkubédcii membran
s primarnymi protilatkami Specifickymi pre hl'adané proteiny, sérii preplachovani, inkubéacii
membran s odpovedajicimi sekundarnymi protiladtkami a opdtovnej sérii preplachovani bola
hladina jednotlivych analyzovanych proteinov stanovend pomocou chemiluminiscenéného
kitu ECLplus v tmavej komore na RTG film.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Metdédou Western blotting sme po inkubovani buniek srdéznymi koncentrdciami Epo
zaznamenali u oboch nadorovych bunkovych linii pritomnost’ fosforylovanych foriem EpoR
ako aj molekul charakteristickych pre niektoré signdlne drahy, ku ktorych spusteniu dochadza
po naviazani Epo na EpoR. Tym sme dokazali pritomnost’ a funkénost’” EpoR u tohto typu
buniek. Okrem toho doSlo aj k signifikantnému zvyseniu hladiny VEGF v bunkdch A2780
inkubovanych s Epo v normoxickych podmienkach. Na ziklade tychto vysledkov boli
HUVEC kultivované v kondiciovanom médiu, ktoré sme =ziskali z A2780 buniek
inkubovanych s roznymi koncentraciami Epo v hypoxickych a normoxickych podmienkach.
Stanovenim celularity takto ovplyvnenych HUVEC sme zistili, ze v hypoxickych
podmienkach je zvySenie poctu tychto buniek priamo Uimerné koncentracidm Epo, ktorym
boli vystavené bunky A2780.

Na zaklade tychto vysledkov a predpokladu, ze v bunkdch niektorych fyziologicky
normalnych tkaniv rozmnozovacich organov zien dochddza ku angiogenéze regulovanej
aspoil do istej miery vplyvom E2, rozhodli sme sa stanovit’ ¢i tento mechanizmus funguje aj
na ovaridlnych nadorovych bunkach in vitro, a taktiez urcit’ ¢i je v tomto procese zapojeny
Epo. Po exogénnom podani E2 k A2780 a OVCAR-3 bunkam (A2780 maji funkény ERP
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anemaju pritomny ERa, OVCAR-3 maju funkény ERa aj ERP) sme zaznamenali
fosforylované formy ERa a ERp v pripade OVCAR-3 buniek a fosforylované formy len ERP
u A2780 buniek, ¢im sme potvrdili funkénost’ prislusnych estrogénovych receptorov a teda
schopnost E2 pdsobit’ na tieto bunky. Kultivovanim ovaridlnych nadorovych buniek
s roznymi koncentraciami E2 v hypoxickych a normoxickych podmienkach sme pomocou
metddy Western blotting pozorovali narast mnozstva proteinu VEGF po 48 hod.
v normoxickych aj hypoxickych podmienkach u oboch analyzovanych bunkovych linii, ktory
bol priamo Umerny koncentrdcidm E2, sktorymi boli bunkové linie inkubované.
Signifikantna zmena hladiny Epo nebola pozorovana. Potvrdenie tohto vysledku by mohlo
znamenat, ze v normoxickych podmienkach je tloha HIF v stimulacii tvorby
proangiogénnych faktorov nahradend pdsobenim E2, alebo ze E2 zabranuje
proteozomalnej degradécii molekuly HIF a tym jej umoziiuje posobit’ ako transkripény faktor
proangiogénnych faktorov aj normoxickych podmienkach. Z tejto stadie vyplyva, Zze Epo aj
E2 stimulujii vo vybranych ovariadlnych bunkovych liniach tvorbu VEGF, no E2 nema vplyv
na produkciu Epo v tychto bunkach.
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POROVNANIE METOD TESTOVANIA FAGOCYTARNEJ AKTIVITY VO
VETERINARSKEJ IMUNOLOGII

KSonzekova P., Mudronova D., Forbes E., Tkac¢ikova L.

Ustav imunolégie, Katedra mikrobiolégie a imunolégie, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Ciel'om prace bolo porovnat’ sucasné in vitro metddy testovania fagocytarnej aktivity (FA).
V nasom experimente bola vySetrend vendzna krv réznych druhov zvierat (hovéddzi dobytok,
ovce, oSipané, psy), pricom ako substrat boli pouzité¢ kvasinky (Saccharomyces cerevisiae),
mikrosférické hydrofilné castice (MSHP), ako aj fluorescencne znacené Escherichia coli. FA
po aplikacii kvasiniek a MSHP castic bola vyhodnotena mikroskopicky. Schopnost’ ingescie
opsonizovanych FITC-om znacenych E.coli bola analyzovand cytometricky pouZitim
komeréného fagotestu. Zistili sme signifikantné rozdiely v hodnotach FA meranej pomocou
MSHP castic v porovnani s kvasinkami a komerénym fagotestom.

UvOoD

Fagocytoza je bunkovym mechanizmom vrodenej imunity zivoc¢ichov. Samotnému procesu
fagocytozy predchadza aktivacia buniek vplyvom exogénnych, ako aj endogénnych stimulov
aich naslednd migricia na miesto iritacie. Prvotné prichytenie (,tethering™) a kotul'anie
(,,rolling®) leukocytov po cievnom endotéliu umoziuje heterologna interakcia medzi
selektinmi (CD62E, CD62P) a glykoproteinom sialyl Lewis-X (CD15) (Kansas, 1996).
Kdezto pri adhézii leukocytov sa uplatiiuju integriny (LFA-1, Mac-1, VLA-4) exprimované
na ich povrchu. Diapedéze predchadza proces oznacovany ako ,.crawling®, pri ktorom
zohrava kIicova tulohu védzba medzi integrinom Mac-1 a medzibunkovou adhezivnou
molekulou 1 (ICAM-1) (Phillipson akol., 2006). Extravazacia leukocytov je
sprostredkovand homolognou interakciou molekial PECAM-1, avSak vyznamni ulohu ta
zohravaju aj dalsie proteiny (CD99, kadheriny a iné). Paracelularny, resp. transcelularny
prestup leukocytov cez endotel (Engelhardt a Wolburg, 2004) anasledne cez bazalnu
membranu vedie k prechodu buniek do spojivového tkaniva, kde dochadza k ich chemokinmi
riadenej transmigricii. Interakciu medzi antigénom a fagocytom sprostredkovavaju vzory
rozpoznavajuce receptory (PRRs) a receptory tzv. imunnej fagocytozy (receptory pre Fec-
koniec Ig, komplementové receptory). Griffin a kol. (1975) navrhli dva mozné mechanizmy
pohltenia antigénov profesionalnymi fagocytmi. ,,Zips“ hypotéza hovori, ze dochddza k
postupnému obklopeniu cielovej Castice pseudopodiami, pricom je potrebné nahromadenie
vel'kého mnozstva receptorov v membrane fagocytu. , Trigger hypotéza predpoklada, ze
prvotné prichytenie na povrch fagocytu sprostredkované len niekolkymi receptormi je
postacujuce na pohltenie celej partikule. Vysledkom $tadia ingescie je formovanie
membranou ohrani¢enej vezikularnej Struktury - fagozomu. Nasledne dochadza k uvolneniu
granul a lyzozémov za vzniku tzv. fagolyzozomu a destrukcii infekéného agens.

Fagocytarna aktivita je vyznamnym ukazovatelom stavu vrodenej imunity Zivocichov.
Princip in vitro vySetrenia schopnosti fagocytov pohltit’ cudzorodé Castice je jednoduchy.
Heparinizovana krv, resp. suspenzia izolovanych buniek sa za presne definovanych
podmienok inkubuje so suspenziou antigénu. Pri vyhodnoteni testu sa vyuziva svetelnd, resp.
fluorescenéna mikroskopia, ako aj cytometrickd analyza. NaSim cielom bolo porovnat
sucasné in vitro metddy testovania schopnosti ingescie cudzorodych castic krvnymi
fagocytmi.
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MATERIAL A METODIKA

VySetrovany material: Venozna krv bola sterilne odobrand do skimavky s heparinom
(10 UI/ml krvi) a nasledne vySetrend, a to do dvoch hodin po odbere.

Priprava substratov: Mikrosférické hydrofilné Castice (fagoMSHP, Artim s.r.0.) a FITC-om
znacené E. coli (Phagotest kit) boli pred testom pripravené podla pokynov dodavatela. S.
cerevisiae boli rozpustené vo fyziologickom roztoku a teplom usmrtené.

Mikroskopické vySetrenie fagocytarnej aktivity: Heparinizovana krv bola inkubovana so
suspenziou antigénu (kvasinky S.cerevisiae, resp. MSHP castice) 1 h pri 37.0°C vo vodnom
kapeli za staleho mieSania. Bol zachovany adekvatny pomer antigénnych Castic a fagocytov,
ato 10 S. cerevisiae:1 fagocyt, 50 MSHP:1 fagocyt. Po inkubécii bola reakcia zastavena
uloZenim vzoriek na l'ad a nasledne boli zhotovené krvné nétery, ktoré boli po vysuseni
ofarbené podl'a Pappenheima. Mikroskopicky bolo vyhodnotenych 100 buniek (neutrofilné
granulocyty a monocyty), pricom ako aktivne fagocytujuce bunky boli definované fagocyty,
ktoré pohltili asponi 1 kvasinku, resp. minimalne 3 MSHP castice.

Phagotest® (ORPEGEN Pharma, Nemecko): Phagotest® bol prevedeny podla pokynov
vyrobcu (Phagotest®, ORPEGEN Pharma), pricom bolo analyzovanych 10 000 fagocytozy
schopnych buniek. Vzorky boli merané do hodiny na prietokovom cytometri BD FACS Canto
a vyhodnotené pomocou BD FACS Diva softwéru.

Statisticka analyza: Vysledky boli vyhodnotené parovym t-testom v $tatistickom programe
GraphPad Prism verzia 3.00.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Cielom prace bolo porovnat rézne pristupy vySetrenia ingescie antigénov fagocytmi. Zo
zistenych hodndt sme vypocitali fagocytarnu aktivitu (FA) a fagocytarny index (FI). FA
vyjadruje percentudlne zastupenie aktivne fagocytujucich neutrofilnych granulocytov a
monocytov. FI vyjadruje priemerny pocet pohltenych kvasiniek, baktérii, resp. Castic na
jeden fagocyt.

Vysledky vysetreni FA u jednotlivych zvierat st uvedené v grafoch (Obr.1) ako priemerné
hodnoty a smerodajné odchylky. U oviec apsov sme zaznamenali Statisticky vyznamny
rozdiel FA v zavislosti od pouzitych castic. FA krvnych leukocytov fagocytujucich
MSHP bola signifikantne niZ§ia v porovnani s testom, kedy boli ako antigén pouZité kvasinky
a baktérie. AvSak je potrebné poznamenat, Ze aj u oSipanych a hovédzieho dobytka sme
pozorovali nizSie hodnoty FA v pripade fagocytézy umelych Castic (bez signifikancie). Na
rozdiel od umelych Ccastic boli baktérie E.coli opsonizované huménnymi protilatkami
a komplementom. Podobne ako pri komer¢nom fagoteste, vysoké hodnoty FA sme
zaznamenali aj pri fagocytoze S.cerevisiae, ¢o st ubikvitarne eukaryotické organizmy. Naviac
kvasinky majl na rozdiel od MSHP ¢astic imunologicky stimulaény povrch. Vyhodou MSHP
Castic je vSak nizky sklon kich vzajomnej agregacii, ako aj neSpecifickej adherencii na
bunkové povrchy. Pre ich pouzitie v klinickej veterinarskej imunologii bude potrebné
definovat’ referenéné fyziologick¢ hodnoty FA, pripadne otestovat pouzitie druhovo
Specificky opsonizovanych umelych Castic.

Hodnoty FI st uvedené v tabul’ke (Tab.1) ako priemerné hodnoty a smerodajné odchylky.
Statistické porovnanie hodnét FI (podobne ako pri FA) by v tomto pripade nebolo vhodné,
ked’Ze nami testované metodiky sa liSia typom a mnozstvom podavanych antigénnych Castic.
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Tab.1: Fagocytarny index (FI) krvnych fagocytov u réznych druhov zvierat po aplikacii
S.cerevisiae, mikrosférickych hydrofilnych castic (MSHP), resp. E.coli. Vysledky su
uvedené ako priemerné hodnoty + smerodajné odchylky (n = 6).

Osipané Ovce Psy Hovidzi dobytok
S.cerevisiae 3,33+0,426 | 2,76 £0,665 | 3,68+ 0,293 2,07 £0,242
MSHP 14,25 + 4,460 | 16,06 + 3,544 | 15,49 £4,085 | 13,08 +4,018
E.coli 5,63 +2,671 | 5,671,266 | 4,52+ 1,200 4,28 +£1,411
A oo B_wm . Obr.1: Fagocytarna aktivita (FA)
_0‘575 _ - 275 l _a|_ krvnych fagocytov roznych druhov
g — g - zvierat po aplikacii S.cerevisiae,
E : E | mikrosférickych hydrofilnych
" 5" astic (MSHP), resp. E.coli
O Seorevias MSEP Ecol = Seerevisias MSHP _ Ecol (A-osipané, B-ovce, C-psy, D-
hoviadzi dobytok). Vysledky su
graficky zobrazené¢ ako priemerné
Comy a* D hodnoty + smerodajné odchylky (n =
o = = O
g z a — signifikantny rozdiel oproti
g MSHP
z” *p<0.05, ** p<0.01
- DS‘cerevi:z'ag MSHP  E.coli - DS.cerevz'szae MSHP  Ecoli

V porovnani s mikroskopiou je nemalou vyhodou prietokove] cytometrie analyza
mnohonasobne vyssieho poctu buniek, ¢o radovo redukuje chyby pri hodnoteni. Vyhodou je
taktiez moznost' vySetrit FA samotnych neutrofilov, resp. monocytov, ¢o by pri
mikroskopickom hodnoteni bolo ¢asovo vel'mi narocné. Avsak nevyhodou cytometrickej
analyzy je financnd ndro€nost’, ato Co sa tyka pristrojového vybavenia a udrzby, ako aj
komeréne dostupnych testov. Pouzitie komerénych testov vo veterinarskej imunologii moze
byt komplikované, ked'Zze nemusia byt vhodné pre vSetky druhy zvierat. Bezne sa vyuziva
mnozstvo alternativ cytometrickej analyzy. Metodika zahfiia, podobne ako pri komerénom
fagoteste, viacero krokov: zastavenie reakcie, zhaSanie fluorescencie, lyzu erytrocytov
a fixaciu. Najjednoduchsim sposobom zastavenia reakcie je samotné uloZenie vzorky na l'ad.
Vo vicsine sa vSak pouziva v kombindcii s pridanim l'adového fosfatového fyziologického
roztoku (Busque akol.,, 1998), ladového roztoku kyseliny etyléndiaminotetraoctovej
(Massoco a Palermo-Neto, 2003) alebo N-etylmaleimidu (Keogh a kol., 2011). Na zhaSanie
fluorescenie naadherovanych baktérii, resp. Castic je vhodné pouzitie trypanovej modrej
v koncentracii 0,25 mg.ml™ alebo vyssej (Hed a kol., 1987). V pripade vySetrenia fagocytov
z celej krvi je potrebna lyza erytrocytov, na ¢o sa viacsinou vyuzivaju lyzacné roztoky na baze
chloridu amoénneho (Santos a kol., 1995; Tippett a kol., 2007; Keogh a kol., 2011). Co sa tyka
fixacie, prevlada pouzitie 1% paraformaldehydu (Tippett a kol., 2007; Keogh a kol., 2011).
Na zaver by sme radi poukazali na vyhody prietokovej cytometrie, ako je asova nendrocnost’,
presnost’ a reprodukovatelnost’ vysledkov. Pravdepodobnost chyb pri mikroskpickom
hodnoteni narasta v dosledku nizkeho poctu analyzovanych buniek, ako aj subjektivnej chyby
vySetrujuceho. Na zdklade naSich vysledkov mozno poukazat na potrebu pouzitia
imunologicky stimula¢nych antigénov, ako su baktérie a kvasinky. Naviac, pri vySetreni
aktivity profesionalnych fagocytov zvierat, je pravdepodobne dolezit4 aj aplikacia antigénov,
ktoré su druhovo Specificky opsonizované.
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VPLYV OBEZITY NA PREIMPLANTACNY VYVIN EMBRYA
Kubandova J.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Obezita je choroba, ktord je charakterizovana zmnozenim tukového tkaniva v tele Cloveka
alebo zvierata nad urcitu optimdlnu hladinu. Medzi zdsadné funkcie tukového tkaniva patri
schopnost’ produkcie hormonov (leptin, adiponektin, rezistin, visfatin). Leptin, ako jeden
z hlavnych horménov tukového tkaniva, zohrava doélezitu ulohu v reprodukcii. Zakladné
faktory, ktoré mézu ovplyvnit’ genetickll informaciu embrya a plodu su vyziva a nutricny stav
matky pocas gravidity. Pre tUspech reprodukéného procesu je dolezity spravny priebeh
preimplantaéného vyvinu. Na zaklade doterajSich $tadii je zname, ze preimplantacné embryo
je citlivé k zmenam materského prostredia a vplyv rdéznych poriich homeostazy materského
organizmu bol zaznamenatel'ny uz na tejto urovni. Toto minireview prindsa zhrnutie doposial’
znamych faktov o vplyve niektorych aspektov obezity na preimplantaény vyvin embrya
r6znych zivocisnych druhov ako aj prehl’ad funkcii bieleho tukového tkaniva.

UVOD

Obezita, sprevadzanad zvySujucou sa telesnou hmotnostou zapri¢inenou nadmernou
akumuléciou telesného tuku, zat'azuje organizmus mechanicky a zhorSuje aj jeho fyziologické
funkcie. Tukové tkanivo je vysoko Specializovany aktivny endokrinny a parakrinny organ. Pri
studiu obezity v suvislosti s reprodukciou je potrebné pracovat’ s vhodnymi zvieracimi
modelmi indukcie obezity. Tieto st zalozené prevazne na dietetickych (Moze§ a kol.,
2004a,b; Seféikova a kol., 2008 2010) alebo genetickych manipulaciach (Michaud a kol.,
1994). Bolo dokézané, Ze obezita matky pocas vyssich §tadii tehotenstva ma negativny vplyv
na potomstvo. Negativny vplyv niektorych aspektov obezity bol zaznamenany uz aj pocas
preimplantaéného vyvinu embrya.

TUKOVE TKANIVO A JEHO FUNKCIE

Obezita je definovana aj ako nizkostupiiovy systematicky zéapal tukového (adipdzneho)
tkaniva (Calle a Kaaks, 2004). V organizme sa tukové tkanivo vyskytuje v dvoch formach ako
hnedé¢ a biele tukové tkanivo. U ¢loveka je zékladnym typom adipdzneho tkaniva biele tukové
tkanivo (Ginter a Simko, 2008), ktorého kvantitativne najdodlezitejSou zlozkou su vlastné
tukové bunky — adipocyty (Weisberg akol., 2003). Okrem funkcie tepelné¢ho izolatora,
funkcie mechanickej ochrany a funkcie zasobného energetického zdroja sa biele tukové
tkanivo zuacastiiuje aj na energetickej homeostdze, ale aj na dalSich fyziologickych
a patofyziologickych funkciach (napr. regulacie fertility atd’.) (Schaffler a kol., 2007). Tukové
tkanivo je tiez aj zdrojom estrogénov u postmenopauzalnych Zien a ich koncentracia je pri
obezite podstatne zvySend. DalSou dolezitou funkciou tukového tkaniva je produkcia
hormoénov. Proteiny tvorené vylucne v adipocytoch sa nazyvaju adipokiny (Antuna-Puente
a kol., 2008) au vicsiny z nich je ich krvnd koncentracia pri obezite preukazatel'ne vyssSia
(Ciko$ akol., 2010; 2011). Patria medzi ne leptin (Lam a Lu, 2007), adiponektin (Cikos
a kol., 2010), rezistin (Pang a Le, 2006), visfatin (Moschen a kol., 2007) a in¢.

OBEZITA A REPRODUKCIA

V stiCasnosti je obezita povazovana za faktor, ktory ma negativny vplyv na reprodukciu
(Aviram a kol., 2011). Tymto ochorenim trpi priblizne 30% tehotnych Zien. Je dokdzané, Ze
obezita v obdobi gravidity ma nepriaznivy vplyv na vyvin potomkov, ¢o sa mdze prejavit’ aj
v neskor$ich fazach ich zivota (napr. vyvojom obezity a metabolického syndromu) (Nodine
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a Hastings-Tolsme, 2012). U novorodencov obéznych matiek je vysSie riziko umrtia v
novorodeneckom obdobi. Pri vysokych hodnotich BMI (index telesnej hmotnosti) matky
narasta riziko vyskytu réznych vrodenych vyvojovych chyb plodu (chrbtice, srdca, brusne;j
steny a pod.). Riziko vnutromaternicového odumretia plodu u obéznych matiek je az
trojnasobne vyssie ako u Zien s norméalnou hmotnostou. Casto sa vyskytuje aj makrozoémia
plodu (nadmernd velkost — nad 4 kg). Obézne Zeny maju CastejSie problémy s fertilitou
pretoze maji zvySené hladiny Zenskych aj muzskych pohlavnych horménov
(hyperandrogenizmus) a inzulinu (hyperinzulinizmus). To ma za nasledok zvySent frekvenciu
porach pohlavného cyklu, zvySenu potrebu gonddotropinov pocas stimulacie ovulacie,
zniZzeny pocet izolovanych oocytov, znizeny pocet UspeSnych tehotenstiev po IVF, zniZzent
funkciu ZItého telieska a predovsetkym zvyseny risk nedonosenia (Zander-Fox a kol., 2012).
Okrem toho, Ze obezita ma priamy vplyv na fertilitu matky a vyvin plodu, pravdepodobne
ovplyvinuje reprodukciu uz na trovni oocytu a preimplantacného embrya (Shah a kol., 2011).
Na vyskum vplyvu obezity pocas preimplantaéného vyvinu st potrebné rozlicné in vivo
alebo in vitro experimenty na laboratornych a hospodarskych zvieratach (Leroy a kol., 2011).
U samic mysi alebo potkanov v in vivo experimentoch, ktoré boli po dosiahnuti dospelosti (35
dni) niekolko tyzdiov kifmené vysoko-tukovou diétou, bol po hormondlnej stimulacii
zaznamenany zvySeny pocet ovuldcii anasledne zvySena produkcia oocytov (Trujillo
a Broughton, 1995). V obdobnom experimente vSak bola zaznamenana i mierne zniZena
kvalita takto ziskanych oocytov. Embryd, ktoré sa z oocytov vyvijali d’alej vin vitro
podmienkach, vykazovali znizenu schopnost dosiahnut’ $tadium blastocysty (Minge a kol.,
2008). Kvalita takto ziskanych blastocyst vSak zatial' testovand nebola. U geneticky
upravenych mysi (lethal yellow mutation) bola taktiez preukdzand znizena schopnost’ rastu
embryi do vysSich vyvinovych $tadii (Brannian a kol., 2005). Ani ich kvalita vSak testovana
nebola. Cielom in vitro modelov je testovat priamy vplyv vybranych faktorov obezity
na embryo a odhalovat mozné mechanizmy ich vplyvu (Wakefield a kol., 2008). Kravské
embrya kultivované v médiu s pridavkom hyperlipidemického séra ziskaného od krav, ktoré
boli kimené vysoko-tukovou alebo karbohydratovou diétou, jednozna¢ne vykazovali zniZzené
rastové schopnosti, znizené pocty buniek v blastocystach, znizeny mitoticky index a znizenu
odolnost’ vo¢i zmrazovaniu (Leroy akol., 2011). V niektorych in vitro experimentoch
vykazovali mySacie embrya zlepSeny vyvin zo zygoty do blastocysty azvysSeny pocet
»hatchujacich” blatocyst (blastocysta zbavena zona pellucida) po pridani nenasytenych
mastnych kyselin do kultivacného média (Wakefield a kol., 2008).
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FENOTYP PROLIFERUJUCICH BUNIEK VO VYSTELKE CENTRALNEHO
KANALA MIECHY POTKANA V SKOROM POSTNATALNOM OBDOBI

Kutna V., Seve J., Matiagova A., Daxnerova Z.

Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedeckd fakulta, Univerzita Pavla Jozefa
Safarika v Kosiciach

ABSTRAKT

Vyvin nervového systému je centrom zaujmu mnohych Studii, no napriek tomu je informacii
o postnatalnej gliogenéze vel'mi malo. Cielom tejto prace bolo preskimanie skorych
postnatalnych §tadii vyvinu miechy potkana s dorazom na procesy, ktoré sa odohravaji vo
vystelke centralneho kandla a v jeho bezprostrednej blizkosti. Pomocou endogénneho markera
proliferacie Ki-67 sme zistili, Ze k proliferacii vo vystelke centralneho kanéala miechy potkana
dochadza pocas celého sledovaného obdobia, pricom vrchol dosahuje na druhy postnatalny
tyzdeil. Bunky tvoriace vystelku centralneho kandla v tomto nami sledovanom obdobi len
velmi vynimocne podliechaju apoptéze a preukazuji fenotyp radialnej glie, neskor
ependymovych buniek, astrocytov a v malej miere aj oligodendrocytov.

UvoOD

Vyvin centralneho nervového systému je zlozity proces, ktory zahfna formovanie nervovej
platnicky a neuralnej rury. Obe tieto Struktiry st tvorené neuroepitelovymi bunkami, ktoré
aktivne proliferuji. Po uzatvoreni neurdlnej rary sa neuroepitelové bunky, ktoré tvoria
zarodo¢nu vrstvu, transformuju na bunky radidlnej glie (Barry a McDermott, 2005). Bipolarne
bunky radidlnej glie predstavuju prechodny bunkovy typ, pritomny vo vystelke centralneho
kandla pocas obmedzeného obdobia. Radidlna glia sa postupne vytraca, ¢o pravdepodobne
suvisi s jej transformaciou na astrocyty (Shibata a kol., 1997), ependymové bunky (Spassky a
kol., 2005) a oligodendrocyty (Woodruff a kol., 2001). Bunky radialnej glie moze byt taktiez
zdrojom neurdnov, preto sa pre fu aj pouziva pomenovanie embryondlna neurdlna kmenova
bunka (Kriegstein a Alvarez-Buylla, 2009). KedZe radiélna glia je zdrojom niekol’kych typov
bunieck mdézeme dnes len tazko suhlasit’ so starSimi pracami, ktoré vystelku centralneho
kandla povazovali za homogénnu skupinu ependymovych buniek. V stcasnosti sa uz
vSeobecne prijima nazor, ze ependymova vrstva je vysoko heterogénna a nachadza sa v nej
niekol’ko typov buniek (Hugnot a Franzen, 2011). Vystelka centralneho kanala je proliferacne
aktivna pocas embryonalneho aj postnatalneho obdobia a ependymové bunky tvoria len cast’
z deliacich sa buniek centralneho kanala (Sevc a kol., 2011). Aj ked’ existuje vel’ké mnoZstvo
udajov o neurogenéze vo vyvijajucej sa mieche, informacie o procesoch postnatalnej
gliogenézy vo vystelke centralneho kandla miechy stile chybaji. A prave preto bolo cielom
tejto prace preskimanie skorych postnatalnych §tadii vyvinu miechy potkana s dorazom na
procesy, ktoré sa odohravaju vo vystelke centralneho kandla a v jeho bezprostrednej blizkosti.

MATERIAL A METODIKA

Ako experimentalne zvieratd sme pouzili potkany kmena Wistar oboch pohlavi vo veku
1,7,14, 21, 28, 35 a42 dni (P1-P42). Zvieratd boli chované v Standardnych laboratornych
podmienkach, s neobmedzenym pristupom k pitnej vode a peletovanému krmivu. Vsetky
experimenty boli uskuto¢nené v sulade so zdsadami Etickej komisie Prirodovedeckej fakulty
UPJS a na zéklade povolenia Statnej veterinarnej a potravinovej Spravy. Mlad’ata boli
usmrtené v dietyléterovej anestéze a bola im vykonand transkardidlna perfuzia fyziologickym
roztokom a 4% paraformaldehydom. Vybraté miechy boli fixované v 4% paraformaldehyde
a nasledne inkubované v kryoprotektive (30% sachardze). Jednotlivé segmenty miechy boli
narezané¢ na kryostate na 40pum hrubé rezy, imunohistochemicky a imunofluorescencne
ofarbené a analyzované. Na identifikdciu proliferaéne aktivnych buniek sme pouzili marker
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Ki-67 (Abcam 1:500). Analyza mnozstva proliferacne aktivnych buniek vo vystelke
centralneho kandla u potkanov v obdobi P1-P42 bola uskuto¢nend na 3 zvieratach v kazdom
casovom intervale. Z kazdého zvierata sme analyzovali 14 rezov. Mnozstvo proliferujucich
buniek bolo vyhodnotené ako pocet Ki-67 pozitivnych buniek na objem tkaniva (Imm?). Na
dokaz pritomnosti apoptickych buniek bola pouzitd metoda TUNEL. Markery pouzité na
identifikaciu fenotypu jednotlivych gliovych buniek st uvedené v tabulke ¢.1.

Bunkovy typ Marker Vyrobca a riedenie
Radialna glia Nestin Santa Cruz (1:200)
Vimentin Abcam (1:200)
GLAST Millipore (1:1000)
Astrocyty GFAP Sigma-aldrich (1:1000)
Oligodendrocyty Olig2 Millipore (1:500)
PDGFRa Santa Cruz (1:50)
Sox10 Santa Cruz (1:100)
Ependymove bunky | S1008 Abcam (1:100)
CD24 Santa Cruz (1:50)
Neurony Doublecortin | Millipore (1:3000)

Tab.1. Markery pouzité na identifikaciu jednotlivych typov buniek vo vystelke centrdlneho
kanala miechy potkana.

Histologické rezy boli vyhodnotené na svetelnom mikroskope Olympus BX41 pomocou
softvéru QuickPHOTO Micro 2.2 a Ellipse 2 a na konfokalnom mikroskope Leica TCS SP5X
pomocou softveru LAS AF.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V nasej praci sme sa pokusili preskumat’ procesy odohravajuce sa v vystelke centralneho
kandla miechy potkana a vjeho bezprostrednej blizkosti pocas skorého postnatdlneho
obdobia. Na zaklade naSich predchadzajucich vysledkov ziskanych pomocou podavania
exogénneho markera proliferacie BrdU (5-bromo-2-deoxyuridinu) vieme, Ze vo vystelke
centralneho kandla dochadza k dvom vIndm proliferacie a to okolo 18. dna embryogenézy
amedzi 8. a15. postnatilnym diiom (Sevc akol., 2011). Ked'2e BrdU znadi len bunky
nachddzajuce sa v S-faze bunkového cyklu, rozhodli sme sa pre presnejSie stanovenie
mitotickej aktivity v bunkdch centrdlneho kanédla miechy pomocou endogénneho markera
proliferacie Ki-67, ktory znac¢i bunky vo vsetkych fazach bunkového cyklu (okrem GO fazy).
Zistili sme, Ze proliferacia sa vo ventrikularnej zone vyskytuje pocas celého sledovaného
obdobia (P1-P42), pricom k maximalnej proliferacnej aktivite dochddza pocas druhého
postnatalneho tyzdina (graf ¢.1). NaSe vysledky potvrdzuju, Ze priebeh proliferdcie buniek
zna¢nych markerom Ki-67 a markerom S-fazy BrdU si zachovava podobny trend.

Vzhl'adom k tomu, ze vystelka centralneho kandla je proliferacne aktivna pocas vsetkych
sledovanych obdobi, zaujimalo nas, ¢o sa d’alej deje s tymito bunkami. Bunky mo6zu zostavat’
vo vystelke centrdlneho kandla, kde su ddlezité pre rast centralneho kandla pocas vyvinu
miechy alebo migrovat’ smerom k periférii, kde st zdrojom neurénov a gliovych buniek.
Dal$ou z moznosti nadprodukcie buniek je, Ze &ast’ z novovzniknutych buniek v centralnom
kanali podlieha apoptoze. Na overenie tejto hypotézy sme pouzili metddu in situ hybridizacie,
tzv. TUNEL. Vyhodnotili sme rezy miechy z 3 zvierat z kazdého sledovaného obdobia (P1-
P42). Zistili sme, ze apoptické bunky sa vo vystelke centrdlneho kanala av jeho tesnej
blizkosti vyskytuju len vel'mi vzacne. Z naSich vysledkov teda vyplyva, Ze apoptdza len
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v zanedbatelnej miere vplyva na d’alSi osud buniek vznikajicich vo ventrikuldrnej zone
centralneho kanala miechy. V dalSom kroku sme na identifikdciu fenotypov postnatilne
vzniknutych buniek ventrikularnej zony centralneho kanala pouzili imunohistochemické
reakcie s markermi radidlnej glie, ependymovych buniek, astrocytov, oligodendrocytov
v roznych §tadiach diferenciacie a neuronov. Radialna glia je v centralnom kanali pritomna
eSte pocas prvého postnatalneho tyzdna a vykazuje imunoreaktivitu na vimentin, nestin a
GLAST. Po druhom postnatdlnom tyzdni radidlna glia pomaly vymizne. ESte aj do Siesteho
postnatalneho tyzdna vSak modzeme v okoli centrdlneho kandla pozorovat’ jemné vimentin
pozitivne vlakna. Podobny tendenciu v expresii markerov gliovych buniek popisali aj Barry
a McDermott (2005). Najvécsiu proliferaéntl aktivitu sme zaznamenali v prvom a druhom
postnatalnom tyzdni. V tomto obdobi bunky vystelky centrdlneho kanala a bunky
nachédzajice sa v jeho blizkom okoli vykazovali aktivitu najmd ako ependymové bunky
(S100B"), neurény kontaktujiice centralny kanal (Dcx')a astrocyty (GFAP"), ktoré sme
pozorovali v blizkosti centrdlneho kanéla od druhého postnatdlneho tyzdna. Zistili sme, ze v
tesnom kontakte s vystelkou centralneho kanala sa nachadzaju aj Olig2" a Sox10" bunky, ¢o
su markery prekurzorov resp. nezrelych oligodendrocytov. Priamo vo vystelke sa nam
podarilo lokalizovat’ Olig2" pozitivne bunky, ¢o by nasvedéovalo tomu, Ze by v tejto oblasti
mohlo dochadzat’ k postnatilnej oligogliogenéze, ktord uz bola popisand vo ventrikuldrnej
zone mozgovych komor hlodavcov (Kessaris a kol., 2005, Richardson a kol., 2006), ale nie vo
vystelke centralneho kanala miechy.

350 i
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Graf 1. Porovnanie poétu proliferujicich buniek na Imm?® tkaniva, oznagenych markermi Ki-
67 a BrdU.
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TESTOVANIE UCINNOSTI VCELICH PROBIOTICKYCH LAKTOBACILOV V IN
VIVO PODMIENKACH

Kuzysinova K.', Mudrotiova D.%, Molnar L.", Topor&ak J.!

'Klinika vtékov a exotickych zvierat, UVLF, Kosice
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ABSTRAKT

Mor vcelieho plodu je nebezpecna celosvetovo rozsirena ndkaza vciel, ktorej pdvodcom je
tyCinkovita baktéria Paenibacillus larvae. Spdsoby liecby su malo efektivne a znehodnocuju
vCelie produkty. V krajindich Eurdpskej tnie, aj v mnohych d’alSich, je jedinou povolenou
intervenciou pri vyskyte tohto ochorenia, spalenie infikovanych vcelstiev a vSetkého
spalitel'ného materidlu. Preto je vel'mi aktudlna otazka néjdenia ucCinnej prevencie,
pripadne terapie tejto nakazy, pricom sa v sucasnosti kladie doraz na vyuzivanie prirodnych
metdd, napriklad probiotik. V tomto vyskume boli pouzité laktobacily vyizolované
z traviacich traktov zdravych dospelych vciel a selektované na zéklade ich dobrych
probiotickych vlastnosti a schopnosti inhibovat’ rast P. larvae. Tieto izolaty boli
identifikované ako Lactobacillus brevis a Lactobacillus plantarum. Pre vytvorenie
probiotického roztoku boli pouzité 24 hodinové kultiry tychto kmeniov, ktoré boli inkubované
v MRS bujone pri 37 °C, nésledne boli 3 krat centrifugované a premyvané fyziologickym
roztokom. Ziskany sediment bol rozsuspendovany v autokldvovanej kohutikovej vode tak,
aby bola koncentracia laktobacilov 10" — 10® cfu/ml. Ako probiotické médium bol zvoleny
pel’. Pre kazdy ul’ bolo pripravené 0,5 1 probiotického roztoku, ktory pozostaval z 50g pelu
a autoklavovanej kohutikovej vody s pripravenymi laktobacilmi. Tento roztok vcely prijimali
per oralne, celkovo 3 krét s jednotyzdilovym odstupom medzi aplikdciami. Pred podanim
probiotik a pocas podavania boli kazdy tyzden z ul'ov odoberané vcely, ktoré boli usmrtené
éterom. Nasledne im boli odoberané traviace trakty, ktoré boli rozsuspendované vo
fyziologickom roztoku a riedené desiatkovym riedenim. Jednotlivé riedenia boli vysievané na
MRS agar, MYPGP agar, Endo agar a MacConkey agar. Laktobacily boli kultivované 48 h.
pri 37 °C za anerobnych podmienok, P. larvae bol kultivovany 48 h. pri 37 °C
a enterobaktérie a koliformné zarodky boli kultivované 24 h. pri 37 °C. Po podavani probiotik
sme zaznamenali zvy3enie po&tov laktobacilov v traviacom trakte v&iel z priblizne 10° cfu/ml
na 10 cfu/ml. Pred podavanim probiotik bol v traviacom trakte véiel pritomny P. larvae
v poétoch priblizne 107 cfu/ml, po skonéeni podavania Gplne z traviaceho traktu vymizol.
Podty enterobaktérii v traviacom trakte v&iel sa zniZili z priblizne 107 c¢fu/ml na 10° — 10°
cfu/ml a poéty koliformnych zarodkov sa zniZili z priblizne 10° cfu/ml na 10° cfu/ml.
Z uvedené¢ho usudzujeme, ze probiotické laktobacily priaznivo ovplyviiuji mikrobialne
osidlenie traviaceho traktu vciel a predstavuji moznost zvySenia odolnosti v¢iel voci P.
larvae.

UvOD

Mor vceliecho plodu je nebezpecné a celosvetovo rozSirené ochorenie vciel, ktorého
povodcom je tyCinkovitd baktéria Paenibacillus larvae (Alippi a Aguilar, 1998). Spdsoby
liecby st malo efektivne a znehodnocuju véelie produkty. V krajinach Eurdpskej unie, aj
v mnohych d’alSich, s postihnuté vcelstva likvidované so znaénymi ekonomickymi stratami.
Preto je nutné najst’ ucinnu prevenciu, pripadne terapiu tohto ochorenia, s vyuzitim najméa
prirodnych latok, napriklad probiotik. Tato praca sa zaobera testovanim podévania
probiotickych vcelich laktobacilov do vcelstiev s cielom sledovat’ ich vplyv na zloZenie
¢revnej mikroflory véiel.
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MATERIAL A METODIKA

Priprava laktobacilovych kulttr:

Pre vyskum boli pouzité kmene Lactobacillus brevis a Lactobacillus plantarum, ktoré boli
vyizolované 7z traviacich traktov v¢iel anasledne identifikované. Tieto kmene
v predchadzajucich Studiach vykazovali dobré probiotické vlastnosti a schopnost’ inhibovat’
rast P. larvae (Mudronova akol.,, 2012). V praci boli pouzité 24 hodinové kultary
laktobacilov, ktoré boli inkubované v MRS bujone pri 37 °C. Tieto kultary boli trikrat
centrifugované po dobu 30 min. pri 600g a premyvané fyziologickym roztokom. Ziskany
sediment bol rozsuspendovany v autoklavovanej kohutikovej vode tak, aby bola koncentracia
laktobacilov 107 — 10* cfu. mlI™.

Priprava probiotického roztoku:

Na zéklade predchadzajuceho testovania prezivatelnosti L. brevis a L. plantarum v réznych
médiach (Kuzysinova a kol., 2012) bol ako probiotické médium zvoleny pel. Pre kazdy al
bolo pripravené 0,5 1 probiotického roztoku, ktory pozostaval z 50g pel'u a autoklavovanej
kohutikovej vody s pripravenymi laktobacilmi. Tento roztok vcely prijimali per oralne.
Celkovo boli podané 3 davky probiotickych roztokov s odstupom medzi aplikaciami 1 tyzden.
Rozbor ¢revnej mikroflory vciel:

Pred podanim probiotik a pocas podévania boli kazdy tyzden z ul'ov odoberané vcely, ktoré
boli usmrtené inhalacne éterom. Nésledne im boli odoberané traviace trakty, ktoré boli
rozsuspendované vo fyziologickom roztoku ariedené desiatkovym riedenim. Jednotlivé
riedenia boli vysievané na MRS agar (pre stanovenie poctov laktobacilov), MYPGP agar (pre
stanovenie po¢tov P. larvae), Endo agar (pre stanovenie poctov enterobaktérii) a MacConkey
agar (pre stanovenie poc¢tov koliformnych zarodkov). Laktobacily boli kultivované 48 h. pri
37 °C za anerébnych podmienok, P. larvae bol kultivovany 48 h. pri 37 °C a enterobaktérie
a koliformné baktérie boli kultivované 24 h. pri 37 °C.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Po podavani probiotik sa pocty laktobacilov v ¢reve vciel zvysili, Co poukazuje na schopnost’
podavanych kmenov kolonizovat’ traviaci trakt. V kontrolnej skupine mali pocty laktobacilov
v traviacom trakte vciel taktiez stipajucu tendenciu, ¢o je sposobené tym, ze samotny pel
obsahuje probiotické laktobacily (Graf 1.).

Graf 1. Pocty laktobacilov v traviacom trakte v¢iel pred podanim probiotickych laktobacilov
(1. odber) a pocas podavania probiotik vyjadrené ako log;o cfu/ml (n=9)

log10 cfu/ml
o = N W b 00O N ©

1 2 3 4 5 odber

‘ m Pokusny uf O Kontrolny ur

Pred podavanim probiotik bol v traviacom trakte v¢iel pritomny P. larvae v poctoch priblizne
10" cfu/ml, po skon¢eni podavania Uplne z triviaceho traktu vymizol, &o poukazuje na
schopnost’ L. brevis a L. plantarum inhibovat rast P. larvae. Kontrolna skupina poukazuje na
to, ze samotné laktobacily pritomné v peli dokazu taktiez stabilizovat’ €revnti mikrofléru véiel
a su schopné z nej vytesnit’ P. larvae (Graf 2.).
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Graf 2. PocCty Paenibacillus larvae v traviacom trakte vciel pred podanim probiotickych
laktobacilov (1. odber) a pocas podavania probiotik vyjadrené ako log;o cfu/ml (n=9)

log10 cfu/ml
(= N W b o o ~N

1 2 3 4 5 odber

‘ m Pokusny ul' 0 Kontrolny ar

Po podavani probiotik sa poéty enterobaktérii v traviacom trakte v&iel znizili z priblizne 10

cfu/ml na 10° — 10° cfu/ml, pokles poétov enterobaktérii bol v pokusnej skupine vyraznejsi
ako v kontrolnej skupine (Graf 3.).

Graf 3. PoCty enterobaktérii v traviacom trakte v¢iel pred podanim probiotickych laktobacilov
(1. odber) a pocas podavania probiotik vyjadrené ako log;o cfu/ml (n=9)

log10 cfu/ml
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Pocas pokusu sa poéty koliformnych zarodkov v traviacom trakte véiel zniZili z priblizne 10°

cfu/ml na 10° cfu/ml, pokles po&tov bol v pokusnej skupine vyraznejsi ako v kontrolnej
skupine (Graf4.).

Graf 4. Polty koliformnych zarodkov v traviacom trakte v¢iel pred podanim probiotickych
laktobacilov (1. odber) a pocas podavania probiotik vyjadrené ako log;o cfu/ml (n=9)

log10 cfu/ml
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Probiotické  baktérie osidluji ¢revné prostredie avytlacaji zneho patogénne
mikroorganizmy. Podobne ako u vysSich stavovcov, aj u véiel zohravaju doélezitu ulohu pri
stabilizacii ¢revnej mikroflory a podpory imunitného systému. Podl'a nasich vyskumov, su
probiotické laktobacily schopné inhibovat’ rast P. larvae a stabilizovat’ mikrobidlne prostredie
traviaceho traktu vciel. K podobnym zaverom dosli aj Canganella a Balsamo (2008), ktori
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dokazali inhibi¢né posobenie laktobacilov voci P. larvae a P. alvei (povodca hniloby vcelieho
plodu). Forsgren a kol. (2010) zaznamenali u laktobacilov a bifidobaktérii vyizolovanych zo
zaludka vc¢iel schopnost’ inhibovat’ rast P. larvae. Taktiez podavali laktobacily priamo vcelim
larvam v materskej kaSicke, pricom zaznamenali signifikantne niz$i pocet nakazenych lariev.
Samotnd materska kaSicka obsahuje zivé mliecne baktérie, ktoré sa do nej dostavaji zo
zaludka dospelych vciel a hraju klI'aicovu ulohu pri produkcii materskej kaSicky z pelu. Su
pridavané k pel'u spolu s nektarom vyvrhnutym zo zaludka (Forsgren a kol., 2010). Inokulacia
lariev prospesnou ¢revnou mikroflorou méze zabranit’ germindcii a proliferacii spor P. larvae
v strednom useku ich Creva a tak zabranit’ infekcii.
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ABSTRAKT

V naSej praci sme sledovali uc¢inok inhibitora monoaminooxiddz — deprenylu na selektivne
vulnerabilné neurény vo vybranych oblastiach mozgu potkana. Deprenyl bol podavany po
dobu 30-tich dni v dvoch r6znych koncentraciach a po ukonceni experimentu boli sledované
zmeny v hipokampe a striate. Zvieratd boli rozdelené do troch skupin: kontrolna skupina,
skupina s davkou deprenylu 0,0025 mg/kg a s 0,25 mg/kg davkou deprenylu. Histologickymi
analyzami tkaniva sa zistili zmeny v Struktare a celistvosti buniek ako aj zniZenie ich poctu
v oboch hemisférach mozgu. V skupine zvierat s nizkou koncentraciou v porovnani
s kontrolnou skupinou sme pozorovali signifikantné zmeny v poc¢te neurénov v CA1l oblasti
hipokampu a v oblasti dentate gyrus, menej vyrazné zmeny sme sledovali v oblasti corpus
striatum — v jeho dorzolateralnej Casti. Nezaznamenali sme vyrazné rozdiely vo vysledkoch
pri podani nizkej a vysokej davky deprenylu v Ziadnej zo sledovanych oblasti. Napriek jeho
znamym neuroprotektivnhym ucinkom naSe doterajSie vysledky naznacuju, ze v selektivne
vulnerabilnych oblastiach mozgu po jeho aplikécii dochadza k pozorovateI'nym a meratelnym
neurodegenerativnym zmendm.

UvoOD

Neurdény mozgu dospelého cicavca st vel'mi tazko schopné regeneracie po poskodeni. Preto
akékol'vek poskodenie mdze mat’ trvalé nasledky a vyustit’ az do neurologickej dysfunkcie.
Medzi dolezité patofyziologické mechanizmy poskodenia mozgu patri ischémia, ktord nastava
pri vyraznej redukcii alebo Uiplnom zastaveni krvného zasobovania tkaniva. Neurdny sa liSia
v senzitivite voci ischemickému zasahu a vo svojej schopnosti zotavit’ sa z takéhoto zasahu.
Ak je Cas trvania globalnej ischémie relativne kratky, urcité regiony mozgu sa ukézali byt
nachylnejsie k neuronalnemu poskodeniu ako ostatné. Tento fenomén je znamy pod pojmom
selektivna vulnerabilita a bunky v tychto oblastiach sa nazyvaji selektivne vulnerabilné
(Brierley J. B. a Graham D. 1., 1984). Pri poskodeni nervovej bunky nastava okrem inych
procesov zastavenie a predizena inhibicia proteosyntézy. Vo velmi citlivych oblastiach
mozgu sa proteosyntéza nikdy neobnovi a bunky odumieraju.

Deprenyl (selegilin) je ireverzibilny inhibitor monoaminooxiddz podtypu B (MAO-B).
Monoaminooxidazy su enzymy ulozené na vonkajSich membranach mitochondrii aich
inhibitory sa pouzivaju pri liecbe psychiatrickych a neurologickych ochoreni. Deprenyl je
odvodeny od propargylaminu ( Knoll a Magyar, 1972), ktory v nizkych davkach selektivne
inhibuje oxidacnui deaminiciu dopaminu, benzylaminu a fenyletylaminu. Vo vysokych
davkach straca selektivitu a zacina inhibovat' aj MAO-A, ¢im dochadza k vzostupu hladin
serotoninu a noradrenalinu v organizme. Uspesne bol pouzity v klinickych $tadiach pri lie¢be
Parkinsonovej choroby (Birkmayer akol.,, 1975). Mechanizmus u¢inku deprenylu je
komplexny, okrem inhibi¢nej schopnosti chrani nervové bunky proti celej skéale neurotoxinov,
ktoré poskodzuju dopaminergické, cholinergické a serotonergické neurény (Ebadi a kol.,
2002). Zlepsuje psychomotoricku rychlost, bdelost’ a dlhodobii pamit. Nizke davky
deprenylu ale nespdsobuju ziadny alebo iba nevyznamny pokles aktivity MAO-B (Tatton
a kol., 1996). Podavanie deprenylu vo vys$sich davkach sice uplne inhibuje aktivitu MAO-B
ale vyvolava apoptozu v kultivovanych nervovych bunkach (Le a kol., 1997), ¢o by mohlo
vysvetl'ovat’ nasledny niz$i neuroprotektivny t€¢inok (Shite a kol., 2000).
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Nasim cielom je Stadium a objasnenie vplyvu deprenylu na citlivé oblasti mozgového
tkaniva, rozsah jeho neuroprotektivnych vlastnosti ako aj mozného apoptotického efektu na
selektivne vulnerabilné neurony.

MATERIAL A METODIKA

Do pokusu bolo zaradenych 15 samcov potkana kmeiia Wistar. Zvierata boli tri mesiace staré
o priemernej hmotnosti 390 g a boli ndhodne rozdelené do troch skupin po 5 zvierat. Pokus
trval 30 dni. Kontolnej skupine bol intra peritonealne (i.p.) aplikovany roztok aqua pro
injectione. Druhej skupine bola aplikovana nizka davka deprenylu 0,0025 mg/kg i.p.(Sigma,
MO003) rozpusteného v aqua pro injectione (t.j. 10-5M). Tretej skupine bola vysokd davka
deprenylu 0,25 mg/kg podéavana i.p., ktory bol rozpusteny v aqua pro injection (t.j. 10-3M).
Po ukonceni aplikacie boli zvierata usmrtené letdlnou davkou tiopentalu (40 mg/kg) a boli
transkardialne preplachnuté 150 ml PBS. Mozog bol izolovany, vlozeny na 3 hodiny do 4%
paraformaldehydu a po postfixacii prelozeny do kryoprotektiva 30% sachardzy. Nasledne bol
krajany na kryostate na 30 pum rezy. Rezy boli d’alej histologicky spracované a farbené
hematoxilinom/eozinom. Na mikroskope Olympus BX 51 s digitalnou kamerou DP50 sme
pocitali bunky v strednej linedrnej Casti CA1 oblasti, dentate gyrus a v dorzolateralnej oblasti
striata pouzitim Image tool software (UTHSCSA, San Antonio, USA). Statisticka analyza dat
bola vykonana pomocou jednosmernej analyzy rozptylu (ANOVA) s pouzitim nasledného
Duncanovho post-hoc testu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V grafickom vyhodnoteni st uvedené vSetky pokusné skupiny a pocet buniek v pravej a l'avej
hemisfére sledovanych oblasti mozgu. Pri mikroskopickom pozorovani boli viditelné
Strukturdlne zmeny buniek, nastupujuce apoptotické zmeny ako aj postupny ubytok buniek
najmi v CAl oblasti hipokampu, ¢o sa potvrdilo aj Statistickou analyzou. Statisticky
vyznamny rozdiel bol zaznamenany po aplikacii nizkej davky deprenylu v obidvoch
hemisférach mozgu (Graf ¢.1). V gyrus dentatus sme zaznamenali $tatistickil vyznamnost’ po
aplikécii nizkej aj vysokej davky deprenylu ako v pravej, tak aj v I'avej hemisfére (Graf ¢.2).
Pocet buniek v dorzolaterdlnej oblast’ striata bol nizs§i po podavani obidvoch davok deprenylu
v porovnani s kontrolou (Graf ¢.3).

Dlhodobé podéavanie deprenylu zrejme spdsobuje neurodegenerativne zmeny v selektivne
vulnerabilnych oblastiach mozgu. Na presné stanovenie tohto procesu je ale potrebné pouzit
aj d’alSie metddy.
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Graf ¢.3
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Klinické studie preukézali vyuzite deprenylu ako antidepresiva, avSak v 3-6 krat vyssich
davkach ako sa pouzili pri liecbe Parkinsonovej choroby (Mann a kol., 1989). V tychto
davkach uz deprenyl straca svoju selektivitu pre MAO-B. Tiez sa zistilo, Ze transdermalna
aplikacia 6-8 krat ti¢innejSie inhibovala MAO-A v nervovom tkanive mozgu a MAO-B bolo
tymto spdsobom inhibované viac ako z 95% (Mawhinney a kol., 2003), ¢o by mohlo znizit
neurodegeneraciu a napomoct’ tak potencidlnemu terapeutickému ucinku.

PODAKOVANIE
Praca bola podporena grantmi VEGA 2/0066/12, 1/0928/11 a schvalena $tatnou veterinarnou
a potravinovou spravou SR pod ¢islom pokusu: C. k. Ro-1757/10-221b

POUZITA LITERATURA

Birkmeyer W, Riederer P, Youdim MBH, Linauer W. The potentiation of the antikinetic effect after
L-dopa treatment by an inhibitor of MAO-B, L-deprenynl. J Neural Trans. 1975; 36: 303-326

Brierley JB, Graham DI. (1984) Hypoxia and vascular disorders of the central nervous system.
Greenfield's Neuropathology, 4th edn. 1984; 125207.

Ebadi M, Sharma S, Shavali S, el Refacy H. Neuroprotective actions of selegiline. Journal of
Neuroscience Research. 2002; 67: 258-259

Knoll J, Magyar K. Some puzzling pharmacological effects of monoamine oxidase inhibitors. Adv
Biochem Psychopharmacopol. 1972; 5: 393-408

Le W, Jankowic J, Xie W, Kong R, Appel S. (-)-Deprenyl protection of 1-methyl-4-phenylpyridium
ion (MPP+)-induced apoptosis independent of MAO-B inhibition. Neurosci Lett. 1997; 224:197-200

Mann JJ, Aarons SF, Wilner PJ, Keilp JG, Sweeny JA, Pearlstein T, Frances AJ, Kocsis JH, Brown
RP. A controlled study of the antidepressant efficacy and side effects of (-) deprenyl. Arch Gen
Psychiatry. 1998; 46:45-50

Mawhinney M, Cole D, Azzaro AJ. Daily transdermal administration of selegiline to Guinea pigs
preferentially inhibits monoamine oxidase activity in brain when compared with intestinal and
hepatic tissues. Pharmacy and Pharmacology. 2003; 55:27-34

Shite J, Dong E, Kawai H, Stevens SY, Liang C-S. Selegiline improves cardiac symoathetic terminal
function and B-adrenergic responseiveness in heart failure. Am J Physiol, Heart Circ Physiol. 2000;
279:H1283-H1290

Tatton WG, Wadia JS, Ju WJ, Chalmers-Redman RM, Tatton NA, (-)-Deprenyl reduces neuronal
apoptosis and facilitates neuronal outgrow by altering protein synthesis without inhibiting
monoamine oxidase. Neural Transm Suppl. 1996; 48:45-59

107



VPLYV VETERNEJ KALAMITY NA SPOLOCENSTVA PODNYCH
CLANKONOZCOV NA KALAMITNYCH PLOCHACH SMREKOVEHO LESA V
TANAP-E

Loskova J.!, Cuchta P.!, Miklisova D.2

! Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedeckd fakulta, UPJS, Kosice

? Parazitologicky vistav, SAV, Kosice

ABSTRAKT

V novembri 2004 zasiahla Vysoké Tatry veternd kalamita, ktord znicila priblizne 12 000 ha
smrekového lesa. Prevazna vacsina vetrom poskodeného tizemia bola odt'azend, len mala Cast’
bola ponechand na samovyvoj. Vyskum podnych ¢lankonozcov sa uskutoénil v priebehu
rokov 2005-2007 na 3 rozlicne manazovanych plochéch: vetrom nepoSkodend, kontrolna
plocha (REF); vetrom poskodena plocha s odtazenym drevom (EXT); vetrom poskodena
plocha ponechand na prirodnua sukcesiu (NEX). Podne vzorky boli odoberané¢ na kazdej
ploche raz ro¢ne (jesei). Cielom nasho vyskumu bolo posudit’ vplyv rézneho typu lesného
manazmentu na spolocenstvd pddnych ¢lankonozcov v priebehu prvych troch rokov po
veternej disturbancii. PocCas sledovaného obdobia bolo identifikovanych 15 skupin podnych
¢lankonoZzcov  predstavujucich 29913 jedincov. Najpocetnejsimi skupinami pocas
sledovaného obdobia boli Oribatida a Collembolla. Signifikantny pokles abundancie pédnych
¢lankonoZcov sme zaznamenali na EXT ploche (p < 0,0005), ako aj na NEX ploche (p < 0,05)
v porovnani s REF. Zna¢ny rozdiel v abundancii ¢lankonozcov (p < 0,05) sa potvrdil aj medzi
NEX aEXT plochou. Vychadzajic zabundanii ¢lankonozcov sa ukazuje ponechanie
kalamitného dreva na mieste vhodnej$im typom manazmentu, ako jeho odt'azenie.

UvOoD

V novembri 2004 silny severozapadny vietor zrovnal so zemou lesy na Upéti juhovychodnych
svahov Tatranského narodného parku. Priemerna rychlost’ vetra dosahovala 90 - 115 km/h, na
vrchole hor cez 170 km/h. (Svajda a kol., 2005). Tato vichrica od Podbanského po Tatransku
Kotlinu v pése Sirokom priblizne 2 - 5 km a dlhom 40 - 50 km vyvrétila alebo polamala lesné
porasty na ploche okolo 12 tis. ha (Voloscuk, 2005). Drevnd hmota bola z viacSej Casti
pokalamitnej plochy vytazena, kvoli obavam z premnozenia podkornika a vzniku poziarov,
mensSia Cast’ (1,55%) bola ponechand na samovyvoj (Faltan, 2007). Podl'a Ilissona a kol.
(2007), vytazenim drevnej hmoty za pomoci tazkych mechanizmov sa zvySuje sila
disturbancii a stupeii poSkodenia dané¢ho tuzemia. Dochédza kredukcii aZz eliminacii
biologického dedic¢stva, modifikujo sa vzacne habitaty vznikajice po disturbanciach,
ovplyviiuje sa zloZenie komunit, oslabuje prirodzena obnova vegetacie. Lesné hospodarenie
a vyuzivanie lesov ma vplyv na pddnu faunu a tym aj na procesy, na ktorych podna fauna
participuje (Shaw a kol., 1991). Jednou z najcastejSie pouZivanych hospodarskych aktivit
v lesoch silne poskodenych vichricou je uplné vytazenie kmenov. Nasledne dochadza k
odtieneniu pddneho povrchu, rozkolisaniu pddnej mikroklimy a vystaveniu povrchu pody
intenzivnejSiemu vysychaniu (Ulanova, 2000; Ilisson akol., 2007). Po disturbanciach
spésobenych poziarmi, vetrom, premnozenim hmyzu nastupuje sekundarna sukcesia
a smeruje k vytvoreniu pestrej mozaiky stanovist’ (Schultze a kol., 2005). Detailnym Studiom
Struktary spolocenstiev podnej fauny habitatov alpinskeho stupfia Vysokych Tatier sa
zaoberali viaceri autori (napr. Rusek, 1993; Tajovsky, 1997; StaSiov a Bitusik, 2001). Stru¢na
charakteristiku bezstavovcov, prevazne chrobdkov viazanych svojim vyskytom na
charakteristické ekosystémy Vysokych Tatier, nacrtol Majzlan (1994). Cielom nasej stadie bolo
zhodnotit’” vplyv veternej kalamity a odlisnych sposobov hospodarenia (odtazenie kalamitného dreva,
ponechanie porastu na samovyvoj) na modelové spolo¢enstva podnej fauny pocas prvych troch rokov
po veternej kalamite.
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MATERIAL A METODY

V spolupraci s Vyskumnou stanicou Statnych lesov TANAP-u boli na pokalamitnom tizemi
Vysokych Tatier vybraté tri experimentalne plochy: (1) REF - vetrom neposkodend plocha
(kontrolnd) - lokalita Smrekovec v blizkosti VySnych Hagov; (2) EXT - vetrom poSkodena
plocha s nasledne odt’azenym kalamitnym drevom — lokalita Danielov Dom v blizkosti Novej
Polianky; (3) NEX - vetrom poSkodena plocha s ponechanym kalamitnym drevom - lokalita
Jamy v blizkosti Tatranskej Lomnice. VSetky plochy maji J —JV expoziciu svahu, nadmorska
vysku okolo 1000-1250 m n.m. Dominantnym pddnym typom je kambizem leziaca na
glacidlnej moréne (Gomoryova, 2011).Vzorky boli odoberané v rokoch 2005, 2006 a 2007 raz
ro¢ne (september/oktoéber). Na kazdej ploche boli vymedzené 3 vyskumné stanovistia
(opakovania). Z kazdého stanovista bolo odobratych 6 podnych vzoriek pddnou sondou s
priemerom 3,6 cm (10 cm?) do hibky 8-10 cm. Vzorky boli prepravené do laboratoria a
nasledne extrahované 7 dni vo vysoko gradientnom aparate (Crossley a Blair, 1991). Ziskana
fauna bola skladovand v 75 % benzin alkohole a uchovavand v sklenenych skimavkach.
Pomocou stereoskopickej lupy boli ¢lankonozce s¢itané a roztriedené do skupin. Analyzované
boli zakladné ekologické parametre spoloCenstiev - abundancia, indexy diverzity (Shannon,
Pielou). Abundancie ¢lankonozcov pre jednotlivé plochy boli testované box-plot analyzou
a pouzitim dvojfaktorového neparametrického ANOVA testu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pocas troch rokov bolo indentifikovanych 15 skupin pédnych ¢lankonozcov predstavujucich
29 913 jedincov (Tab. 1). Vyrazny pokles abundancie pédnych ¢lankonozcov (p < 0,0005)
sme zaznamenali na ploche sodtazenym kalamitnym drevom (EXT) v porovnani
s kontrolnou, vetrom neposkodenou plochou (REF) (Obr. 1). Na kalamitnej ploche
ponechanej na samovyvoj (NEX) sme zistili dvojnasobne vyssSie abundancie ¢lankonozcov
ako na odtazenej ploche (EXT), (p < 0,05). Signifikantny pokles (p < 0,05) abundancie
¢lankonoZcov bol zisteny aj na NEX ploche v porovnani s REF (Obr. 1). Hodnoty abundancii
jednotlivych skupin na neodt’azenej ploche (NEX) sa viac priblizuji ku kontrolnej (REF), ako
k odt'azenej ploche (EXT).
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Obr. 1 Abundancia [ind.m?] &lankonozcov na §tudovanych plochach v rokoch 2005-2007.
Legenda: Median; Box: Percentily — 25 %, 75 %; zvislé ¢iary- neodl'ahlé- min. a max.; o odl'ahlé hodnoty, *
extrémne hodnoty

Oribatida a Collembola spolu predstavovali viac ako 80 % zistenych ¢lankonoZzcov na
vSetkych lokalitich pocas sledovaného obdobia. Pokles abundancie jednotlivych skupin
podnych clankonozcov po odt'azeni drevnej hmoty bol pravdepodobne vyvolany zmenou
vlastnosti prostredia. Odt'azenie kalamitného dreva sposobuje vacsi dopad slnecnych lucov na
povrch pddy, zvacsuju sa vykyvy tepldot, menia sa vlhkostné podmienky pddy (Wallwork,
1976), dochadza k preruseniu mykoriznych interakcii (Siira-Pietikdinen a kol., 2001), ¢o boli
zrejme hlavné pric¢iny niekolkonasobného poklesu abundancie Oribatida na EXT ploche
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v porovnani s NEX a REF plochou. Pokles pocetnosti na EXT ploche sme zaznamemali aj u
Protura a Pauropoda, rovnaky stav zistil aj Rusek (2006) na odtaZenej ploche v CHKO
Sumava. Rovnako ako Addison a Barber (1997), ani my sme nezaznamenali vyrazné zmeny
v abundancii Collembola medzi EXT a REF plochou, ¢o je v protiklade so zistenim Huhtu
a kol. (1969), ktory zaznamenal prudky narast pocetnosti Collembola 1-2 roky po odtazeni
kalamitného dreva. Podl'a Wallworka (1976), pridavok organického materidlu méze podporit’
rast hub a baktérii, co moze doCasne (kym sa nevycCerpaju zdsoby organického materialu)
spdsobit’ prudky ndrast populacie Collembola, Oribatida, Coleoptera na EXT ploche, ¢o sa
v nasom pripade potvrdilo len pre Oribatida, pricom u Coleoptera sme naopak zaznamenali
pokles abundancie.

Najvyssie indexy diverzity aj ekvitability boli zistené na EXT ploche, ¢o pravdepodobne
suvisi s vdcSou vyrovnanostou abundancii jednotlivych skupin na danej ploche. Naopak,
niekol’kondsobne prevySujuce abundancie niektorych skupin (Oribatida, Collembola,
Gamasina) v porovnani s menej poc¢etnymi skupinami, mali za nasledok pokles hodndt oboch
indexov na REF ploche (Tab. 1).

Tab. 1 Priemerna abundancia [ind.m™] skupin pddnych &lankonoZcov na kalamitnych plochach TANAP-u pocas
rokov 2005-2007

REF EXT NEX
Groups 2005  [2006 2007 2005 |2006 |2007 |2005 2006 |2007
Oribatida 244889 1221500 | 274722 | 45944 | 53556 | 39222 | 148722 | 148000 | 94889
Collembola 22667 24722 | 26889 | 15889 |23056 |26889 | 18667 |29667 |37167
Gamasina 7778 5944 | 7278 | 8889 |5000 |5278 |3056 |3722 |4667
Uropodina 7000 5833 |7000 |5611 |2611 |3278 |4500 [4667 [4944
Actinedida 2278 2444 4222 2389 |1778 [1944 2000 |3611 |3611
Acaridida 2778 | 778 1833 |889 | 1778 [1222 |444 3444 | 1167
Coleoptera 1389  |1333  |1444 |722 |556 [1222 |1944 |389 833
Protura 833 1556|1222 |667 222 [111 |278 111 111
Symphyla 500 667 444 444 |500 167 |167 333 1167
Diptera adults 111 222 111 611 111 111 |56 167 333
Araneida 111 111 0 111 222 |0 167 56 0
Pseudoscorpionida 222 56 56 56 0 56 0 0 56
Chilopoda 111 167 0 56 0 0 0 0 56
Campodeina 56 56 56 0 0 0 0 0 0
other groups 4833 111 389 389 |0 111 167 111 0
¥ abundancie 295556 | 265500 | 325667 | 82667 | 89389 | 79611 | 180167 | 194278 | 149000
Sannon's diversity (H) 0,754 10,694 0,670 |1,406 |1,175 [1,291 |0,700 |0,845 |1,075
Pielou’s evenness (J) 0,279 10,256 ]0,261 0,533 10,490 | 0,520 | 0,282 10,340 |0,433
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MOLEKULOVY SKRINING MITOCHONDRIALNYCH COX1 HAPLOTYPOV
CHORVATSKYCH POPULACII FASCIOLOIDES MAGNA METODOU HRM
Malcicka M.l, Bazsalovicsova E.!, Radvanszky J .2, Kralova-Hromadova 1.!
'Parazitologicky vistav SAV, Hlinkova 3, Kosice

?Ustav molekuldrnej fyziolégie a genetiky SAV, Vidrska 5, Bratislava

ABSTRAKT

Pomocou metédy high-resolution melting bola analyzovana Struktira a frekvencia
mitochondridlnych haplotypov protein kdédujiceho génu, podjednotky 1 cytochromoxidazy
(coxl), unovo sa objavujicej chorvatskej populacie pecenového parazita prezivavcov,
Fascioloides magna. Ciel'om prace bolo porovnat’ geneticku skladbu analyzovanej populécie
s dal$imi europskymi populdciami parazita a zistitt povod chorvatskej populacie. PCR
amplifikaciou cox1 génu a naslednou HRM analyzou boli determinované dva Strukturdlne
odlisné haplotypy, ktorych Struktira jednoznacne potvrdila podunajsky povod tohto
najnovsieho a stale expandujuceho eurépskeho ohniska F. magna.

UvoD

Fascioloides magna (Trematoda: Fasciolidae) je zadvazny peceniovy parazit Sirokého spektra
volne zijucich a domadcich preziivavcov, ktory je primarne lokalizovany vo fibréznych
pseudocystach parenchymu pecene definitivnych hostitelov. Povod F. magna je na
severoamerickom kontinente, kde sa v sucasnosti vyskytuje v piatich enzootickych oblastiach
(1) oblast’ Velkych jazier, (2) Golfské pobreZie, dolné Mississippi a juzné pobrezZie Atlantiku,
(3) severné pobrezie Tichého oceédna, (4) Skalisté hory, (5) a severny Quebec a Labrador
(Pybus, 2001). V 19. storoc¢i bol tento parazit spolu so svojimi hostitel'mi, jeleimi wapiti
introdukovany do talianskeho prirodného parku La Mandria z amerického Statu Wyoming.
(Apostolo, 1996). Dal§imi eurépskymi ohniskami vyskytu parazita sa stali stredné a juzné
Cechy a oblast Dunajskych luznych lesov, avsak povod tychto dvoch ohnisk nebol doteraz
znamy. Pomocou molekuldrnych analyz vybranych variabilnych tUsekov mitochondrialnej
DNA bol nedavno objasneny pdovod vsetkych eurdpskych populacii parazita (Taliansko,
Ceska Republika, oblast Dunajskych luznych lesov) a bola dokézan4 viacnsobn4 introdukcia
F. magna do Europy z USA. Boli potvrdené¢ dve nezavislé¢ fylogenetické linie parazita,
pricom prvu liniu tvorili populécie z Talianska a amerického severozépadu a druha liniu
reprezentovali Ceské a podunajské populacie ajedince zjuhovychodného pobrezia USA.
Porovnévacia analyza vylucila moznost’ introdukcie parazita do d’alSich dvoch eurdpskych
ohnisk z primarneho ohniska v Taliansku. Na druhej strane identické haplotypy v Cechach
a v oblasti Dunajskych luznych lesov (Slovensko, Mad’arsko) poukédzali na to, Ze do
podunajskej oblasti sa F. magna dostala pravdepodobne importom nakazenych jelenov
z Ciech (Kralova-Hromadova a kol., 2011). Dunajské luzné lesy, ktoré predstavuji velmi
Specificky a unikatny biotop, poskytuju optimalne prostredie pre medzihostitel'ov — vodnych
ulitnikov (Galba truncatula), ako aj volné migracné cesty pre definitivnych hostitelov.
Vdaka tymto priaznivym ekologickym podmienkam sa neustale objavuji nové oblasti
vyskytu F. magna, naposledy v Chorvatsku a v Srbsku (Marinculi¢ a kol., 2002; Marinkovic
a Nesic, 2008).

Pre Studium povodu populdcii F. magna bolo nevyhnutné analyzovat Siroké spektrum
vzoriek z roznych geografickych oblasti parazita, ¢o kladlo vysoké casové a financné naroky
na sekvenacné analyzy. Metdda high-resolution melting (HRM) je rychla a spolahliva
technika zamerand detekciu nukleotidovych varidcii a skrining roéznych genotypov, ¢o
umoznuje podrobit’ sekvenacnej analyze iba vybranych reprezentantov Specifickych
genotypov. Z tohto dovodu bola taito metdda nedadvno optimalizovand a uspesne vyuzitd na
typizéaciu eurdpskych populacii F. magna (Radvansky a kol., 2011). Za ucelom optimalizécie
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metody a pre lepSie rozliSenie teplotnych kriviek a reprodukovatelnost’ ziskanych vysledkov
boli navrhnuté tri vnitorné oligonukleotidové sondy, za pomoci ktorych boli detegované
jedinecné genetické varianty u populacii F. magna (Radvansky a kol., 2011).

Cielom tejto prace bolo pomocou $pecificky modifikovanej metody HRM stanovit’ Struktiru
a frekvenciu mitochondrialnych cox1 haplotypov u novo sa objavujticej chorvatskej populacie
F. magna, ziskané vysledky porovnat’ s doterajSimi poznatkami o eurdpskych populdciach
parazita a zistit’ povod chorvatskych jedincov.

MATERIAL A METODIKA

Dospelé jedince F. magna boli ziskané pitvou fibréznych cyst pe€eni jeleiia lesného (Cervus
elaphus elaphus), premyté v PBS roztoku a fixované¢ v 96 % etanole. Celkovo bolo
analyzovanych 200 jedincov F. magna, ktoré pochadzali z 19 peceni definitivnych hostitelov
z lokality Tikves na severozapade Chorvatska.

Izolacia DNA

Genomickd DNA (gDNA) dospelych jedincov bola ziskand z20 mg tkaniva parazita
klasickou fenol-chloroform-izoamylalkoholovou extrakciou (Kralova-Hromadova a kol.,
2008). Izolovana gDNA bola rozpustena v 50 ul deionizovanej vody a uchovavana pri -20°C.
PCR amplifikacia

Na PCR amplifikéaciu variabilného tseku cox1 (~440 bp) mitochondidlnej DNA boli pouzité
primery navrhnuté v praci Krdlova-Hromadova a kol. (2008). Amplifikacia bola vykonana v
96-jamkovych platnickach v podmienkach asymetrickej PCR reakcie s pridanim DNA
viazucej fluorescen¢nej farbicky LCGreen Plus (Idaho Technology, USA) a troch vnuitornych
oligonukleotidovych sond navrhnutych v praci Radvansky a kol. (2011). Reak¢éna zmes bola
prekryta 15 pl vrstvou mineralneho oleja (Sigma, USA). Po amplifikacii boli PCR produkty
zahriate na 94°C po dobu 30 sekund a nésledne ochladené na 25°C.

High-resolution melting (HRM) analyza

Teplotné krivky vzoriek boli ziskané pomocou pristroja LightScanner (Idaho Technology,
USA). Pomocou postupného zahrievania od 40°C do 95°C bolo navodené topenie DNA za
stucasného zaznamenavania hladiny fluorescencie. Po ochladeni vzoriek bol proces topenia
zopakovany za rovnakych podmienok. Disociacné spravanie hlavného amplikonu a
vnutornych sond bolo zaznamenané vo forme fluorescenénych kriviek, ktoré umoziuja
porovnat’ teplotné profily jednotlivych vzoriek. Ako referenéné boli pouzité vzorky
odpovedajuce piatim Strukturdlne odlisSnym haplotypom, ktoré boli determinované na zaklade
sekvenovania aj HRM  analyzy (Hal-Taliansko; = Ha2  -Taliansko; = Ha3-
Cesko/Slovensko/Mad'arsko; Ha4-Cesko/Slovensko; HaS5-Cesko) (Radvéansky akol., 2011).
Analyza dat bola vykonana pomocou softvéru LightScanner verzia 2.0.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledkom analyzy 439-bazovej oblasti cox] génu u 200 jedincov F. magna izolovanych
z pecene jelena z Chorvatska bolo determinovanie dvoch rozdielnych haplotypov, ktoré boli
100% identick¢ s dvomi (Ha3, Ha4) z celkovo znamych piatich referen¢nych haplotypov
(Radvansky a kol., 2011). Haplotyp Ha3 bol detegovany u 186 vzoriek (93%), zatial’ ¢o druhy
typ haplotypu Ha4 bol zisteny u 14 vzoriek (7%). Neboli determinované ziadne nové,
geneticky nezndme mitochondrialne haplotypy.

Ziskané vysledky tak jednozna¢ne poukazuju na podunajsky povod analyzovanej chorvatskej
populacie parazita. D4 sa predpokladat, ze od prvych nalezov F. magna v oblasti Raktska
(Winkelmayer a Prosl, 2001), Slovenska (Rajsky akol., 2004) a Madarska (Majoros
a Sztojkov 2004) sa introdukovana motolica Uspes$ne adaptovala na eurdpskeho Specifického
hostitel'a (jelena eurdpskeho) a vytvorila v oblasti dunajskych luznych lesov stabilné a
neustale sa rozSirujice ohnisko fascioloidézy, c¢oho dokazom je geneticky identickd
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chorvatska populécia parazita. Z hl'adiska ¢asového a financného aspektu danej molekularne;j
analyzy, HRM analyza umoznila spol'ahlivy molekuldrny skrining geneticky nezndmych
variantov oproti vopred definovanym Standardam. KedZe neboli zistené Ziadne nové
genotypy, nebolo nutné podrobit’ ziadnu vzorku dodato¢nej sekvenacnej analyze.
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POROVNANIE EFEKTIVITY ZNACENIA PROLIFERUJUCICH BUNIEK PO
INTRAPERI"I:ONEALNOM A PERORALNOM PODANI BRDU U POTKANA.
Matiasova A., Sevc J, Mikes J., Jendzelovsky R., Katna V., Daxnerova Z., Fedorocko P.

Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedeckda fakulta UPJS v KosSiciach

ABSTRAKT

V experimente sme sa zamerali na sledovanie hladiny 5-bromo-2’-deoxyuridinu (BrdU)
v krvnom sére potkanov po intraperitonedlnom (i.p.) podani davky 50mg/kg a 100mg/kg
telesnej hmotnosti a po peroralnom (p.o.) podani BrdU v koncentracii 1mg/ml pitnej vody.
Proliferujice nadorové bunky linie HL-60 sme kultivovali sizolovanym sérami. Pocas
kultivacie dochadzalo ku vychytavaniu a inkorporacii BrdU do DNA buniek, ktoré
prechadzali S-fazou bunkového cyklu. Mnozstvo BrdU inkorporovaného v DNA buniek a
teda aj relativne mnozstvo BrdU pritomné v sére sme analyzovali prietokovym cytometrom.
Zistili sme, Ze uz 5 minut po intraperitonealnom podani je hladina BrdU v krvi vysoké a po
60-90 minatach v oboch sledovanych koncentracidch klesd a je nedostatocna na oznacenie
vSetkych buniek vstupujucich do S-fazy bunkového cyklu. Na sledovanie proliferacie buniek
v pricbehu dlhSiecho c¢asového obdobia je vyuzivany peroralny spdsob podavania.
Predpokladame vsak, ze nepravidelny prijem vody potkanmi v priebehu svetlej a tmavej fazy
dina negativne ovplyviuje aj peroralny prijem BrdU. Z analyzy prietokovym cytometrom
vyplyva, Ze percento BrdU+ buniek ateda aj relativna hladina BrdU st v sére
experimentalnych zvierat po peroralnom podani velmi nizke a nedostatocné na oznacenie
buniek vstupujlicich do S-fazy bunkového cyklu. Imunohistochemickym znacenim
proliferujucich buniek sme v miechach potkanov nezaznamenali signifikantny rozdiel v pocte
BrdU+ buniek po jeho intraperitonedlnom podani v koncentracii 50mg/kg a 100mg/kg. Pocet
BrdU+ buniek v subgranuldnej zéne gyrus dentatus hipokampu je po perordlnom podani
BrdU v koncentracii 1mg/ml ovela niZ§i v porovnani s intraperitonedlne podanym BrdU
v koncentracii 50mg/kg, co naznacuje, ze peroralna aplikacia BrdU nie je vhodna na znacenie
proliferujucich buniek.

UvOoD

V stcasnosti s v experimentidlnej a klinickej praxi vyuzivané imunohistochemické
a imunofluorescenéné metddy znacenia buniek pomocou Specifickych markerov. Na
sledovanie proliferacnej aktivity buniek v normdlnom, ako aj v patologicky pozmenenom
tkanive su dostupné endogénne a exogénne markery. Medzi najviac vyuzivané exogénne
markery patri 5-bromo-2’-deoxyuridin (BrdU), ktory ma na piatom uhliku naviazany atém
bromu (Taupin, 2007). Gratzner a kol. (1982) syntetizovali monoklonalnu protilatku, ktora sa
dokéze viazat’ na atom bromu v BrdU a tak detekovat’ jeho pritomnost’ v DNA proliferujicich
buniek. Tento fakt viedol k aktivhemu vyuZzivaniu BrdU pri Stadiu bunkovej proliferacie
a doby ich vzniku (Burger a kol., 1988). Atdm bromu v molekule BrdU ma vSak vyrazné
radiosenzibilizujuce, cytostatické, teratogénne ucinky a predlzuje trvanie bunkového cyklu
(Taupin, 2007). Povodne bolo BrdU vyuZivané ako cytostatikum v radia¢nej terapii u
pacientov s nadorovym ochorenim (Kuhn a Cooper-Kuhn, 2007). Aplikaciu BrdU pokusnym
zvieratdm v experimente je preto nevyhnutné starostlivo naplénovat, aby sme predisli
ovplyvneniu proliferacnej aktivity buniek, aby boli ziskané vysledky jednoznacné a spravne
interpretované. PouZivanie BrdU ako markera proliferujicich buniek vo vyvijajicom sa
nervovom systéme zaviedli Nowakowski a kol. (1989) (Taupin, 2007), no tato latka vo
vysokych dévkach negativne ovplyviiuje normdlny vyvin mozgu a vedie k pred¢asnému
starnutiu (Kolb a kol., 1999). BrdU mozno vyuzit' pri determinécii doby vzniku buniek vo
vyvijajicom sa nervovom systéme pocas embryondlneho obdobia a viacndsobnym znacenim
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tak identifikovat’ ich fenotyp. Ddlezity je vSak sposob podania a koncentrécia, ktora musi byt
zvolena tak, aby bola v priebehu celého in vivo experimentu dostato¢na a konStantnd na
oznacenie proliferujacich buniek a zaroven, aby boli negativne vplyvy BrdU eliminované na
minimum. Zvyc€ajne je BrdU potkanom poddvané intraperitonedlnou a perordlnou cestou.
Intravendzne podanie nie je pre malé laboratorne zvieratd vhodné a intracerebroventrikularne
podanie vyuzivané pri Stadiu nervového systému vyzaduje chirurgicky zakrok (Taupin, 2007).
Rozhodli sme sa preto sledovat’ efektivitu znacenia proliferujicich buniek pomocou BrdU po
intraperitonealnom podani v dvoch najCastejSie pouzivanych koncentraciach (50mg/kg
a 100mg/kg) a po perordlnom podani v koncentracii Img/ml pitnej vody. Cielom tejto prace
je zistit, ako sa meni hladina BrdU v krvi po intraperitonedlnom podani a ¢i je nevyhnutné
podavat BrdU intraperitonealne vo vysSej koncentracii. Zaroven predpokladame, ze
nepravidelny prijem vody potkanmi v priebehu svetlej atmavej fazy dna negativne
ovplyviiuje aj peroralny prijem BrdU rozpusteného v pitnej vode, ¢o naznacuje nevhodnost’
aplikacie BrdU do organizmu peroralnou cestou.

MATERIAL A METODIKA

V prvej Casti experimentu sme sa zamerali na sledovanie farmakokinetiky BrdU v sére
potkana po jeho intraperitonedlnom podani v koncentracidch 50mg/kg a 100mg/kg telesnej
hmotnosti v in vitro a in vivo podmienkach. Pre in vitro experiment sme pouzili 42 dospelych
potkanov kmena Wistar oboch pohlavi vadziacich 300-350 gramov. Zvierata boli chované v
Standardnych laboratornych podmienkach s neobmedzenym pristupom k vode a potrave
arozdelené boli na skupinu si.p. podanym BrdU v koncentracii 50mg/kg a skupinu s i.p.
podanym BrdU v koncetracii 100mg/kg. V kazdej skupine bolo pouzitych 21 potkanov,
ktorym sme 1.p. podali 2 ml roztoku BrdU. Zvierata boli dekapitované v ¢asovych intervaloch
5, 10, 15, 60, 90, 120 a 180 minut od podania BrdU, pricom kazdy casovy interval
reprezentovali tri zvieratd. Z krvi sme izolovali sérum, ktoré bolo zmrazené a uchované pri -
20°C az do zaciatku in vitro experimentu. Na sledovanie hladiny BrdU sme vyvinuli metdédu
kultivacie rychlo proliferujicich nadorovych buniek (suspenzna leukemicka linia HL-60)
v sérach experimentalnych zvierat. Vzorky boli 30 minut inkubované s anti-BrdU protilatkou
a izotypovou kontrolou. Obsah BrdU inkorporovaného do DNA nadorovych buniek sme
analyzovali prietokovym cytometrom. Pre in vivo experiment sme pouzili 6 dospelych
potkanov kmena Wistar vo veku 5 tyzdiov. Dve hodiny pred usmrtenim bolo 3 zvieratdm
podané BrdU intraperitonealne v koncentracii 50 mg/kg a 3 zvieratdm v koncentracii 100
mg/kg. Zvieratd boli usmrtené transkardidlnou perfuziou a vzorky boli imunohistochemicky
spracované pre svetelni mikroskopiu. V druhej Casti experimentu sme sa zamerali na
sledovanie hladiny BrdU v krvnom sére potkanov, ktorym bolo peroralne podané BrdU v
koncentracii 1mg/ml pitnej vody. V in vitro experimente sme pouzili 24 dospelych potkanov
kmefia Wistar oboch pohlavi (9 300-370g; & 400-500g). Vsetky zvierata mali pristup k vode
s rozpustenym BrdU minimélne 12 hodin pred usmrtenim. V priebehu svetlej (8:00 — 20:00
hod.) a tmavej fazy dia (20:00 — 8:00 hod.) boli vo vybranych ¢asovych bodoch (2, 5, 7, 8, 9,
11, 14, 17, 19, 20, 21, 23 hod.) usmrtené tri zvieratd. Nadorové bunky linie HL-60 boli
kultivované s izolovanym krvnym sérom experimentalnych zvierat a spracované na analyzu
prietokovym cytometrom rovnako, ako v predchadzajicom in vitro experimente. Pre in vivo
vySetrenie sme pouzili 12 dospelych potkanov kmenia Wistar. Tri zvieratd mali pristup k vode
s BrdU v koncentracii Img/ml pocas svetlej fazy dna (12 hodin) a tri zvieratd pocas tmavej
fazy dna (12 hodin). Ako kontrolu sme pouzili 3 zvieratd, ktorym bolo BrdU intraperitonealne
podané priebehu svetlej a 3 zvieratam v priebehu tmavej fazy dia v koncentracii 50mg/kg
6krat (kazdé 2 hodiny). Vzorky boli imunohistochemicky spracované pre svetelni
mikroskopiu. Pocet BrdU pozitivnych buniek sme vyhodnotili v oblasti hilu a subgranularnej
zony gyrus dentatus hipokampu.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Napriek tomu, Ze je BrdU najcastejSie pouzivanym markerom proliferujucich buniek, spdsoby
jeho podavania st u r6znych autorov nejednotné. Pri aplikacii BrdU intraperitonealnou cestou
je pouzivana koncentracia v rozmedzi od 20 do 400mg/kg telesnej hmotnosti pokusného
zvierata (Kuhn, H.G. a Cooper-Kuhn, C.M., 2007), naj¢astejSie vSak 50mg/kg (Horner a kol.,
2000) alebo 100mg/kg (Fernandez a kol., 2002). Nie len presna davka, ale ani intervaly, ktoré
autori vyuzivaju od podania prvej davky BrdU po usmrtenie zvierata, resp. po podanie
nasledujiucej davky pri skimani proliferdcie z hladiska dlhSieho Casového tseku nie su
definované. NajcastejSie sa jedna o 1 hodinovy (Horner a kol., 2000), 2 hodinovy (Noll a
Miller, 1993), 6 hodinovy (Pringle a kol., 2003), 12 hodinovy (Hartfuss a kol., 2001) alebo
dokonca 24 hodinovy interval (Noll a Miller, 1993). V nasej praci sme sa preto rozhodli zistit’
biologicku dostupnost’ BrdU od jeho intraperitonedlneho podania v koncentracii 50mg/kg
a 100mg/kg telesnej hmotnosti a vyhodnotit’ prijem BrdU podavaného peroralne v pitnej vode
v zavislosti na prirodzenych biorytmoch laboratornych potkanov. V pristupe, ktory sme
zvolili je dolezity fakt, Ze analyzou zabudovania BrdU do DNA proliferujacich buniek zo séra
experimentalnych potkanov ur¢ime prahovil hodnotu vyuZitelnosti BrdU pre bunky v S-faze.
Analyzou vzoriek na prietokovom cytometri sme zistili, ze po 5 minttach od i.p. podania
BrdU v davke 50mg/kg ako aj 100mg/kg je jeho koncentracia v krvnom sére vysoka (Graf 1).
Intenzita fluorescencie fluorescein isothiokyanatu (FITC) konjugovaného s anti-BrdU
protilatkou vyhodnotena ako median fluorescencie dokazuje, ze BrdU je v dostato¢ne vysokej
koncentracii pritomné v krvnom sére priblizne jednu hodinu a postupne klesd pri oboch
sledovanych koncentraciach priCom uz okolo 2. hodiny klesne na hodnotu, ktord sa blizi k
hranici detekcie BrdU touto metédou (index fluorescencnych medidnov=1). Okrem
vyhodnotenia fluorescenénych medianov sme vyhodnotili aj percento BrdU pozitivnych S-
fazovych buniek (Graf 2). Zistili sme, ze po 60-90 minutach od podania BrdU je jeho
koncentracia v sére experimentalnych zvierat nedostatocna na oznacenie vSetkych buniek v S-
faze bunkového cyklu. Napriek vysSej koncentracii a dlhSej pritomnosti BrdU v sére po
podani davky 100mg/kg je efektivita znacenia S-fdzovych buniek podobna ako pri
koncentracii 50mg/kg. V miechach spracovanych pre svetlenii mikroskopiu sme vyhodnotili
pocet BrdU+ buniek po intraperitonealnom podani BrdU v koncentracii 50mg/kg a 100mg/kg,
no nezistili sme signifikantny rozdiel v ich pocte. S ohl'adom na cytostatické uéinky BrdU
preto predpokladame, ze nie je nevyhnutné pouzivat’ BrdU intraperitonealne v koncentracii
100mg/kg telesnej hmotnosti. Peroralna aplikacia BrdU v koncentracii 1mg/ml pitnej vody sa
vyuziva najmd na sledovanie prolifera¢nej aktivity buniek v priebehu dlhSieho casového
obdobia. Intraperitonedlne podavanie BrdU je v priebehu dlhSicho obdobia pre
zviera stresujice, preto je nevyhnutné perordlnu aplikaciu dokonale charakterizovat'.
Vzhl'adom na prirodzené spravanie sa potkanov pocas svetlej a tmavej fazy dia sme sledovali
vhodnost’ peroralneho podéavania BrdU v danej koncentricii. Potkany prijimaju potravu
a vodu v malych davkach v priebehu celého dna, resp. aktivnej fazy dna. U zvierat, ktoré ziju
v zajati sa vSak aktivna Cast’ diia vyrazne skracuje. Zvierata takmer cely den spia a aktivne st
hlavne obdobi od simraku do usvitu. VzhI’'adom na to, ze st zvierata cez den malo aktivne,
prijimaji menej vody a pravdepodobne aj menej BrdU, ¢o sme potvrdili meranim spotreby
vody potkanmi v priebehu svetlej a tmavej fazy dna (Graf 3). Po spracovani vzoriek a

merani na prietokovom cytometri sme vyhodnotili aktualnu hladinu BrdU v sledovanych
¢asovych bodoch pocas svetlej a tmavej fazy dna. Zistili sme, Ze percento BrdU+ buniek je
vel'mi nizke, ¢o odzrkadl'uje malé mnoZstvo BrdU, ktoré sa do organizmu po p.o. aplikacii
v danej koncentracii dostane (Graf 4). Zin vivo experimentu uskutonené¢ho na tkanive
hipokampu sme zistili, Ze poget BrdU+ buniek v Imm’ tkaniva je po peroralnom podani
v priebehu tmavej fazy dna vyssi, ako pocas svetlej fazy dina. Pocet BrdU+ buniek v tkanive
po p.o. podani v priebehu svetlej a tmavej fazy dila sme porovnali s poctom BrdU+ buniek po
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1.p. podani (50mg/kg), ktoré bolo taktiez podavané v priebehu svetlej a tmavej fazy dia.
Zistili sme, ze v pocas tmavej fazy dia, kedy st zvierata aktivne bolo po p.o. podani
oznadenych priblizne 226 buniek/mm’ tkaniva, zatial o po i.p. podani bolo oznatenych
v priemere az 1104 buniek/mm’ tkaniva. V priebehu svetlej fazy diia, kedy st potkany menej
aktivne bolo po p.o. podani oznacenych v priemere 76 buniek/mm’ tkaniva a po i.p. podani
priblizne 940 buniek/mm’ tkaniva. Z daného experimentu vyplyva, Ze v in vivo podmienkach
je po p.o. podani oznaCeny len velmi maly pocet alebo takmer ziadne bunky, Co by
u experimentatora mohlo vyvolat' falosny pocit, Ze znacenie buniek prebehlo spravne. Na
zéklade nasich vysledkov z in vitro experimentu vSak nerovnomerny prijem vody a zarovei aj
BrdU spochybniuje objektivnost’ takto ziskanych tidajov o proliferacii buniek. Alternativou na
znacenie buniek v priebehu dlhsicho obdobia moze byt vyuzivanie osmotickych pamp alebo
intraperitonealne podavanie BrdU v priebehu dna kombinované s perordlnym prijmom
v priebehu noci v zavislosti od dizky S-fazy a bunkového cyklu, ako to navrhovali Kuhn
a Cooper-Kuhn (2008).
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PODIEL NEKASPAZOVEJ DRAHY V MECHANIZME PROGRAMOVANEJ
BUNKOVEJ SMRTI PO FOTODYNAMICKEJ TERAPII S HYPERICINOM.
Mikesova L., Mikes J., Valekova B., Vargova J., Fedorocko P.

Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedeckd fakulta, UPJS Kosice

ABSTRAKT

Fotodynamicka terapia vyvoléava tri morfologicky rozpoznatelné formy bunkovej smrti, a to
apoptézu, nekrozu a autofagiu. NajcastejSie Studovanou formou je apoptdza, pozorovana
v mnohych nadorovych bunkovych liniach po PDT s roznymi fotosenzibilizatormi. Apoptdza,
ktora je precizne regulovand a energeticky zavisla je najCastejSie spajand s aktivaciou kaspaz
zodpovednych za jej priebeh. Avsak Coraz CastejSie sa objavuju dokazy o tom, ze apoptdza
modze prebichat’ aj nezdvisle od aktivacie kaspdz. NajzndmejSimi induktormi bunkovej smrti
nezavislej od kaspaz su endonukleaza G (EndoG) a faktor indukujtci apoptéozu (AIF). Mnohé
Studie sa vSak rozchadzaju v tvrdeniach o zavislosti proapoptotickej funkcie AIF od kaspaz.
Uloha AIF vo fotodynamickej terapii (PDT) je doposial mélo preskimana, rozporuplna
a v pripade PDT s hypericinom dokonca tplne neznama. Preto cielom nasej prace bolo zistit’
podiel tejto alternativnej formy bunkovej smrti na celkovej fotocytotoxicite po PDT
s hypericinom. S vyuZitim simultanneho sledovania zmien mitochondridlneho potencialu
a aktivity kaspazy 3, externalizacie fosfatidylserinu a viability alebo metabolickej aktivity s
viabilitou pomocou prietokovej cytometrie, kombinovanym sledovanim viability,
morfologickych zmien a aktivity kaspazy 3 pomocou fluorescencnej mikroskopie
a stanovenim intracelularnej lokalizdcie AIF pomocou konfokalnej mikroskopie sme
potvrdili, Ze apoptdza sprevadzana aktivaciou kaspazy 3 je primarnou formou bunkovej smrti
po PDT s hypericinom, a to vo vdc¢Sine testovanych nddorovych bunkovych linii. K zapojeniu
od kaspaz nezavislych foriem PCD dochadza pravdepodobne az v neskorSich ¢asovych
intervaloch po PDT.

UvOD

Apoptoza predstavuje formu programovanej bunkovej smrti (PCD), ktora je precizne
regulovand, energeticky zavisld a nevyhnutna pre skory embryondlny vyvin a udrziavanie
tkanivovej homeostdzy. Vacsina proapoptotickych signalnych drah, ¢i uz zavislych alebo
nezavislych od aktivity kaspaz sa zbieha k mitochondridm, ktorych regulované poskodenie
vedie kuvolneniu mnohych apoptogénnych proteinov z intermembranového priestoru do
cytosolu (Kroemer akol., 2007), napr. cytochromu c¢ (Li akol.,, 1997), Smac/DIABLO
(Verhangen a kol., 2000), HtrA2/Omi (Li a kol., 2002), ale aj d’al§ich proteinov, ako napr.
AIF alebo EndoG. AIF na jednej strane prostrednictvom svojej oxidoreduktazovej funkcie
podporuje prezivanie buniek, ale na druhej strane sa po uvolneni z mitochondrii stava
letdlnym faktorom spdsobujucim chromatinovii kondenzaciu a DNA fragmentaciu. Mnohé
studie sa vSak rozchadzaju v tvrdeniach o zavislosti proapoptotickej funkcie AIF od kaspaz.

MATERIAL A METODIKA

Bunkové linie odvodené od nadorov hrubého ¢reva HT-29, SW-480, SW-620 (RPMI-1610),
HCT-116 (McCoy’s 5A) boli kultivované v prislusnych médidch obohatenych o 10% FBS,
antiobiotikd a gentamycin pri teplote 37 °C, 95% vlhkosti a 5% podielom CO, v atmosfére.
Pre pripravu vzoriek pre fluorescenéni mikroskopiu boli bunky kultivované 24 hodin na
podloznom sklicku osadenom s 12-jamkovou silikbnovou mriezkou, ato v médiu
prislichajucom danej bunkovej linii o hustote 2.10*cm® Sestnast hodin pred PDT bol
k bunkam pridany hypericin a po inkubdcii bol hypericin aktivovany ozarovacim zariadenim.
Hned’ po osvieteni vzoriek bol pridany Specificky substrat pre kaspazu 3 (Biotium, Hayward,
CA, USA). V Gase analyzy bolo k bunkdm pridané farbivo Hoechst 33342 (2 pg.ml"'/30
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min/37 °C) a propidium jodid (25 pg.ml'/5 min/37 °C) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Vzorky sme scentrifugovali, médium odsali, nahradili ¢erstvym médiom a podrobili
analyze pomocou fluorescencného mikroskopu Leica DMI6000B (Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany).

Pre konfokdlnu mikroskopiu boli bunky kultivované a podrobené PDT podobne ako pri
priprave vzoriek na fluorescenéni mikroskopiu. V €ase analyzy boli bunky po odsati média
preplachnuté studenym PBS, zafixované 4% paraformaldehydom (10 min/RT), dvakrat
premyté studenym PBS, permeabilizované (0.5% Triton-X-100 v PBS), blokované (1% FBS
v PBS) ainkubované s primarnou protildtkou cez noc. Po 4-ndsobnom premyti sklicka
studenym PBS boli bunky inkubované s biotinylovanou sekundarnou protilatkou 1,5 hodiny.
Vzorka bola nasledné opédt 4x premytd s PBS anasledovala inkubacia s fluorescencne
znaCenym streptavidinom (15 minut/4 °C). Po premyti s PBS bola DNA buniek farbena
pomocou DRAQS (Biostatus Limited, Leicestershire, UK) (20 min), bunky opat’ 2x premyté
s PBS anasledne zaliate pod krycie sklicko v zalievacom médiu a ponechané pri 4°C
minimalne cez noc az do analyzy konfokdlnym mikroskopom Leica TCS SP5X (Leica
Microsystems).

Priprava vzoriek pre prietokovy cytometer:

Mitochondridlny membranovy potencial a aktivacia kaspazy 3: po osvieteni vzoriek bol
k bunkam pridany Specificky substrat pre kaspazu 3 (Biotium). Adherentné a plavajuce bunky
boli zozbierané v prisluSnych ¢asovych intervaloch po PDT s hypericinom, premyté v HBSS
a farbené tetramethylrhodamine ethyl ester perchloratom (TMRE; 100 nmol.dm™/15 min/37
°C) aanalyzované prietokovym cytometrom. Analyza externalizacie fosfatidylserinu: po
zozbierani boli bunky ofarbené Annexin V-FITC (15 min/37 °C) (DAKO, Medesa s.r.o.,
Poli¢ka, CR) a propidium jodidom (25 pg.ml"/5 min/37 °C) (Sigma-Aldrich) a analyzované
prietokovym cytometrom. Metabolicka aktivita a viabilita: po zozbierani boli bunky farbené
pomocou fluorescein diacetatu (100 ng.ml"'/20 min/ 37 °C), propidium jodidom (25 pg.ml"/5
min/37 °C) (Sigma-Aldrich) a analyzované prietokovym cytometrom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

KedzZe citlivost’ jednotlivych naddorovych bunkovych linii na PDT s hypericinom je rozdielna,
na zaklade vysledkov MTT testu metabolickej aktivity uskutocnenom na Siestich nadorovych
bunkovych liniach hrubého &reva (HT-29, HCT116 wt, HCT116 p53™*, HCT116 p53™, SW-
480, SW-620) sme na 24 a 48 hod po PDT s hypericinom uréili hodnoty IC50, ktoré sme
pouzili v nasledujicich experimentoch. Na vybranych bunkovych modeloch sme chceli
preukazat’ vyskyt buniek s apoptotickou morfologiou, a to s aktivaciou a bez aktivacie kaspaz.
Pomocou Specifickych fluorescencnych farbiv Hoechst 33342, Specifického substratu pre
kaspazu 3 a propidium jodidu sme tieto morfologické prejavy PCD pozorovali fluorescencnou
mikroskopiou na 3, 8, 24 a 48 hod po PDT. Na zaklade morfoldgie a biochemickych zmien
sme hodnotili 8 subpopuldcii buniek. V bunkovej linii SW-480 bol vyrazny ucinok PDT
pozorovatel'ny na 24 hod. Vyznamnej$i vyskyt populacie buniek s apoptotickou morfologiou,
ale bez aktivacie kaspaz sme pozorovali az 48 hod po PDT. Bunkova linia HCT116 wt do 24
hod reagovala pomerne slabo na PDT, ale z 24 na 48 hod doslo k prudkej zmene a poklesu
viability, pricom vyrazny narast populdcie apoptotickych buniek bez aktivacie kaspaz sa
objavil taktiez na 48 hod. Naopak v bunkovej linii HT-29 sme pozorovali len minimélne
zmeny a vysoku viabilitu vo vSetkych ¢asovych intervaloch.

Kliacové mechanizmy PCD, ato externalizaciu fosfatidylserinu (PS), depolarizdciu MMP,
zmeny v metabolickej aktivite buniek, ako aj aktivaciu kaspazy 3 sme sledovali na
spominanych Siestich nddorovych bunkovych liniach v ¢asovych intervaloch 3, 8 a 24 hod po
PDT pomocou prietokovej cytometrie. Pre urcenie podielu nekaspazovych mechanizmov
PCD uc¢inkom PDT sme zvolili simultdnne sledovanie zmeny MMP spolu s aktivaciou
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kaspazy 3. Vysledky dokazali, ze uz na 3 hod dochadza k aktivacii kaspazy 3 vo vicSine
testovanych bunkovych linii aani 8 hod po PDT sme nepozorovali vyznamnej$i narast
subpopuléacie buniek umierajucej nezavisle od kaspdz. Predpokladame teda, Ze spustenie
kaspdzovej drahy je primarnym mechanizmom PCD v testovanych nadorovych bunkach po
PDT s hypericinom.

Pri sledovani zmien metabolickej aktivity boli pozorovatelné zasadnejSie zmeny na 24 hod,
kde podobne ako pri depolarizacii MMP dochadza k najvacsim poklesom percenta
metabolicky aktivnych buniek v bunkovych liniach HCT116 wt a SW-480. Spomedzi buniek
HCT116 su najrezistentnejSie HCT1 16p53'/ ", ¢o koreluje aj s vysledkami depolarizacie MMP.
Aj ked’ uz na tretiu hod je pozorovatelné signifikantné zvysenie percenta Annexin V' buniek
oproti kontrole vo vSetkych bunkovych liniach, vo vSeobecnosti externalizacia PS nekoreluje
s depolarizdciou MMP a aktivaciou kaspazy 3, pripadne s poklesom percenta metabolicky
aktivnych buniek. Naznacuje to deregulaciu niektorych mechanizmov, ked’ k externalizacii
PS bud’ nedochadza, alebo dochadza k jeho reinternalizacii.

Samotnu translokacie AIF z mitochondrii sme pozorovali konfokalnou mikroskopiou
v bunkovych linidch HT-29, HCT116wt, SW-480 a SW-620 v adherencii na 1, 3 a 8 hod po
PDT s hypericinom. Avsak translokaciu AIF sme nepozorovali v ziadnej zo spominanych
bunkovych linii ani 8 hod po PDT a v dlhSich ¢asovych intervaloch nebolo mozné bunky
analyzovat’ klasickym imunohistochemickym postupom, pretoze sa pocas pripravy odliepali
od podlozného sklicka a stracali. Preto sme sa rozhodli analyzovat’ bunky metddou cytospinu.
Tomu vsak predchadzala podobnejSia analyza bunkovych subpopulécii-plavajucich a
adherentnych buniek samostatne pomocou prietokovej cytometrie. Potvrdili sme, Zze prave
populacia plavajucich buniek obsahuje najvacsi podiel umierajucich buniek a Ze od kaspaz
zavisla PCD je majoritnou formou bunkovej smrti po PDT s hypericinom vo vécSine
bunkovych linii. Aj ked’ touto metodikou pozorujeme populdcie buniek umierajicich bez
aktivacie kaspazy, tito metodika ndm neposkytuje informacie o morfologii jadra a lokalizacii
AIF. Téato populdcia buniek umierajucich bez aktivacie kaspazy moéze obsahovat bunky
umierajuce nekaspazovou formou PCD, ako aj bunky nekrotické. Preto bolo potrebné
analyzovat tieto zmeny konfokélnou mikroskopiou. Cytospinom pripravené vzorky pomohli
zachytit’ aj subpopulaciu plavajacich buniek. Vo vSetkych bunkovych linidch sme vSak ani na
24 hod ani na 48 hod po PDT nepozorovali translokaciu AIF do jadra. V pripade buniek HT-
29 sme vzhl'adom k nizkej toxicite, ktorti vyvolala IC50 hodnota (60 nM) pouzili vysSiu, az
125 nM koncentraciu hypericinu a uz na 24 hod po PDT sme pozorovali translokaciu AIF
z mitochondrii do jadra.

Vo vicsine testovanych bunkovych linii je primarnou formou bunkovej smrti ,,kaspazami
sprostredkovana® PCD. Nekaspazové formy PCD sa s vys$Sou pravdepodobnostou objavuju
az v neskorSich ¢asovych intervaloch (24-viac hod). IC50 urené pomocou MTT testu
vykazuju Siroké spektrum roéznych odpovedi. Zdd sa, ze samotnd PDT s hypericinom
nespusta nekaspazové drahy ako prioritné, ale k ich spusteniu dochadza pravdepodobne v
dosledku nastupu rezistencie nadorovych bunkovych linii voci terapii. Vysledky analyz
poukdzali nielen na rozdielnu citlivost’ testovanych nadorovych bunkovych linii, ale aj na
rozdiely vreguldcii PCD zpohladu aktivacie kaspaz. Podrobna analyza subpopulacii
adherentnych a odlepenych buniek dokazala ich tendenciu uvolfiovat’ sa z adherencie uz
v uvodnych fazach PCD.
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MEMBRANOVE ZNACENIE MEZENCHYMOVYCH KMENOVYCH BUNIEK
KOSTNEJ DRENE V PODMIENKACH IN VITRO

Nagyova M., Slovinska L., Grul'ova I., Cizkova D.

Neurobiologicky ustav SAV, Kosice

ABSTRAKT

Mezenchymové kmenové bunky (MSCs) su dospelé, nehematopoetické kmenové bunky,
ktoré su pre bunkovu terapiu zaujimavé tym, Ze maju multipotentny charakter. To znamena,
ze su schopné diferencovat’ sa na typy buniek urcitych tkaniv, napriklad na osteoblasty,
adipocyty, chondrocyty, myoblasty ainé. MSCs maju schopnost’ obnovy opotrebovanych
buniek apreto si vhodnym kandidatom pre regeneraénti medicinu. Medzi vysoko
fluorescencné a fotostabilné znackovace bunkovych membran patri znackovaci systém PKH-
67-GL (PKH67) a Vybrant "™ Dil (Dil). Transplantacia takto oznadenych MSCs ndam umozni
sledovat’ ich spravanie, prezivanie, migraciu, diferencidciu a fenotypizaciu v in vivo systéme.
V nasom experimente sme sledovali efektivitu metddy fluorescenéného znacenia potkanich
MSCs pomocou PKH67 a Dil v in vitro podmienkach. Zistili sme, Ze membranové znacenie
MSCs ¢i uz PKH67, alebo Dil ma nizku toxicitu. Viabilita MSCs znacenych Dil bola 90%
a PKH67 bola 85,7%. Znacenie neovplyvnilo proliferacnti aktivitu MSCs a samotna
autofluorescencia dosiahla vysokt hodnotu aj na Siesty deni po znaceni, pri PKH67 bolo 94%
a pri Dil 86% pozitivne znacenych MSCs.

UvoOD

MSCs st multipotentné kmenové bunky, tkanivovo Specifické bunky diferencujiice sa do
obmedzenej populacie buniek. MSCs sa nachadzaji predovsetkym v kostnej dreni, takzvané
stromalne bunky kostnej drene, ale aj v pokozke, kostrovom svalstve, tukovom tkanive,
v zubnej pulpe, v Crevach, v peceni, v semennikoch a v epiteli vaje¢nikov (Kerkis a kol.,
2006, Guana a kol. 2006, Zuk a kol. 2002). MSCs maja vysoky rastovy potencial, geneticku
stabilitu a neobvyklil schopnost’ migrovat’ do miesta poskodeného tkaniva (da Silva Meirelles
a kol., 2006). MSCs v pripade vaznych tkanivovych poskodeni su schopné okrem migracie
na miesta poranenia uvolnovat’ cytokiny ( IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14, IL-15, M-
SCF, GM-CSF, SDF-1a) a trofické faktory (NGF, BDNF, VEGF, GDNF, CNTF, NT-3),
ktoré napomahaju samotnej oprave a regenerdcii poSkodeného tkaniva (Caplan a Dennis,
2006, da Silva Meirelles a kol, 2008). Pre ich Tahka izolaciu, multipotentny
a imunomodulaény charakter a schopnost’” produkovat’ trofické faktory sa MSCs stali
zaujimavé pre bunkovu terapiu. Sledovanie transplantovanych MSCs, ich prezivanie,
migraciu, diferenciaciu a fenotypizaciu si vyzaduje najst’ efektivnu metddu farbenia MSCs
s nizkou cytotoxicitou, ktoré neovplyviiuje =zakladné bunkové funkcie, zivotnost’
a proliferaciu buniek.

V in vitro podmienkach sme testovali efektivitu membranového farbenia MSCs
fluorescenénym znackovacim systémom PKH-67-GL, ktory vyuziva patentovanu technoldgiu
stabilnej inkorporacie zelenej fluorescencnej farbicky PKH67 do lipidovej vrstvy bunkovej
membrany (Cizkova akol., 2006) a fluorescenénym Vybrant '™ Dil farbiacim roztokom
(Dil), ktory je vysoko fluorescencny a fotostabilny po inkorporacii do bunkovej membrany.

MATERIAL A METODIKA

Izolacia MSCs

MSCs boli ziskané z kostnej drene dlhych kosti (femuru a tibie) samic potkanov, ktoré sme
termindlne anestetizovali (Tiopental, 50mg/kg). Izolovanu kostnu dreii sme vo fyziologickom
roztoku jemne zhomogenizovali a centrifugovali 7 minut (300xg). Supernatant sme odstranili
a peletu buniek resuspendovali v kultivaénom médiu (Dulbecco’s Modified Eagle’s Minimal
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Essential Medium (DMEM), s 15% Fetal Bovine Serum (FCS) a 1% Penicilin/Streptomycin)
a kultivovali v T25 fPasiach (1x10°buniek/flasu) v 5% CO2 pri 37°C.

Kultivacia a pasdzovanie MSCs

Izolované MSCs majui schopnost’ adherovat’ na povrchu kultivacnych flias. Vol'ne plavajlce
bunky boli postupne odstranené pravidelnou 3-4 dilovou vymenou cCerstvého kultivaéného
média. . Bunky boli pasdzované v zavislosti na ich proliferacnej aktivite pomocou 0,1%
TRIPSIN-EDTA Na sledovanie efektivity znaéenia sme pouzili MSCs z 2. pasaze.

Znacenie MSCs pomocou PKH67 a Dil

MSCs sme pomocou 0,1% TRIPSIN-EDTA uvolnili z povrchu kultivaénych fliag, pridali
rovnaké mnozstvo média a-MEM (Minimal Essential Medium) s 10% FCS na zastavenie
ucinku trypsinu. Uvolnené bunky sme preniesli do skimavky a centrifugovali 7 minut
(300xg). Pred samotnym farbenim sme urcili pocet a Zivotnost ziskanych MSCs
pomocou Biirkerovej komorky a rozdelili do dvoch skumaviek, kde prebiehalo samotné
farbenie buniek.

MSCs v jednej skimavke sme oznacili zelenou fluorescenénou farbickou PKH67 podla
protokolu SIGMA (Product Number:PKH67-GL). K farbeniu 2x10” buniek/ml je potrebna
koncentracia farbicky 4x10°M PKH67 v 2 ml celkového objemu. K pelete MSCs sme pridali
1 ml Roztoku C (Diluent), jemne sme ich resuspendovali, aby sme ziskali homogénnu
suspenziu buniek. Tesne pred farbenim sme si pripravili 4x10°M PKH67 farbicku (4 p
farbicky/ 1ml roztoku C), pridali sme ju do 1ml resuspendovanych MSCs a zmiesali sme ich
jemnym pipetovanim pre uniformné oznacenie MSCs. Farbenie prebiehalo 15 minut pri 25°C
a nasledne sme reakciu zastavili pridanim rovnakého mnozstva a-MEM s 1% FCS. Po jednej
minute sme ku MSCs pridali rovnaké mnozstvo a-MEM bez FCS a centrifugovali ich 7 minut
(300xg). Supernatant sme odstranili a peletu oznac¢enych MSCs premyli 2x v a-MEM. Takto
premyté bunky sme spocitali v Biirkerovej komdrke, kde sme zistili mnozstvo a viabilitu
oznacenych MSCs.

MSCs v druhej skimavke sme ozna¢ili ¢ervenou fluorescenénou farbickou Dil (Vybrant ™
Dil farbiacim roztokom). Do 0,5 ml rozdisociovanych buniek sme pridali Sul Dil a nechali
pdsobit’ 20 minut v termostate pri 37°C a d’al§ich 20 minat na trepacke pri izbovej teplote.
Potom sme k oznacenym bunkdm pridali 5 ml a-MEM a centrifugovali ich 7 mintt (300xg).
Supernatant sme odstranili a peletu oznacenych MSCs 2x premyli v a-MEM . Bunky sme
spocitali a preniesli na kultiva¢né platnicky.

Viabilitu buniek sme vyhodnotili poc¢itanim zivych a mftvych buniek v Biirkerovej komorke
pridanim Trypan Blue ku vzorke MSCs v pomere 1:10. Zivotnost’ buniek sme uréili pomerom
poctu zivych (neofarbenych) buniek k poctu vsetkych buniek spocitanych v 25 strednych
Stvorcoch. Cytologickd centrifiga StatSpin Cytofuge 2 (6 minut (27xg)) ndm umozZnila
preniest’ ozna¢ené MSCs na podlozné sklicko v jednej vrstve do plochy s priemerom 7 mm.
Histologicky preparat sme fixovali 4 % paraformaldehydom a po premyti pridali DAPI, na
detekciu jadier. Efektivnost’ fluorescencného znacenia PKH67 aDil vO0, 1., 3. a6. den
kultivacie sme vyhodnotili pomocou fluorescenéného mikroskopu NICON ECLIPSE Ti. V
preparatoch sme na 10 konStantnych poliach (100um x 100um) stanovili percentudlne
zastipenie autofluoreskujicich MSCs oproti neoznacenych MSCs, ktoré sme vizualizovali
pomocou DAPI. Pri vyhodnocovani sme pouzili program ImageJ. Ziskané vysledky boli
Statisticky vyhodnotené pomocou Studentovho t-testu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Nase vysledky potvrdzuja, Ze znacenie bunkovych membran MSCs pomocou fluorescencnej
farbicky Dil a PKH67 v podmienkach in vitro je vhodné, ¢o dokazuje 90% viabilita Dil
a 85% viabilita PKH67 znacenych MSCs (Graf 1.). Dosiahnutd vysoka zivotnost MSCs
suvisi s nizkou cytotoxicitou fluorescen¢nej farbicky Dil aj PKH67. Zistili sme, Ze pocas
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prvych troch dni je €innost membranového znacCenia Dil aj PKH67 vysokd, pri Dil sme
dosiahli 97,1% a pri PKH67 98,5% efektivitu znacenia (Graf 3.). Na Siesty den ucinnost’
znacenia mierne klesla, pri Dil sme ziskali 85,7% a pri PKH67 93,2% oznacenych MSCs.
Statisticky vyznamny rozdiel bol zaznamenany medzi MSCs ozna¢enymi Dil a PKH67, ktoré
boli kultivované¢ 1D a 6D (p<0,001), ¢o pravdepodobne suvisi s proliferacnou aktivitou
MSCs (Graf 2.). Velké mnozstvo oznacenych buniek poukazuje na optimalne zvoleny Cas
farbenia a optimdlne zvolenu koncentraciu farbicky na dany pocet MSCs a na atraktivnost’
znacenia MSCs pomocou Dil aj PKH67 v in vivo §tidiach, kde bunky prejavuju relativne
nizky ubytok fluorescencie a nizky transfer z bunky do bunky ( Albertine a kol., 1996).
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LOKALIZACIA A EXPRESIA RECEPTOROV ANGIOTENZINU II V SPINALNYCH
GANGLIACH

Oroszova Z, Hricova L', LukaCova N, Pavel J.

Neurobiologicky ustav SAV, KoSice

ABSTRAKT

Angiotenzin II (Ang II) je neuropeptid, ktory okrem vel'mi dobre znamej funkcie v regulacii krvného
tlaku a objemu krvi je produkovany lokalne v centralnom nervovom systéme (CNS), kde moze
fungovat ako neurotransmiter alebo neuromoduldtor, a teda ovplyviiovat neurotransmisiu
a excitabilitu neurénov. Na objasnenie jeho ulohy v regulacii periférnych senzorickych systémov sme
iniciovali $tidium expresie a lokalizacie receptorov Ang II v senzorickej drahe sedacieho nervu
u potkanov za fyziologickych podmienok ako aj po unilaterdlnej ligacii sedacieho nervu
.Stidiom rezov spinalnych ganglii potkana inkubovanych so znaéenym ligandom [1251]-Sarcosinel-
Ang II a selektivnymi ligandmi pre oba receptory bolo uréené predominantné AT, receptorové
viazanie. Metoda in situ hybridizacie pomocou sense a antisense riboprob navyse ukazala
pritomnost mRNA oboch receptorovych subtypov AT;s a ATz Na zéklade emulznej
autoradiografie bola lokalizacia tychto mRNA zistena v neurénoch, ¢o bolo nasledne
potvrdené aj imunoflorescen¢nou lokalizdciou AT; receptorov, ato prevazne v malych
gangliovych bunkach. Po ligacii sedaciecho nervu nastalo Statisticky vyrazné zvysenie AT)-
imunoreaktivnych buniek. Kolokalizacia AT; receptora s CGRP naznacila, Zze Ang II
pravdepodobne zohrava doélezita tlohu v prenose bolestivych signalov najmé prostrednictvom
peptidergickych neurénov spindlnych ganglii, ktoré suvisia so zapalovou bolestou.

UvVOD

Renin-angiotenzinovy systém (RAS) je znamy vySe sto rokov, ale obrovskej pozornosti sa mu dostalo
az v poslednom obdobi. Suvisi to so skutocnostou, ze tento systém spolu so svojim efektorovym
horménom angiotenzinom II je jednym z kl'ai€ovych regulatorov kardiovaskularneho systému, objemu
sodika v organizme avyznamne sa podiela na vazokonstrikcii. Taktiez stimuluje uvolnenie
aldosteronu z kory nadobliciek a aktivuje sympatikovy nervovy systém. Ang II sprostredkovava svoje
ucinky cez dva typy receptorov, AT a AT, (Chrysant, 2007). Va¢Sina fyziologickych t¢inkov Angll je
vSak sprostredkovana cez stimulaciu AT, receptora.

Povodna predstava o RAS-e ako o periférnom hormonalnom systéme produkujucom Ang II, ktory sa
prenasa k cielovym tkanivam prostrednictvom krvi sa stala v poslednych rokoch nedostato¢nou.
Ukazalo sa, ze Ang II sa tvori aj lokalne v réznych tkanivach, ako je myokard, obli¢ky, cievy a mozog.
Periférny aj lokalny RAS vzajomne kooperuju. V centrdlnom nervovom systéme existuje
spolupraca lokalneho aj periférneho RAS-u len do urcitej miery, a to v désledku izolovanosti
CNS od periférie prostrednictvom hematoencefalitickej bariéry. V lokdlnom mozgovom RAS-
e, Ang II ovplyviiuje cely rad funkcii. Podiela sa na centrdlnej a periférnej regulacii
senzorickych informécii a mnohych zmyslovych modalit vratane nocicepcie, chuti a zraku.
Spindlne ganglia obsahujice primarne senzorické neurény vykazuji expresiu jednotlivych
stcasti RAS, vratane Ang II. Pritomnost’ jeho prirodzenych ligandov, t. j. angiotenzinovych
receptorov, doteraz vSak nebola detailne preskiimana.

Ciel'om naSej prace bolo detegovat’ receptory Ang II na urovni proteinovej a génovej expresie
v spindlnych gangliach a lokalizovat’ expresiu AT, receptorov. Taktiez sme sledovali vplyv
ligacie sedacieho nervu na expresiu AT1 receptorov v malych neurénoch spindlnych ganglii
ajej vplyv na zmeny poctu malych AT, receptor — imunoreaktivnych buniek
kolokalizovanych s CGRP, IB4 a TH v spinalnych gangliach.
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MATERIAL A METODIKA

Pouzité experimentalne zvieratd, dospelé samce potkana kmena Wistar (n=25) o hmotnosti
250 — 320g boli rozdelené do dvoch skupin: (1) intaktné kontrolné zvierata (n=10), (2)
zvieratd s unilaterdlnou ligdciou sedaciecho nervu (n=15). U zvierat z obidvoch
experimentalnych skupin po transkardialnom preplachu s fyziologickym roztokom (0,9%
NaCl) a nésledne so 4% paraformaldehydom za hlbokej narkoézy (thiopental, 50ug/kg,i.p.)
boli obojstranne odobrané spinalne ganglid (DRG) prisluchajice dolnym lumbalnym
segmentom. Zvieratam s unilateralnou ligaciou boli spinalne ganglid odobrané ipsilateralne
a kontralateralne (tzv. sham-operated control) k ligovanému miestu az po 7 ditoch prezivania.
Odobraté tkaniva boli post-fixované 3 hodiny v 4% paraformaldehyde pri 4°C. Kryoprotekcia
odobratych tkaniv bola uskutocnena v 15% a 30 % roztoku sacharézy pri 4°C az do nasytenia.
Pred kréjanim boli tkanivéa pokryté kryoprotekénym médiom, okamzite zmrazené v kryostate
(-20°C) a nasledne nakrdjané na rezy s hriabkou 25um, ktoré sme namontovali na
mikroskopické sklicka.

Pritomnost’” receptorov  angiotenzinu II v spinalnych ganglidch bola stanovena
prostrednictvom autoradiografickej metédy zalozenej na vytesneni izotopom znaceného
ligandu ['*I]-Sarcosine'-Angll zvizby na dany receptor prostrednictvom nadbytku
selektivneho ligandu Specifického pre dany typ angiotenzinoveho receptora (Losartan —
selektivny antagonista AT, receptora resp. PD123319 - selektivny antagonista AT, receptora)
(Tsutsumi a Saavedra, 1991) ). Po uskutoCneni autoradiografickej metddy boli rezy
exponované svetlocitlivému filmu Kodak Biomax MR, nésledne vyvolané a ziskané
autoradiogramy zosnimané kamerou Nikon.

Jednotlivé izoformy AT, receptora boli stanovené prostrednictvom in situ hybridizacie za
pouzitia [*°S] znacenych selektivnych riboprob ana bunkovej trovni rozlisené pomocou
emulznej techniky. Vizualizacia a zosnimanie autoradiogramov bolo uskuto¢nené ako pri
autoradiografickej metdde stanovenia receptorov.

Charakterizacia malych neurénov spindlnych ganglii bola urobena dvojitym farbenim rezov
tkaniva prostrednictvom inkubdcie anti-AT; receptor polyklondlnou protildtkou (1:100)
a zaroven s: (A) anti-CGRP (calcitoninu génovo pribuzny peptid) monoklondlnou protilatkou
(1:8.000); (B) Griffonia simplicifolia izolektinom B4 konjugovanym s FITC (10pg/ml); (C)
anti-TH (tyrozinhydroxyldza) monoklonélnou protilatkou (1:300).

Vysledky st vyjadrené ako priemer = SEM zo skupiny piatich zvierat, ktoré boli merané
individudlne. Na zistenie Statisticky vyznamnych rozdielov bol v Statistickej analyze pouzity
neparovy Studentov t-test na hladine vyznamnosti p < 0,05.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Uz predchadzajtiice experimentalne Studie vSeobecne poukazali na pritomnost’ receptorov Ang
II v spinalnych gangliach, ale bez ich bliZSej Specifikacie a bunkovej lokalizacie (Oldfield, et
al, 1994). Pre stidium expresie a bunkovej lokalizacie dvoch fyziologicky najdolezitejSich
receptorov Ang II sme pouzili kombinidciu kvantitativnej autorddiografie ain situ
hybridizacie. Kvantitativne stanovenie a vyrazné vytesnenie izotopom znacené¢ho ligandu
selektivnym AT receptorovym ligandom losartanom odhalilo, ze vdc¢Sina receptorov Ang II
v dolnych lumbélnych DRG je AT; typu (Obr. 1). Ked'Ze ziadne konzistentné vytesnenie
['*I]-Sarcosine'-Angll s PD123319 (selektivny AT, receptorovy ligand) nebolo zistené,
znamena to, ze AT, receptor sa v DRG nenachddza alebo je pritomny vtakom malom
mnozstve, Ze nie je mozné ho detegovat’ touto metdodou. Pritomnost’ takého malého mnozstva
je vsak z fyziologického hl'adiska nevyznamna. Je dolezité si uvedomit, ze hlodavce na
rozdiel od ¢loveka exprimuji dva subtypy AT, receptora — AT s a AT, priCom v nervovom
systéme je predominantny subtyp AT;s, (JOohren, et al., 1995). Kvoli velkej homologii
v kodujtcich oblastiach a podobnym afinitdm k ligandom nemozZe byt viazanie na AT a
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ATp receptor rozliSené¢ autoradiografiou (Inagami T, et al., 1993). In situ hybridizacia
pomocou riboprdb koreSpondujucich s nekodujicimi oblast’ami receptorovych subtypov nam
odhalila v spindlnych gangliach pritomnost’ obidvoch AT;5 a AT receptorovych subtypov,
s dominanciou AT;s subtypu. Okrem toho, in situ hybridizacia prostrednictvom emulznej
techniky nam poskytla informéciu o bunkovej lokalizacii mRNA jednotlivych receptorovych
subtypov. Hybridizacny signal zndzorneny pritomnostou vicSieho alebo menSieho poctu
striebornych zrniek bol zaznamenany nad skoro vSetkymi neurénovymi bunkami, ktorych
jadré boli jemne zafarbené krezyl violet'ou (Obr. 2).

Na zdklade imunofluorescencného viazania protilatky, AT; receptor za fyziologickych
podmienok bol lokalizovany v prevaznej Casti neurénovych buniek spinilnych ganglii, no
prevazne v malych neurénoch (viac ako 40% z celkového poétu). Statistické vyhodnotenie
kvantifikdcie malych AT, receptor — pozitivnych buniek po chronickej stimulécii nervovych
vlakien sedaciecho nervu sposobena jeho ligidciou poukazalo na vyrazny ndrast poctu
imunoreaktivnych buniek v dolnych lumbalnych DRG (Obr. 3), ¢o naznacuje doleziti ulohu
Ang II a jeho AT receptorov v prenose bolestivych signalov.

Malé neurdny spinalnych ganglii moéZeme rozdelit’ do 3 skupin: (1) neurdény zavislé na NGF
(nerve growth factor), ktoré obsahuju neuropetidy ako Substancia P a CGRP; (2) neurony
zavislé na GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor), ktoré neobsahujii neuropeptidy,
ale viazu izolektin IB4; (3) neurdny, ktoré obsahuju tyrozin hydroxylazu (TH) — rychlost’
uréujici enzym v syntéze katecholaminov. Dvojité¢ fluorescenéné farbenie ukézalo, ze
priblizne po 20% z celkového poctu AT, receptor-imunoreaktivnych buniek je zaroven
CGRP-, 1B4- a TH-pozitivnych (Obr. 4). Unilateralna ligdcia sedacieho nervu spdsobila
Statisticky vyrazny narast AT;+CGRP- a AT,+IB4-pozitivnych buniek (o priblizne 15%
respekt. 5%) (Obr. 4). Aj ked’ pdvodne bolo publikované, Ze izolektin IB4 sa selektivne viaze
na neuropeptid-neobsahujice neurdny, nasledné stadium poukézalo, ze mala, ale Statisticky
vyznamna Cast’ tychto neurdnov je peptidergickd (Vulchanova a spol. 2001; Bergman a spol.
1999). Tieto vysledky naznacili, Ze Ang II prostrednictvom AT, receptora by mohol byt
regulacnym faktorom v prenose senzorickej informacie v primdrnych senzorickych
neurénoch, pravdepodobne najmi v kombindcii s ostatnymi neuropeptidmi. Kolokalizacia
AT, receptora s CGRP naznacila, ze Ang Il pravdepodobne zohrava déleZitu tlohu v prenose
bolestivych signalov najmé prostrednictvom peptidergickych neurénov spinalnych ganglii,
ktoré suvisia so zapalovou bolest'ou.

AT, receptor AT,receptor

-
. : e e

Obrazok 1. Stanovenie AT, a AT, receptorov prostrednictvom autoradiografickej metody.
Mierka = Imm.
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Obrazok 2. AT ;s a AT;g mRNA v dolnych spindlnych ganglidch zaznamenand emulznou
technikou. Agregaty striebornych zrniek nad neurénmi predstavuji hybridizacny signal
antisense AT;a a ATp riboprob (Sipky). NS — hybridizécia so sense riboprobou predstavuje
nespecifické Mierka = 50 pum.

ATyreceptor - imunoredofine bunky
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Obrazok 3. Kvantitativne stanovenie poctu malych AT, receptor — imunoreaktivnych buniek
v spindlnych gangliach za fyziologickych podmienok (kontrola) a po ligacii sedacieho nervu.
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Obrazok 4. Kvantitativne stanovenie poctu malych AT, receptor — imunoreaktivnych buniek
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kolokalizovanych s CGRP, IB4 a TH v spinalnych gangliach za fyziologickych podmienok
(kontrola) a po ligacii sedacieho nervu. *** p < 0,001, ** p < 0,01
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HYPERICIN, CISPLATINA A ICH KOMBINOVANY UCINOK V BUNKACH
OVARIALNEHO ADENOKARCINOMU

Papcova Z., Jendzelovsky R., Koval’ J., Mikes J., Hil'ovska L., Fedorocko P.

Katedra bunkovej biolégie, Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedeckd fakulta
UPJS v Kosiciach

ABSTRAKT

Rezistencia nddorovych buniek voci cytostatikam, ktord méze vyustit' az k zlyhaniu lieCby,
predstavuje zdvazny problém v protinadorovej terapii. Dnes je uz zname, ze bunky disponuju
viacerymi mechanizmami, prostrednictvom ktorych sa dokazu vysporiadat’ s xenobiotikami
aso zasahmi z vonkajSiecho prostredia a ze tieto mechanizmy st ovplyvnitelné réznymi
prilezitostne, aj bezne uzivanymi latkami, medzi inymi aj latkami obsiahnutymi v liecivych
rastlinach. V tejto stadii sme preto sledovali vplyv hypericinu, jedného z biologicky aktivnych
metabolitov T'ubovnika bodkovaného (Hypericum perforatum L.), na uCinky cisplatiny
v bunkéch l'udského ovaridlneho adenokarcinomu (A2780, A2780cis). Vysledky viacerych
analyz (MTT test, analyza externalizdcie fosfatidylserinu a viability, analyza zmien
mitochondridlneho membranového potencialu) poukazuju na schopnost hypericinu znizit
cytotoxicitu cisplatiny a to nielen v bunkéch senzitivnych (A2780) na G¢inok cisplatiny, ale aj
v rezistentnej bunkovej linii A2780cis. Vyrazné antagonistické pdsobenie hypericinu voci
ucinkom cisplatiny bolo sprevadzané narastom hladiny ABC transportného proteinu MRP1,
ktory sme detekovali metdédou Western blot. Tato skuto¢nost’ poukazuje na schopnost
hypericinu indukovat niektoré mechanizmy rezistencie. Dosiahnuté vysledky by mohli
upozornit’ na riziko subezného uzivania extraktov z 'ubovnika bodkovaného s cytostatickymi
lieCivami a prispiet’ k odhaleniu negativnych liekovych interakcii zodpovednych za pripadné
komplikécie pri lieCbe inych typov ochoreni.

UvOoD

Napriek znaénym pokrokom v poznani bioldgie T'udskych nédorov a neustdlemu
zdokonal'ovaniu diagnostickych a lie¢ebnych postupov patria nadorové ochorenia vo svete
dodnes medzi hlavné pri¢iny umrti. Mnohopocetna liekova rezistencia (MDR) predstavuje
jeden znajzavaznejSich problémov, ktory vyrazne prispieva ku komplikaciam v liecbe
nadorovych ochoreni a Castokrat aj k zlyhaniu terapeutického pristupu. Nadorové bunky ,,sa
vSemozne snazia prezit* a pomocou pocetnych mechanizmov dokdzu odolavat vécSine
pokusov o ich elimindciu. Su tak schopné nadobudnut’ rezistenciu voci Sirokému spektru
Struktirne, chemicky a funkéne odlisnych lieciv.

Je zname, ze mnozstvo prirodnych latok moduluje niektoré mechanizmy MDR a dnes uz
mnozstvo experimentalnych a klinickych $tadii upozoriiuje na neziaduce liekové interakcie
sposobené lieCivymi rastlinami. Tieto interakcie mézu mat’ dopad na efektivitu viacerych
lieCebnych postupov, no napriek tomu stile viac l'udi uziva produkty z lieCivych rastlin
v ramci prevencie a na terapeutické Ucely. Extrakty z 'ubovnika bodkovaného (Hypericum
perforatum L.) sa vo vysokej miere vyuzivaju na lieCbu psychickych problémov ako st
depresie, uzkosti, nervozita a nespavost. Biologicky aktivne latky obsiahnuté v I'ubovniku,
predovsetkym hyperforin a hypericin, st vSak schopné ovplyvnit’ viaceré mechanizmy MDR
(Cantoni akol., 2003; Chen akol., 2004; Komoroski a kol., 2004). Vysledky z naSich
laboratorii poukazuji na indukény potencidl hypericinu voci expresii a aktivite ABC
transportnych proteinov. MRP1 aBCRP v bunkidch adenokarcindbmu hrubého creva
(Jendzelovsky a kol., 2009). Toto zistenie by mohlo prispiet’ k odhaleniu liekovych interakeii,
ktoré by mohli byt zodpovedné za pripadné komplikacie pri liecbe nadorovych ochoreni.
Vychédzajic tak z predpokladu, Ze hypericin je schopny navodit’ rezistenciu prostrednictvom
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aktivacie ABC transportnych proteinov, bolo naSim cielom analyzovat’ vplyv predinkubécie
buniek ovaridlneho adenokarcindmu s hypericinom na ucinok cisplatiny.

MATERIAL A METODIKA

Bunkové linie. Ako experimentalny model boli pouzit¢ bunkové linie l'udského ovaridlneho
adenokarcindomu A2780 (parentalna, senzitivha voci cisplatine) a A2780cis (odvodena,
rezistentna voci cisplatine). Bunky boli nasddzané do kultiva¢nych platni alebo Petriho misiek
a kultivované v médiu RPMI 1640 obohatenom o 10 % FBS po dobu 24 hod za definovanych
podmienok (37°C, 95% vlhkost’, 5% CO,). Nasledne boli bunky vystavené vplyvu xenobiotik
a podrobené procediram podl'a experimentalnej schémy.

Analyza metabolickej aktivity buniek (MTT test). Bunky boli predinkubované s vybranymi
koncentraciami hypericinu (0,1 a 0,5 pM) po dobu 24 hod a nasledne k nim bola pridana
cisplatina (IC 50). Po uplynuti doby pdsobenia cisplatiny (24 a 48 hod) bol k bunkam pridany
MTT (3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid; 0,5 mg/ml), ktory je zivymi
bunkami metabolizovany na nerozpustny fialovy formazan. Po Stvorhodinovej inkubdcii bol
na zastavenie metabolizdcie MTT a rozpustenie kryStalického formazanu pridany 10% roztok
SDS (dodecylsulfat sodny). Nasledujuci deni bola pomocou spektrofluoroluminometra
FluoStar Optima odmerana absorbancia (A = 585 nm) rozpustené¢ho formazanu.

Analyza poctu buniek. Po 24 hod predinkubacii buniek s hypericinom a néslednom posobeni
cisplatiny bol pocet adherentnych (prisadnutych) a plavajicich buniek v jednotlivych
experimentalnych skupinach stanoveny pristrojom Coulter Counter. Plavajuce bunky boli
analyzované priamo z média odobratého z experimentdlnych skupin 24 a 48 hod po pridani
cisplatiny. Adherentné bunky boli vystavené podsobeniu trypsinu, zozbierané a nasledne
pocitané.

Analyza externalizacie fosfatidylserinu a viability. Adherentné aj plavajice bunky boli
zozbierané 24 a48 hod po pridani cisplatiny, ktorému predchadzala 24 hodinova
predinkubacia s hypericinom. Bunky boli farbené¢ s Annexin V-FITC po dobu 20 min pri
izbovej teplote, oplachnuté a farbené s propidium jodidom minimalne 5 min. Vzorky boli
analyzované pomocou prietokového cytometra BD FACSCalibur.

Analyza zmien mitochondrialneho membranového potencialu (MMP). Adherentné aj
plavajice bunky boli zozbierané v sulade s experimentalnou schémou identickou s predoslymi
analyzami, oplachnuté v roztoku PBS, resuspendované v roztoku HBSS. Bunky boli farbené
s 0,1 uM TMRE (tetremetylrodamin etyl ester) po dobu 30 min pri izbovej teplote. Vzorky
boli analyzované pomocou prietokového cytometra BD FACSCalibur.

Western blot. Bunkové lyzaty pre analyzu hladiny proteinov boli pripravené s vyuzitim
komerénej zmesi inhibitorov protedz a fosfatdz 15 min, 1, 6 a 24 hod po pridani hypericinu
al, 6 a24 hod po pridani cisplatiny, ktorému predchddzala 24 hodinova predinkubacia
s hypericinom. Proteiny boli kvantifikované s vyuzitim komercnej sady (BioRad
Laboratories), nariedené na rovnaki koncentraciu (30 pg/ml), oddelené pomocou
polyakrylamidovej elektroforézy (SDS-PAGE) a prenesené na PVDF membrany. Po 1 hod
inkubacii v tlmivom roztoku obsahujucom 5% susené mlieko boli membrany inkubované cez
noc pri 4°C s primarnou protilatkou (anti-MRP1, anti-MRP2, anti-BCRP, anti-f-aktin). Po
premyti v preplachovacom roztoku boli membrany 1 hod inkubované pri laboratornej teplote
s prislusnou sekundarnou protildtkou. Imunodetekcia hladiny jednotlivych analyzovanych
proteinov bola stanovend pomocou chemiluminiscenc¢ného kitu ECLplus na RTG film.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Interakcie lieCiv a biologicky aktivnych metabolitov obsiahnutych v lie¢ivych rastlinach
predstavuju délezity faktor, ktory moze zapri¢init’ zlyhanie aplikovanej lieCby a ktory je preto
nutné pri konkrétnom terapeutickom pristupe zohl'adnit’. Jednou z lie¢ivych bylin, s ktorou sa
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pomerne Casto spdja vznik negativnych liekovych interakcii, je aj I'ubovnik bodkovany
(Hypericum perforatum L.), ktory je v Coraz vdcSej miere vyuzivany ako antidepresivum.
Viacero stadii upozoriiuje na indukény potencial hyperforinu, jedného zo sekundarnych
metabolitov Tubovnika, voci niektorym cytochrom P450 monooxygendzam a ABC
transportnému proteinu P-gp (Cantoni a kol., 2003; Chen a kol., 2004; Komoroski a kol.,
2004). Vysledky dosiahnuté v naSich laboratériach vSak poukazuju na hypericin ako na d’alsi
biologicky aktivny metabolit, ktory je schopny modulovat’ aktivitu niektorych ABC
transportnych proteinov (Jendzelovsky a kol., 2009). Na zaklade toho je mozné predpokladat,
ze hypericin by mohol byt schopny navodit’ rezistenciu nadorovych buniek prostrednictvom
aktivacie transportnych proteinov atym znizit UCinnost nésledne aplikovanych
chemoterapeutik, ktoré¢ predstavuju substraty pre dané proteiny. Ked’ze cisplatina je stale
v praxi vyuzivanym chemoterapeutikom a zarovenl aj potencidlnym substrdtom niektorych
ABC proteinov, cielom tejto stidie bola analyza vplyvu predinkubacie buniek ovarialneho
adenokarcindmu s hypericinom na u¢inok cisplatiny a overenie predpokladu navodenia
rezistencie voc¢i tomuto cytostatiku.

Zistili sme, Ze hypericin je schopny zniZit' cytotoxicitu cisplatiny v bunkach senzitivnych
(A2780) aj rezistentnych (A2780cis) voci cisplatine. Aj ked’ zmeny v celkovom pocte a pocte
plavajucich buniek neboli vyrazné, d’alSie sledované parametre odhalili negativny vplyv
hypericinu vo¢i u¢inkom cisplatiny. Zaznamenali sme Statisticky vyznamny narast
metabolickej aktivity, pokles percenta buniek so znizenym MMP, ako aj redukciu percenta
apoptotickych a mftvych buniek. Na zaklade hodndt kombina¢ného indexu (CalcuSyn; Chou
a Talalay, 1984) sme zistili, Ze hypericin sa vyznacuje antagonistickym vplyvom voci G€inku
cisplatiny, ¢o by mohlo suvisiet’ s jeho schopnost'ou aktivovat’ niektoré mechanizmy MDR.
Vychadzajlc z nasich predoslych vysledkov (Jendzelovsky a kol., 2009), zamerali sme sa na
zmeny expresie ABC transportnych proteinov. MRP1, MRP2 a BCRP. v skupindch
ovplyvnenych samotnym hypericinom akombinaciou hypericinu s cisplatinou sme
v obidvoch bunkovych linidch odhalili zvySenie hladiny transportného proteinu MRP1. Tento
narast bol evidentny na Siestu hodinu od pridania hypericinu, pricom pretrval aj na 24 a 48
hod. DoterajSie vysledky tak poukazuju na indukény potencial hypericinu voci niektorym
mechanizmom MDR. Je v8ak nutné uplatnit’ d’alSie analyzy pre vyvratenie alebo potvrdenie
moznosti ucasti proteinu MRP1 na modulovanom ucinku cisplatiny ako aj pre odhalenie
d’alSich mechanizmov, ktoré by mohli byt zodpovedné za vysledny efekt. Je mozné
predpokladat, ze by vplyvom hypericinu mohlo dojst’ k ovplyvneniu aj dalSich systémov
zodpovednych za rezistenciu nadorovych buniek voci cisplatine, kedZe td je znacne
multifaktoridlna a v zavislosti od typu buniek sa na nej uplatiiuje viacero mechanizmov
a signdlnych drah.

Dosiahnuté¢ vysledky by mohli prispiet’ k odhaleniu negativnych liekovych interakcii
zodpovednych za pripadné komplikécie pri liecbe inych typov ochoreni. Je ddlezité upozornit’
na 'ubovnik bodkovany a jeho extrakty, ked’Ze ich dlhodobé uzivanie by nielen kvoli obsahu
hyperforinu, ale aj kvoli obsahu hypericinu, mohlo mat za nésledok vznik rezistencie
a zniZenie ucinnosti prislusného lieciva.
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BIZARNE FORMY ZIVOTA
Rencko A., Spalkova M., Toropila M., OndraSovicova S., Daiova D.
Katedra bioldgie a genetiky, Ustav biologie, zooldgie a radiobiologie

ABSTRAKT

V naSich akvéariach sa stretdvame s kedysi u nas nedosiahnutelnymi druhmi najréznejsich
exotickych druhov ryb a ponuka rastlin sa taktiez datuje v stovkach druhov. V poslednom
Case su Coraz CastejSimi obyvate'mi naSich akvarii i rozne sprievodné druhy ako slimaky,
rozne korovce (napr. kraby, raky, krevety) a mnohé iné. Tym sa vSak venuje dostatok
pozornosti. My sa zameriame na stvorenia menej napadné, no vel'mi zaujimavé z mnohych
hl'adisk. O pritomnosti tychto obyvatel'ov akvarii mnohokrat nevedia ani samotni akvaristi.
Niektoré z nich st uzito¢né, iné menej, daktoré dokonca pri premnoZzeni Skodia, no vietky st
konkurencieschopné a pri zmenenych podmienkach sa ich populdcie pozvolna ¢i néhle
stracaju, alebo sa naopak rozrasti. Cielom bola biotopovéa Stadia. Pozorovali sme zmeny
osidlenia jednotlivych druhov zivocisnej riSe v akvéariu po odcervovani terovcov
(Symphyshodon discus) neguvonom. (Neguvon u¢. . trichlorfon). NajcastejSie trpia
parazitarnymi chorobami. Po ukonceni lie¢by boli do zna¢nej miery zredukované druhy, ktoré
$kodili rybam alebo rastlinam. Dalej sme sledovali vyskyt d’alsich Zivo¢isnych druhov v
inych prostrediach a typoch vdd. Obcas sa vSak v beznom zivote i veterinarnej praxi mdézeme
stretnat’ s netradicnymi vodnymi zivo€ichmi v prirode ako pracovnici v rybospracujiicom
priemysle, ale i pri potravinarskych produktoch ako bezni konzumenti.

UvoD

Ryby trpia mnohymi bakteridlnymi, virusovymi, plesiovymi, geneticky podmienenymi
i vyzivou a chovnymi podmienkami ziskanymi chorobami. Diskusy patria medzi chovatel'sky
atraktivne ryby svelkym spektrom farebnych linii. NajCastejSie trpia parazitdrnymi
chorobami (Smiga, 2012). Chovatelia zaznamenavaju vysoku prevalenciu Ziabrohlist, ¢ize
Dactylogyrus spp. a Gyrodactylus spp. Tieto drobné helminty velkosti do 1,5 mm su
kozmopolitne rozsirené druhy (Jurdsek a kol., 1993). Parazity poskodzuju tkanivo Zziabier,
Ziabre su hnedé silne zahlienené (Jurasek a kol., 1993). Mavaju pomerne Uzku hostitel'skt
Specificitu a mézu byt vyznamnymi patogénmi, predovsetkym na plodiku (D. vastator). Su
oviparné, takze k ndkaze d’alSieho hostitel'a dochddza aZz potom, ked’ sa vo vode zo zrelého
vajicka vyliahne onkomiracidium, ktoré aktivne vyhl'ada novu rybu (Volf a kol., 2007).

Ciel’ : Biotopova Stidia. Pozorovali sme zmeny osidlenia jednotlivych druhov Zivocisnej rise
v akvariu po odcervovani terovcov (Symphyshodon discus) neguvonom. (Neguvon u¢. 1.
trichlorfon). Dalej sme sledovali vyskyt d’al§ich Zivo&isnych druhov v inych prostrediach a
typoch vaod.

MARERIAL A METODY

Odcervovana bola spolofenskd nadrz s diskusmi, neénkami ainymi tetrami (Amazonska
biotopova) husto porastend lymnofilami a echinodorusmi o objeme 340 I; pri teplote vody
28°C; pH 7,4; vodivosti 442 mS.cm'l; pri nasyteni kyslikom 85,7%, cize 6,18 mg.l'1
akvariovej vody. Dehelmintizacia bola robend pripravkom Neguvon s ucinnou latkou
trichlorfon o $pecificky druhovom davkovani (zvolenom pre druh Symphyshodon discus) 0,25
g na 100 1 akvéariovej vody. LieCebna kura trvala 3 dni. Teplota vody bola pocas liecby
zvy$ena na 30°C. Filtracia bola spustena na plny vykon (1200 Lhod™), aviak bez aktivneho
uhlia. Samotnému odcervovaniu predchadzala patologicko-anatomicka pitva, ktord dokazala a
potvrdila podozrenie z ndkazy tymito monogeami.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Ziabre teréovcov boli poletne napadnuté, na lamelach sme pod mikroskopom pozorovali
petechie, ale aj nekrotické loziska. Nasledne prebehla iizolacia tohto parazita. Pripravok
Neguvon vSak pdsobi zhubne nielen na Dactylogyrus spp., ale ina iné nizSie zivocichy.
I v naSom akvariu sme zaznamenali thyn kreviet druhu Neocardina denticulata do 24 hodin
po zacati kury. Prvé nervové priznaky sa u nich objavili uz po 9 hodinach, mortalita u tohto
druhu bola 100%-n4. U d’alSieho Zivocicha (slimaka) Anisus vorticulus sme zaznamenali
vytiahnutie nohy z ulity po 1 dni, thyn do 3. diia bol priblizne 50%-ny. U slimaka Melanoides
tuberculata, ako 1 u slimaka Clea helena nebol zaznamenany tthyn. Po od¢ervovani terovcov
(Symphishodon discus) po 1. dni od zaciatku lieCebnej kury sa vo zvySenej miere zviditelnil
pohyb lastarnatiek (trieda Ostracoda), ktoré st nezmenené na Zemi uz od Kambria. Velky
pohyb sme zaznamenali tiez u planarii. (Uhyn do 3. diia bol 100%-ny.) Po ukonéeni liegby
boli do znacnej miery zredukované druhy, ktoré Skodili rybam alebo rastlindm. Pri tychto
stabilizovanych podmienkach sa pomnozili ini predatori. Zivo&ich nezmar hnedy (lat. Hydra
oligactis) je druh nezmara bezne sa vyskytujici v stojatych a pomaly tecucich vodach
mierneho pasma na severnej pologuli (wikipedia). Okrem neho sa sporadicky vyskytuje i
nezmar zeleny (Chlorohydra viridissima/Hydra viridissima, obr. €. 1 a 2). Vyskyt tohto druhu
sme zaznamenali 1 my po od¢erveni v naSom akvariu. Objavil sa nahle na niekol’kych skalach
a jeho populacia sa do niekol’kych dni rozrastla mnohonasobne az na populaciu okolo 150
kusov, ktord neskor pozvol'na klesala. Niektoré¢ jedince boli aj 2 cm velké. Tento ZivociSny
druh je vel'mi citlivy na obsah medi a med’natych preparatov v akvariovej vode, mozno ho
teda povazovat' za indikator obsahu medi. Mavaji od $tyroch do §iestich ramien. Zivia sa
dafniami (Daphnia pulex), Ziabrondzkami (Artemia franciscana), ale i ostatnym plankténom.
Po odcerveni azniZzeni populacného tlaku neguvonom dostali itieto zaujimavé druhy
moznost’ zvysit denzitu svojich populaci. Bola sledovand umrtnost’ a Zivotascchopnost
jednotlivych druhov a vSetky opisované a izolované zivoc¢iSne druhy boli fotograficky
zaznamenang.

Po zmene podmienok v ekosystéme akvdria, a zniceni niektorych neziaducich druhov sa v
kratkom Case objavuju druhy iné, ktoré si v nasom pripade menej invazivne a menej Skodlivé
pre rybky a cely ekosystém akvéria. V zmenenych konkurenénych a predatorskych
podmienkach sa okrem inych zivo¢isnych druhov v nasom akvariovom biotope zhruba po 3
mesiacoch objavila kolonia nezmara zeleného. Na tejto Studii moézeme vidiet, ako rychlo
dokézu uvol'nené miesto v nike obsadit’ iné druhy.

1. Nezmar zeleny Chlorohydra viridissima (vlavo dole)
Obr. C. 2. Nezmar zeleny Chlorohydra viridissima (vpravo dole)
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S d’al§im zaujimavym zivociSnym druhom sme sa stretli pri odbere vzoriek hornin (na
stanovenia radionuklidov niektorych prvkov) zpodpovrchovych tokov riek slovenskych
jaskynnych systémov. Tak tomu bolo ivnasom najva¢Som demédnovskom jaskynnom
systéme. Ide o vzacnych a zaujimavych chvostoskokov (trieda Collembola). Tieto druhy
zaCali prenikat do podzemia s nastupom nepriaznivého podnebia pocas ladovych dob
v starSich Stvrtohorach. Pokrocily stupen adaptacii na jaskynné prostredie naznacuje, ze ich
evolucia prebiehala dlhsi Cas. Niektoré troglobionty mozno oznacit’ za glacidlne relikty, t.j.
pozostatky  chladnomilnej fauny zTladovych dob. U jaskynnych chvostoskokov je
rozmnozovaci potencial niz§i ako u povrchovych druhov. Troglobionty maju spomalené
biologické procesy, znizent schopnost’ regulovat’ straty telesnej vody a tendenciu k zvySeniu
obsahu tuku v tkanivach. Rozmnozovanie nema periodicitu striedania dna anoci alebo
ro¢nych obdobi a zavisi od pritomnosti potravy vtomto prostredi. Niektoré jaskynné
chvostoskoky maju tendenciu ku geofagii, t.j. ku konzumaécii jaskynnych sedimentov
a dokazu tak dlhSie hladovat’. Stygobiontné druhy sa dozivaju 15-krat viac ako povrchové
druhy avsetky vyvinové §tadia st prediZené (Thibaud a Deharveng, 1994). Zaujimavé
zivocichy Ziju 1 vo vodach nasich lesov. V studnicke v katastri obce Svr¢inovec na hornych
Kysuciach (obr. ¢. 3) kazdoro¢ne zaznamenavame vyskyt mloka karpatského (7riturus

W

montandoni, obr. ¢. 4.), ktory sa zivi 1 krivakmi (Gammarus pulex).

3. Prirodzené prostredie mloka karpatského (7riturus montandoni) (vl'avo dole)
. 4. Mlok karpatsky (Triturus montandoni) (vpravo dole)

s

Kantikova a kol. (2006) nasli v konzerve s rybami od spotrebitelov ¢lankonozca Saduria
entomon. Vyrobcom konzervy bol vyrobca z LotySska. Vedci sa domnievajua, Ze Saduria spp.
zabludila do baltickej oblasti z Barentsovho mora asi pred viac ako 7000 rokmi na konci
poslednej doby l'adovej. Nakolko sa naSla na mnohych miestach Arktidy, populacia
v Baltickej oblasti sa povazuje za relikt doby ladovej. PozdiZ pobrezia Saduria spp.
zapricifiuje problémy rybarom, lebo napada ulovené slede (Kantikovéa akol., 2006). Tito
autori d’alej popisuju ze Saduria spp. méze mat’ az 8,6 cm a je indikatorom cistoty slanych
vod. Zije od hladiny aZ po hibku 290 m.
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Pri tomto bezpodmienecne nutnom chovatel'skom tkone (od¢ervovani diskusov) sme mali
moznost pozorovat v akvériu priamo na pracovisku, ako sa v zmenenych podmienkach
potravinovej niky vedia presadit’ jednotlivé ZivocisSne druhy. Voda poskytuje utoCisko od
fylogeneticky najjednoduchs$ich (ziabrondzky, gamarusy, nezmary, hmyz ai.) zivociSnych
druhov az po vodné cicavce. Vodné prostredie poskytuje mimoriadne réznorodé a bohaté
podmienky pre Zivot a zahfiia i tieto zaujimavé (az bizarné¢) formy zZivota. Ako nam ukazuje
prax, Coraz CastejSie sa mézeme 1u nds stretnat’ s nepoévodnymi tropickymi, ale 1 arktickymi
druhmi. Preto je pre nas ako veterindrnych lekarov potrebné tieto Zivoc¢iSne druhy poznat
a neustale sa v tejto zoologickej oblasti vzdelavat'.
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ANTIOXIDACNY UCINOK SALVIOVEJ SILICE U KURCIAT
Ryzner M.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Rastlinné silice mozu pozitivne ovplyviiovat’ prijem krmiva atym zvySovat hmotnostné
prirastky u zvierat, ¢o sa javi ako vhodné alternativa niektorych rastovych stimulétorov
napriklad antibiotik, na rozdiel od ktorych by zabezpecili rovnaki ekonomickt efektivnost
chovu, ale ich prirodzeny povod by zarucoval bezpecnost. Novu generdciu rastovych
stimulatorov predstavuju napriklad aditiva na béze rastlin, takzvané fytoaditiva (rastlinné
extrakty, éterické oleje), ktoré¢ sa okrem inych prospesnych vlastnosti vyznacuju
predovSetkym silnymi antibakteridlnymi a antioxidaénymi vlastnostami. Extrakty Salvia
officinalis maju S$iroké uplatnenie predovSetkym pre svoje vyznamné antioxidacné,
antibakteridlne, virostatické, fungicidne, antiflogistické, adstringen¢né, analgetické
a insekticidne vlastnosti. Fenolova rozmarinova kyselina je zluc¢enina, ktora najviac prispieva
k antioxidacnej aktivite Salvie. Vo vSeobecnosti je mozné rastlinné silice vyuzit vo vyzive
kur¢iat na optimalizaciu ich traviacich procesov, k zlepseniu produkénych parametrov, ako aj
k stimulacii imunitnych reakcii, k prevencii a ¢iastocne aj k terapii ochoreni, ¢o vedie
k udrziavaniu dobrého zdravotného stavu kurciat.

UvOD

Salvia officinalis L. patri do ¢elade Lamiaceae. Jej domacou oblastou st stredomorské
krajiny, no dnes sa pestuje po celom svete. Tato lieCiva aromaticka rastlina je dobre znadma
svojou povestou ,vSelieku“, najmd kvolisilnym antioxidaénym ucinkom, ktoré si
prisudzované fenolovym komponentom, ktoré obsahuje (Baricevic a Bartol, 2000). Vysoka
antioxidacnd aktivita Salvie a jej pouzitie v tradi¢nom liecitel'stve viedlo vedcov d’alej skimat’
tato bylinu, aby lepsie zistili mechanizmy jej Gdinku. Salvia je znama svojou vysokou
produkciou sekundarnych metabolitov, ktoré jej davaju liecivé a aromatické vlastnosti a robia
ju bohatou na zdroj bioaktivnych latok.

Volné radikaly st tvorené ako dosledok normélneho intraceluldrneho metabolizmu
v mitochodridch a peroxizémoch ako aj rozlicnych cytozolovych enzymovych systémoch.
NavySe mnozstvo vonkajSich cCinitelov moéze spustat’ tvorbu volnych radikalov a ich
reaktivnych metabolitov. Dokonaly enzymovy a ne-enzymovy obranny systém zahriiujuci
katalazu (CAT), superoxid dismutazu (SOD) a glutatién peroxidazu (GPx) reguluje hladinu a
posobi proti celkovym vol'nym radikdlom, aby bola udrzana homeostaza. Znizovanie hladiny
volnych radikdlov pod wurcitt hodnotu moéze narusit’ fyziologicki ulohu oxidantov
v celularnej proliferacii a celkova ochranu organizmu. Naopak zvySena tvorba volnych
radikdlov méze byt Skodlivd a viest k bunkovej smrti alebo k rychlejSiemu starnutiu a
chorobnosti. Zvycajne je Skodlivost’ spésobend zvysenim hladiny volnych radikdlov myslena
ako vysledok ndhodného poskodenia proteinov, lipidov a DNA (Finkel a Holbrrook, 2000).

OXIDACNY STRES

VolIné radikaly si molekuly, ktoré obsahuju jeden alebo viacero nesparovanych elektronov
nasledkom ¢oho sa molekuly stdvaji chemicky extrémne reaktivnymi. Za normalnych
fyziologickych podmienok je produkcia volnych radikdlov a dalSich reaktivnych latok
priblizne v rovnovéhe s antioxidaénym obrannym systémom (Halliwell a Gutteridge, 1999).
Rovnovaha vsak nie je dokonala, pretoze k oxidacnému poskodeniu dochadza v DNA, na
proteinoch, lipidoch a malych molekulach v zivych systémoch i za normélnych podmienok
(Halliwell a Gutteridge, 1999; Willcox a kol., 2004). Poskodené molekuly st opravené alebo
vymenené. Avsak za urcitych okolnosti mdéze dojst’ k nerovnovédhe medzi vol'nymi radikélmi
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a antioxidatnym obrannym systémom, ¢o nasledne spOsobi oxidacny stres, ktory moze
vyustit' v rozsiahle skody akumulaciou oxidovanych molekul (Halliwell, 1996). To méze byt
napriklad v doésledku vystavenia sa oxidantivnhym podmienkam Zivotného prostredia, ako je
ultrafialové Ziarenie, hyperoxia, lieky a toxiny (napriklad v si¢asnosti znecisteny vzduch a
cigaretovy dym) a tieZ zmeny bunkovych systémov za patologickych podmienok (napr. u
chronickych zéapalovych ochoreni a ischémii) (Willcox akol., 2004). VysSou turoviiou
oxidativneho stresu su t'azké poSkodenia molekul v bunke, ako s proteiny, DNA a lipidy, ¢o
mdze mat’ za nasledok rozsiahlu bunkova smrt. Napriek tomu bunky casto toleruju mierny
oxidativny stres prostrednictvom zmien v expresii génov, ¢o ma zanasledok syntézu
antioxida¢nych enzymov. V skuto¢nosti je oxidacny stres spdjany s etiologiou niekolkych
pribuznych chronickych chorob ako st rakovina, cukrovka, neurodegenerativne a
kardiovaskularne ochorenia (Halliwell, 1996; Halliwell a Gutteridge, 1999; Willcox a kol.,
2004). Oxida¢nému stresu boli pripisané aj s vekom suvisiace starnutie a strata fyziologickych
schopnosti. Pri niektorych ochoreniach je oxidacny stres len sekundarny jav anie je
primarnou pricinou choroby, ¢o vSak neznamend, ze oxidacny stres je v tomto pripade
nepodstatny (Halliwell, 1996).

ANTIOXIDACNA OCHRANA

Medzi ochranné systémy patria:

1.) mechanizmy - zabrafiuju tvorbe volnych radikdlov: napr. eliminaciou volnych iénov,
inhibiciou enzymov, ktoré katalyzuju tvorbu volnych radikalov alebo reaktivnych
metabolitov, odstranenim peroxidov enzymami kataldzou alebo peroxiddzou. Tieto su
antioxidanty v §irSom slova zmysle.

2.) systémy — ktoré vychytavaju, alebo lapaji uz vytvorené volné radikdly, tieto latky sa
oznacuju ako antioxidanty v uzSom slova zmysle. Su to vitaminy A, E, C, karotenoidy,
glutation, kyselina mocova a iné, ktorych funkciou je prerusenie a obmedzenie rozSirovania
retazovych reakcii tvorby reaktivnych kyslikovych radikdlov (ROS). Podl'a mechanizmu
eliminacie volnych radikdlov sa delia na: vychytdvace (scavengers), lapaCe (trappers),
zhasace (quenchers).

3.) reparané systémy — odstraiiuji poskodené molekuly zorganizmu, ktoré vznikli
posobenim radikalov a toxickych produktov ich metabolizmu. Su to: lipofilné enzymy,
proteolytické enzymy a regeneracné systémy (Durackova, 1997).

Eterické oleje st prchavé, prirodné, komplexné zlu¢eniny intenzivne vonajiice, olejovité latky
obsiahnuté v réznych castiach rastlin. Posobia hlavne protizdpalovo (Juhas a kol., 2008),
antimikrobialne (Fabian a kol., 2006) a antioxida¢ne (Faix a kol., 2007). Etericky olej 3alvie
je zmesou prchavych zlucenin, v ktorych je prevaha terpénov s nizSou molekulovou
hmotnost'ou, predovsetkym monoterpénov a seskviterpenov, ktoré tvoria prchava sucast a
aromu rastliny (Cuppett a Hall, 1998). Biologické vlastnosti éterického oleja Salvia officinalis
su pripisované najmé alfa a beta tujonu, gafru a 1,8 cineolu (Senatore a kol., 2006).
Antioxidacnd aktivita sa prisudzuje predovSetkym fenolovym zlozkam ako st karnozol,
kyselina karnozova, rozmarol a kyselina rozmarinova, ale aj flavonoidom a fenolovym
glykozidom (Lu a Foo, 2001).

Vo vicsine studii boli pouzité rastlinné vytazky, zatial’ o priame pouzitie u¢innych zloziek je
menej Casté. Pouzitie extraktu vedie k vyS$Sej antioxidacnej aktivite vzhladom na vysSiu
koncentraciu antioxida¢nych latok. Avsak prchavé aromatické zlozky obmedzuji pouzivanie
extraktu vo vysSSich koncentracidch. Bolo dokizané, Ze uc€innost’ hlavnych zloziek je
modulovand inymi drobnymi molekulami. Niektoré Stadie v zévere poukazali, ze cely
étericky olej ma vicSiu biologicku aktivitu ako samotné hlavné zlozky éterického oleja
(Mourey a Canillac, 2002), ¢o naznacuje, ze aj mensinové zlozky su dolezité pre jeho ucinok
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a mozu mat’ synergicky efekt alebo zosilitujtci vplyv. Toto bolo zistené aj v pripade Salvie
(Marino a kol., 2001).

Rozsah uc¢inkov tychto hlavnych zloziek je priamo zavisly na ich koncentracii v Case, ked’ su
testované, ¢i uz samostatne alebo zahrnuté v éterickom oleji. Synergické ucinky roéznych
molekual obsiahnutych v éterickych olejoch, v porovnani s ucinkom jednej alebo dvoch
hlavnych zloziek oleja, ostavaju otdzne (Bakkali a kol., 2008). Je vSak mozné, Ze aktivita
hlavnych zloziek oleja je modulovana ostatnymi malymi molekulami.

Antioxidacnd aktivita fenolovych latok v rastlinich je hlavne vdaka ich redoxnym
vlastnostiam a chemickej Struktare. Farag a kol. (1989) diskutovali o vztahu medzi
antioxidaénymi vlastnostami a chemickym zloZenim éterickych olejov. Predpokladé sa, ze
vysoka antioxida¢na aktivita Salvie, zavisi od pritomnosti fenolickych skupin, ktoré sa
spravaju ako donori vodika peroxidovym radikdlom produkovanych behom prvého kroku v
oxidacii tukov, a tym spomaluji hydroxy-peroxidovi formaciu. Teissedre a Waterhouse
(2000) potvrdzuji vysoku korelaciu medzi celkovym obsahom fenolu v éterickych olejoch
a nizkou v lipoproteinovou oxidéaciou u l'udi in vitro. Napriklad u nosnic sa oxidacia lipidov
7itka v chlade zniZila pridanim thymolu do potravy, &im sa nasledne moze predizit’ obdobie
skladovania a eliminovat’ tak potrebu d’alSej oxidacnej stabilizacie (Botsoglou a kol., 2002).
Jednym z vyznamnych antioxidaénych enzymom je glutation peroxiddza (GPx), ktord ma
vyznamnu Ulohu v antioxida¢nych reakciach pri odstraiiovani peroxidov vodika, lipidovych a
fosfolipidovych peroxidov a inych Skodlivych hyperoxidov, ¢im chrédnia bunky pred
oxidativnym poskodenim (Kyriakopoulos a Behne, 2002). Jednou z doélezitych reakcii
typickych pre oxida¢ny stres organizmu je oxidadcia polynenasytenych mastnych kyselin,
takzvana lipidova peroxidacia. Pre bunky kazdého zivého organizmu je tato reakcia
destrukénym procesom, ktory priamo napada fosfolipidy bunkovych membréan, pricom
vznikaju reaktivne druhotné metabolity naruSujuce dalSie, a pre fungovanie organizmu
dolezité molekuly. Vzhl'adom k tomu, Ze volné radikdly maju v organizme velmi kratku
zivotnost’, su ako biomarkery oxidativneho stresu bezne pouzivané produkty oxidacie
vyvolané tymito vol'nymi radikalmi a jednym z nich je napriklad malondialdehyd (Lin a kol.,
2011). To, ze éterické oleje maju silné antioxidacné vlastnosti vo svojich pracach potvrdili aj
Faix a kol. 2009, ked po podavani éterického oleja Cynnamomum zeylanicum zistili
signifikantny vplyv na antioxidany status, ako aj zvySenie fagocytarnej aktivity u
vykrmovych kurc€iat. Taktiez Placha a Faix, 2008 popisali mozny pozitivny vplyv Skorice,
rozmarinu a borneolu na imunitné funkcie v organizme, ked’ze tieto éterické oleje stimulovali
fagocytarnu aktivitu leukocytov. V poslednych rokoch sa zvysil vyznam prirodnych
antioxidantov z dévodu potencionalnych nebezpecnych vlastnosti syntetickych antioxidantov.
Navyse bolo preukézané, ze prirodné antioxidanty maju priaznivé G¢inky na organizmus.
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RELATiVNA ABUNDANCIA DRUHOV Z OBSOLETUS KOMPLEXU STANOVENA
MULTIPLEX PCR ITS-1 A ITS-2 SEGMENTU A DETEKCIA BTV A EHDV
Sarvasova A.', Goffredo M., Kotiova A.", Sopoliga I

"' Ustav parazitolégie UVLF Kosice
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SUZ UVLF Rozhanovce

ABSTRAKT

Praca je zamerana na druhovt determinaciu pakomarikov multiplex PCR metddou na zistenie
relativnej abundancie morfologicky nerozlisitelnych druhov z Obsoletus Komplexu
a vySetrenie potencialnych vektorov na pritomnost Bluetongue virusu (BTV) a virusu
Epizootickej hemoragickej choroby (EHDV).

Analyzovali sme 6 odchytov pakomadrikov z 3 lokalit, 4 z obory z danielou a muflofiou zverou
(okr. Kosice-okolie), 1 z chovu v hoviddzieho dobytka v okrese TrebiSov a 1 z chovu v okrese
PreSov. Celkovo sme druhovo determinovali 7773 ks pakomadrikov, s 54 % zastipenim
druhov z Obsoletus Komplexu a 23 % z Pulicaris Komplexu. Na zaklade multiplex PCR ITS-
1 alTS-2 segmentu sme zistili relativhu abundanciu druhov z Obsoletus Komplexu.
V chovoch HD bola abundancia C. obsoletus 86 a 81 % a v obore bola vysSia pri odchytoch
v polovici maja a koncom jina (57 a 76 %) a niZSia v odchytoch koncom ma4ja a zaciatkom
juna (5 a 18 %). Vyskyt C. montanus sme vo vzorkach nepotvrdili.

V 79 pooloch obsahujucich 3154 parous a gravidnych samiciek (n=3154) z Obsoletus a
Pulicaris Komplexu sme pritomnost BTV a EHDV nepotvrdili.

UvoD

Pakomariky zrodu Culicoides si vektormi arbovirusov ako napriklad Bluetongue virusu
(BTV), Schmallenberg virusu (SBV), virusu epizootickej hemoragickej horucky (EHDV) a
d’alSich. Na prenose BTV sa v Europe podielaji druhy z Obsoletus Komplexu (Mellor
a Pitzolis, 1979), C. dewulfi (Meiswinkel a kol., 2007), C. chiopterus (Dijkstra, 2008) a C.
pulicaris (Caracappa a kol., 2003). C. obsoletus a C. dewulfi su tiez vektormi SBV (DEFRA,
2012). EHDV v Eurdpe doteraz nebol potvrdeny.

Do Obsoletus Komplexu patria druhy C. obsoletus s.s., C. scoticus a C. montanus, ktorych
samicky su pomocou morfologickych znakov nerozlisiteI'né. Samcekovia sa diagnostikuju na
zaklade rozdielneho tvaru kopulaénych orgdnov. Na druhova determindciu samiciek je
nevyhnutné pouzitie PCR metéd. Na molekularnu diagnostiku pakomarikov sa vyuZzivaju
ITS-1, ITS-2 segmenty rDNA alebo mt COI (Cetre-Sossah, 2004; Mathieu a kol., 2007;
Gomulski a kol., 2005; Nolan a kol., 2007).

MATERIAL A METODIKA

Pakomariky, odchytené svetelnym lapacom v 3 oblastiach vychodného Slovenska (chov
hovéddzieho dobytka v okr. TrebiSov a PreSov a obora s danielou a mufléniou zverou okr.
Kosice-okolie) sme druhovo determinovali na zaklade morfologickych znakov (Delécolle,
1985; Goffredo a Meiswinkel, 2004). Zaroven sme samicky rozdel'ovali do kategorii podl'a
fyziologického stavu (tzv. age-grading) na nenacicané (nulliparous), nacicané (parous),
cerstvo nacicané (engorged) a gravidné (Dyce, 1969). Na druhovi determinaciu samiciek z
Obsoletus Komplexu sme vykonali multiplex PCR analyzu s druhovo $pecifickymi primermi
pre ITS-2 oblast’ (Gomulski a kol., 2005). Touto metédou sme schopni identifikovat’ druhy C.
obsoletus, C. scoticus a C. montanus. Nahodnym vyberom sme vybrali 125 nenacicanych
(nulliparous) samiciek z Obsoletus Komplexu a 4 samicky, ktoré sme druhovo determinovali
ako C. chiopterus. Pri 16 kusoch samiciek z Obsoletus Komplexu a 4 suspektnych C.
chiopterus sme urobili aj multiplex PCR s primermi pre ITS-1 segment (Mathieu a kol.,
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2007), ktoré sa pouzivaju na diagnostiku C. obsoletus, C. scoticus, C. montanus, C.
chiopterus a C. dewulfi.

Z parous a gravidnych samiciek z Obsoletus a Pulicaris Komplexu sme pripravili pooly na
real-time RT-PCR detekciu BTV a RT-PCR detekciu EHDV.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Analyzovali sme 6 odchytov pakomadrikov z 3 lokalit, 4 z obory, 1 z chovu hovidzieho
dobytka v okrese TrebiSov a 1 z chovu v okrese Presov. Celkovo sme druhovo determinovali
7773 ks pakomarikov, s 54 % zastlpenim druhov z Obsoletus Komplexu a 23 % z Pulicaris
Komplexu.

Pomocou multiplex PCR ITS-2 segmentu sme jednozna¢ne druhovo urcili 109 jedincov zo
125. DNA zo 16 samiciek bolo potrebné analyzovat opit z dovodu nejednoznaénych
vysledkov. Na amplifikdciu sme pouzili primery pre ITS-1 segment. C. chiopterus sme tiez
analyzovali touto metddou, pretoZe na primery pouzivané na ITS-2 segment reaguje ako C.
scoticus. Pri 8 jedincoch z Obsoletus Komplexu a 4 C. chiopterus sme vykonali aj
sekvenaciu.

Vyhodnotenim vysledkov vSetkych troch vysetrovacich metéod sme dospeli k vysledku
relativnej abundancie druhov z Obsoletus Komplexu, ktord bola pre C. obsoletus v chovoch
HD 86 a 81 %. V obore bola vyssia abundancia C. obsoletus pri odchytoch v polovici méaja
a koncom juna, ale v 2 odchytoch koncom méja a zaciatkom jina sme zaznamenali vySSiu
relativnu abundanciu C. scoticus (Tab.1). C. montanus sme vo vzorkach nepotvrdili.

Zo 4 jedincov determinovanych na zédklade morfologickych znakov ako C. chiopterus sme na
zéaklade ITS-1 segmentu a sekvenaciou potvrdili len 2, zvys$né 2 boli C. scoticus.

V 79 pooloch obsahujucich 3154 parous a gravidnych samiciek (n=3154) z Obsoletus a
Pulicaris Komplexu sme pritomnost BTV a EHDV nepotvrdili.

Tab. 1. Relativna abundancia druhov z Obsoletus Komplexu a C. chiopterus analyzovanych
multiplex PCR ITS-1 a ITS-2 segmentu.

Pocet
Datum analyz. C. C. % C.
C.vz.| Miesto odchytu | odchytu Druh Q obsoletus | scoticus | obsoletus
Obsoletus
1. Obora 13.5.2011 Kompl. 21 12 8 57,14
Obsoletus
2. Obora 26.5.2011 Kompl. 19 1 18 5,26
Obsoletus
3. Obora 2.6.2011 Kompl. 22 4 18 18,18
Obsoletus
4. Obora 23.6.2011 Kompl. 21 16 5 76,19
Chov HD — okr. Obsoletus
5. TV 25.5.2011 Kompl. 21 18 3 85,71
Chov HD — okr. Obsoletus
6. PO 25.5.2011 Kompl. 21 17 4 80,95
Chov HD — okr.
7. PO 25.5.2011| C. chiopterus 4 2
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Obr. 1. Gélova elektroforéza amplifikacnych produktov multiplex PCR ITS-1 segmentu (1,4-
7,9,10,14,15,20 - C. obsoletus; 2,3,8,11-13,24 - C. scoticus; 21 - C. montanus; 16,19,23 - C.
chiopterus; 22 - C. dewulfi)

ZAVER

Na Slovensku nebol doteraz potvrdeny ziaden autochtonny pripad Bluetongue ani
Epizootickej hemoragickej choroby udomacich avolne Zzijlcich prezavavcov. Nasim
doterajsim vyskumom sa nepodarilo potvrdit’ pritomnost’ tychto virusov v pakomarikoch.
Pritomnost” potencialnych vektorov a nekontrolovatel'nd migracia volne Zijicich zvierat ako
rezervoara patogénov nevylucuje moznost zavleCenia pdvodcov zavaznych ochoreni aj do
nasich chovov.
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BAKTERIALNE SPOLOCENSTVO DRENAZNEJ VODY SKLADKY HNEDEHO
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ABSTRAKT

Drenazna voda zo skladky hnedého kalu v Ziari nad Hronom vytvara jedno z
najnehostinnej$ich miest pre Zivot. pH tejto vody je vysSie nez 13 a nachédza sa v nej vel’a
tazkych kovov (najmd chrému — 50 mg/L). Napriek vSetkému sa v tejto vode vyskytuje
relativne pocetna bakteridlna populdcia. Cielom tejto prace bolo charakterizovat
kultivovatelné baktérie ztohto prostredia. Kultivatnymi metédami sme z drendznej vody
izolovali a pomocou MALDI-TOF analyzy identifikovali najmenej 6 skupin baktérii. VSetky
izolované kmene su halo- a alkalotolerantné. V populacii vyznamne dominuju gram-pozitivne
baktérie. Podarilo sa ndm identifikovat dve skupiny reprezentované druhmi Bacillus
megatherium a Micrococcus luteus. Viaceré ziskané izolaty vykazuji biotechnologicky
zaujimavé enzymové aktivity.

UvOoD

V zavodoch Slovenského narodného povstania (ZSNP) v Ziari nad Hronom sa oxid hlinity
vyrabal od roku 1957 do 1967 (Stastny, 2005). Po vytaZeni oxidu hlinitého sa zostatok
bauxitu prepravoval hydraulicky potrubim a ukladal na kalové pole. Postupne tak vzniklo
rozsiahle odkalisko, ktoré mé rozlohu vyse 40 hektdrov a nad okolitym terénom ¢nie do vysky
42 az 45 metrov. Okrem toho sa tu nachadza priblizne jeden milion metrov kubickych
volnych a viazanych alkalickych vod. Tato alkalickd voda, ktorej pH je 13, mdze
predstavovat’ nebezpecnu zataz na zivotné prostredie. Viaceré mikroorganizmy vSak dokazu
prezivat’ aj v takychto extrémnych podmienkach a v poslednych rokoch sa zdujem sustred’uje
na  vyuzitie  takychto  extrémofilnych  mikroorganizmov v biotechnologickych
a bioremediacnych procesoch. Alkalofily su mikroorganizmy, ktoré su schopné prezit
v prostredi s pH 9 az 11 (Zavarzina, 2006). Alkalotolerantné mikroorganizmy sa skladaju
z dvoch hlavnych fyziologickych skupin mikroorganizmov. Do prvej skupiny patria alkalofily
a do druhej haloalkalofily. Alkalofily vyzadujua pH 9 alebo aj viac pre svoj rast aich pH
optimum je 10, zatial ¢o haloalkalofily vyzaduju pre svoj rast hodnoty pH vysSie ako 9
avysoku salinitu (nad 33% wt/vol NaCl). Alkalofily a haloalkalofily maji Specidlne
adaptacné mechanizmy na prezitie v prostredi s vysokou salinitou a pri zésaditom pH. Tieto
vlastnosti robia haloalkalofily vel'mi zaujimavymi mikroorganizmami z hl'adiska zdkladného
vyskumu ale aj z hl'adiska biotechnologického (Tindall, 1984).

Cielom tejto prace bolo Studium bakteridlnej populacie v drendznej vode skladky hnedého
kalu v Ziari nad Hronom.

MATERIAL A METODIKA

Povod a spracovanie vzoriek: Odber vzoriek sme vykonali dia 17.5.2010. Vzorky drendznej
vody sme vysievali na Zivny agar ¢. 2 s réznymi hodnotami pH (7, 9, 11 a 13) po 100 pl.
Kultivacia prebehla 24 hod. pri izbovej teplote a teplote 37°C.

Charakterizacia izolatov: Jednotlivé izolaty sme charakterizovali pomocou analyzy
proteinovych profilov pristrojom MALDI-TOF Biotyper (Bruker Daltonics, Germany). Dalsie
vlastnosti bakteridlnej populdcie v drendznej vode hnedého kalu, ako pritomnost’ kataldzy,
amylazy, proteazy sme stanovili klasickymi biochemickymi a mikrobialnymi postupmi.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Napriek extrémnym podmienkam ako je vysoké pH (az 13), obsah toxickych kovov a
mnozstvo rozpustenych latok sme vo vzorkach kalovej vody detegovali pocetnu populaciu
mikroorganizmov. Kolénie vietkych izolovanych kmefiov rastli na Zivnom agare &. 2 s pH 7
aj s pH 11 teda maju alkalotolerantny charakter. Pomocou MALDI — TOF analyzy sme
jednotlivé izolaty klasifikovali do Siestich skupin (obr. 1).

i |' W
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. L'E]
! V17
[ : V12 II - nezname
: V13 III - nezname
[ \'F
V16 Il¥ - Baciflus megatherium

V11
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Obr. 1: Dendrogram izolatov z drendznej vody skladky hnedého kalu v Ziari nad Hronom
vytvoreny porovhanim MALDI-TOF profilov

NajpocetnejSimi boli izolaty zaradené do prvej skupiny (V9, V8, V3, V17), ktoré sa vsak
pomocou MALDI — TOF nepodarilo identifikovat’. Ide o psychrofilné gram-pozitivne koky

az kokobacily tvoriace Zltozelené kolonie.

Tabulka 1: Mikrobiologicka charakteristika vybranych izolatov

Izolat
Charakteristika V3 V12 V13 Vi1l V10 Vo6
Maldi skupina I I I v \% VI
Rast pri
20 °C + + + + + +
30 °C + + + + + +
37°C - + + + + -
45 °C - - - + +/- -
5 % NaCl + + + + + +
7,5 % NaCl + + + + + =
10 % NaCl + + + + + =
Anaerobne - - - - - -
pH=17,0 + + + + + +
pH =10,0 + + + + + +
Oxidaza - - - - - -
Katalaza + + + + + +
Produkcia indolu - - - - - -
Produkcia H,S - - - - - -
Proteaza - - = = + o
Produkcia amylazy | - + + - - -
Gramovo farbenie | G+ G+ G+ G+ G+ G-
Morfologia buniek | kokobacily | diplokoky | diplokoky | bacily koky tyCinky
Farba kolonii 7ltozelena | krémova | krémova | bézova 7Ita krémova
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Dalsie najcastejsie sa vyskytujiice izolaty st zaradené do skupiny IV (izolaty V2, V16, V11).
Na zéklade MALDI — TOF sme stanovili, ze ide o izolaty baktérie rodu Bacillus
megatherium. Tieto izolaty taktiez vykazovali vlastnosti typické pre tento druh. Dvoma
izolatmi (V7 a V6) bola tvorena skupina VI, ktora sa nepodarilo identifikovat’.

Tato skupina ako jedina je tvorena gram-negativnymi kratkymi ty¢inkami, tvoriacimi kolonie
krémovej farby. Ostatné skupiny boli tvorené len jednym izolatom, vo vSetkych pripadoch
patriacim ku gram-pozitivnym baktériam. Z nich sa podarilo pomocou MALDI-TOF analyzy
identifikovat’ len izolat V10 ako Micrococcus Iluteus. Podrobna mikrobiologicka
charakteristika vybranych izolatov je uvedend v Tabul’ke 1.

Existuje len minimum pric o bakteridlnych populdcidch vyskytujucich sa v bauxitovych
odpadovych vodach. Ako jedini tuto bakteridlnu populaciu Studovali Hamdy a Williams
(2001), ktori popisuji az 150 bakteridlnych kultar, zaradenych do rodov Bacillus,
Flavobacterium, Lactobacillus, Micrococcus, Staphylococcus, Pseudomonas, Leuconostoc a
Enterobacter. V porovnani sich vysledkami sme pozorovali nizs§iu frekvenciu gram-
negativnych baktérii.

V obidvoch studiach sa vSak detegovali zastupcovia rodov Bacillus a Micrococcus ktori sa v
sucasnosti aktivne vyuzivaju pri bioremediacii (Dercova a kol., 2005). Je teda predpoklad, ze
po overeni d’alSich vlastnosti by boli aj nase izolaty vyuzite'né v bioremediacnych procesoch.
Alkalofilné a alkalotolerantné baktérie su vyznamnymi producentmi viacerych priemyselne
dolezitych enzymov. Z naSich izoladtov sa pozorovala produkcia alkalickej protedzy iba v
pripade izolatu M. luteus V10. Schopnost’ produkovat’ amylazu vykazuja izolaty V12 a V13.
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VYSKYT OCHORENI U OKRASNYCH DRUHOV RYB IMPORTOVANYCH
Z AZIE

Smiga L.!, Koguthova L.!, Kosuth P.', Letkova V.2, Mihok T.".

""Ustav pre chov a choroby zveri a ryb, UVLF, Komenského 73, 041 81 Kosice

? Ustav parazitolégie, UVLF, Komenského 73, 041 81 Kosice

ABSTRAKT

Nedostatocna veterindrna kontrola zdravotného stavu okrasnych druhov ryb pochadzajicich
zimportu z Azijskych krajin, na uzemi Slovenskej republiky, sposobuje vyskyt novych
druhov parazitov (nami zistené druhy monogenei: Goussevia spp.) astym spojend zla
zivotaschopnost’ a enormny thyn ryb v akvapredajniach, alebo v profesionalnych chovoch.
Cielom naSej prace bolo diagnostikovat vyskyt ochoreni okrasnych druhov ryb
pochadzajucich zimportov z Azijskych krajin (AOFU). Vysetrené ryby boli podrobené
kompletnej pitve, so zameranim na parazitarne ochorenia a mykobakteridzy. Skrining bol
vykonavany od roku 2008- 2012 acelkovo bolo vySetrenych 50 akvarii. Vacsina ryb
pochadzala od profesiondlnych chovatelov (az 84 9% ). NajcastejSie sa vyskytujicim
protozoarnym parazitom bola Hexamita sp. v 50 % prevalencii a z helmintov Dactylogyrus
sp. v 43,7 % prevalencii. VysSia prevalencia ochoreni u juvenilnych jedincov (70%) stvisela
nielen s nedostatoéne vyvinutym imunitnym systémom mladych ryb, ale hlavne s vyS$im
poctom mladych jedincov importovanych do akvapredajni a chovnych zariadeni. Bakteridlne
ochorenia sa vyskytovali len u4 % vySetrovanych akvarii a z mykotickych ochoreni sme
diagnostikovali ichtyofonozu s prevalenciou 28 %.

UvOoD

Od roku 1985 sa kazdym rokom zvySuje v priemere o 14 % produkcia akvaristického
priemyslu. Roc¢ne je exportovanych do viac ako 100 krajin sveta priblizne bilidn okrasnych
ryb a vodnych bezstavovcov, z toho 90 % tvoria sladkovodné a 10 % morské druhy (98 %
pochadza z odchytu). Roény zarobok svetového akvaristického priemyslu je priblizne 15
bilionov americkych dolarov (Oliver, 2001, 2003; Wabnitz et al., 2003; Bartley, 2005; UNEP-
WCMC, 2007; Whittington and Chong, 2007 in Roberts, 2010). V roku 2001 vytvoril Oliver
poradie najvacsich svetovych importérov a exportérov okrasnych druhov ryb : Import-
Japonsko, Nemecko, Francuzsko, Belgicko, Singapur, Holandsko, Cina Hong Kong
a Kanada, naopak najvaé§imi exportérmom je Singapur, USA, Malajzia, Ceska republika, Sri
Lanka, Japonsko, Filipiny a Izrael. Singapur je hlavnym importérom okrasnych druhov ryb
z azijskych farmovych chovov a odchytu z volnej prirody, ktoré exportuje d’alej do USA,
zapadnej Eurdpy a Japonska (Oliver, 2001; Wabnitz et al., 2003 in Roberts, 2010). Import
a export ryb predstavuje velké riziko prenosu ochoreni, najmi parazitarnych do oblasti
s neprirodzenym vyskytom tychto patogénov. Za ucelom vykonévania kontroly zdravotného
stavu a zamedzenia $ireniu ochoreni, vznikli v krajinach s vyznamnym importom ryb, akym je
v poslednych rokoch Australia (Andrews,1990; Oliver, 2003; Gerstner et al., 2006; UNEP-
WCMC, 2007 in Roberts, 2010) viacero institicii a projektov, AQIS- Australian Quarantine
and Ispection Service, Biosecurity Australia a pod (Stephens, Jones, Hillier, 2005) . Rovnako
v krajinach s vyznamnym exportom ryb, akymi su staty AOFU sa spolo¢nost AVA- Agri-
Food & Veterinary Authority, zaobera diagnostikou ochoreni okrasnych druhov ryb urénych
na export (Yeo, Wee et al. 2010).

Cielom naSej prace bolo diagnostikovat’ ochorenia okrasnych druhov ryb pochadzajucich
z importov  z azijskych krajin aeliminovat’ vyskyt ochoreni v chovoch, ktoré moézu
predstavovat’ vysoké riziko infekcie aj pre nase hospodarske druhy ryb.
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MATERIAL A METODIKA

Od roku 2008 - 2012 sme vykonali skrining ochoreni okrasnych druhov ryb pochadzajicich
z importov z Azijskych §tatov. Vysetrenia boli zamerané na parazitarne ochorenia.

Vysetrené druhy ryb a pocet: Hyphesobrycon heterorhabdus: 1; Tanichthys albonubes: 1;
Rasbora heteromorpha: 1; Carassius auratus var.. 4; Betta splendens: 2; Helostoma
temmincki: 2; Megalamphodus megalopterus: 1; Symphysodonc discus: 17; Colisa lalia: 3;
Hyphessobrycon herbertaxelrodi: 1; Pangasius sp.. 1; Nannostomus beckfordi: 1; Barbus
tetrazona: 2; Xiphophorus maculatus: 5; Xiphophorus variatus: 7.

Vsetky pitvané ryby s klinickymi prejavmi pochadzali z importov z Azijskych $tatov (AOFU)
a boli vysetrené kratko po importe, bez moznosti nakazenia sa v karanténe. VySetrené boli
kompletnou parazitologickou pitvou. Anamnestické a diagnostické udaje boli podrobne
zaznamenané v pitevnych protokoloch. Na determindciou parazitov sme vyuzivali
determinaéné klai¢e- Khalil, L., F., Jones, A., Bray, R., A.: Keys to the cestode parasites of
vertebrates a na protozoa- Ergens, R., Lom, J.: Pivodci parasitarnich nemoci ryb. (1970)
Mikroskopovacie zariadenia pouzivané pri vySetrovani: Olympus Bx 41 (mikroskop), Motic
Zeiss Primo Star (mikroskop); SMZ- 168 (lupa) a k nej zosilovacie zariadenie Motic MLC-
150 C.

Okrem fixacie parazitov v podobe trvalych preparatov, bola vykonavand fotodokumentacia
mikro a makropreparatov parazitov fotoaparatom Olympus digital 35 mm, 1: 3,5
a fotokamerou Camfot Axio Cam ERcSs. Pomocou, ktorych sme vykonavali taktieZ merania
jednotlivych Casti parazitov (najmé pri merani strednych a periférnych hacikov monogenei
Goussevia sp.), pouzili sme k tomu program Software (36) Release 4.8.2 ( Carl Zeiss) .

Pri vySetrovani jedincov podozrivych na mykobakteriozy sme pouzivali na ofarbenie
preparatov farbenie Ziehl- Neelson. Néasledne sme prezerali preparat s imerznym olejom pri
1000 nasobnom zvicseni.

VYSLEDKY A DISKUSIA

VysSetrenych bolo 50 obsddok akvarii zimportu. Prirodné¢ formy ryb boli v importoch
zastupené len v 2 pripadoch (4 %), muta¢né formy tvorili 48 obsadok (96 %) . Akvaria
s dospelymi jedincami tvorili 30 %, sjuvenilnymi 70 %. Parazitdrne ochorenia boli
v prevalencii 96 %; mykotické (ichtyofondza) 28 % a bakteridlne 4 %.

Protozoarne parazity, ktoré boli diagnostikované u ryb z importu: Ciliophora (rod Trichodina
18, 7%) a Mastigophora (rod Hexamita 50 % , rod Ichtyobodo 2 %) . Z Metazoi boli
zastupené dva kmene: Kmen Plathelminthes (trieda Monogenea, rod Dactylogyrus, ktorych
prevalencia bola zo vSetkych parazitdrnych ochoreni najvyssia, 43,7 % a rod Gyrodactylus , 2
%. Trieda Cestoda v 2 % a kmen Nematoda (rod Capillaria ) v 6,2% prevalencii.

Az 84 % pripadov pochadzalo od profesionalnych akvaristov a len 16, 6 % z akvapredajni.
Vyskyt zmieSanych parazitdrnych infekcii bol najcastejSie v kombindcii hexamitdza,
daktylogyroza, gyrodaktyloza a trichodindza.

Vd’aka nizkej cene a §irokému sortimentu akvariovych druhov ryb, si Azijské krajiny ¢astym
exportérom ryb pre profesiondlnych chovatelov a akvapredajne na Slovensku. Z importov
pochadzaju prevazne juvenilné jedince (70 %). Dospelé jedince sluZia pre profesionalnych
chovatel'ov, ako chovny materidl. S to prevazne zriedkavé farebné, alebo tvarové formy
ter€ovcov (Symphysodon discus) a plat pestrych (Xiphophorus variatus), ktoré su vyuzivané v
profesionalnych eurdpskych chovoch pri slachteni mutécii. Z komer¢ného doévodu sa
mutacné formy vyskytovali CastejSie (96 %), ako prirodné (4 %). Prirodné formy pochéadzali
z odchytov a i§lo o druhy vyskytujuce sa v Azii. Vysoka frekvencia vyskytu Hexamita sp.
u cichlid popisovana v literatire (Roberts, 2010) sa nam potvrdila ato v 50 % prevalencii.
Hexamitdza sa vyskytovala, ako sekundarny fakultativny parazit, po pomnozeni sa vplyvom
stresu pocas prepravy. Capillaria sp. s prevalenciou 6,2 % bola diagnostikovana u ter€ovcov,
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ktoré Kosuth (1989) radi medzi najcastejsSie infikované druhy tymto parazitom. NajCastejSie
sa vyskytujucim parazitdrnym ochorenim bola Dactylogyrdza, ktora sa vyskytovala v 43,7 %.
Z triedy Cestoda sme diagnostikovali iba jedného zastupcu ato Bothriocephalus sp.. Nizke
percento zastupenia protozoarnych parazitov a niektorych skupin helmintov je sposobené
radikalnymi, Casto neodbornymi lieCebnymi procedirami v karanténych staniciach, alebo
v chovnych zariadeniach priamo v Azijskych §tatoch.
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UCINOK THYMUS VULGARIS NA ZDRAVOTNY STAV TRAVIACEHO TRAKTU
U HYDINY

Jana Takacova

Ustav fyziolgie hospoddrskych zvierat, SAV, Soltésovej 4, Kosice, Slovensko

ABSTRAKT

Mozné rezidud antibiotik a odolnost’ voci chorobam su dovody, preco antibiotikd boli
zakézané ako doplnkové latky. Tento predpoklad viedol k vySetrovaniu alternativnych
doplnkovych latok v zivo¢iSnej vyrobe, a medzi nimi su aj éterické oleje. Jedna sa o
komplexné zmesi zlucenin, ktorych chemické zlozenie a koncentracia su premenlivé. Ich
liecivé t¢inky mdzu byt vel'mi silné a je tu mnoho pouziti pre nich. Tato Stadia sa zameriava
na étericky olej z Thymus vulgaris.

Thymus vulgaris obsahuje latky, fenolové antioxidanty. Thymol je jednou z hlavnych latok,
ktoré mézu hrat’ ulohu pri ochrane duodendlnej sliznice pred vplyvmi reaktivnych foriem
kyslika, a tym zaistit’ antioxidacnti ochranu s cielom zabezpecit' zmenSenie medzibunkovych
priestoroch ~ a zamedzenie prieniku patogénnych baktérii a toxinov z intra do
extraintestinalneho priestoru.

UvOD

Rastlinné extrakty maja Siroky rozsah pouzitia. M6zu stimulovat’ prijem krmiva. Maji
kokcidiostaticky, ¢i protiskrkavkovy efekt. Extrakty ziskané zaromatickych a lieivych
rastlin maji vyrazny antisepticky a stimula¢ny ucinok s priaznivym pdsobenim na travenie.
Mnohi autori uvadzaju antimikrobialny ( Fabian a kol., 2006) a antioxida¢ny (Faix a kol.,
2007) ucinok éterickych olejov, ich schopnost’ pdsobit’ protizapalovo (Juhas a kol., 2008).
Funk¢na charakteristika spoc¢iva v organoleptickom posobeni, stimulacii organizmu k vlastnej
produkcii sekrétov. V ostatnych rokoch sa prejavil zvySeny zdujem o vyuzitie rastlinnych
silic. Biologicky aktivne komponenty rastlin su prevazne sekunddrnymi produktmi ich
metabolizmu, ako st napr. terpenoidy, fenoly, glykozidy a alkaloidy. Vzhl'adom na moZzny
synergicky vztah medzi jednotlivymi zlozkami nie je uplne jasné, ktory komponent
éterického oleja ucinkuje ako stimulator endogénnych traviacich enzymov, antioxidant,
protizapalova a antimikrobialna substancia alebo imunomodulator. Thymol a jeho izomér
carvacrol, u¢inn¢ latky ziskané z rastlin tymidnu a oregana su klasifikované ako monoterpény
fenolov, v in vitro podmienkach preukdzali svoj antimikrobidlny ucinok (Ouwehand a kol.,
2010). Eterické oleje vtele zvierat podporuju predovietkym sekréciu traviacich stiav.
Vysledkom je vyssia stravitelnost’ a vstrebavanie zivin. Na zaklade vysledkov prac viacerych
autorov mozu éterické oleje u hydiny ovplyviiovat’ hmotnost’ vajec, produkciu vajec, zZiva
hmotnost’, ¢i prijem krmiva (Ayasan akol.,, 2005). Rastlinné¢ extrakty maji vyrazné
antioxidacné vlastnosti, ktoré vo svojej praci potvrdili aj Faix a kol. 2009, ked” po podavani
éterického oleja Cynnamomum zeylanicum zistili signifikantny vplyv na antioxidacny status
ako aj zvySenie fagocytarnej aktivity u vykrmovych kurciat. Plach4a a Faix, 2008 zistili vo
svojej praci mozny pozitivny vplyv Skorice, rozmarinu a borneolu na imunitné funkcie v
organizme, ked’ zistili, Ze tieto éterické oleje stimulovali fagocytarnu aktivitu leukocytov.

PRODUKCIA HYDINY

Obchodna produkcia hydiny v priebehu poslednych 50 rokov tazila z farmaceutickych a
biologickych produktov, ktoré umoznili zvysit' geneticky potencidl, zlepsit’ vyzivu a celkovo
zvysit' produkciu. Potraviny zivoc¢isneho pdvodu napr. zdravé hydinové miso, poskytuju
protein dolezity v l'udskej strave. Na Slovensku ma produkcia a predaj jatocnej hydiny
vzrastajuci trend, pri¢om v spotrebe sa zarad’'uje hned’ za bravcové miso.
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Problematika zdravej vyzivy zahriiuje mnoho aspektov, pri hydinovych produktoch najma
tvorbu mésa s nizSim obsahom cholesterolu, vhodnym zloZzenim mastnych kyselin a
zvySenym obsahom ucCinnych latok (Benkova a kol. 2005). Médso hydiny ma vyhodné
biologické a nutritivne vlastnosti. Bielkoviny kuracieho a morcaciecho misa obsahuju v
porovnani s bravcovym a hovddzim méasom viac esencialnych aminokyselin, najmé argininu,
leucinu, izoleucinu, metionimu a valinu. Ich priaznivy pomer vytvara vhodné podmienky pre
zdravy vyvoj Cloveka a jeho vykonnost. Nedostatok tychto latok spomal’uje rast, poSkodzuje
¢innost’ centralneho nervového systému, endokrinného systému a pod. (Benkova a kol.,
2005).

INTEGRITA CREVA

Crevny epitel predstavuje ochrannt bariéru proti kontinualnemu pdsobeniu potravinovych
patogénov a patogénnych mikroorganizmov pritomnych v limene ¢reva a réznym fyzikalno-
chemickym uc¢inkom, ktoré spdsobuju traviace a mikrobialne produkty, ale napriek tomu musi
byt priepustna, priechodna pre prospesné ziviny a tekutiny. Ochrana proti Skodlivym
agensom je zabezpecend faktormi ako su: zZalido¢na kyselina, peristaltika, pritomnost’ hlienu,
revna proteolyza a flora éreva (Nava a kol., 2005). Crevna bakteridlna mikrofléra méoze byt
modifikovana zlozenim diéty, ktord moze ovplyviiovat’ produkciu a kvalitu mucinu (Faixova
a kol., 2008).

Tesne regulovand kontrola c¢revnej bariérovej funkcie a integrity je rozhodujica v
patogenéze Crevnych chordb, ako su: zapalové ochorenie Ccriev, ulcerdézne kolitidy a
autoimunitné choroby spojené s poruchou crevnej bariéry a zvySenim Crevnej priepustnosti
(Laukoetter a kol., 2008).

Crevna integrita je ohrozena, ked’ vrstva hlienu je degradovan4, epitelové bunky st zni¢ené,
cievne zasobenie je prerusené, alebo je ohrozeny imunitny systém. Vysledkom je enteritida
alebo zapal ¢riev. Objavuju sa priznaky ako je hnacka, dehydratacia, slabost’, ibytok telesnej
hmotnosti alebo pomaly rast. Pri poskodeni traviaceho traktu vznikaji nekrotické enteritidy.

Vhodnym modelom pre urcenie funkéného stavu ¢reva je pouZitie in vitro Ussing chamber
metddy, ktorou sa mozu popisat’ viaceré ukazovatele funkcii ¢reva. Pomocou tejto metody sa
popisala uloha epitelidlnej bariéry (Boudry, 2005), transport elektrolytov cez ¢revny epitel
(Stack a kol., 1995) a transport kyslikovych radikalov ktory $tudoval Zawieja a kol., 1992.
Znizovanie cCrevnej permeability spOsobenej patogénnym kmetiom Escherichia coli
u potkanov kfmenych laktobacilmi s vyuzitim modelu Ussing chamber pre stanovenie
vlastnosti ¢revnej steny popisali Mangell a kol., 2002. Podobne bol tento model pouzity aj na
meranie protizapalového ucinku laktobacilov meraného kvantifikovanim produkcie cytokinov
(Madsen a kol., 1999). Vplyv éterického oleja Thymus vulgaris na integritu crevnej steny vo
svojej praci sledovali aj Placha a kol. 2010 a,b. Zistili, ze jeho pozitivny uc¢inok zavisi od
koncentracie, ked’ze 0,4 % koncentracia negativne ovplyvnila intestinalnu integritu na rozdiel
od nizsej 0,05% koncentracie.

Docic a Biklei (2003) uvadzaju, Ze rastlinné extrakty podobne ako antibiotikd, pozitivne
ovplyviiuji prijem krmiva, prirastky zivej hmotnosti, utilizaciu zivin a zlep$uju mikrobialnu
fermentaciu v Creve. Bikler (2006) poukazuje aj na skuto¢nost, Ze pouzitie fytogénnych aditiv
stimuluje rast traviacej sustavy a zlepSuje jej odolnost voci kolonizacii patogénnou
mikroflorou multifunkéné vlastnosti, ktoré su dané Specifickym obsahom bioaktivnych
zloziek.

Reaktivne kyslikové medziprodukty predstavuju dolezité medidtory pri aktivacii
zapalovych reakcii. Napriklad chronicky zapal c¢reva je charakterizovany zvysenou
produkciou reaktivnych kyslikovych metabolitov.

Acetylcholin je rozhodujtci pri kontrole transportu id6nov a aktivity vody cez epitel Creva.
Hirota a McKay (2006) presktimali mechanizmus cholinergickej kontroly transportu i6nov
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cez intestinum cicavcov v Ussing chamber. Cholinergicky nervovy systém ovplyviluje
bazalny tok idbnov a mdze sposobit’ aj zvysenie transportu idnov.

Zapal Creva Casto charakterizuju poruchy v cholinergickom systéme a znizenie transpotu

ionov cez Crevny epitel. Preto Hirota a McKay (2006) navrhovali, aby farmakologické
analyzy boli doplnené technikami molekuldrnej bioldgie, ktorymi by sa zameriavalo na
konkrétne acetylcholinové receptory a signalizacné molekuly. Rozdiely transportu idnov cez
zdravé aposkodené¢ tkanivo tak odhalia kontrolné mechanizmy, ktoré moézu byt
nepovSimnuté ked’ sa zameriava len na zdravé tkanivo.
Tymol a cinamaldehyd ziskané z tymianu a Skorice, maji vplyv na bunky cicavcov. Boudry
a Perrier, (2008) zistovali vplyv tychto latok na vylucovanie a vstrebavanie elektrolytov cez
epitel jejuna oSipanych v Ussing chamber. Dosli k zaveru, Zze tymol indukuje sekréciu CI°
a HCOs™ prostrednictvom aktivacie nervovych receptorov, zatial' co cinamaldehyd indukuje
sekréciu HCO;3™ pravdepodobne prostrednictvom priamej aktivacie nikotinovych receptorov
na epitelidlne bunky. Kamel a McKay (2003) charakterizujii fytogénne substancie ako
prirodné latky rastlinného pdvodu, ktoré nezanechavaju rezidud v zivociSnych produktoch a
nie je nutné dodrziavat’ ochrannu dobu pred jato¢nou pordzkou zvierat. Ziskané poznatky
nasved¢uju tomu, ze éterické oleje pridavané do krmnej dadvky maji pozitivny vplyv na
celkovy zdravotny stav hydiny, hlavne na zdravie ¢reva a zlepSuju hmotnostné prirastky.
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GDF-15 AKO FAKTOR POTENCIALNE OVPLYVNUJUCI UCINNOST
FOTODYNAMICKEJ TERAPIE S HYPERICINOM

Valekova, B., Mikes, J., Vargova, J., MikeSova, L., Fedorocko, P.

Katedra bunkovej bioldgie, Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedeckd fakulta
Univerzity P. J. Saférika v Kosiciach

ABSTRAKT

Expresia a sekrécia pleiotropne podsobiaceho cytokinu GDF-15 sa zvySuje pri viacerych
patologickych stavoch vratane onkologickych ochoreni. V poslednych rokoch bolo venované
zna¢né Usilie objasneniu ulohy GDF-15 pocas skorych a neskorych faz nadorového ochorenia.
Doposial’ ziskané vysledky su zna¢ne protichodné, ¢ast’ z nich naznacuje proapoptoticky efekt
GDF-15 v nadorovych bunkach, dalSie poukazuju naopak na antiapoptoticky a
prometastaticky ucinok. Poznanie ucinku tohto faktora moéze byt dolezité pri volbe
terapeutického pristupu. Cielom naSich experimentov je overit, ¢i sekrecnd forma GDF-15
ma ulohu v odpovedi nadorovych buniek na zasah prostrednictvom fotodynamickej terapie s
vyuzitim hypericinu ako fotosenzibilizatora (HY-PDT). Ako experimentadlny model pre
stadium sme zvolili bunkovu liniu HCT116 p53™* (s normalnou regulaciou expresie gdf-15) a
HCT116 p53” (s deregulovanou, potlatenou expresiou gdf-15neprodukujucu) a bunkovu
linlu A549. Na studium vplyvu GDF-15 na odpoved buniek na PDT sme uskuto¢nili
experimenty s kondiciovanymi médiami od buniek HCT-116 p53™". Dalsie experimenty mali
za ciel’ overit, aky je podiel GDF-15 na celkovom ucinku kondiciovaného média. Overovali
sme koncentra¢nu zavislost’ metabolickej aktivity buniek od GDF-15, vplyv tohto cytokinu na
zmeny metabolickej aktivity po PDT MTT testom a zmeny proliferaénej a migracnej aktivity
buniek prostrednictvom ,,wound-healing assay“. Aj ked’ experimenty s kondiciovanymi
médiami naznacuju pritomnost’ stimulov podporujiucich programovani bunkova smrt,
nasledné experimenty nepodporuju hypotézu, ze za tento efekt zodpoveda sekretovany GDF-
15.

UvoD

Fotodynamické terapia (PDT) je efektivnou alternativou protinddorovej terapie. Realizacia
pozostava z podania chemickej latky (tzv. fotosenzibilizatora), ktora po aktivacii svetlom
uréitej vlnovej dizky vyvoldva vznik reaktivnych foriem kyslika. Tie veda k poskodeniu
cielovej bunky ¢i tkaniva a spusteniu kaskad programovanej bunkovej smrti. Hypericin,
naftodiantrén prirodného povodu, je produkovany ako sekunddrny metabolit rastlin z rodu
Hypericum. VyznaCuje sa viacerymi vlastnostami, ktoré zneho robia fotosenzibilizator
vhodny na vyuZitie v PDT nadorovych ochoreni. Okrem zvySenej afinity k nadorovému
tkanivu a minimalnej toxicity v tme sa vyznacuje aj vysokou efektivitou pri indukcii
oxidativneho stresu priamo poskodzujiceho cielovi nddorovi bunku. K jeho celkovému
ucinku sa pridava schopnost’ poskodit’ cievne zasobenie nddoru. Niektoré protinadorové
ucinky hypericinu nevyZzaduji aktivaciu svetlom. Hypericin mé& schopnost’ inhibovat
angiogenézu, migraciu a invazivitu nadorovych buniek in vitro (Vantieghem a kol., 2002).
GDF-15, pleiotropne pdsobiaci cytokin patriaci do rodiny TGF-B, je za fyziologickych
podmienok exprimovany v malej miere, no pravdepodobne sa zucastiiuje viacerych dolezitych
procesov, ako embryondlny vyvin, hematopoéza a regulécia imunitnych pochodov (Mimeault
a Batra, 2010). GDF-15 je sekretovany do extracelularneho prostredia po Stiepeni
proproteinovou konvertazou a dimerizécii v endoplazmatickom retikule. Expresia a nasledné
sekrécia sa zvysuje pri patologickych stavoch vratane onkologickych ochoreni. Hoci vysledky
niektorych experimentov naznacuji protinadorové a proapoptotické t€inky GDF-15 (Wilson
a kol., 2003; Baek a kol., 2005), udaje z klinickych §tadii ukazuju vyrazny narast hladiny
v sére onkologickych pacientov s nddormi gastrointestindlneho traktu, pankreasu, prostaty
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a melanomami (Baek a kol., 2009; Mimeault a Batra, 2010). Narastajuca koncentracia GDF-
15 v sére je v korelécii s progresom nadorového ochorenia, stupiiom malignity, pritomnostou
infiltracie lymfatickych uzlin a zakladanim metastdz. Je asociovany s horSou prognézou
a skratenym Casom preZzivania pacientov. Je spdjany aj so vznikom a zvySovanim rezistencie
na protinadorovu terapiu (Selander a kol., 2007; Proutski a kol., 2009).

V oblasti fotodynamickej terapie je o funkcii a vyzname GDF-15 zndme eSte menej. Ukazalo
sa sice, ze PDT skyselinou 5-aminolevolinovou vedie kzvySeniu expresie gdf-15
v niekol’kych nadorovych bunkovych linidch (Wild akol., 2005), nebolo vSak doposial
Studované, ¢i dochddza aj k syntéze finalneho sekre¢ného produktu, a nebol ani sledovany
pripadny u¢inok sekretovaného GDF-15 po PDT na zasiahnuté bunky. Predo$l¢ experimenty
ukazali, ze kym neaktivny hypericin vedie k zvySenej sekrécii GDF-15 nadorovymi bunkami,
po PDT s hypericinom dochadza k zvySenej akumulacii GDF-15 v bunkach ak poklesu
sekrécie. Nasim cielom je preto overit’, aky je vplyv tohto pleiotropne pdsobiaceho cytokinu,
na ucinnost’ PDT s hypericinom, ktory produkciu GDF-15 ovplyviiyje.

MATERIAL A METODIKA

Ako experimentdlny model sme zvolili bunkové linie kolorektdlneho adenokarcinomu
HCT116 p53™" a HCT116 p53” a plracneho adenokarcinému A549. Bunkové linie boli
kultivované v médiu McCoy’s SA (HCT116), resp. F12K (A549) obohatenom o 10% FBS za
definovanych podmienok (37°C, 95% vlhkost, 5% CO2) po dobu 24 hod a nasledne
podrobené experimentalnym procediram podl'a pripravenej schémy. Pre analyzu markerov
bunkovej smrti bolo bunkam HCT116 p53” menené médium v asovych intervaloch 0, 8 a 24
hod po PDT za kondiciované médium, odobrané HCT116 p53™" bunkam, ktoré sekretujii
GDF-15. Plavajuce aj adherentné HCT116 p53™ bunky boli zozbierané podra protokolu a
prostrednictvom prietokovej cytometrie boli analyzované markery bunkovej smrti:
externalizacia fosfatidylserinu (farbenie Annexin V-FITC 20 min, tesne pred meranim
pridany propidium jodid); depolarizacia mitochondridlneho membranového potencidlu
(farbenie tetrametylénrodamin etyl esterom 20 min); aktiviacia kaspazy 3 (inkubdcia s
fluorescencne znadenym substratom pre kaspazu 3, 20 min); metabolicka aktivita buniek
(farbenie fluoresceindiacetditom 20 min, tesne pred meranim na stanovenie viability pridany
propidium jodid). VSetky merania boli uskuto¢nené prietokovym cytometrom BD
FACSCalibur.

Analyzu metabolickej aktivity buniek sme uskutoc¢nili MTT testom, priCcom sme sledovali
koncentra¢nu zavislost” metabolicke;j aktivity od koncentracie pridaného GDF-15 (250; 500;
750 a 1000 ng/ml) a to po 48 a 72 hod inkubdcii. Taktiez sme analyzovali vplyv GDF-15 (24
hod predinkubécia) na metabolickll aktivitu buniek vystavenych uc¢inku HY-PDT (50nM a
75nM hypericin) a to 24 a 48 hod po HY-PDT. Po uplynuti uréenych ¢asovych intervalov bol
k bunkam vo vSetkych experimentalnych skupinach pridany MTT (3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-
2,5-difenyltetrazolium bromid, zltej farby, 0,5 mg/ml), ktory je zivymi metabolizujucimi
bunkami premiefiany na nerozpustny fialovy formazan. Po uplynuti 4 hod bola metabolizacia
MTT zastavena pridanim 10% roztoku dodecylsulfat sodného. Absorbancia rozpusteného
formazanu bola stanovend spektrofotometricky (FluoStar Optima).

Analyza proliferacnej a migracnej schopnosti bola uskutocnend pomocou stanovenia rychlosti
prerastania Strbiny v konfluentnej vrstve buniek, tzv. ,,wound-healing assay“. Bunky
zvolenych linii boli nasadené do Petriho misiek s adaptérmi s definovanou Sirkou Strbiny
medzi dvoma skupinami buniek. Po dosiahnuti konfluencie bol adaptér odstraneny a bunky
boli vystavené procediram podla experimentalnej schémy. Porovnavali sme Sirku
zacel'ovanej Strbiny vo zvolenych Casovych intervaloch po HY-PDT medzi experimentalnymi
skupinami. Sirka §trbiny bola zaznamenavana fotograficky (Leica DMI6000) a
vyhodnocovana pomocou softvéru (LAS AF Lite 2.6.0).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Na overenie hypotézy, ¢i GDF-15 ovplyviiuje uc¢innost’” HY-PDT, sme sa rozhodli sledovat’
viacer¢ parametre stanovované na nadorovych bunkovych liniach po zdsahu HY-PDT. Ako
prvé sme uskutocnili experimenty s vyuzitim kondiciovaného média HCT116 p53+/ " buniek
sekretujucich GDF-15. Prostrednictvom prietokove] cytometrie sme analyzovali zmeny v
parametroch charakterizujucich bunkovi smrt v pripade bunick HCT116 p53™
s deregulovanou expresiou GDF-15, po vystaveni HY-PDT a nasledne d’alej inkubovanych v
kondiciovanom médiu. Najvyssi podiel buniek so stanovovanymi markermi bunkovej smrti
sme 48 hod po HY-PDT detegovali v populacii HCT116 p53'/' s pridanym kondiciovanym
médiom od p53”" buniek inkubovanych s neaktivovanym hypericinom, ktory v tychto
bunkach zvySuje sekréciu GDF-15. V tejto skupine sme zaroven zaznamenali Statisticky
vyznamny poklesu v percentudlnom zastipeni metabolicky aktivnych buniek v porovnani s
kontrolou, ale aj s experimentalnymi skupinami, kde bol pridany neaktivovany hypericin resp.
plne kondiciované médium (Obr.1). Tieto efekty su pravdepodobne sposobené parcidlne
faktormi kondiciovaného média, parcidlne samotnym hypericinom. Uvedené faktory viedli aj
k zvySeniu poctu buniek umierajacich bunkovou smrt'ou nezavislou od kaspaz 48 hod po HY -
PDT.
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Obr. 1 Percentudlne zastipenie metabolicky aktivnych buniek v jednotlivych
experimentalnych skupinich (Med-Cist¢ médium, ConMed-kondiciované médium, HY-
neaktivovany hypericin; 0-bez vymeny média; c-Statistickd vyznamnost oproti skupine
s kondiciovanym médiom; h-Statistickd vyznamnost' oproti skupine s neaktivovanym
hypericinom)

Na overenie, ¢i za zmeny metabolickej aktivity buniek zistenych v predoSlom experimente
podiela sekre¢na forma GDF-15, sme vyuzili MTT test. Posobenie samotného GDF-15 vedie
k signifikantnému zniZeniu metabolickej aktivity buniek vztiahnutej ku kontrole v HCT116
p53"" a v p53” bunkach, no nezaznamenali sme vyznamnej§i vplyv tohto cytokinu na
metabolicku aktivitu buniek vystavenych G¢inku HY-PDT.

Naopak nepozorovali sme vplyv GDF-15 na metabolickl aktivitu buniek A549, no bunky
vystavené posobeniu HY-PDT inkubované s GDF-15 sa vyznacovali zvySenou rezistenciou
na PDT v case 24 hod po zdsahu. Zaroven vSak v tejto skupine doSlo k spomaleniu
regeneracie metabolickej aktivity populdcie voci kontrole oproti bunkdm nevystavenym
vplyvu GDF-15.

Proliferaénii a migracnu aktivitu buniek sme sledovali pomocou ,,wound-healing assay‘.
V pripade HCT116 p53™* a A549 buniek sme pozorovali mierne zniZenie rychlosti
prerastania Strbiny po pridani samotného GDF-15. Tento rozdiel bol najvyraznejsi pri A549
bunkach po 24-hodinovej inkubacii. Na testovanie vplyvu GDF-15 na rychlost’ uzatvarania
Strbiny bunkami po zasahu HY-PDT sme pouzili PDT s 50 nM hypericinom na bunkové linie
HCT116 a so 100 a 150 nM hypericinom na bunky A549. Za danych podmienok 24-hodinova
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predinkubécia buniek s GDF-15 ani pridanie GDF-15 po HY-PDT neviedli k Statisticky
vyznamnym zmendm v rychlosti uzatvarania Strbiny.

Hoci prvotné experimenty s kondiciovanymi médiami naznacuju pritomnost’ faktorov
podporujucich programovani bunkovu smrt, dalSie série experimentov nepodporuju
hypotézu, ze by za tieto efekty zodpovedal prave GDF-15. Tento cytokin inhibuje
metabolicku aktivitu HCT116 buniek a v spolupdsobeni s HY-PDT ovplyviiuje metabolicka
aktivitu A549. Dalsi test nepotvrdil vplyv GDF-15 na prolifera¢nt a migraénu aktivitu buniek
po HY-PDT pdsobeni. V doterajSich experimentoch sa ndm nepodarilo potvrdit’ vplyv GDF-
15 na u¢innost’ HY-PDT priamym pdsobenim na nadorové bunky, celkové pdsobenie GDF-
15 v nddorovych ochoreniach v§ak méze byt dané nie len vplyvom na nddorové bunky, ktoré
ho produkuju ale aj na bunky imunitného systému podiel’'ajice sa na protinadorovej imunite.
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ABSTRAKT

Napadnutie vcelstiev klieStikom véelim je vaznym a ¢astym problémom pri chove véiel a boj
proti tomuto parazitovi sa stal v odbornej ilaickej verejnosti Casto diskutovanou témou.
V nasej praci sme sa zamerali na charakterizaciu ektomikroflory kliestika ako mozného zdroja
vyznamnych ochoreni véelich spolocenstiev u nas. Pomocou MALDI-TOF analyzy sme
identifikovali viaceré bakteridlne kmene izolované z kliestika. Z celkovo 9 izolovanych
kmenov patria 4 do rodu Microbacterium. V studovanej populacii sme d’alej identifikovali
predstavitel'ov druhov Bacillus cereus, Brevundimonas vesicularis, Rhizobium radiobacter a
Microbacterium liquefaciens. Jeden kmen sa nam nepodarilo identifikovat. VaicSina
izolovanych druhov doteraz nebola spdjana s vcelami alebo klieStikom véelim.

UvoOD

Vcela medonosna (Apis mellifera) ma pre Cloveka zasadny vyznam, predovSetkym ako
opelovac. V stcCasnosti sa stretdvame s celosvetovo rozSirenym uUbytkom vcelstiev.
Vseobecne plati, ze za ubytok je zodpovednych viacero faktorov. Sti¢asné Studie podporuju
nazor, ze ide o interakciu roéznych patogénov, medzi nimi aj klieStika vcelieho (Varroa
destructor), s d’alsimi stresovymi faktromi (Nazzi et al., 2012).

Kliestik véeli je prirodzenym parazitom véely vychodnej (Apis cerana) Zijucej v Azii,
odkial’ bol zavle¢eny do Eurdpy. Vcela medonosna je pre neho 'ahko dostupny a malo odolny
hostitel' (Conte et al., 2010). Dospely parazit sa zivi hemolymfou dospelych v¢iel, zatial’ ¢o
ich vyvojové §tadia parazituju na véel'om plode. V sucasnosti je kliestik vceli rozsireny po
celom svete a patri medzi ekonomicky vyznamné parazity. Je znamy ako vektor viacerych
virusov sposobujucich ochorenia v¢iel, a Casto aj kolaps celej rodiny (Nazzi et al., 2012).
Okrem virusov moze klieStik prendSat’ aj baktérie (povodcu septikémie — Serratia
marcescens, povodcu moru vcelicho plodu — Paenibacillus larvae) a huby (povodcu
zvéapenatenia — Ascosphera apis) (Staron, 2009). V naSej praci sme sa zamerali na
charakterizaciu ektomikroflory kliestika ako mozného zdroja vyznamnych ochoreni vcelich
spolo€enstiev u nas. O mikroflore spojene;j s klieStikom je len malo informacii.

MATERIAL A METODIKA

Vzorky sme odobrali zula od vcelara z Bactcha, okres Brezno. KlieStiky sme z vciel
odstranili pomocou kyseliny mravcej. Kliestiky sme oplachli 1 ml roztoku PBS a alikvoty
tohto roztoku sme vysievali na platne so zivnym agarom ¢. 2. Takto naockované vzorky na
Petriho miskach sme kultivovali v termostate s teplotou 37°C. Tymto postupom sme ziskali
viacer¢ kolonie, z ktorych sme na zédklade morfolégie vybrali 9 kmeniov baktérii, ktoré sme
d’alej charakterizovali. Na identifikdciu izoldtov sme vyuzili zdkladné mikrobiologické
metdédy ako Gramovo farbenie, test na oxidazu, katalazu, indol a MALDI-TOF hmotnostnu
spektrometriu. Na zaklade analyzy proteinovych profilov pristrojom MALDI-TOF Biotyper
(Bruker Daltonics, Germany) sme skonstruovali strom podobnosti jednotlivych izolatov.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Z povrchovych casti tela niekolkych desiatok jedincov kliestika vcelieho sa nam podarilo
izolovat’ viaceré¢ kmene baktérii s vyraznou morfologickou variabilitou. MALDI-TOF
analyzou sme potom potvrdili tato variabilitu (Tab. 1). Spolahlivo sa nam podarilo
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identifikovat’ tri kmene: KK3 ako Bacillus cereus, KK8 ako Brevundimonas vesicularis
a KK7 ako Microbacterium sp. Ostatné vysledky maju podla MALDI-TOF analyzy nizsie
skore spolahlivosti: KK2 — Microbacterium maritypicum, KKS5 — Rhizobium radiobacter,
KK6 — Brevundimonas vesicularis, KK9 — Microbacterium liquefaciens. 1zolaty KK1 a KK4
sa na zaklade porovnania proteinovych spektier MALDI-TOF analyzou nepodarilo
identifikovat’. Gramovo farbenie ukazalo, ze ide o grampozitivne koky.

Tab. 1: Identifikacia bakterialnych izolatov z kliestika vceliecho pomocou MALDI- TOF analyzy

Izolat Druh Skore Druh Skore
(najlepSia zhoda) (druha najlepSia zhoda)

KK1 neidentifikovatel'né 1.664 neidentifikovatel'né 1.634
KK2 Microbacterium maritypicum 1.839 Microbacterium liquefaciens 1.701
KK3 Bacillus cereus 2.347 Bacillus cereus 2.265
KK4 neidentifikovatel'né 1.486 neidentifikovatel'né 1.441
KKS5 Rhizobium radiobacter 1.958 Rhizobium radiobacter 1.762
KK6 Brevundimonas vesicularis 1.794 neidentifikovatel'né 1.38

KK7 Microbacterium sp 2.541 Microbacterium oxydans 1.781
KKS8 Brevundimonas vesicularis 2.035 neidentifikovatel'né 1.576
KK9 Microbacterium liquefaciens 1.807 Microbacterium maritypicum 1.8

Izolat KK3 bol stanoveny ako Bacillus cereus. Predstavitelia tohto rodu su grampozitivne
sporulujuce bacily, v prirode rozsirené. Viaceré Studie zaznamenali pritomnost’ predstavitel'ov
rodu Bacillus v suvislosti so v€elami aich produktami, pricom jednym z najpocetnejSich
druhov bol B. cereus (Iurlina and Fritz, 2005; Tysset et al., 1970).

KK6 a KK8 boli MALDI- TOF analyzou identifikované ako Brevundimonas vesicularis. B.
vesicularis (predtym zname ako Pseudomonas vesicularis a Corynebacterium vesiculare) su
aerdbne, nesporulujuce, gramnegativne bacily. Boli izolované z externého prostredia - poda,
voda a su aj suCastou koznej mikroflory Cloveka, pricom mdézu vyvolavat' rozne infekéné
ochorenia  (napr. meningitidu) (Yang et al., 2006). Pritomnost predstavitelov rodu
Pseudomonas v mede zaznamenali vo svojej praci Tysset et al. (1970).

Poslednym identifikovanym kmenom v nasej praci je Rhizobium radiobacter. Je to aerdbna,
nesporulujica, gramnegativna baktéria. V prostredi sa vyskytuje predovSetkym v spojitosti
s nddorovym ochorenim rastlin, ale je znama aj ako patogén ¢loveka (Egemen et al., 2011).
Na zdklade podobnosti proteinovych profilov ziskanych MALDI-TOF analyzou sme
skonStruovali dendrogram znédzorfiujlici pribuznost’ jednotlivych kmenov (Obr.1). Izolat KK1,
ktory sme MALDI- TOF analyzou neidentifikovali priamo, patri spolu s izolatmi KK2, KK7
a KK9 do rodu Microbacterium a z dendrogramu vyplyva, Ze vSetky 4 izolaty patria do toho
istého druhu. Predstavitelia rodu Microbacterium si grampozitivne, nesporulujice baktérie,
celosvetovo rozsirené. Jedince tohto rodu boli izolované z réznych habitatov, napr. rastlin,
pody, ale aj traviaceho traktu a lariev hmyzu, ¢i réznych potravin (Dworkin et al., 2006).
V literattire nebol dosial’ popisany Ziadny vztah medzi predstavitelmi rodu Microbacterium
a klieStikom vcelim, ¢i véelstvom vSeobecne.

Vsetky spominané izolované baktérie sii druhy bezne sa vyskytujice v prirode. Vzhl'adom na
to, ze kliestik véeli je ektoparazitom véely medonosnej, je pravdepodobné, Ze tieto baktérie sa
na neho dostali prave prostrednictvom robotnic, na ktorych parazituje, pocas opel'ovania.
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Pouzitim MALDI-TOF analyzy a z nej vychadzajiceho dendrogramu sa ndm nepodarilo urcit
jediny kmen — KK4. Ide o gramnegativny bacil, pozitivny na kataldzu, oxidazu a indol. Na
charakterizacii tohto kmena ana analyze biologickej funkcie ostatnych izolatov sa d’alej
pracuje.
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Obr. 1: Dendrogram znazornujuci pribuznost’ bakterialnych izolatov z kliestika vcelieho
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VPLYV FAKTOROV PROSTREDIA NA VARIABILITU OCKANOV RODU EREBIA
Varcholova K.

Univerzita Pavla Jozefa Saférika v Kosiciach, Prirodovedecka fakulta, Ustav biologickych

a ekologickych vied, Katedra zoologie

ABSTRAKT

V prispevku boli sledované rozmery prednych kridel (dizka a §irka) a saméich kopulaénych
organov (dizka a §irka valvy a diZka aedeagu) viacerych populacii druhov Erebia aethiops
(ESPER 1777), Erebia euryale (ESPER 1805), 1775) a Erebia medusa (DENIS &
SCHIFFERMULLER z roznych lokalit Zipadnych Karpat. Odchytené jedince pochadzali
z hypsometricky rozdielnych lokalit Slovenska, z orografickych celkov Slovenské Rudohorie,
Murénska planina, Slanské vrchy, Cergov, Busov, Pieniny a Kosicka kotlina. Ziskany
materidl bol po prepardcii premerany a sledované veli¢iny boli vyhodnotené pomocou
matematicko-Statistickej analyzy. Statisticky test (ANOVA) potvrdil variabilitu a rozdiely
medzi jednotlivymi vybermi. Boli potvrdené rozdiely v rozmeroch kridel, ako aj kopula¢nych
organov skiimanych ockanov. Statisticky vyznamne odli§né su prevazne jedince pochadzajiice
z lokalit s vy$Sou nadmorskou vyskou oproti jedincom, ktoré ziju v nizSich nadmorskych
vyskach. Okrem $tatistického spracovania sa preskimala aj korelacia medzi dizkou a irkou
kridla a kopulaénych organov. Bola zistend pozitivna koreldcia pri kridlach, naopak pre
kopulacné organy tdto miera zavislosti nebola potvrdend. Pomocou PCA analyzy bol
vyhodnocovany vplyv faktorov prostredia na zistenu variabilitu, pricom z vysledkov vyplyva,
7e najvacsi podiel na celkovej zistenej variabilite skimanych motyl'ov ma nadmorska vyska.

UvoOD

Determindcia mnohych skupin hmyzu zaloZend na porovnavani ektodermalnych kopula¢nych
organov je obvyklou a ¢asto vyuzivanou metédou. Casto nie je jednoduché odlisit saméeka
od samicky na zdklade vyskytujiceho sa pohlavného dimorfizmu a takisto v pripade
nezretelnych medzidruhovych rozdielov sa k diagnostike vyuziva Stadium vonkajsich
kopula¢nych organov skimanych druhov (Wakeham-Dawson et al., 2004). Analyza evollcie
kopulaénych organov nam moéze objasnit’ dolezité fylogenetické vztahy mnohych druhov
hmyzu. (Naumann, 1988). Jednotlivi zastupcovia rodu Erebia patria medzi Casté objekty
entomologickych pozorovani. Exemplare z tohto rodu, hlavne vysokohorské, si skimané ako
modelové priklady vplyvu prostredia na spravanie, ¢i morfologiu. Tieto druhy maji velké
spektrum vyskytu v ramci kontinentalnej Europy (Kudrna a kol., 2011). Ciel'om prace bolo
analyzovat viaceré populdcie vybranych druhov rodu Erebia a zistit' ich morfologicku
variabilitu a definovat jej priciny.

MATERIAL A METODIKA

Bolo presetrenych niekol’ko populacii druhov Erebia aethiops , Erebia euryale a Erebia
medusa z rozdielnych lokalit Slovenska. Kridla boli premerané pomocou elektronického
Ciselného meradla v milimetroch. Dizka kridla predstavovala najdlh$iu vzdialenost’ a $irka
bruSka v hydroxide draselnom. KOH zabezpecil zachovanie kopulacného organu tvorené¢ho
z chitinu. VSetky mékké casti, tkaniva, svaly rozpustil. Pod stereolupou sa odstranili zvysky
integumentu a vypreparovany kopulaény organ bol vlozeny do kvapky glycerinu, kde bol
pomocou optiky premerany. Po zmerani vsetkych hodnot sa pouzitim Statistickych metdd
podla ANDELA (1985) zistovalo, &i existuje vyrazny rozdiel medzi dizkou, $irkou kridla,
valvy adizkou aedoeagu uskumanych druhov. Statistické analyzy sa vyhodnocovali
v programoch GraphPad Prism 5, OriginPro 8 aXLSTAT 2009. Kazda lokalita
s prislichajucim poctom exemplarov predstavuje Statisticky subor. Venovala sa pozornost’
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hlavne sledovaniu rozdielov faktorov (dizka, $irka kridel, diZka, $irka valvy a diZka aedoeagu)
v zé&vislosti od nadmorskej vysky a d’al§ich podmienok prostredia. V prvej etape bola zvolena
pre vyhodnocovanie rozdielov jednofaktorova analyza rozptylu. V druhej etape bola pouzita
Scheffého, prip. Tukeyova metdéda mnohondsobného porovndvania. Okrem Statistického
spracovania sa v experimente preskumal aj vzajomny vztah (korelacia) medzi dizkou a Sirkou
kridla a medzi dizkou a $irkou valvy. V zavere PCA analyza objasiiuje, ktory faktor prostredia
ma najvacsi vplyv na zistent variabilitu. Na zdklade tohto spracovania rozdielov (resp.
podobnosti) v rozmeroch kridel a stavbe kopulacnych orgénov su vyhodnotené rozdiely medzi
sledovanymi populéciami a uvedené faktory, ktoré k danym skutocnostiam prispeli.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Skiimané ockane maji Siroku ekologicki valenciu k nadmorskej vyske. Preto tu bol
predpoklad, ze wvariabilita rozlicnych kvantitativnych znakov populacie ma normalne
rozdelenie v priaznivych podmienkach prostredia. Na zdklade Statistickych testov bola
potvrdend variabilita v rozmeroch kridel (obr. 1, 2, 3, 4, 5) asamcich ektodermalnych
kopulaénych organov. Statisticky vyznamne odli§né su od seba jedince pochadzajice z lokalit
s nizSou nadmorskou vyskou oproti jedincom pochadzajucim z lokalit s vy$Sou nadmorskou
vyskou.
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Presetreny bol aj vzajomny vztah dizky a Sirky kridla a kopulaénych orgdnov. Bola zistena
pozitivna korelacia diZky a $irky kridla, ¢o pri kopulaénych organoch potvrdené nebolo,
hodnoty korela¢nych koeficientov sa v§ak vyrazne menili so stipajucou nadmorskou vyskou.
V zévere boli vybrané d’alSie faktory prostredia (nadmorska vyska, podlozie, pritomnost
vody) a pomocou PCA analyzy bol vyhodnocovany ich vplyv na celkovu zistenu variabilitu.
Tato analyza potvrdila najvyraznejsi vplyv nadmorskej vysky.
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REGULACIA IMUNITNEJ ODPOVEDE PERITONEALNYCH MAKROFAGOV
POCAS INFEKCIE CESTODOM MESOCESTOIDES VOGAE U MYSi
Vendel'ova M., Hr¢kova G.

Parazitologicky ustav, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Makrofagy predstavuju prva obrannu liniu v obrane organizmu voci patogénom, pricom
pocas infekcie dochadza k ich rozdielnej aktivacii a zmenam fenotypu. Cielom préace bolo
sledovanie dynamiky poctu a zmeny fenotypu monocytov a makrofagov v peritonealnej
dutine my$i s infekciou cestddom Mesocestoides vogae. V §tidiu sme sa zamerali aj na
hlavné efektorové funkcie tychto buniek, medzi ktoré patri respiraéné vzplanutie a
fagocytarna aktivita a vplyv infekcie na celkovi metabolicku aktivitu buniek. Zaroveni sme
sledovali zmenu expresie génov pre cytokiny Thl aTh2 typu imunitnej odpovede
peritonealnych leukocytov, ktoré vybrané aspekty ovplyviiuji. V experimente sme pouzili
mysi kmena ICR, ktoré boli oralne infikované 60 larvami. Peritonedlne exudatové bunky
(PEC) sme odoberali mySiam pocas dvoch mesiacov infekcie v tyZzdnovych intervaloch.
Fenotypové Crty buniek sme sledovali svetelnym mikroskopom po klasickom farbeni May-
Griinwald/ Giemsa. Fagocytarna aktivita bola stanovena na zaklade ingescie latexovych castic
a produkcia volnych radikdlov prostrednictvom redukcie ferricytochromu ¢ na
ferrocytochrom c. Metabolicka aktivita buniek bola stanovend na zdklade redukcie MTT (3-
(4,5-dimetyltiazol-2-yl1)2,5-difenyl tetrazolium bromid). Génova expresia bola stanovena
metodou RealTime PCR. Makrofagy predstavovali najpocetnejSiu skupinu buniek a zahtnali
niekol’ko subpopulécii sroéznou afinitou k farbivam. V preparatoch sme zaznamenali
niekol’ko typov makrofagov t.j klasické bazické formy, acidofilnejSie formy s va¢Sim jadrom
a obrie viacjadrové bunky. Indukcia aktivacie makrofagov na alternativne formy korelovala s
expresiou IL-4, IL-10 a IL-13 cytokinov Th2 typu odpovede, ktoré st spojené s chronicitou
ochorenia. Prechodné formy makrofagov pod vplyvom tychto cytokinov preukazali
protizdpalové vlastnosti, ktoré suviseli so znizenym respiranym vzplanutim a potlacenou
fagocytarnou aktivitou. Tieto efektrové funkcie st vplyvom cytokinov INF-y a TNF-a
znakom hlavne klasickych makrofagov Thl typu imunitnej odpovede. Expresia génov pre
tieto cytokiny bola pocas postupujucej infekcie potla¢ena. Utlm spominanych efektorovych
funkcii u alternativnych foriem makrofagov neprejavoval znamky znizenej metabolickej
aktivity, ¢o je predpokladomtoho, Ze spominané typy nepredstavuju stiSené makrofagy, ale
makrofagy Specializované na inu funkciu.

UvOD

Infekcie, ktoré su sposobené helmintmi, medzi ktoré patria aj cestddy, nie si vSeobecnosti
fatalne, ale su spojené s vysokym percentom morbidity s chronickou infekciou ¢asto vedicou
k anémii a podvyZzive (WHO, 1999). Pri navrhovani novych spdsobov terapie voc¢i helmintom
je nevyhnutné poznat' aspekty imunitnej odpovede aulohu jednotlivych komponentov
imunitného systému. Infekcia sposobena helmintmi a koreSpondujica imunitnd odpoved
hostitel'a je vysledkom dlhodobej dynamickej koevolucie medzi nimi. Larvy (tetratyridie)
Mesocestoides vogae predstavuju unikatne organizmy, ktoré sa dokdZzu nepohlavne
rozmnozovat v peceni a peritoneanej dutine hostitel'a, kde spdsobuju zavazné patologické
zmeny. Vd'aka tejto schopnosti dochddza k enormnému narastu poctu lariev u infikovanych
zvierat, ktoré napriek pretrvavajucej silnej chronickej infekcii dokdzu prezit vel'mi dlho
(Specht et al., 1965). Je zrejmé, ze aj Mesocestoides si vyvinul mechanizmy ako obist
imunitny systém hostitel'a, aby si tak vytvoril vhodné prostredie pre rozmnozovanie
a maturaciu bez toho, aby doSlo k usmrteniu hostitela. Protektivna imunitnd odpoved
a tolerancia helminta je tradi¢ne spdtd s Th2 typom imunitnej odpovede so zvysSenou hladinou
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interleukinu-4 (IL-4), IL-10, IL-13 a dalSich, aktivaciou a expanziou plazmatickych buniek
produkujucich protilatky IgE, eozinofilov, mastocytov atd. (Anthony et al., 2007). Pre
inicidciu imunitnej odpovede st nevyhnutné bunky vrodenej zlozky imunity, z ktorych
dominantné postavenie maji prave makrofagy (Williams et al., 1983). Monocyto-
makrofagova linia buniek je typickd svojou heterogenitou a plasticitou. Klasicky aktivované
makrofagy produkuji reaktivne kyslikové radikaly a zapalové cytokiny (TNF-a) a st
konvencne spété s Thl typom imunitnej odpovede (Helming et al., 2007)). Donedavna sa
povazovali za relativne pokojové pocas Th2 typu odpovede, niekol’ko $tidii poukazuje na ich
alternativnu aktivaciu a pohotové doplnenie do miesta infekcie helminta. Takéto makrofagy
vykazuju minimdlne tri principidlne funkcie: regulaciu imunitnej odpovede, hojenie ran
a rezistenciu voci invazii parazita (Anthony et al., 2007). Mnohojadrové obrovské bunky
(MGC - multinucleated giant cells), ktoré vznikaji fiziou makrofagov su charakteristickou
¢rtou granulomatoéznych zépalov. Jeden z krokov ich formécie pravdepodobne predstavuje
alternativna aktivacia prostrednictvom IL-4 (Mantovani, 2007). Funkcia MGC pocas
chronického zapalu vSak zatial’ nebola objasnena (Helming et al., 2007). Pri hl'adani novych
pristupov terapie je dolezité objasnit’ dolezit¢é mechanizmy moduldcie imunitnych reakcii
hostitel'a parazitmi. V predlozenej praci bolo nasim hlavnym cielom predstavit dynamické
zmeny Vv zloZeni populdcii tychto buniek, ktoré maju majoritné postavenie pri imunosupresii
spOsobenej parazitom a sledovat’ ich efektorové funkcie a vplyv infekcie na metabolicku
aktivitu buniek pocas sledovaného obdobia infekcie.

MATERIAL A METODIKA

Experimenty sme uskutocnili na samcoch kmenia ICR, ktoré boli oralne infikované 55 — 60
tetratyridiami  M.vogae. V peritonedlnej dutine mysSi sme sledovali vplyv infekcie.
Peritonedlne exudatové bunky sme z mysi izolovali na 0., 7., 14., 21., 25., 28., 35., a 44. den
po infekcii (d.p.i). Bunkové natery z peritonedlnej dutiny sme farbili metédou May-
Griinwald/ Giemsa. Cast’ buniek sme pouzili na sledovanie respiraéného vzplanutia, ktoré je
sprevadzané¢ produkciou reaktivnych kyslikovych radikdlov na zéklade redukcie
ferricytochromu C na ferrocytochrom C podl'a metody (Hrckova a kol., 1997) a fagocytarnej
aktivity prostrednictvom ingescie latexovych ¢astic podl'a modifikovanej metody (Jones et al,
2007). Z buniek sme izolovali RNA, pripravili ¢cDNA a metédou Real-Time PCR sme
sledovali expresiu génov pre vybrané cytokiny INF-y, TNF-a, IL-4, IL-10 a IL-13 Thl a Th2
typu odpovede, ktord sme vyhodnotili AACt metddou podla opublikovaného postupu
(Hrckova akol., 2010). Metabolicka aktivita buniek bola stanovena Standardnou metédou
redukcie MTT soli, ktort sme modifikovali na peritonedlne bunky podla Mosmanna
(Mosmann, 1983).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Makrofagy predstavovali najpocetnejSiu skupinu peritonealnych buniek a zahtnali niekol’ko
subpopulécii klasickych foriem, prechodnych alternativnych foriem a obrich buniek (giant
cells). Prechodné makrofagy mali oproti klasickym bazickym makrofagom zvysSenu citlivost’
voci kyslym zlozkam farbiv (Obr. 1,A — C). V porovnani s klasickym bazickymi makrofagmi
pocet modifikovanych alternativnych foriem postupne narastal (Graf. 1). S narastom poctu
prechodnych alternativnych foriem makrofagov a obrich buniek korelovala expresia génov
pre IL-4 alL-13 cytokiny. Makrofagy podstupuji alternativnu aktivaciu prostrednictvom
tychto cytokinov, ktoré spustaju fenotypové zmeny dolezité pre imunitni odpoved pri
parazitairnych ochoreniach (Martinez et al., 2008). Je pravdepodobné, ze nami sledované
bunky predstavuji spominané alternativne aktivované makrofagy, co je v najbliZSej
budicnosti potrebné overit. Obrie bunky (giant cells), ktoré su charakteristické pre
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granulomatézne  infekcie sa v populécii
peritonedlnych buniek vyskytovali s 2 - 6 jadrami
od 7. dna p. 1. (Obr. 1, D, E). Tieto obrie bunky
vznikaju fuziou makrofagov, pricom tejto fuzii
predchddza prave ich alternativna aktivacia
taktiez pod vplyvom spominanych cytokinov
(Mantovani et al., 2007). V naSej praci sme
sledovali vybrané efektorové funkcie, ktoré su
typicky spité s aktivnym statusom makrofagov,t.j
fagocytarna  aktivita  buniek  a respiracné
vzplanutie. Fagocytarna aktivita bola po
pociatocnej stimuldcii na 14. d.p.i postupne

Obr.1: Jednotlivé typy makrofigov. inhibovana abola doménou hlavne klasickych
Farbenie Méy-Griinwald/Giemsa makrofagov. U alternativne aktivovanych
Romanovsky, zv. 1000x . , . . .
o ) makrofagov a obrovskych buniek nebola ingescia

A. klasicky bazicky makrofag, ; . . ) ;
B. prechodn4 forma makrofgu, vo vyznamnej miere zaznamenand. Intenzita
C. alternativny makrofag, respiraéného vzplanutia bola stanovend na
D. trojjadrova MGC, E. Stvorjadrova zédklade merania koncentracie superoxidovych
MGC anionov (0O;). Maximalne zvySena produkcia
superoxidu bola zaznamenana 14. d.p.i apo

tomto dni dochadzalo k jej gradualnemu poklesu. Alternativne formy makrofagov maja
zrejme tuto neSpecificktl efektorova funkciu potla¢enu alebo pozmenenu, pretoze napriek ich
zvySujucemu poctu nedochadza k zvySeniu produkcie superoxidu. Zmena pokojovych
makrofagov na potentné bunky so zvySenou schopnostou prezentovat’ antigén, syntetizovat
prozapalové cytokiny, toxické mediatory a stimulovat’ fagocytarnu aktivitu je spdsobovana
cytokinom IFN-y (Martinez et al., 2009). Relativna expresia génu pre INF-y mala v naSich
experimentoch klesajiicu tendenciu, ¢o v kooperacii s IL-4 cytokinom, ktory je schopny
inhibovat’ respiracné vzplanutie malo za nésledok celkovll inhibiciu prozépalovych vlastnosti
tychto buniek. Pri hodnoteni efektorovych funkcii by sme teda mohli zhrnut, ze pocas
infekcie doslo k ich potlaceniu. Pri overovani metabolickej aktivity buniek sme nepotvrdili
hypotézu, ze bunky si pravdepodobne prostrednictvom produktov lariev metabolicky
inhibované, naopak ukézalo sa, Ze s postupujucou infekciou je metabolicka aktivita buniek
vyrazne stimulovana oproti kontrole s maximom na 14. deii po infekcii. Alternativne formy
makrofagov a viacjadrové bunky nepredstavuju pokojové makrofagy, ale naopak metabolicky
aktivne bunky, ktoré maju zatial neobjasnenu funkciu pri helmintézach.

Dynamika makrofagov a obrich buniek

——klasické ma
—&— alternativne ma
—— obrie bunky

100
80
60
40
20

20 21 25 28 35 44

Podiel buniek v %

Dni po infekcii

Graf. 1: Dynamika jednotlivych typov makrofagov dané dni po infekcii

Uvadza sa, ze pri tychto infekciach je cielom Th2 typu imunitnej odpovede eliminacia a
kontrola infekcie, a to prostrednictvom pdsobenia IL-4 a IL-13 cytokinov. K elimin4cii lariev
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nedochadza, ba naopak vdaka pohlavnému rozmnozovaniu dochadza kich enormnému
narastu ako v peceni, tak aj v peritonedlnej dutine. Je zrejmé, Ze parazit si vyvinul
mechanizmy ako obist’ efektivnu imunitni odpoved’ pravdepodobne prostrednictvom svojich
exkre¢no-sekrecnych molektl. Na objasnenie vplyvu tychto antigénov a komplexny popis
tohto parazito-hostitel'ského vzt'ahu aj v suvislosti s pripadnou terapiou st potrebné d’alSie
Studia a predlozena Cast’ predstavuje len prvy zlomok.

ZAVER

Infekcia larvami M. vogae spOsobuje vyrazne zmeny v dynamike poctu zapalovych buniek
v peritonedlnej dutine mysi s najvyraznejSimi zmenami fenotypu v monocyto-makrofagovej
linii. Napriek ich zvySujucemu poctu nedochadza k inhibicii proliferacie lariev. Prozapalové
funkcie makrofagov, ktoré su klasifikované ako klasicky aktivované st s postupujucou
infekciou potlac¢ané. Celkova metabolickd aktivita buniek je vyrazne stimulovana, a preto je
zrejmé, ze makrofagy st v zmysle Th2 typu odpovde prispdsobené na vykonavanie inych
funkcii, ktoré si pravdepodobne spité s eliminaciu poskodenia tkaniv, tlmenia zépalu a
zabezpecenia parazito-hostitel'skej tolerancie. Pribudajuce dokazy potvrdzuja fakt, ze
makrofagy hraju hlavna ulohu v patolégii a vd’aka ich sekre¢nym produktom a efektorovym
funkcidm predstavuju sl'ubny terapeuticky ciel’.
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ABSTRAKT

Mangan (Mn) je esenciadlny stopovy prvok, ktory sa Standardne priddva do kimnych zmesi
nosnic, ato bud’ ako stcast’ organickych alebo anorganickych zlicenin. Absorpcia Mn je
u hydiny pomerne nizka a prebieha réoznymi absorpénymi cestami v zdvislosti od prijatej
formy. Absorbovany Mn sa jednak ukladd v tkanivach vtdkov, ale podiela sa aj na
tvorbe Skrupiny vajec. Mn ovplyviiuje pevnost’ Skrupiny a jej krystalograficka Struktaru.
Obsah Mn v tkanivach/produktoch ateda aj jeho depozicia vo vajciach moéze zavisiet’ od
mnozstva aformy vakej je prijimany. V salasnosti st vSak rozdielne nazory
o biovyuzitelnosti anorganickych a organickych zdrojov Mn. Tento prispevok zhriuje
doposial’ zname poznatky o vplyve roznych foriem Mn na produkciu, kvalitu a depoziciu Mn
vo vajciach.

UvOoD

Mangan je esencialny stopovy prvok pre vsetky zivé organizmy. Prostrednictvom enzymov sa
zapaja do bielkovinového a energetického metabolizmu, je dolezity pre sprdvny vyvoj
kostného tkaniva a pre udrzanie spravnej mineralizacie kosti, ma vyznamnu ulohu v regulacii
bunkového metabolizmu a v antioxida¢nej ochrane. Mn je potrebny aj pre spravnu funkciu
nervového a reprodukéného systému (Zlotkin a kol., 1995; McDowell, 2003). U hydiny je Mn
nevyhnutny pre normdalny vyvoj kosti, enzymové funkcie a metabolizmus bielkovin (Scott
a kol., 1976). Nedostato¢ny prijem Mn diétou sposobuje v chove hydiny ochorenia per6ézu
a nutricnu chondrodystrofiu, kedy dochddza poruchdm vyvoja kosti a ich malformaciam,
opuchom kibov a pod. Taktiez dochadza k naruseniu vyvoja otolitov vo vnatornom uchu
u kurciat a tieto defekty moézu viest' az k ataxii. Mangan je kofaktorom metaloenzymov
zodpovednych za syntézu uhli¢itanov a mukopolysacharidov a zohrava doélezita funkciu pri
tvorbe Skrupiny (Swiatkiewicz a Koreleski, 2008), podiela sa na vytvarani hustejSej
mineralnej kostry Skrupiny a tym jej poskytuje vacsiu odolnost’ a pevnost’ (Gheisari a kol.,
2011). Preto u Mn-deficientnych nosnic dochddza k poklesu znasky vajec, porucham tvorby
Skrupiny a zvySenému vyskytu vajec s tenkou, resp. ziadnou Skrupinou (McDowell, 2003).

V stcasnosti je v EU schvalenych 11 zlienin Mn ako kimnych aditiv manganu pouzivanych
vo vyzive zvierat. Tri z nich su chelaty ato, manganovy chelat proteinového hydratu
aminokyselin (pochadzajiuci z hydrolyzovanych sojovych proteinov), manganovy chelat
glycinu (synteticky) a manganovy cheladt hydroxylového analégu metioninu (Community
Register of Feed Additives). Tieto aditiva a ich maximalne povolené limity a podmienky ich
uzivania upravuje smernica Europskej komisie (EC 1334/2003 a EC 479/2006). Maximalny
povoleny celkovy obsah Mn v EU je 150 mgkg"' kompletnej kimnej zmesi pre vietky
zvieratd produkujice potraviny, okrem ryb (100 mgkg'). Anorganické formy Mn sa
vyuzivaju vo vel'kej miere na suplementaciu kimnych zmesi, ale absorpcia Mn v tejto forme
je limitovand, najmd zddévodu antagonistického spravania sa v diéte a nasledne
v gastrointestinalnom trakte (Richards a kol., 2010). Podl'a inych autorov, organické aditiva
majui v porovnani s anorganickymu urcité vyhody a to, chrania pred nezelanymi chemickymi
reakciami v gastrointestindlnom trakte, I'ahSie prechadzajii crevnou stenou a s absorbované
inymi absorpénymi cestami (Mateos a kol., 2005). Organické formy stopovych prvkov sa vo
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vSeobecnosti povazuju za biovyuzitelnejSie (Yan a Waldroup, 2006; Li a kol., 2005) Z tohto
dovodu narastd zaujem o vyuzivanie organickych aditiv Mn vo vyzive hydiny, ¢o stvisi
s vySSou biodostupnostou organickych minerdlov, ktord je pravdepodobne spojena
s odliSnymi mechanizmami absorpcie alepSou ochranou pred naviazanim sa na iné
komponenty v diéte ako su napr. fytaty, s ktorymi vytvaraji nestraviteIné¢ komplexy
(Swiatkiewicz a kol., 2001). Vysledky §tadii ohl'adne uc¢inkov minerdlnych komplexov na
nosnice si vSak navzajom odporuju. V niektorych stadiach sa udava, ze organické zdroje Mn
priaznivo ovplyviiuji znasku, kvalitu Skrupiny a to najmé hrabku a védhu Skrupiny (Bunesova,
1999; Klecker akol, 2002). Ini autori nezistili ziadne signifikantné rozdiely
v biovyuzitelnosti medzi organickymi a anorganickymi aditivami Mn (Lim a Paik, 2003;
Mabe a kol., 2003).

VPLYV MANGANU NA PRODUKCIU VAJEC

Potreba Mn pre nosnice bola stanovena americkou NRC (1994) alebo nemeckou GfE (1999)
od 17-60 mg Mn.kg" krmiva tak, aby boli zachované vietky jeho esencilne funkcie. Podla
Nariadenia vlady SR (€. 440/2006 Z.z.) st poziadavky na Mn v kfmnych zmesiach stanovené
na min. 40 mg Mn.kg"' krmiva pre GZitkové nosnice. Niektori autori sa domnievaji, ze 25 mg
Mnkg' krmiva je dostatoné mnoZstvo pre zachovanie maximalnej produkcie
vajec, hmotnosti vajec a konverzie krmiva a zvySenie pridavku Mn nema vplyv na produkciu
vajec (Inal akol.,, 2001; Sazzad akol.,, 1994). Podl'a Sun akol. (2012) suplementécia
rozli¢nych zdrojov Mn nema zasadny vplyv na produkciu vajec, na konverziu krmiva a ani na
mnozstvo rozbitych vajec. Podl'a Hossain a Berechini (1998) vSak bola produkcia vajec a ich
hmotnost’ signifikantne ovplyvnend mnozstvom Mn v diéte. VysSia produkcia vajec bola
zaznamenana pri suplementacii 50 mg Mn.kg™' krmiva, pricom vy3sia hmotnost’ vajec bola
pozorovana pri suplementécii 75 mg Mn.kg™" diéty.

VPLYV MANGANU NA KVALITU VAJEC

Chovatelia nosnic sa samozrejme snaZia zvySovat’ produkciu vajec, zlepSovat’ ich kvalitu, ale
aj udrziavat’ dobry zdravotny stav zvierat v chovoch, taktiez sa venuju aj otazke bezpecnosti
potravin zivociSneho povodu. AvSak az 8% vSetkych strat v produkcii vajec stvisi priamo
s nizkou kvalitou Skrupin (Klecker a kol., 2002). Rozbité Skrupiny suvisia priamo s kvalitou
Skrupin, ktord je ovplyvilovand najma vyZivou, z menSej miery aj inymi faktormi. Vysoka
pevnost’ Skrupin a ¢o najmensie mnozstvo deformacii v Struktire Skrupiny st nevyhnutné pre
ochranu vajec pred penetraciou patogénnych baktérii ako su Salmomella sp. do vajec
(Washburn, 1982; Roland, 1988). Mangan je jednym z mikroelementov, ktoré maju
vyznamny vplyv na kvalitu vajec¢nej Skrupiny.

Mangan aktivuje glykozyl transferazu, ktord sa zapaja do tvorby mukopolycharidov, ktoré sa
sucast’ou proteoglykanov a tym sa nepriamo zapdja do tvorby Skrupiny (Leach, 1976). Mabe
akol. (2003) zistili, ze stopové prvky maji vplyv na mechanické vlastnosti Skrupiny
posobenim na krystalizdciu vapenca a mozu modifikovat jej kryStalograficku Struktaru.
Mangan posobi na vytvaranie hustejSej mineralnej kostry Skrupiny, poskytuje jej vacsiu
odolnost” a pevnost’. Nosnice kfmené¢ Mn-deficientnou diétou maji Skrupiny omnoho tensie,
krehkejsie s priesvitnymi miestami a abnormalitami v ultrastrukture Skrupiny. (Gheisari
akol., 2011). Naopak zvySeny pridavok Mn do diéty mal pozitivny ucinok na niektoré
parametre Skrupin (Abdallah a kol., 1994; Hossain a kol., 1994; Sazzad a kol.,1994). Inal
akol. (2001) zistil, e 25 mg Mnkg' krmiva je dostatoéné mnozstvo pre produkciu a
hmotnost’ vajec, konverziu krmiva, ale pre optimalnu kvalitu Skrupiny je poziadavka na Mn
pre nosnice o ¢osi vys$ia. V §tadii od Fassani a kol. (2000) bol pridavok Mn v druhej faze
produké&ného cyklu 40-200 mg Mn.kg" do diéty nosnic a v nej bolo zaznamenané zlepsenie
hrubky Skrupiny a zniZenie strat vajec. Najhrubsie Skrupiny boli zistené pri suplementécii 200
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mg Mn.kg" krmiva. Leach a Gross (1983) zaznamenali, Ze §krupiny nosnic, ktoré boli kimené
Mn-deficientnou diétou mali Skrupiny tenSie a vykazovali zmeny v ultraStruktire mamilarne;j
vrstvy a tiez znizenie obsahu hexozaminov a hexurénovej kyseliny v organickej matrix.

DEPOZICIA MANGANU VO VAJCIACH

Rozpitie koncentracie Mn vo vajciach, ktoré sa udava v literatire je pomerne dost’ uzke.
Danish Food Databank udava koncentraciu Mn v surovych vajciach okolo 0,46 mgkg” a
koncentraciu Mn v zitku 097 mgkg' (Danish Food Composition Databank;
http://www.foodcomp.dk). Elmadfa a Muskat (2003) stanovili stredni koncentraciu Mn vo
vaje¢nom obsahu na 0,3 mgkg™ &erstvej hmotnosti. Podl'a Dobrzanskeho a kol. (2008) sa
priemernd koncentracia Mn vo vajci sa pohybuje v rozmedzi 0,39-0,48 mg.kg™ hmotnosti,
pricom ziadne signifikantné rozdiely medzi organickymi a anorganickymi formami Mn
zaznamenané neboli. V Skrupinach vajec (bez vnatornych membréan) je obsah Mn 0,4-1,1
mg.kg” (Konieczna, 1993) alebo podla Mabe a kol. (2003) je to 2,74 - 2,81 mg Mn.kg"
sudiny. Priemerny obsah Mn v $krupine vajec sa pohyboval v rozmedzi 1,3 - 1,8 mg.kg ™ na
suSinu. Akumuléacia Mn z organickych aditiv nebola signifikantne vyssia v porovnani s MnO,
aj napriek tomu, ze tam bola tendencia k vyssej depozicii Mn vo vaje¢nom obsahu.
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