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90. rokov od narodenia Kolomana Bod'u

Profesor Boda (4. aprila 1927 - 11.
novembra 2005) patril medzi poprednych
slovenskych vedeckych pracovnikov a na fiom je
postavend bohatd tradicia zakladného vyskumu v
oblasti  fyziolégie hospodarskych zvierat na
Slovensku. V roku 1964 kreoval oddelenie
fyziologie hospodarskych zvierat Ustavu
experimentalnej biologie SAV v Kosiciach, z
ktorého v 1. 1969 vznikol Ustav fyziologie
hospodarskych zvierat SAV. Jeho cielom bolo
vybudovat moderné pracovisko reprezentujice
veterinarsku fyziolégiu nielen v Ceskoslovensku ale
aj vo svete. S odstupom ¢asu modZeme pravom
konstatovat’, ze tieto zdmery sa uspesne naplnili.

Ustav fyziologie hospodarskych zvierat mal
povodne tri pracoviskd, v KoSiciach, Ivanke pri
Dunaji a vo Zvolene. V roku 1990 vznikli na ich
zdklade 2 samostatné ustavy: Ustav fyziologie
hospodarskych zvierat v Kosiciach a Ustav biochémie a genetiky Zivogichov v Ivanke pri
Dunaji.

Vedecka ¢innost’ Gstavu pod vedenim profesora Bod’'u bola zamerand najmi na tri
zékladné smery:

- analyzu zdkladnych mechanizmov efektivnej transformacie rastlinnych bielkovin a
nebielkovinového dusika do zivo¢isnych bielkovin vratane kontroly tychto procesov,

- kvantifikdciu vymennych procesov dusikatych latok medzi krvou a traviacim traktom oviec,
- poznanie odpovedi organizmu na zmenené¢ podmienky prostredia na neurohumoralnej
urovni prednostne u preziivavcov.

Na ustave bol ziskany rad prioritnych poznatkov najma v oblastiach vyuzitia dusika,
fyziologie travenia a utilizdcie rdéznych zdrojov energie, ktoré boli ocenené celym radom
vyznamenani a cien.

Profesor Koloman Bod’a inicioval vyskum na tstave aj v niektorych progresivnych
oblastiach biotechnolégii, ktoré sa rozvijali nad’alej a tvoria stcast’ dnesné¢ho vedeckého
programu UFHZ SAV. Ide napriklad o rozvoj poznania mikrofléry (vratane bachorovych
prvokov) traviaceho traktu hospodarskych zvierat s vyuzitim metdéd molekularnej biologie,
Studium fyziologickych procesov v bachore v in vitro podmienkach, mikropunkcie obli¢iek
hospodarskych zvierat, vyskum v oblasti preimplantacnej embryoldgie, analyza mechanizmov
reguldcie prijmu potravy na Urovni traviaceho traktu a CNS. Zvlast’ vyznamné st jeho prace
zamerané na oblast’ kozmickej fyzioldgie, ktoré boli rieSené na pracovisku v Ivanke pri
Dunaji v ramci medzinarodného programu Interkozmos. Tento vyskum bol mu vel'mi blizky a
aktivne sa v nom angazoval aj po odchode do zasluzeného dochodku.

Profesor Bod’a vychoval celu generaciu novych vedeckych pracovnikov najmi v
odbore veterinarnej fyzioldgie a fyzioldgie zivolichov a polozil zéklady dvoch tspesnych
ustavov SAV. Jeho meno je naozajstnym pojmom nielen na Slovensku a okolitych krajinach
ale aj vo svete.

Prof. MVDr. Stefan Faix, DrSc.
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PROBLEMATIKA METODOLOGIE IZOLACIE LANGERHANSOVYCH

OSTROVCEKOV
Babinc¢ak M.13, Radonak J.2, Fedorocko, P.1, Petrovi¢ M.3
"Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedeckd fakulta, Univerzita P.J. Safirika,
Kosice
’I. chirurgickd klinika, Lekdrska fakulta, Univerzita P.J. Saférika, KoSice
SRICB s.r.0., Moskovska trieda 3, KoSice

ABSTRAKT

Diabetes mellitus je ochorenie, ktorého sufasnd prevalencia dosahuje 9% populacie
a v budicnosti sa oCakava jeho vyrazny narast. Z fyziologického hladiska je klucovym
faktorom pri vzniku a priebehu tohto ochorenia beta bunka Langerhansovych ostrovéekov
pankreasu. Cielom tejto prace bolo vykonat’ izolaciu buniek Langerhansovych ostrovéekov
s ich néslednou kultivaciou. Aplikovanim modifikovanej metddy izoladcie Langerhansovych
ostrovcekov bolo mozné tieto ziskat' vo vysokej Cistote. Boli prevedené viaceré kvalitativne
testy ziskanych buniek ako MTT test, stanovenie poctu buniek, ale aj mikroskopicka
verifikacia morfologie. Vysledky naznacuju, ze Langerhansové ostrovéeky je mozné ziskat
len v obmedzenom meritku, ¢o uzko suvisi predovsetkym s ich vysokou senzitivitou pri praci
in vitro, ako aj problematickym ziskavanim biologického materidlu. Napriek zna¢nému
deficitu odbornej literatury k tejto problematike, aplikdciou modifikovanej metodiky bola
dosiahnutd relativne Cistd bunkova kultura Langerhansovych ostrovéekov so sucasnou
schopnostou ich kultivacie in vivo pocas niekolkych dni. Ziskané poznatky bude mozné
v buducnosti vyuzit’ v oblasti regenerativnej mediciny pri lieCbe diabetes mellitus.

UvoD

V poslednej dekade, z dovodu zvySeného vyskytu diabetes mellitus v celosvetom meritku, sa
viaceré vedecké timy usiluji o izoldciu Langerhansovych ostrovéekov s cielom vyuzit' ich
potencial pri liecbe tohto ochorenia. Diabetes mellitus je chronické ochorenie charakteristické
relativnym alebo absolutnym znizenim mnozstva inzulinu, ktoré ma za néasledok
hyperglykémiu. Chronickd hyperglykémia moZze viest' k viacerym vaznym stavom, ako
napriklad neuropatia, nefropatia, retinopatia alebo zvySenym rizikom srdcovocievnych
ochoreni. (King 2012). Prevalencia diabetu dosiahla v roku 2015 podl'a WHO 9% populécie,
pricom odhady predpokladaji dvojndsobny vyskyt tohto ochorenia v dalSich 20 rokoch
(Barkai a kol. 2016).

Diabetes mellitus sa vyskytuje vdvoch typoch — typ 1 atyp 2. Diabetes typu 1 je
autoimunitné ochorenie vznikajice ako néasledok poskodenia beta buniek pankreasu tvoriacich
inzulin. Typ 2 je spojeny so zniZenou citlivostou buniek organizmu na inzulin, ¢o je spojené
s naslednou kompenzaciou tvorby inzulinu beta bunkami pankreasu nasledovanou jeho
znizenou produkciou (King 2012; Kopska a kol. 2008). Pod pojmom Langerhansove
ostrovceky respektive pankreatické ostrovéeky rozumieme oblasti pankreasu s endokrinnou
funkciou. Pozostavaju z viacerych typov buniek: alfa buniek, beta, delta, PP a epsilon buniek.
Celkovy pocet Langerhansovych ostrovéekov je podla roznych §tadii v rozmedzi 3,6 az 14,8
miliéna, pri¢om zaberajii objem 0,5 az 1,3 cm’. (Ionescu-Tirgoviste a kol. 2015; Shapiro a
kol. 2000). NajpocetnejSou skupinou buniek st beta bunky (priblizne 70 %), ktoré su
najcastejSie lokalizované v centrdlnej casti Langerhansovych ostrovéekov (Elayat a kol.
1995). Napriek dlhoro¢nému usiliu izolacie Langerhansovych ostrovéekov st vysledky v tejto
oblasti vSak stale neuspokojivé. Ddvodom je problematické zabezpecenie Cistoty primarnych
linii, mozZnosti identifikacie aizolacie na zaklade povrchovych markerov, neschopnost
pouzitia Standardnych metodik ako je prietokova cytometria, ako aj problematika kultivacie
Langerhansovych ostrovéekov. Tato praca popisuje modifikovani metodiku izolacie
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Langerhansovych ostrovéekov z pankreasu potkana, ako aj metodiku ich kultivacie s cielom
zvysit’ ich pocet pri si¢asnom zachovani ich viability.

MATERIAL A METODIKA

K izolacii buniek Langerhansovych ostrovéekov bolo pouzité operacne ziskané tkanivo
pankreasu potkana (samec, kmen Sprague Dowley, Standardna diéta). Takto ziskané tkanivo
bolo purifikovné v predhriatom HBSS roztoku (0,137 M NaCl, 5,4 mM KCI, 0,44 mM
KH2P04, 0,22 mM NazHPO4, 1,3 mM CaClz, 1 mM MgSO47H20, 4,2 mM NaHCO3, 0,1 %
glukoza, sterilizované autoklavovanim). K takto pripravenému preparatu tkaniva z celého
pankreasu bolo pridanych 2,5 ml roztoku kolagenazy (1,4 mg.ml" v 10 mM HEPES roztoku
HBSS) vo forme jeho vpichovania pomocou injekénej striekacky. Nasledne bolo toto tkanivo
prenesené¢ do skimavky s 2,5 mL roztoku kolagendzy a inkubované 10 minut vo vodnom
kuapeli pri teplote 37 °C. Nasledne bola takto ziskana bunkova suspenzia trikrat preplachnuta 5
mL premyvacieho roztoku (10 % FBS v 10 mM HEPES v HBSS roztoku) a po jemnom
premiesani centrifugovand (300 G, 10 min, 25 °C). Nasledne bol pelet rozsuspendovany
v premyvacom roztoku, homogenizovany cez 100 um bunkové sitko a opétovne
centrifugovany (400 G, 10 min, 25 °C). Vzniknuty pelet bol po opidtovnom rozsuspendovani
v premyvacom roztoku (3 mL) podrobeny separacii pomocou gradientovej centrifugécie
(ficoll, hustota 1,100 g.ml'l, 1000 G, 25 min, 25 °C). Medzifaza obsahujuca Langerhansové
ostrovceky bola prenesend do novej skimavky a patkrat premytd premyvacim roztokom
(rozsuspendovand v 3 mL premyvacieho roztoku, centrifugovana - 400 G, 10 min, 25 °C).
Takto pripravena bunkova kultira bola kultivovana v 5 mL kultivatného média (90 %
DMEM, 10 % FBS, penicilin/streptomycin), 5 % CO,, 100 % vlhkosti, 37 °C). Kultiva¢né
médium bolo menené po 24 hodindch. Viabilita buniek bola stanovend pomocou MTT testu
(Carter a kol. 2009).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Ciel'om tejto prace bolo vytvorit’ metodiku efektivnej izolacie Langerhansovych ostrovéekov
pri su¢asnom zachovani ich viability. Bolo mozné pozorovat, ze vysledky jednotlivych
izolacii vSak vykazovali urcité rozdiely v zavislosti na sposobe ziskania tkaniva, ako aj jeho
kvalitativnych vlastnosti. Zna¢ni komplikaciu predstavovala skuto¢nost’ vyskytu zvyskov
okolitého tkaniva okolo pankreatického tkaniva, ktoré znacne st'azovali proces izolacie. Ako
jedna z klucovych uloh predstavovala ziskanie Cistej kultiry buniek Langerhansovych
ostrovcekov. Aplikaciou uz popisanej izola¢nej metodiky boli ziskané bunky vo vel'mi Cistej
forme, ¢o bolo verifikované pomocou optickej mikroskopie (obrazok 2). Dal§im
kvalitativnym ukazovatelom ziskanych Langerhansovych ostrovéekov bol ich pocet
a viabilita. Pocet buniek bol zistovany pomocou Biirkerovej pocitacej komorky, ako aj
pomocou pocitanim na mriezke. Obe metodiky sa ale ukazali ako nepostacujuce, ked’ze ich
opakovatel'nost nevykazovala signifikantné vysledky. Viabilita Langerhansovych
ostrovéekov bola stanovena pomocou MTT testu pouzZitim Standardnej metodologie.
Vzhladom na skutocnost, ze uréenie viability Langerhansovych ostrovéekov bola
publikovand len v minimalnom meritku, st tieto vysledky t'azko porovnatelné.

Touto modifikovanou metodikou izolacie Langerhansovych ostrovéekov bolo ukazané, ze
doterajSie metddy izoldcie maji zna¢ny potencial zvysenia ich kvality v zmysle dosiahnutia
biologicky hodnotnejSicho vystupu. Tento fakt je kIicovym predovsetkym pre aplikacie
Langerhansovych ostrovcekov v oblasti liecby diabetes mellitus.
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Obr. 1: Stanov
Obr. 2: Vizualizacia Langerhansoveho ostrovéeka pomocou optickej mikroskopie (vpravo)
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STIMULACIA PRODUKCIE VYBRANYCH SEKUNDARNYCH
METABOLITOV RODU HYPERICUM ENDOFYTICKYMI HUBAMI

’ Balintova M., Lendacka A., Cellarova E.
Ustav biologickych a ekologickych vied, Univerzita Pavla Jozefa Safarika, Kosice

ABSTRAKT

Zastupcovia rodu Hypericum produkujui mnohé biologicky zaujimavé latky. Specifickymi
metabolitmi rodu su hypericiny, ktoré sa vyuzivaji vo fotodynamickej terapii, co podnietilo
vyskum biotechnologickej alternativy produkcie hypericinov v podmienkach in vitro.
V doterajSich pracach sa sledoval vplyv viacerych stresorov na explantatové kultiry rodu
Hypericum, ale doteraz nebol skimany vplyv endofytickych hub. Cielom tejto prace bolo
stimulovat’ produkciu hypericinov, emodinu a floroglucinolov vo vybratych kultirach
Hypericum spp. Na elicitaciu sme pouzili sterilné hyfy endofytickych hub Trichoderma
crassum a Fusarium oxysporum izolované z ex vitro rasticich druhov rodu Hypericum.
Okrem toho sme sledovali aj kombinovany vplyv tychto hub s chitosanom. Mnozstva latok
sme analyzovali metdédou HPLC. VSetky elicitory najvyraznejSie stimulovali produkciu
hypericinov a emodinu v kultarach vyhonkov H. humifusum, kde sme zaznamenali 2-nasobny
narast obsahu tychto metabolitov po aplikdcii elicitora z F. oxysporum a chitosanom.
Kombinacia oboch hub s chitosanom najlepSie stimulovala produkciu floroglucinolov
v kultarach H. stellatum.

UvOD

Rastliny patriace do rodu Hypericum produkuju rézne skupiny sekundarnych metabolitov. Vo
farmakologickom priemysle sa vyuziva extrakt z druhu H. perforatum, ktory obsahuje mnohé
fenolové latky ako flavonoidy, biflavony, xantony alebo emodin, ale najStudovanejSie su
naftodiantrony a floroglucinoly (Nahrstedt a Butterweck, 1997). Za antidepresivne ucinky
extraktu zodpoveda hyperforin inhibujuci spitné vstrebavanie neurotransmiterov synaptickou
membranou (Butterweck, 2003). V stcasnosti sa vyskum zameriava na hypericiny, ktoré sa
vyuzivaju ako fotosenzibilizatory pri fotodynamickej terapii a diagndéze nadorov
(JendZelovska a kol., 2016). Obsah tychto latok vo volne rastlicich rastlindich je okrem
genetickej determindcie vyrazne ovplyvneny aj prirodnymi podmienkami. Po uspesSnej
introdukcii rastlin do podmienok in vitro sa zacalo uUsilie zameriavat’ na Studium moznosti
regulacie sekundarneho metabolizmu aplikaciou elicitorov s cielom dosiahnut’ zvySenu
produkciu sledovaného metabolitu. Elicitacia vyuziva schopnost’ niektorych molekul vyvolat’
obranni odpoved rastlin. Biotické elicitory odvodené z patogénnych hub Colletotrichum
gloeosporioides, Aspergillus flavus, Phoma exigua a Botrytis cinerea stimulovali produkciu
hypericinov, hyperforinu a flavonoidov v kultarach H. perforatum (Sirvent a Gibson, 2002;
Gadzovska-Simic a kol., 2012; Gadzovska-Simic a kol.,2015). Takéto elicitory ale negativne
ovplyviiujii narast biomasy a vyvolavaju nekrézu pletiv. Alternativu moézu predstavovat’
elicitory odvodené z endofytickych hub, ktoré Ziji v pletivach hostitel'skej rastliny bez
evidentnych prejavov patogenézy (Bacon a White, 2000). Ciel'om nasej prace bolo sledovat’
vplyv endofytickych hub na produkciu latok kultarami rodu Hypericum.

MATERIAL A METODIKA

V préci boli pouzité kultiry vyhonkov zastupcov rodu Hypericum kultivované v podmienkach
in vitro na Katedre genetiky PF UPJS. Zasobné kultiry boli kultivované na bazalnom MS
médiu s obsahom makroelementov a mikroelementov podl'a Murashige a Skoog (1962) a
vitaminmi podl'a Gamborg a kol. (1968), 30 g.I"" sacharozy, 7 g.I" agaru a 2 mg.I"" glycinu.
Kultary boli umiestnené v kultiva¢nej miestnosti pri teplote 24 °C, fotoperiode 16/8 hod.,
30% relativnej vlhkosti airadiacii 95 pmol.m™s”. Na pripravu elicitora boli huby
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kultivované v PDB (potato-dextrose broth) po dobu 4 tyzdnov (7. crassum) alebo 6 tyzdiiov
(F. oxysporum) pri teplote 28 °C v termostate na trepacke pri 130 ot/min. Narastené hyfy boli
prefiltrované, rozdrvené v trecej miske a zriedené destilovanou vodou v pomere 1:10.
Z vyslednej sterilnej zmesi bol pridany 1 ml do tekut¢ho MS média. V experimentoch s
chitosanom (10 mg.l" a pH = 5,63) bol 1 ml pridany ku kultiram po 14. ditoch od zacatia
kultivacie s elicitorom z hib. Dizka kultivaéného intervalu bola 28 dni.

Vzorka bola pripravend z 50 mg zhomogenizovanej suSiny extrahovanej 1,5 ml zmesi
metanolu: etanolu: acetonu v pomere 1:1:1. Vzorky boli inkubované 30 min. v ultrazvukovej
vani pri 20°C a nasledne centrifugované 20 min. pri 14000 rpm. Mnozstvo sledovanych latok
bolo stanovené gradientovou vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou na pristroji
Agilent Technologies 1 200 Infinity Series s kovovou kolonou Agilent Poroshell C18 3.0x50
mm s vel'kost'ou Castic 2,7 um. Mobilna fidza pozostavala z acetonitrilu (Tab. 1). Latky boli
identifikované DAD lampou podla retenéného Casu a obsah bol prepocitany z kalibra¢nych
kriviek externych Standardov. Uskutocnili sa dve nezavislé opakovania experimentov.

Tab. 1: Gradient mobilnej fazy pre stanovenie hypericinov, emodinu a floroglucinolov

Roztok 0 min. 8,5 min. 9,5 min. 16,7 min. 20 min.

A (10% acetonitril) 80 % 20 % 0 % 80 % 80 %

B (100% acetonitril) 20 % 80 % 100 % 20 % 20 %
VYSLEDKY A DISKUSIA

Pre stimulaciu produkcie sledovanych metabolitov sme ku kultiram vyhonkov vybranych
zastupcov rodu Hypericum exogénne pridali elicitor odvodeny z 7. crassum (TC) alebo F.
oxysporum (FO). TC elicitor najvyraznejSie stimuloval produkciu emodinu 1,42-ndsobne
a produkciu hypericinov 1,83-n4dsobne v porovnani s kontrolou v druhu H. humifusum.
Elicita¢ny vplyv TC hyf sa prejavil aj v druhu H. tetrapterum, kde doslo ku 1,25-ndsobnému
narastu obsahu emodinu a hypericinov. V d’alSich druhoch sa obsah tychto metabolitov
nezmenil (Obr.1). TC mal negativny vplyv na produkciu floroglucinolov vyhonkami H.
humifusum, H. kouytchense a H. monogynum, v ktorom bola akumulacia zniZzend 3-ndsobne
(Obr.2). Vyraznejsi stimulaény efekt mal FO elicitor. V druhu H. humifusum doslo k 1,8-
a v druhu H. tetrapterum k 1,35-nadsobnému narastu obsahu emodinu aj hypericinov (Obr.1).
Na rozdiel od TC, FO elicitor stimuloval produkciu floroglucinolov v kultirach H. stellatum
(Obr.2). Gadzovska-Simic a kol. (2015) zaznamenali vplyvom elicitora z F. oxysporum 3-
nasobny narast obsahu naftodiantrénov v bunkovych suspenznych kultarach H. perforatum.
Tento systém je nediferencovany a pravdepodobne citlivejsi na stimuldciu ako vyhonky.

M kontrola TC mTC+CH mFO mFO+CH

ug hypericinov / mg DW

O r N W b~ U1 O

H. perforatum H. maculatum H. humifusum H. erectum  H. tetrapterum H. annulatum

Obr. 1: Zmena obsahu hypericinu, pseudohypericinu a ich protoforiem v kultirach elicitovanych T.
crassum (TC), F. oxysporum (FO) a ich kombinaciou s chitosanom (CH)

V dalSich experimentoch sme sledovali kombinovany efekt predkultivacie rastlin s elicitorom
odvodenym z endofytickych hub a pridaného chitosanu (CH). Chitosan je linearny
polysacharid pripravovany deacetylaciou chitinu bunkovych stien hub, ktory svojimi
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u¢inkami imituje vplyv patogénnych hub. Mnozstvo hypericinov a emodinu sa zvysilo 1,3-
nasobne vo vyhonkoch H. perforatum po pouziti TC+CH, ale kombinovany vplyv FO+CH
sposobil 2-nasobny pokles mnozstva emodinu. V H. annulatum sme tiez zaznamenali 1,3-
nasobny ndrast hypericinov, ale mnozstvo emodinu bolo pocas vSetkych experimentov,
vratane kontrolnych vyhonkov, pod detekénym limitom metody. Kultary H. humifusum boli
citlivejSie k obom kombinaciam elicitorov. Obsah naftodiantronov vzrastol 1,5-nasobne po
kultivacii s TC+CH a az 2-nasobne po kultivacii s FO+CH (Obr.1). Obsah floroglucinolov sa
zvysil iba v kultarach H. stellatum, a to 1,85-nasobne (Obr.2).

Napriek dlhodobym snaham o stimulaciu produkcie hypericinov v roznych elicitaénych
systémoch, neboli doteraz zaznamenané Ziadne vyrazné vysledky. Toto je prva praca
skiamajica vplyv endofytickych hub, pricom sa ndm ciastocne podarilo stimulovat’ produkciu
vybranych sekundérnych metabolitov.

30 M kontrola TC mTC+CH mFO EFO+CH

25
20
15
10

ug floroglucinolov / mg DW

H. perforatum H. humifusum H. stellatum H. monogynum H. kouytchense

Obr. 2: Zmena obsahu floroglucinolov v kultarach elicitovanych 7. crassum (TC), F. oxysporum (FO)
a ich kombinaciou s chitosanom (CH)

Praca bola financovana z grantov APVV-14-0154 a VEGA 1/0090/15.
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TESTOVANIE CITLIVOSTI MALASSEZIA PACHYDERMATIS NA OBSAHOVE
LATKY LIECIVYCH RASTLIN

Bohmovi E., Conkova E, Sihelské Z., Har¢arova M.
Katedra farmakologie a toxikologie, Ustav farmakologie, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Kvasinky rodu Malassezia patriace medzi prirodzeni koznu mikrofléru teplokrvnych
stavovcov, vo vac¢Sine pripadov spdsobujii oportinne infekcie. Malassezie je mozné izolovat’
od T'udi a takmer vSetkych domacich a volne zijicich zvierat. Medzi najrozSirenejSie
pripravky pouzivané v sucasnosti na liecbu mykotickych ochoreni v klinickej praxi patria
azolové antimykotikd, avSak pozornost' sa zacina upriamovat’ aj na alternativne moznosti
terapie, ako su esencialne oleje alebo ich obsahové latky. Ciel'om naSej prace bolo otestovat’
citlivost’ kvasinky M. pachydermatis na vybrané obsahové¢ latky silic. Pre urCenie citlivosti
bola pouzitd diskova difizna metdda. Po 72 h inkubacii boli zmerané velkosti vzniknutych
inhibi¢nych zon. Ako najucinejSie obsahové latky sa javili karvakrol, eugenol a mentol.

UvoD

Kvasinky rodu Malassezia st lipofilné organizmy, ktoré sa prirodzene vyskytuji na kozi
teplokrvnych stavovcov, avSak pri posobeni vhodnych predispozi¢nych faktorov (zmeny
prostredia povrchu koZe alebo zniZenie imunity hostitela), sa moézu stat’ patogénnymi a
spdsobit’ kozné ochorenia, systémové choroby ¢i dermatitidy u I'udi a r6znych druhov zvierat
(Ashbee a Evans, 2002; Cabaiies, 2014). V stcasnosti je zndmych 16 druhov malassezii, ktoré
je mozné izolovat takmer od vSetkych homoiotermnych stavovcov (Galuppi a Tampieri,
2008; Cabafies, 2016). NajcastejSie izolovanym zoofilnym druhom je M. pachydermatis, ktora
je Casto spojena so zapalom vonkajSicho zvukovodu a réznymi dermatitidami domacich
zvierat. Zvyc€ajne sa vyskytuje u psov, menej u maciek a relativne zriedkavo moze byt
izolovana od inych zvierat (Cabafies, 2014). Rovnako ako v humannej, tak aj vo veterinarne;j
medicine, fungdlne ochorenia mo6zu vykazovat rezistenciu na klasické antimykotikd, co
odovodiuje hladanie novych alternativnych moznosti terapie. Zaujem sa zameriava na
moznosti vyuzitia lie€ivych rastlin aich obsahovych latok, ktoré maji Siroké spektrum
antifungalnych vlastnosti a st Setrné k Zzivotnému prostrediu (biologicky odburatel'né,
nezanechavaju toxické rezidud alebo vedlajSie produkty, ktoré by znecistovali Zivotné
prostredie) (Pedersen a kol., 2007; Koul a kol., 2008; AbdelKader a kol., 2011).

MATERIAL A METODIKA

Antifungélna aktivita vybranych obsahovych latok silic (eugenol, karvakrol, mentol
a terpinén) bola testovana diskovou difiznou metdédou na 12 izolatoch M. pachydermatis,
ktoré boli ziskané od psov. Pre druhovu identifikaciu izolatov bola pouzitd metdda podla
Kaneko a kol. (2007). Na testovanie bola pouzita suspenzia kvasiniek o hustote 10° CFU.ml"',
ktora zodpoveda hodnote 1 McFarlanda. Suspenzia kvasiniek bola nanesend pomocou
sterilného tampoénu na Sabouraudov dextrézovy agar s chloramfenikolom (HiMedia
Laboratories, Mumbai, India) v troch smeroch, dvakrat za sebou s 15 minutovym odstupom.
Na povrch inokulovanej platne boli aplikované cisté disky, ktoré boli impregnované
obsahovymi latkami v mnozstve 15 pl. Obsahové latky boli pouzité v50 % a5 %
koncentracii.  Eugenol, karvakrol aterpinén boli nariedené na pozadovanu
koncentraciu parafinom, mentol bol riedeny 96% etanolom. Ako kontroly boli pouzité disky
impregnované Cistym parafinom a etanolom. Platne boli nasledne inkubované pri 32 °C a po
72 hodinach boli zmerané zdény inhibicie, na zéklade ktorych sa hodnotila uc¢innost’
testovanych latok. Ako interpretacné kritérium bola zvolend 2-ndsobnd velkost' disku (12
mm).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Najvyssia t€innost’ obsahovych latok v 50 % koncentrécii bola zaznamenana pri karvakrole,
eugenole a mentole, na ktoré bolo citlivych vSetkych 12 izolatov. Antimykotickd ucinnost
terpinénu bola len 67 %. V 5 % koncentrécii bola antifungélna u¢innost’ pozorovana len pri
karvakrole, na ktory bolo citlivych 50 % testovanych izoldtov M. pachydermatis. Ostatné
obsahov¢ latky v tejto koncentracii nevykazovali ziadnu antifungalnu aktivitu.

Mnoho autorov uvadza vo svojich pracach vysoku aktivitu karvakrolu a mentolu voci
mikroskopickym hubam a kvasinkam. Abbaszadeh akol. (2014) uvadzaju signifikantna
antifungalnu aktivitu pri testovani karvakrolu na rozne druhy hub. Tyagi akol. (2013)
testovali pepermintovy olej s obsahom mentolu (24,3 %) na rézne druhy kvasiniek diskovou
difuznou metddou a pozorovali vel'ké zony inhibicie.

Tato praca bola podporovana Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade Zmluvy ¢.
APVV-15-0377.
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ANTIBIOFILMOVA AKTIVITA EXOPOLYSACHARIDOV IZOLOVANYCH
Z LACTOBACILLUS REUTERI

Brudnakova M.}, Fedorova M.2, Reiffova K.1, Nemcova R.3
Katedra analytickej chémie, UPJS, Kosice, *Katedra lekdrenstva a socidlnej farmdcie,
UVLF, Kosice, SKatedra mikrobiologie a imunologie, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Praca bola zamerané na sledovanie ucinku exopolysacharidov izolovanych z Lactobacillus
reuteri a komercne dostupného exopolysacharidu — dextranu na inhibiciu tvorby biofilmov u
patogénnych kmeniov  Staphylococcus ~ aureus  a Proteus  mirabilis.  Testované
exopolysacharidy vykazovali signifikantny inhibicny ¢inok na tvorbu biofilmu
u testovanych patogénov, priCom efekt bol vyraznej$i u exopolysacharidov ziskanych
zkmenov Lactobacillus reuteri. Vysledky S$tadie preukdzali pozitivhu koreldciu medzi
koncentraciou exopolysacharidov a ich antibiofilmovym c¢inkom.

UvOD

Infekcie sposobené biofilmami su signifikantnym problémom chronickych a dlhotrvajticich
infekcii. Odhaduje sa, Ze 80% mikrobialnych infekcii sa spaja s tvorbou biofilmov, pricom
rast mikroorganizmov v biofilme moéze zvySovat ich rezistenciu resp. perzistenciu na
antibiotika. Z toho dévodu ATB terapia biofilmovych infekcii je vel'mi obtiazna a mnohokrat
nedostatocnd, preto tieto infekcie méavaju dlhodoby a Casto rekurentny charakter (Satpathy
akol., 2016). V celosvetovom meradle prevldda snaha o hladanie novych pristupov
resp. cielenych a raciondlnych stratégii rieSenia tejto problematiky bez rizika navodenia
rezistencie. DoterajSie literarne S$tadie poukazuji na mozny antibiofilmovy potencidl
niektorych bakteridlnych produktov. Bakteridlne exopolysacharidy (EPS) su hlavnym
komponentom EM biofilmov a poskytuji bunkdm cely rad biologickych funkcii, vratane
ochrany pred vonkaj$im prostredim (Pletzer a kol., 2016). Struktira EPS je vysoko variabilna
a pozorovania naznacili, ze Specifické EPS mozu zabranit' aj adhézii patogénnym druhom
a vyvoju biofilmov. Viaceré Studie naznacuju, ze EPS pochadzajuce z laktobacilov mézu
inhibovat’" adherenciu patogénnych baktérii, ovplyvilovat’ expresiu faktorov virulencie
a quorum sensing (Pradeepa a kol., 2016). Cielom prace bolo testovanie antibiofilmového
ucinku EPS izolovanych z kmenov L. reuteri vo¢i vybranym patogénom a porovnanie ich
efektu s komerénym EPS — dextranom.

MATERIAL A METODIKA

Pouzité bakteridlne kmene — Na izolaciu exopolysacharidov sme pouzili kmen Lactobacillus
reuteri 1.26 izolovany z Creva prasiat a kmen Lactobacillus reuteri SL16 izolovany z Creva
hydiny. Komer¢ne dostupny EPS — dextran izolovany z Leuconostoc mesenteroides bol
ziskany z firmy Sigma. Ako patogénne kmene tvoriace biofilm boli vybrané kmene
Staphylococcus aureus CCM 3953 a naSe klinické izolaty, Proteus mirabilis a S. aureus 109.
Izol4dcia EPS — EPS boli izolované metédou extrakcie, precipitdciou etanolom. Jednotlivé
koncentracie (0,5; 2; 5; 10; 15 mg.ml™) EPS a dextranu boli pripravené rozpustenim v PYG
médiu a upravené na hodnotu pH 7.

Testovanie antibiofilmove] aktivity — Na pripravu Standardizovanej suspenzie patogénnych
kmenov sme pouzili solitirne kolonie z BHI agaru, ktoré sme resuspendovali v 5 ml
fyziologického roztoku a upravili OD na hodnotu 1 Mc Farland. Efekt EPS a dextranu na
tvorbu biofilmu bol testovany pridanim 100 pl prislusného patogénneho kmeina
k pripravenym roztokom EPS a dextranu. Pre hodnotenie tvorby biofilmu bol vybrany model
statického biofilmu - Microtitre Plate System. Kapacita vytvoreného biofilmu bola hodnotena
po 24 hodinach inkubacie pri 37 ° C v polystyrénovej mikrotitraénej platni¢ke (crystal violet
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assay) podl'a O'Toole a kol. (1999). Na zaklade ziskanych hodndt absorbancie pri vinovej
dizke 570 nm (Mikrobiologicky mikroplatnickovy multianalyzdtor Synergy 4) sme za tvorbu
biofilmu povazovali absorbanciu vysSiu ako 0,1. Ako pozitivna kontrola bol pouzity PYG
bujon bez pridavku EPS alebo dextranu. Kmene boli testované najmenej v troch nezavislych
experimentoch, kazdy s 8 opakovaniami. Vysledky st prezentované ako aritmeticky priemer
nameranych hodnot + smerodajnd odchylka. Pre vyhodnotenie vysledkov sme pouzili
jednorozmernu analyzu rozptylu (ANOVA) s doplnkovym Tukeyho testom v Statistickom
programe GraphPad Prism verzia 3.00.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky nasej stadie preukazali, Ze laktobacilové EPS mozu inhibovat’ tvorbu biofilmu u S.
aureus a P. mirabilis (Grafy €. 1 — 3). Rast biofilmov u S. aureus CCM 3953 v pritomnosti
obidvoch laktobacilovych EPS (2 az 15 mg.ml™) bol signifikantne nizsi (p<0,001) oproti
kontrole. Pri koncentracii 0,5 mg.ml™ nebol zaznamenany inhibiény efekt. Rast biofilmov u S.
aureus 109 bol signifikantne nizsi (p<0,001) oproti kontrole pri vSetkych testovanych
koncentraciach laktobacilovych EPS. Podobny U¢inok mal aj dextran s vynimkou najniZSej
testovanej koncentracie kde nebol zaznamenany signifikantny inhibi¢ny efekt. Vyraznejsi
antibiofilmovy efekt preukazoval EPS ziskany z kmena L. reuteri SL16 (p<0,001) v pripade
niz§ich koncentracii (2 a0,5 mgml') vporovnani sEPS zkmena L. reuteri 126.
Laktobacilové EPS preukazovali signifikantne vysSi (p<0,001) antibiofilmovy u¢€inok
v porovnani s dextranom. V pripade P. mirabilis, rast biofilmov bol signifikantne nizsi
(p<0,001) oproti kontrole pri vSetkych testovanych koncentraciach laktobacilovych EPS,
pricom oba EPS vykazovali rovnaky inhibi¢ny efekt. V pripade dextranu, inhibi¢ny efekt na
tvorbu biofilmu bol zaznamenany pri koncentracii 15 mgml’ (p<0,01) a0,5 mg.ml"
(p<0,001). Laktobacilové EPS preukazovali signifikantne vyssi (p<0,001) antibiofilmovy
ucinok v porovnani s dextranom.

Graf 3 Vplyv EPS L26, SL16 na tvorbu biofilmu u S. aureus CCM 3953
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Graf 2 Vplyv EPS L26, SL16 a dextranu na tvorbu biofilmu u S. aureus 109
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Graf 3 Vplyv EPS 126, SL16 a dextranu na tvorbu biofilmu u P. mirabilis
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Hoci sposob ucinku antibiofilmovych EPS =zatial nie je uplne znamy, ziaden z doteraz
identifikovanych komponentov nevykazoval bakteriostaticku alebo bakteriocidnu aktivitu.
Tento udaj potvrdzujii aj nase pozorovania, nakol’ko sme nezaznamenali po kultivacii
patogénov v mikrotitracnych platni¢kach inhibiciu ich rastu. Jednym z hypotetickych
mechanizmov antibiofilmového ucinku EPS je, ze pdsobia ako surfaktanty a modifikuja
fyzikélne vlastnosti bakterialnych buniek a abiotickych povrchov. Napriklad EPS E. coli K2
zvySuju hydrofilnost’ skleneného povrchu a znizenim hydrofobicity povrchu baktérii inhibuja
autoagregaciu E. coli sprostredkovant intercelularnymi adhezinmi. Podobny uéinok bol
zaznamenany aj u L. acidophilus tEPS (Kim a kol., 2009) a Streptococcus phocae PI80 EPS
(Kanmani a kol., 2011). Predpokladdme, Ze moznym mechanizmom antibiofilmového ucinku
nami testovanych EPS by mohla byt produkcia antiadhezivnych latok laktobacilmi, ktoré
modifikuju fyzikalne vlastnosti bakterialnych buniek a abiotickych povrchov alebo moduluja
expresiu génov zodpovednych za adherenciu a tvorbu biofilmu u testovanych patogénov.
Stadia Chen akol. (2014) popisuje produkciu EPS reuteranu u kmemov Lb. reuteri
TMWI1.656 a Lb. reuteri LTH5794, ktory branil adhézii enterotoxigénneho kmena E. coli
K88 na povrch intestindlneho in vivo modelu. Tento na§ predpoklad mdze byt podnetom pre
dalsie skimanie mechanizmu ich antibiofilmového ucinku ako potencidlnej terapeutickej
stratégii voci biofilm tvoriacim infekcidm.

Praca bola podporena projektom VVGS-PF-2016-72630 a projektom VEGA 1/0081/17.
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OXIDACNY METABOLIZMUS MAKROFAGOV MYSI PO PROBIOTICKE]
TERAPII A INFEKCII TRICHINELLA SPIRALIS

Buckova B.1, Dvoroznakova E.1, Hurnikova Z.1, Laukova A.2
1Parazitologick}'/ ustav, SAV, KoSice,
*Ustav fyzioldgie hospodarskych zvierat, SAV, Kogice

ABSTRAKT

Cielom tejto prace bolo sledovat’ metabolickll aktivitu peritonedlnych makrofagov mysi po
probiotickej terapii a infekcii Trichinella spiralis. Kmene (Enterococcus faecium EF5S,
Enterococcus faecium 2019 = CCM 7420, Enterococcus faecium AL41 = CCMS8558,
Enterococcus durans ED26E/7, Lactobacillus fermentum AD1 = CCM7421, Lactobacillus
plantarum 17L/1) boli podavané mysiam denne v davke 100 ul (10° KTJ.ml™") a mysi boli
infikované 400 larvami 7. spiralis na 7. dei probiotickej terapie. Koncentracia O, ~
v peritonedlnych makrofagoch bola stanovena spektrofotometricky. Kmene E. faecium EF55
a E. faecium AL41 zvysili produkciu O, “na 7. den aplikdcie, pred parazitdrnou infekciou.
Podavanie laktobacilov a enterokokov mysiam signifikantne stimulovalo metabolicku aktivitu
makrofagov pocas celého experimentu, s vynimkou 18. diia po infekcii (p.i.), kedy u mysi
s aplikdciou E. durans ED26E/7 doSlo k vyraznému potlaceniu tvorby superoxidového
anionu. Najvyraznej$i imunomodula¢ny uc¢inok na metabolicki aktivitu peritonedlnych
makrofdgov pocas Crevnej fazy infekcie 7. spiralis vykazovali kmene E. faecium 2019 a E.
faecium AL41, pocas svalovej fazy infekcie stimulovali metabolicku aktivitu makrofagov aj
kmene L. fermentum AD]1 a L. plantarum 17L/1.

UvOoD

Makrofagy su heterogénnou skupinou buniek stojacou na rozhrani Specifickej a nesSpecifickej
imunity. Patria k profesiondlnym antigén prezentujucim bunkdm, si nevyhnutné v procese
fagocytozy, uvolnuju cytokiny a reguluju zapal (Hofejsi a kol., 2013). Polarizuji do dvoch
odlisnych fenotypov: M1 — klasicky aktivované makrofagy indukované Thl cytokinmi
(prozéapalovy ucinok) a M2 — alternativne aktivované makrofagy indukované Th2 cytokinmi
(protizapalovy ucinok) (Zawistowska-Deniziak akol., 2017). Po kontakte s antigénom
dochadza k ich stimulacii a produkcii vysokoreaktivnych volnych radikélov: oxidu dusika a
kyslikovych metabolitov, ktoré st vysoko toxické pre vacSinu patogénov, vratane parazitov
(Kotodziej-Sobocinska a kol., 2006). Superoxidovy anion O, je zdkladnou zlozkou aktivity
makrofagov. V makrofagoch vznik4d redukciou molekuldrneho kyslika pomocou enzymu
respiraéného vzplanutia, NADPH oxidazy. Po aktivacii tohto enzymu st produkované velké
mnozstva superoxidového anidnu, ktoré rychlo konvertuju na peroxid vodika a reaktivne
formy kyslika vykazujice antimikrobidlny (Wientjes a Segal, 1995) a antiparazitarny u¢inok
(Hughes, 1988). Kyslikov¢ radikaly posobia oxidacne na cielové membrany, proteiny a DNA
(Wientjes a Segal, 1995).

Roézne probiotické baktérie (napr. laktobacily, bifidobaktérie, enterokoky) sa vyznacuju
Sirokou Skélou zdraviu prospesnych vlastnosti. Avsak, ztychto benefitov spojenych s ich
podavanim si najvacsiu pozornost’ vedcov ziskala modulacia imunitného systému (Dongarra a
kol., 2013). Probiotické baktérie st schopné trvale modulovat’ ako vrodenu, tak aj ziskant
imunitnu odpoved’, a to na lokalnej aj systémovej urovni. V ramci neSpecifickej imunity je ich
imunomodulacnd aktivita vyjadrend cez inhibiciu zdpalovej odpovede, stimulaciu
fagocytarnej aktivity a aktivaciu antigén prezentujucich buniek (Tsai a kol., 2012).

V tejto praci sme sa zamerali na vyhodnotenie vplyvu probiotickych a bakteriocin-
produkujucich  bakteridlnych kmeniov na produkciu superoxidového anionu Oy
v peritonealnych makrofagoch mysi infikovanych 7. spiralis.

18



MATERIAL A METODIKA

V experimente bolo pouzitych 126 mySi BALB/c. Samce s hmotnostou 18-20 g boli
rozdelené do siedmich skupin: Kontrola (n = 18) — infekcia 7. spiralis bez podavania
bakteridlnych kmeniov. 1. skupina (n = 18) — Enterococcus faecium EF55 ainfekcia T.
spiralis. 2. skupina (n = 18) — E. faecium 2019 = CCM7420 a infekcia 7. spiralis. 3. skupina
(n = 18) — E. faecium ALA41 ainfekcia T. spiralis. 4. skupina (n = 18) — E. durans ED26/7
a infekcia T. spiralis. 5. skupina (n = 18) — Lactobacillus fermentum AD1 = CCM7421
a infekcia 7. spiralis. 6. skupina (n = 18) — L. plantarum 17L/1 a infekcia T. spiralis.
Bakterialne kmene boli podavané per os denne v davke 100 pl (10° KTJ.ml" v Ringerovom
roztoku) pocas celého experimentu. Bakteriocin-produkujice kmene s probiotickym uc¢inkom:
Enterococcus faecium EFS55, izolat z kurCata, produkujuci enterocin (Ent) 55;
environmentalny izolat E. faecium AL41, produkujici Ent M; E. faecium 2019 = CCM7420,
izolat z trusu kralikov produkujuci Ent 2019; E. durans ED26E/7, izolat z ovCieho mlieka,
produkujuci bakteriocin durancin a probioticky kmet Lactobacillus fermentum ADI1 =
CCM7421, izolat z trusu psa; boli pripravené na Ustave fyzioldgie hospodarskych zvierat
SAV, Kosice. Bakteridlny kmen L. plantarum 17L/1, izolat z ov¢ieho sudovaného syra,
pochadzal z Vyskumného ustavu mliekarenského, Zilina.

Mysi boli infikované per os davkou 400 lariev T. spiralis/my$ na 7. denn aplikécie
bakteridlnych kmenov.

In vitro produkcia O, v peritonedlnych makrofdgoch bola stanovena spektrofotometrickou
metdédou podl'a Hrckovej a Velebného (1997), ktora je zalozena na redukeii fericytochromu C
superoxiddismutazou. Vysledky boli spracované one-way ANOVA a post hoc Tukey testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kmene E. faecium EF55 a E. faecium AL41 vyrazne (P<0,05; P<0,01) zvysili produkciu
superoxidového anionu O, v peritonedlnych makrofagoch mysi uz po 7 ditoch aplikacie, eSte
pred infekciou. Enterokoky a laktobacily signifikantne (P<0,05; P<0,01) stimulovali
metabolicku aktivitu makrofdgov na 5. resp. 11. deii p.i., teda pocas ¢revnej fazy trichineldzy.
V nasom experimente aplikacia kmenov E. faecium AL41 a E. faecium 2019 viedla k 50 %
redukcii poctu dospelych trichinel na 11. deil p.i.,, ¢o pripisujeme vysokému poctu
prozépalovych makrofagov M1, ktoré sa spolupodielaji na hyperkontraktilite a zvySenej
produkcii mucinu, ¢im prispievaju k odstraneniu parazita zcreva. NavySe v porovnani
s laktobacilmi, enterokoky lepSie adheruju na ¢revnu sliznicu (Laukova a kol., 2004), a tak
brania uchyteniu parazita medzi ¢revnymi klkami. Na 18. den p.i. probioticka terapia nemala
vyrazny vplyv na peritonedlne makrofagy, s vynimkou kmena E. durans ED26E/7, ktory
spdsobil signifikantnt (P<0,01) supresiu v tvorbe tohto kyslikového radikalu. Predpokladame,
ze mysi modulované tymto probiotickym kmenom vykazovali nizke pocty svalovych lariev
na 18. den p.i. vdosledku signifikantne (P<0,01) zvySenej fagocytarnej aktivity krvnych
leukocytov (Dvoroziidkova a kol., 2016), ¢o mohlo prispiet k eliminédcii novonarodenych
lariev a zabranit’ ich migracii do svalov. Pocas svalovej fazy infekcie doSlo opdtovne k
vyraznej (P<0,05; P<0,01) stimulécii tvorby O, s maximom na 25.defi p.i. u mysi s aplikaciou
L. fermentum AD1 alL. plantarum 17L/1, pri enterokokoch boli maximélne hodnoty
zaznamenané na 32. den p.i. Na zaklade toho, Ze vysokd produkcia superoxidového aniéonu
O, pretrvala vo vSetkych experimentalnych skupindch az do konca experimentalneho
obdobia usudzujeme, ze u mysi s probiotickou terapiou doslo k zvySeniu poctu pamitovych
buniek.

Zvysenie metabolickej aktivity peritonedlnych makrofagov indukované probiotickou terapiou
naznaCuje pozitivnu moduldciu imunitnej odpovede hostitela pri infekcii 7. spiralis
a perspektivne uplatnenie testovanych kmenov v terapii trichinelozy.

Tato praca bola podporena Slovenskou grantovou agenturou VEGA 2/0081/15.
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Graf 1. Produkcia superoxidového anionu v peritonedlnych makrofagoch mysi po aplikécii
enterokokov a infekcii 7. spiralis
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Graf 2. Produkcia superoxidového anionu v peritonedlnych makrofagoch mysi po aplikacii
laktobacilov a infekcii T. spiralis
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TVORBA BIOFILMU U POTRAVINOVYCH A ENVIRONMENTALNYCH
STAFYLOKOKOV

Cuvalova A., Kmet' V.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Stadia sa zamerala na Gdinky troch vodnych extraktov z rastlin a ramnolipidov na tvorbu
biofilmu u Siestich kmenov Staphylococcus aureus. Tvorba biofilmu a antibiofilmova aktivita
bola stanovend pouzitim Maxisorp mikrotitraénych platni¢iek. VSetky tri rastlinné extrakty aj
ramnolipidy mali inhibi¢ny G¢inok na tvorbu biofilmu. Najsilnejsi antibiofilmovy G¢inok na
kmene S. aureus mal extrakt z cibule.

Dalsim cielom bola detekcia génov virulencie vo vztahu k tvorbe biofilmu. Gén hla bol
detegovany u vsetkych testovanych kmenov, gény sirB, agril a clf4 len u 1 izolatu S. aureus,
rovnako aj gén icadD. Gény isdA, isdB a sdrE boli zistené u troch izolatov stafylokokov.

UvOD

Vytvorenie a pretrvanie mikrobidlneho spoloc¢enstva buniek uchytenych na tuhom povrchu je
zname ako biofilm. Infekcie spojené s biofilmom odolavajii antimikrobidlnej terapii a utoku
hostiteI'ského imunitného systému co spdsobuje, ze tieto infekcie je tazké liecit’ (Payne a kol.,
2013).

Rastliny, ako cesnak, cibul’a, alebo Pestrec mariansky sa uz pred mnohymi rokmi vyuzivali
pre ich lie¢ivé ucinky. V poslednej dobe, pri stile sa zvySujucom vyskyte rezistentnych
baktérii na antibiotikd, moze byt pouzitie rastlin a ich extraktov alternativou pri u¢innom
naru$eni tvorby biofilmu.

Biosurfaktanty su povrchovo aktivne latky biologického povodu, ktoré znizuji povrchové
a medzifazové napitie. NajCastejSie vyuzivané modely pri Studiu u€inku biosurfaktantov na
adhéziu baktérii a biofilm su ramnolipidy. Ich nizka toxicita, biologickd odburatelnost’ a
ucinnost’” v porovnani so syntetickymi biosurfaktantami indikuje ich coraz castejSie
vyuzivanie. Ramnolipidy vykazuji vyznamny potencial pri tvorbe biofilmu aj na uz
vytvoreny bakteridlny biofilm (Nickzad a kol., 2013).

Ciel'om nasej prace bolo sledovat’ vplyv extraktov z rastlin a ramnolipidov na tvorbu biofilmu
a detekcia génov virulencie vo vztahu k tvorbe biofilmu u Siestich kmenov Staphylococcus
aureus.

MATERIAL A METODIKA

V praci bolo pouzitych 6 stafylokokov, ktoré boli izolované =z drobnych cicavcov
(Staphylococcus aureus 2), kliestov (Staphylococcus aureus 51, 2111) a mlieka
(Staphylococcus aureus 11, 12 a 14). Bakteridlne kmene sa kultivovali na krvnom agare
(Oxoid, Velka Britania) s 5 %-nym pridavkom defibrinovanej baranej krvi pocas 24 hodin pri
teplote 37°C.

Vybrané faktory virulencie sme detegovali pomocou metédy PCR. Teplota annealingu bola
u jednotlivych génov nasledovna: gén hla (alfa-hemolysin) — 58°C (Jarraud a kol. 2002), gén
sirB (staphylococcal iron-regulated protein) — 61°C (Dale a kol., 2004), gén sdrE (serine-
aspartate repeat protein E) — 50°C (Sabat a kol., 2006), gén isdA (iron regulated surface
determinant A) — 52°C (Verkaik a kol., 2010) a gén isdB (iron regulated surface determinant
B) — 55°C (Waryah a kol., 2016), gén clf4 (clumping factor A) — 55°C (Tristan a kol., 2003),
gén icaAD (intercellular adhesin) — 49°C (Rumi a kol., 2013) a gén agril (accessory gene
regulator) — 55°C (Shopsin, 2003).

Kvantifikacia tvorby biofilmu bola vykonand za pouzitia Nunc Maxisorp mikrotitracnych
platni¢iek (O'Toole, 2011). Nasledne sa testovala antibiofilmova aktivita komercne
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dostupnych vodnych extraktov rastlin a ramnolipidov (AGAE Technologies, Oregon USA).
Efekt extraktov (200Uml™") z cibule (Allium cepa), cesnaku (Allium sativum), Pestreca
marianskeho (Silybum marianum) a ramnolipidov (1%) na tvorbu biofilmu bol testovany
pridanim 10 pL. Ako kontrola sa pouZzila bakteridlna suspenzia v brain hearth bujone (Oxoid,
Velka Britania) bez ucinnych latok.

Vysledky boli Statisticky spracované v programe STATISTICA 9.0 s pouzitim One Way
ANOVA testu a Tukey- testu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V studii sme sa zamerali na efekt vodnych extraktov a ramnolipidov na tvorbu biofilmu a
pritomnost’ génov virulencie vo vzt'ahu k tvorbe biofilmu u 6 izolatov S. aureus. VySetrovanie
testovanych kmenov preukdzalo najvyssi vyskyt v pripade alfa hemolyzinu, vSetkych 6
kmenov S. aureus bolo pozitivnych na vyskyt génu hla. Gény sirB, agrll aclfA boli
detegované u 1 kmena S. aureus 51, gén icaAD bol detegovany len u kmena S. aureus 2.
Vyskyt génov isdA, isdB a sdrE bol potvrdeny u 3 kmenov izolovanych z mlieka.

Nasledne sme inhibovali tvorbu biofilmu u vybranych 6 izolatov S. aureus. VSetky tri pouZité
vodné extrakty z rastlin mali inhibi¢ny uc¢inok na tvorbu biofilmu u testovanych stafylokokov.
Inhibiciu rastu testovanych kmefiov sme nezaznamenali. Vysledky zndzornené v grafe ¢.1
ukazuju signifikantne inhibi¢ny ucinok extraktov na S. aureus 11. Zo vsetkych pouzitych
extraktov mal najvacsi antibiofilmovy ucinok extrakt z cibule. Naopak najmensi i¢inok mal
Pestrec mariansky, ktory mal signifikantne inhibi¢ny uc¢inok len na dve tretiny testovanych
stafylokokov. Podobny ¢inok mali na stafylokoky aj ramnolipidy. Signifikantne inhibi¢ny
ucinok na biofilm sme zaznamenali pri dvoch tretinach testovanych kmenov.

Graf 1. Vplyv rastlinnych extraktov na S. aureus 11
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Schopnosti alkoholovych extraktov A. sativum L. pri inhibicii tvorby biofilmu baktérii S.
pneumoniae, P. aeruginosa a K. pneumoniae zaznamenali Mohsenipour a kol. (2015). Wu a
kol. (2015) preukazali, ze pokles tvorby biofilmu bol sprevadzany silnym baktericidnym
i¢inkom baktérii v biofilme pozorovanom uZ pri koncentracii 3.13 pg.ml™ alicinu. Tvorbu
biofilmu réznych Gram-pozitivnych a Gram-negativnych baktérii, bezne sa vyskytujicich
v infikovanych ranach preukazatel'ne inhibovala aj mast’ z cesnaku. Cesnakova mast’ sa moze
pouzit’ ako profylaktickd liecba, rovnako ako aj terapia uz vytvoreného biofilmu stafylokokov
(Nidadavolu a kol.,, 2012). Evren akol. (2015) dokazali antibiofilmové ucinky
silymarinového extraktu z Pestreca marianskeho na S. epidermidis, S. aureus a meticilin
rezistentny S. aureus. Tvorba biofilmu sa zniZila uZ pri koncentracii silymarinu 15 pg.ml™.
Doteraz nebola uvedend Studia, ktora preukazuje inhibicny vplyv extraktu z cibule (Allium
cepa) na tvorbu biofilmu baktérie S. aureus.
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Pouzitie ramnolipidov s inymi biosurfaktantami moze mat’ silni schopnost’ narusit’ Struktiry
biofilmu, a to rovnakym spésobom, ako sa preukazalo v kombinacii s antibiotickou lie¢bou
u meticilin-rezistentného S. aurea (Samadi a kol., 2012). Rienzo a kol. (2016) vo svojej stadii
preukdzali, Ze uz pri koncentrécii 0.04% ramnolipidov v kombindcii s 0.01 % soforolipidmi je
viac citlivejSia baktéria S. aureus v porovnani s P. aeruginosa, z hl'adiska zivotaschopnosti
a narusenia biofilmu.

Tato praca bola podporena grantom VEGA 2/0069/17 a APVV 14-0274.
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MicroRNA AKO POTENCIALNY DIAGNOSTICKY BIOMARKER
NADOROVYCH OCHORENI

’ Ferencakova M., Rabajdova M, Spakové [., Marekova M.
Ustav lekarskej a klinickej biochémie UPJS v Kosiciach, Lekarska fakulta

ABSTRAKT

Onkologické ochorenia patria v sucasnosti medzi najcastejSie sa vyskytujice ochorenia,
postihujuce vSetky vekové kategdrie a su celosvetovo hlavnou pric¢inou mortality. Pocas
vzniku arozvoja nadorového ochorenia vznikaju genetické malformécie buniek. Existuje
subor genetickych polymorfizmov spojenych s microRNA (miRNA), ktoré predstavuju novy
rozmer molekuldrnej epidemiologie nadorovych, ale aj nenaddorovych ochoreni. miRNA st
malé jednovladknové endogénne molekuly RNA, ktoré patria do skupiny nekddujiucich malych
jadrovych RNA a predstavuju vyznamné reguldtory génovej expresie na posttranskripcnej
urovni. ZvySend alebo zniZzend expresia miRNA ma vplyv aj na expresiu onkogénov a tumor-
supresorovych génov, a preto tieto molekuly zohravaju doélezita tulohu v procesoch
karcinogenézy. Hlavnym cielom predkladanej prace bolo Studium molekulovych zmien
expresie miR-17-5p pri vybranych ochoreniach napr. prekancer6zy — endometriéza, tumor
prsnika a urotelidlny karcindm. Expresia miR-17-5p bola analyzovand v moci pacientov s
histologicky potvrdenym typom endometriozy, respektive nadoru v porovnani s osobami v
kontrolnej skupine. Kvantifikdcia zmien expresie vybranych miRNA bola detegovana
metédou qRT-PCR. Nasledne boli ziskané hodnoty expresie miR-17-5p Statisticky
spracované a vyhodnotené pomocou One-Way ANOVA testu, GraphPad InSTAT testu a
Student-Newman-Keuls testu. Signifikantne zvySené hladiny expresie miR-17-5p boli
detegované predovSetkym v moc€i pacientov s urotelidlnym karcindmom a endometridozou
v porovnani s kontrolnou skupinou. Naopak, v mo¢i pacientiek s karcinomom prsnika bol
zaznamenany mierny pokles hladiny expresie miR-17-5p v porovnani s kontrolnou skupinou,
¢o je pravdepodobne spdsobené tym, Zze miR-17-5p zohrava vyznamnu ulohu v procese
inhibicie proliferacie buniek.

UvoOD

Klinickd diagnostika mnohych nadorovych ochoreni je Casto uspe$na az v pokrocilych
Stddiach tumoru, preto sucasny vyskum neustdle smeruje k identifikacii a charakterizacii
novych biochemickych amolekulovych markerov potrebnych ako prediktivnych
ukazovatel'ov pri diagnostike nielen nddorovych, ale aj nenadorovych ochoreni. Endometridza
predstavuje estrogén dependentné gynekologické ochorenie, ktoré je charakterizované
ektopickym vyskytom endometridlneho tkaniva. Prevalencia tohto ochorenia sa u zien v
reprodukénom veku odhaduje na 10 %. Rakovina prsnika (BC) je jednym z najcastejSie sa
vyskytujucich onkologickych ochoreni v Zenskej populacii a v poslednych rokoch sa stala
hlavnou pri¢inou onkologickej morbidity a mortality zien na celom svete (Serpico a kol.,
2014). Urotelialny karcinom mocového mechira (UBC) sa zarad’'uje medzi piate najcastejSie
sa vyskytujiice nadorové ochorenie a je zarovenn druhym najéastejSim zhubnym karcindmom
mocovych ciest. V poslednych rokoch sa vyskum novych biomarkerov sustred’'uje aj na
Stidium malych jednovlaknovych endogénnych molekul RNA — miRNA, ktoré patria do
skupiny nekoédujucich malych jadrovych RNA a predstavuju vyznamné regulatory génovej
expresie na posttranskripénej Urovni. Velkost' aktivnych molekal miRNA je 21-23
nukleotidov (Jansson a Lund, 2012; Shaker akol., 2015). Posobeniec miRNA reguluje
proliferaciu buniek, ich diferencidciu a apoptdézu a zaroven ovplyviiuje mnoho ddlezitych
biologickych procesov (Serpico a kol., 2014). Podstata spociva v posttranskrip¢nom potlacani
expresie uréitych génov prostrednictvom mediatorovej RNA (mRNA). Prepisom génov pre
miRNA najprv vznikaja dlhé prekurzory, ktorych upravou vznikd jednoretazcova, zreld
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miRNA. Na zaklade komplementarity sa miRNA viaze na cielovi mRNA a tym sposobuje
zastavenie procesu translacie, popripade aj degraddciu molekuly mRNA. V kone¢nom
dosledku tak nedochddza k vzniku cielového proteinu (Lim a kol., 2005). Doposial’ je
znamych viac ako 1000 génov kodujucich miRNA, ktoré riadia expresiu priblizne jednej
tretiny vSetkych génov. Jedna miRNA moze regulovat’ niekol’ko desiatok génov. miRNA sa
okrem Specifickych expresnych profilov v nadorovom tkanive vyznacuje aj dalSimi
vlastnostami, napr. jednoduchou detekciou, vysokou stabilitou, Sirokym dynamickym
rozsahom a koreldciou s uz znamymi klinicko-patologickymi charakteristikami. V sti¢asnosti
je vyskumu miRNA venovana vel'ka pozornost’ a to hlavne z dovodu ich vplyvu na malignu
transforméaciu buniek. Priblizne polovica génov kodujiicich miRNA sa nachddza na fragilnych
Castiach chromozémov, ktoré byvaju pozmenené bud deléciou alebo amplifikaciou
v priebehu karcinogenézy. miRNA moézu vystupovat’ ako v pozicii onkogénu, tak aj v pozicii
tumor-supresorového génu (Hansen a kol., 2011). Z tohto pohladu je jasné, ze vd’aka svojim
vlastnostiam by miRNA mohli sluzit' ako vhodny diagnosticky marker, napr. pre zistenie
pravdepodobnosti ochorenia, recidivy, odpovedi na liecbu, ¢ipravdepodobnosti vzniku
metastaz (Cho, 2009; Jansson a Lund, 2012).

MATERIAL A METODIKA
Analyzovany subor tvorili experimentdlna a kontrolnd skupina. Experimentdlne skupiny
predstavovalo 10 pacientiek (n = 10) s histologicky diagnostikovanou endometriézou

v roznych klinickych stadidch, 5 pacientiek (n = 5) s histologicky potvrdenym invazivnym
duktalnym karcindmom prsnika (IDC) (stage 1, grade 0) a 5 pacientov (n = 5)
s diagnostikovanym UBC v roznych klinickych stadiach. Kontrolni skupinu tvorilo 5
subjektov (n = 5), ktorych preventivna prehliadka u lekara bola negativna, a ktori boli bez
predoslej pozitivnej rodinnej anamnézy na akékol'vek onkologické ochorenie. Odber
biologického materidlu — mocu probandov bol uskuto¢novany na Gynekologicko-porodnicke;j
klinike UPJS LF a UNLP v Kogiciach a na Urologickej klinike UPJS LF a UNLP v
Kosiciach. Takto ziskany materidl bol vyuzity na izolaciu miRNA, jej prepis do cDNA a na
stanovenie hladin expresie miR-17-5p u pacientov s endometriézou, IDC a. UBC. Na izolaciu
miRNA bol pouzity komerény kit Urine microRNA Purification kit (Norgen). Pomocou
pristroja NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific) bola zmerana koncentracia a istota
vyizolovanej miRNA. Kedze RNA nemoéze byt pouZita ako templat pre Real-Time PCR (RT-
PCR), musela byt najskér prepisand do komplementarnej DNA (cDNA) reverznou
transkripciou pomocou kitu TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit. Ked’ze miRNA
ma kratku dizku, nemohli byt na jej kvantifikiciu pouzité bezné RT priméry. Preto boli
pouzité Specifické priméry s vlasenkovou Struktarou (tzv. ,,stemloop RT primer*), ktoré st
schopné odlisit miRNA liSiace sa jednym nukleotidom. Vlasenkova Struktira brani
neSpecifickej hybridizacii sinou RNA. cDNA ziskand reverznou transkripciou bola
hybridizovana so $pecifickou TagMan™ sondou, ktora ma na 5’konci fluorescenénii znacku
(6-karboxyfluorescein; FAM; reportér R) a na 3’konci zhaSa¢ (6-karboxytetrametyl-rodamin;
TAMRO). Metodda je zalozena na 5°-3 exonukledzovej aktivite Taq DNA polymerazy, ¢im
dochadza k Stiepeniu sondy. Uvol'nenim zhaSaca dochddza k emisii fluorescencného Ziarenia.
Detektorom je emisia Ziarenia zaznamendvand v redlnom case, Cize pocas kazdého cyklu.
Intenzita zodpovedd mnozstvu amplifikovaného produktu. Na Statistické vyhodnotenie hladin
expresie miR-17-5p v biologickych vzorkach mocu pacientov a kontrolnych subjektov bol
pouzity One-Way ANOVA test, GraphPad InSTAT test a Student-Newman-Keuls test.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Predpokladané zmeny expresie miR-17-5p boli zistované v moci pacientov s histologicky
potvrdenou endometridézou, typom IDC a UBC v porovnani s osobami v kontrolnej skupine.
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Relativna hladina expresie miR-17-5p bola stanovend normalizaciou na zaklade vztahu
8¢ = (@0 v pripade experimentalnej skupiny, ktord tvorili pacientky (n = 5)
s endometrioznymi loziskami na sarkouterinnych ligamentach, sme pozorovali tendenciu
zvySovania hladiny miR-17-5p 093 %, kedZe relativna hladina expresie miR-17-5p
v experimentalnej skupine predstavovala 2 063 oproti kontrole, ktora predstavovala 1 071. Pri
molekulovej detekcii relativnej hladiny miR-17-5p wu pacientiek s pelvis frozen sme
pozorovali rapidny ndrast expresie miR-17-5p u vSetkych pacientiek (n = 5) a to az o 712 %,
pricom hladina miR-17-5p génu u experimentalnej skupiny dosahovala hodnoty 6 553,
v porovnani s kontrolnou skupinou, kde relativna hladina expresie bola 1 071. Tieto zistenia
koreSponduji s vysledkami opisanymi Toloubeydokhtim akol. (2014), ktori rovnako
poukazali na zvySenu hladinu miR-17-5p v stvislosti s tymto ochorenim. Pri molekulove;j
detekcii relativnej hladiny miR-17-5p u pacientiek s IDC sme pozorovali len mierne zniZenie
hladiny expresie miR-17-5p uvsetkych pacientick (n = 5). Hladina miR-17-5p génu
u experimentalnej skupiny dosahovala hodnoty 992, teda o7 % nizSie, v porovnani
s kontrolnou skupinou, kde relativna hladina expresie bola 1 071. Zistilo sa, ze miR-17-5p sa
u pacientiek s primadrnym BC vyskytuje vo vel'mi malych koncentraciach. Experimentalne je
dokézané, ze sa miR-17-5p podiela na regulacii onkogénu AIB1 a génu CCNDI (cyklin D1),
pricom regulaciou CCNDI1 sa zucastiiuje na inhibicii proliferacie (Hossain a kol., 2006).
V moc¢i pacientov (n = 5) s UBC v porovnani s osobami v kontrolnej skupine bola detegovana
signifikantne zvySena relativna hladina expresie miR-17-5p. V experimentalnej skupine
predstavovala 1 735 oproti kontrole, kde hodnota dosahovala 1 071, ¢o predstavuje zvysenie
062 %. Tieto vysledky korelujii s vysledkami prace Rena akol. (2011), ktori taktiez
pozorovali zvySeni hladinu expresie miR-17-5p u 50 pacientov s UBC. Ziskané vysledky
rozdielnych hladin relativnej expresie miR-17-5p v pilotnej Studii naznacuji mozné vyuZzitie
miR-17-5p pri diferencidlnej diagnostike prekanceréznych stavov a stavov karcindbmov vo
vCasnych Stadidch.

Praca bola podporena grantom 1/0372/17 a 1/0873/16.
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VPLYV TAKRIN-BENZOTIAZOLOVYCH DERIVATOV NA AMYLODINU
AGREGACIU LYZOZYMU

Gancar M., Bednérikové Z., Kubackova J., Gazova Z.
Oddelenie Biofyziky, Ustav experimentalnej fyziky, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Tvorba a hromadenie amyloidnych agregatov je jednym zo sprievodnych javov amyloidéz,
medzi ktoré patri Alzheimerova a Parkinsonova choroba, ¢i non-neuropatickd lyzozymova
amyloidéza. V dneSnej dobe je pristup k liecbe tychto ochoreni prevazne symptomaticky
azamerany na docCasné zlepSenie kvality Zivota. Jednou z terapeutickych stratégii
umoznujucich liecbu amyloid6z je inhibicia amyloidnej agregacie poly/peptidov alebo
odstranenie nerozpustnych amyloidnych fibril z postihnutych tkaniv. Malé molekuly maju
vel'ky potencial interferovat’ s amyloidnou fibrilizaciou poly/peptidov. V nasej studii sme sa
zamerali na malé organické molekuly, konkrétne na takrin-benzotiazolové derivaty. Ide
o heterodiméry pozostavajuce z derivatov takrinu a benzotiazolu prepojenych pomocou
uhl'ovodikového linkera. Nasou tlohou bolo zistit’, ¢i maji niektoré z nami Studovanych latok
vyznamny inhibi¢ny G¢inok na agregaciu lyzozymu z vajeéného bielka ¢i destrukény efekt na
jeho amyloidné fibrily. Vplyv latok v sledovanom koncentraénom rozsahu bol kvantifikovany
pomocou viazania tioflavinu T a boli stanovené hodnoty ICsy a DCsy. Inhibicny i destrukény
ucinok bol pozorovany u vacsiny latok. NajefektivnejSie boli latky s najdlh§im, osem uhlikov
dlhym linkerom, ktoré mali mikromolarne ICsy, resp. DCsy hodnoty. Nase vysledky boli
nasledne podporené snimkami z atdbmovej silovej mikroskopie.

UvoD

Amyloidézy st v sucasnosti nelieCitelné a incidencia Alzheimerovej choroby, najcastejSej
formy amyloidnej demencie, dosiahla v roku 2016 tdroven 45 miliénov postihnutych.
Odhaduje sa, ze pocet pacientov ma narastat’ az o takmer 10 milionov ro¢ne. Preto je kladeny
vel'ky doraz na Studium tychto ochoreni a vyvoj stratégii na ich tspesnu liecbu.

Niektoré malé molekuly st schopné in vitro nielen inhibovat’ tvorbu amyloidnych fibril, ale
taktieZ fibrily destabilizovat’. VidcSina z nich nesie Struktirne znaky latok, o ktorych vieme, Ze
s amyloidnymi fibrilami interaguju — tioflavin T (ThT), ¢i konzska Cerven. Su teda aromatické
a planarne. Jednym z moznych sposobov interakcie takychto malych molekal je ich
interkalacia do zliabkov tvorenych vrstvami B-listov, ¢i uz v rozpustnych oligomérnych
formach, ako aj velkych fibrilach (Re akol., 2010). V naSej §tidii bolo identifikovanych
niekol’ko molekul, ktoré aktivne inhibuju agregaciu lyzozymu z vajecného bielka (HEWL),
a taktieZ majui depolymeriza¢ny ucinok na agregaty.

HEWL je maly globularny protein pozostavajici zo 129 aminokyselin, ktorého trojrozmerna
Struktira, mechanizmus zbal'ovania arozbalovania ako aj stabilita je velmi dobre
preskiimand. Okrem toho je HEWL S$truktirnym homoldégom l'udského sérového lyzozymu
(priblizne 60% sekvencna homologia), ktorého amyloidna agregacia je pozorovana
pri dedi¢nej non-neuropatickej amyloidoéze. Z tohto dovodu sa HEWL stal vynikajucim
modelom na §tidium amyloidnej agregacie globularnych proteinov (Zeng a kol., 2016).

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie: HEWL (molekulova hmotnost’ 14307 Da) bol zakupeny od spolo¢nosti Sigma
Aldrich (E.C. number: 3.2.1.17), vo forme lyofilizovaného prasku. Studované takrin-
benzotiazolové derivaty boli syntetizované v Centre biomedicinskeho vyskumu, Univerzitna
nemocnica Hradec Kralové. 23 heterodimérov bolo rozpustenych v dimetylsulfoxide
(DMSO), 7-metoxytakrin (7-MEOTA) a 6-chlortakrin  (6-CI-THA) bol rozpusteny v
ultrafiltrovanej vode.
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Tvorba amyloidnych agregatov: HEWL bol rozpusteny na findlnu koncentraciu 10 uM v
tlmivom roztoku 70 mM glycinu, obsahujiiceho 80 mM NaCl, ktorého pH bolo upravené na
hodnotu 2.7 pomocou 37% kyseliny chlorovodikovej. Roztok proteinu sa inkuboval po dobu
2 hodin pri 65°C aza konStantného mieSania (1200 rpm). Pritomnost’ lyzozymovych
agregatov bola overena ThT meranim a atdbmovou silovou mikroskopiou (AFM).

Meranie  fluorescencie =~ ThT: Tvorba lyzozymovych fibril bola monitorovana
charakteristickym narastom fluorescen¢nej intenzity ThT. ThT bolo pridané k lyzozymovym
vzorkam (10 pM) tak, aby findlna koncentracia ThT vo vzorkéch bola 20 uM. Vzorky sa
inkubovali po dobu 60 min pri 37°C. Fluorescenc¢na intenzita ThT bola odmerana pomocou
fluorimetra SYNERGY MXx pri excitaénej vinovej dizke A.x = 440 nm a emisnej vlnovej dizke
Aem = 465-550 nm.

Stanovenie ICsy hodnét: THA-BZT derivaty v koncentraénom rozsahu od 1 pM do 1 mM boli
pridané k roztoku proteinu s fixnou koncentraciou 10 uM. Roztoky boli vystavené
podmienkam vyvoldvajicim amyloidnll agregiciu opisanym vysSie. Rozsah agregicie bol
pozorovany pomocou merania fluorescencie ThT. Intenzita fluorescencie bola normalizovana
na hodnotu fluorescenéného signalu cistych amyloidnych agregatov lyzozymu. Kazdy
experiment sa uskutocnil trojmo a vysledna hodnota je priemer nameranych hodnot. Hodnoty
ICso boli stanovené z kriviek, ktoré st zavislostou priemernych hodndt intenzity fluorescencie
ThT a koncentracie testovaného derivatu vo vzorke. Obsah DMSO v meranych vzorkach bol
nizsi ako 2% a nemal efekt na formaciu ¢i stabilitu lyzozymovych fibril.

Meranie depolymeriza¢ného efektu: K 10 uM roztoku fibril boli pridané testované latky
v koncentraénom rozsahu od 1 pM do 1 mM a vzorky boli inkubované po dobu 24 hodin.
Destrukény uc¢inok bol kvantifikovany pomocou viazania tioflavinu T a hodnoty DCs, boli
stanovené podl'a postupu spomenutého vyssie.

Atomova silova mikroskopia: Vzorky boli pripravené adsorpciou 15 pl vzorky na sl'ude po
dobu 6 min. Prebytok vzorky bol omyty 4 ml destilovanej vody. Vzorky schli pri laboratorne;j
teplote po dobu 30 mintt a nasledne boli osusené stlacenym dusikom. Koncentracia proteinu
bola stile 10 uM a koncentracia testovanej latky 100 uM. AFM obrazky boli ziskané
pomocou pristroja od spolo¢nosti Veeco di Innova (Bruker AXS Inc., Madison, U.S.A.)
v ,.tapping* mode a pri rezonanc¢nej frekvencii NCHV hrotu 320 kHz.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Testovali sme vplyv malych molekul, derivatov takrinu a benzotiazolu (BTZ) na amyloidnu

agregaciu lyzozymu. Heterodiméry boli rozdelené do 3 skupin na zéklade pouzitej takrinove;j

casti molekuly, ktorti reprezentuje 7-MEOTA, 6-CI-THA alebo nesubstituovany takrin

(THA). Kazda zo skupin pozostavala zo 7 latok lisiacich sa v dizke linkera od 2 po 8 uhlikov.
7-MEOTA BZT HK 1072
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Obr. 1. Demonstracia vzniku hetorediméru HK 1072 spojenim 7-MEOTA a BZT pomocou 8 uhlikov
dlhého linkera.

V pripade samotného THA, 6-CI-THA ani BZT sme nepozorovali signifikantny inhibi¢ny
alebo depolymerizacny efekt, resp. bol pozorovany pri vysSich koncentracidch. Prepojenim
takrinového a benzotiazolového jadra pomocou linkera sme dosiahli vyrazné zlepSenie
inhibiénych aj depolymerizaénych vlastnosti latok, pricom dizka linkera vyznamne
ovplyviiuje ucinnost’ sledovanych latok. Latky s najkrat§im linkerom vykazovali najslabsie
inhibi¢né, resp. depolymerizacné vlastnosti. Naopak, latky s najdlh§im, 8 uhlikov dlhym
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linkerom, dosiahli najlepSiu inhibi¢nt a depolymeriza¢nu aktivitu. V pripade latky HK 1072

boli hodnoty ICsp = 1,59 uM, resp. DCso = 20,1 uM (Obr. 1. a 2.).
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Obr. 2. Zavislost priemernych hodndét relativnej fluorescencie ThT od koncentracie derivatu HK
1072.

Atémova silova mikroskopia kvalitativne podporila vysledky ziskané pomocou metody
viazania ThT. V pripade latky HK 1072 sme pozorovali zna¢ny ubytok amyloidnych
agregatov, ¢o demonstruje jej depolymerizacny efekt (Obr. 3.).

Obr. 3. Snimky z atdémovej silovej mikroskopie; A) Lyzozymové amyloidné fibrily (LAF) (10 uM);
B) LAF (10 uM) po 24h inkubacii s latkou HK 1072 (100 pM).

Praca bola podporena grantmi VEGA 2/0145/17, APVV SK-CN-2015-0023
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TESTOVANIE PRODUKCIE BIOFILMU KMENMI ENTEROCOCCUS HIRAE
Z ROZNYCH ZIVOCISNYCH ZDROJOV

Bino-Glatzova E.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat SAV, Kosice

ABSTRAKT

Mnoho mikroorganizmov sa vyskytuje v prostredi vo forme biofilmu, ¢o je pre ne priazni-
vejSie ako existencia v planktonickej forme. Mikrobidlne spolocenstvo buniek obsiahnutych
v biofilme moéze adherovat tak k povrchom organickym ako anorganickym a inaktivacia
takychto buniek je velmi komplikovana. V tejto praci bola testovana tvorba biofilmu u
kmenov Enterococcus hirae zrozlicnych druhov zvierat, kedZe tento druh je casto
detegovany v traviacom trakte zvierat a za niektorych podmienok je ochorenia vyvolavajicim
Cinitelom. Testovanych bolo 70 kmenov zo 411 zvierat. Dvadsat kmeitov E. hirae
vykazovalo pri mikrotitracnej platnickovej metode stredni produkciu biofilmu (0,141 az
0,697). Pri skimavkovej metode sa kmen SLJ1/a z trusu sliepky prejavil ako silny producent
biofilmu, ¢o sa potvrdilo aj metédou na Kongo agare a mikrotitracnou platnickovou metodou.
Kultivaciou na Kongo agare (24h,48h,72h) bolo 36 kmenov biofilm produkujucich a 34
kmenov neprodukovalo biofilm. V nadvdznosti na tieto prelimindrne vysledky, v testovani
produkcie biofilmu d’alej pokracujeme.

UvOoD

Prvy prirodovedec zaoberajuci sa myslienkou adhézie baktérii k réznym povrchom bol
holandsky vedec Anton van Leeuwenhoek, ktory mikroskopom pozoroval bunky zubného
plaku (Votava, 2001). ESte dvestopitdesiat rokov potom nikto neakceptoval fakt, Ze pre
baktérie je prirodzené rast vo forme biofilmu. Az v roku 1935 mikrobiolég Zobel ako prvy
pouzil priamu mikroskopiu k pozorovaniu tvorby biofilmu u morskych bakérii (Votava,
2001).

V stcasnosti je zname, ze baktérie mézu existovat’ v dvoch formach, a to v tzv. planktonicke;j
alebo ako sucast’ spolocCenstiev, kde vytvaraji tenk vrstvu na pevnych telesach tzv. biofilm
(Davey a O’Toole, 2000). Baktérie, ktoré rast vo forme biofilmu sa vyznacuju zvySenou
odolnost’ou voci obrannym reakcidm hostitel’a a tiez prirodzenou rezistenciou vo¢i pdsobeniu
antibiotik (ATB). Takéto kmene su virulentnejSie a nimi sposobené infekcie su pretrvavajuce
a tazko lieCite'né (Arciola a kol., 2002; Ruzic¢ka a kol., 2004). Pril'navost’ a vel'’kost’ baktérii
je zavisla na mnohych faktoroch ako st napr. Cas, teplota, pH, mnozstvo kyslika, osmolarita,
pritomnost’ zivin, ich pdsobenim mozu baktérie v biofilme spomalovat svoj rast, alebo
biofilm opustit’ (Goller and Romeo, 2008). Tvorba biofilmu sa rozdeluje do troch faz:
adhézia buniek na povrch materidlu, akumuldcia a maturacia a faza disperzie (Costertonet
a kol.,1999). Koordinované chovanie skupiny baktérii sprostredkovava proces nazvany
quorum sensing; tento proces umoziuje mikroorganizmom vzajomni komunikaciu
a napomaha prispdsobeniu sa Zivotnym podmienkam v prostredi (Coenye a Nelis, 2010).
Druh Enterococcus hirae patri do rodu Enterococcus; je zaradeny do skupiny E. faecium na
zéklade 16S rRNA analyzy podobnosti génov (Franz a kol. 2011). Kedze tento druh je Casto
detegovany v trdviacom trakte zvierat, aza niektorych podmienok je ochorenia
vyvolavajicim ¢initelom, rozhodli sme sa v tejto stadii sledovat’ tvorbu biofilmu u kmenov
E. hirae izolovanych z r6znych druhov zvierat, ked’Ze tvorba biofilmu je chapand aj ako jeden
z faktorov virulencie.

MATERIAL A METODIKA
Kmene (71) boli izolované zo 411 zvierat (kacky-7, serval-1, liska-1,sliepky-8, kraliky-150,
kone-39, bazanty-60, pStrosy-140, bobor-2, pes-2, koza-1), identifikované boli systémom

30



MALDI Biotyper™ (BrukerDaltonics, USA), potvrdené genotypizaciou-PCR a fenotypicky.
Tvorba biofilmu bola testovana tromi rozliénymi metodikami: kultiviciou na agare s kongo
cervenou -24h,48h,72h (Freeman a kol., 1989), skimavkovou metédou-24h (Christensen a
kol., 1982) a ,,double* metddou v mikrotitracnych platnickach-24h-570nm tzv. biofilm plate
assay po odc¢itani pomocou readra SynergyTM4 a vyhodnoteni podl'a Chaieb K. (2007). Ako
kultiva¢né média boli pouzité Brain-Heart infusion-BHI bujon (Difco, USA) a Trypticase
soy infusion-TSY bujon (Difco, USA). Pozitivna kontrola tvorby biofilmu bola kmen
Streptococcus zooepidemicus CCM 7316 (poskytnuty Dr. Stykovou z UVLF, KoSice).

VYSLEDKYA DISKUSIA

Druh E. hirae zaradujeme do rodu Enterococcus. Prvy krat bol izolovany v roku 1985
(Farrow a Collins) ztraviaceho traktu prasiat a kurciat. Kultivaciou na Kongo agare
(24h,48h,72h) bolo 36 kmenov E. hirae biofilm produkujucich a 34 kmenov neprodukovalo
biofilm. Na zaklade naSich preliminarnych vysledkov moézeme zhodnotit’, Ze nami testované
kmene zo psStrosov (16) tvorili biofilm na agare s kongo Cervenou; u kmenov E. hirae
z bazantov bolo pozitivnych 8 kmetiov. U kmeniov, ktoré boli negativne na tvorbu biofilmu na
Kongo agare po 24 hodinach sa neprejavila zZiadna zmena ani po 48 a 72 hodinach kultivacie
a vysledky zostali negativne. Vysledky skumavkovej metody u vacsSiny kmenov korelovali s
vysledkami z testovania na Kongo agare. Iba dva kmene (K¢2/b, EHS), ktoré na Kongo agare
nepreukazali tvorbu biofilmu boli pri skimavkovej metéde ohodnotené ako slabi producenti
biofilmu (Tabul'ka 1) a naopak dva kmene (Kr2/b, Kr 7/a), u ktorych na Kongo agare bola
zaznamenana tvorba biofilmu, pri skimavkovej metéde netvorili biofilm (Tabulka 1).
Mikrotitracnou platnickovou metdodou testované kmene E.hirae (20) boli vyhodnotené ako
stredne produkujuce biofilm (hodnoty 0,141 az 0,697). Podl'a Mahet a O'Toola (2001) sa
baktérie tvoriace biofilm podstatne rezistentnejSiec voci ATB ako baktérie Zijice
v planktonickej forme. Niekedy je vhodné zvySenie koncentracie, alebo zmena druhu ATB,
aby bol pozorovany inhibi¢ny Gc¢inok antibiotika na biofilm. Velky vyznam budi mat pre nas
vysledky z testovania nasSich kmenov pre pritomnost’ ¢i absenciu génov faktorov virulencie
(PCR), ¢o uzko suvisi so schopnostou biofilm-pozitivnych mikroorganizmov odolavat
vplyvom prostredia. V d’alSom kroku by sme biofilm pozitivne kmene (pripadne aj s génmi
faktorov virulencie) chceli testovat’ na citlivost’ ku enterocinom charakterizovanym v nasom
Laboratériu zivoc¢isnej mikrobiologie.

Tabulka 1: Porovnanie vysledkov tvorby biofilmu u kmenov E.4irae tromi rozdielnymi metoédami

vzorka kongo 24h ~ kongo 48h  kongo 72h Ch.skiimavkova Ch.platnickova
K&1/b negati:ne negati:ne negati:/ne 0 0,586
K&2/b negativne negativne negativne 1 0, 210
K4 negativne negativne negativne 0 0 , 189
KEs negativne negativne negativne 0 0 , 157
KE5/a negativne negativne negativne 0 0, 141
KE6 negativne negativne negativne 0 0 , 460
Ke7 negativne negativne negativne 0 0 , 350
EHS negativne negativne negativne 1 0’3 49
LDRG/b pozitivne pozitivne pozitivne 2 0,278
SLJ2/b pozitivne pozitivne pozitivne 2 0,164
SLH1/b pozitivne pozitivne pozitivne 1 0,298
SLH3/b pozitivne pozitivne pozitivne 2 0,5
SLJ1/a pozitivne pozitivne pozitivne 3 0,697
Kr2/b pozitivne pozitivne pozitivne 0 0,240
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vzorka kongo 24h kongo 48h kongo 72h Ch.skiimavkovd Ch.platni¢kova

Kr7/a pozitivne pozitivne pozitivne 0 0,344
Kr8/a pozitivne pozitivne pozitivne 1 0,388
Kr9/b pozitivne pozitivne pozitivne 0 0,273
K50d/1 negativne negativne negativne 0 0’3 52
K7/1 pozitivne pozitivne pozitivne 2 0,303
K.Ap.b- pozitivne pozitivne pozitivne 1

2017 0,334

Prdca bola podporend projektom VEGA 2/0006/17. Dakujem za pomoc pri zabehnuti
a optimalizacii mikrotitracnej platnickovej metodiky pani Doc. MVDr. Radomire Nemcovej,
PhD z UVLF v Kosiciach.
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KONTAMINACIA KRMNYCH OBILNIN MIKROMYCETAMI
Harc¢arova M., Conkové E., Sihelska Z.
Katedra farmakolégie a toxikolégie, Ustav farmakolégie, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Mikroskopické vlaknité huby predstavuju kontaminanty pol'nohospodarskych plodin, potravin
a krmiv. Potencialne toxinogénne druhy mikroskopickych vlaknitych hub st schopné za
uréitych podmienok produkovat’ sekundarne metabolity, mykotoxiny. Cielom naSej prace
bolo zistit' vyskyt mikroskopickych vlaknitych hub v kimnych obilninach. Pre stanovenie
endogénnej kontamindcie zfn bola pouzitd priama metoda ukladania zfn na kultiva¢né pody.
Po 7 dnovej kultivacii bola vykonand determinacia jednotlivych druhov mikroskopickych
vlaknitych hub. Kfmne obilie bolo kontaminované mikromycétami z rodu Fusarium (43,7 %),
Penicillium (34,3 %), Alternaria (34, 3 %), Cladosporium (28,1), Mucor (28,1 %), Rhizopus
(15,6 %), Scopulariopsis (15,6 %) a Aspergillus (3,1 %).

UvoOD

Chov hospodarskych zvierat predstavuje v polnohospodarstve zakladné odvetvie,
prostrednictvom ktorého sa zabezpeCuje vyziva obyvatel'stva. Pestovanie plodin aich
nasledné spracovanie na vyrobu krmiv pre zvieratd alebo na vyrobu potravin pre I'udi prindsa
so sebou riziko vyskytu mikroskopickych vldknitych hib. Tie méZzu znehodnotit’ plodiny uz
pocas rastu na poli alebo pocas ich zberu, skladovania a spracovania. PoI'né huby su patogény
spdsobujuce ochorenia rastlin pocas ich rastu a skladové huby sa vyskytuju ako saprofyty na
mftvom organickom materiali pri skladovani (Glenn, 2007). Zastupcovia rodov Aspergillus
a Penicillium sa zarad’'uju medzi skladové mikroskopické vlaknité huby. Typické pol'né huby
reprezentuju druhy rodov Fusarium a Alternaria. Za vhodnych environmentalnych
podmienok (relativna vlhkost, teplota, pritomnost’ kyslika) st poI'né a skladové huby schopné
produkovat mykotoxiny (Desjardin, 2006). Mykotoxiny predstavuju celosvetovy problém
a odhaduje sa, ze 25 % z celkovej produkcie plodin na svete je kontaminovanych (Lawrol
a Lynch, 2005). Vysoka prevalencia mykotoxinov v krmivach najméd v pestovatel'skych
oblastiach s miernou klimou (Eurdpa, Severnd Amerika) vedie k znacnym ekonomickym
stratim (Mézes a kol., 2010). Steyn (1998) uvadza, ze existuje viac ako 300 chemicky
odlisnych mykotoxinov, ktoré su pri¢inou chorob tzv. mykotoxikoz. Mykotoxikézy sa mdzu
prejavovat’ Sirokou Skalou klinickych priznakov, v zavislosti od typu a koncentracie
mykotoxinu, trvania expozicie, od druhu, rodu, veku a zdravotného stavu zvierat. Dlhodoba
expozicia zvierat mykotoxinmi vyuastuje do stavu zvySenej vnimavosti k sekundarnym
ochoreniam virusového, bakteridlneho a hubového povodu (Morgavi a Riley, 2007).

MATERIAL A METODIKA
V 32 vzorkach skladovanych kimnych obilnin (pSenica - 19, ja¢men - 6, kukurica - 4, ovos -
2, raz - 1) sa stanovila endogénna kontaminicia priamou kultiviciou povrchovo

sterilizovanych zfn, na agare s obsahom dichlérnanu, chloramfenikolu a bengélskej cervene -
DRBC (Hocking a Pitt, 1980). Na povrchovu sterilizdciu zfn bol pouzity 0,4 % NaOCl
s dobou expozicie 2 minaty. Vzorky sa nasledne dvakrat preplachli destilovanou vodou. Zrna
sa ukladali priamo na povrch zivného média sterilnou pinzetou tak, aby sa vzdjomne
nedotykali. Kultivacia prebiehala 7 — 10 dni, pri laboratornej teplote 25+2 °C (Samson a kol.,
2002). Determindcia jednotlivych druhov sa uskutoc¢nila na zaklade makro-
a mikroskopickych znakov podla nasledovnych klucov: Samson a kol., (2002), Leslie
a Summerell, (2006).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

V analyzovanych vzorkach obilnin bol zaznamenany vyskyt: Fusarium spp. (43,7 %),
Penicillium spp. (34,3 %), Alternaria spp. (34, 3 %), Cladosporium spp. (28,1), Mucor spp.
(28,1 %), Rhizopus spp. (15,6 %), Scopulariopsis spp. (15,6 %) a Aspergillus spp. (3,1 %).
Zastupenie jednotlivych druhov je uvedené v tabulke 1.

TabuPka €. 1: Druhové zastupenie jednotlivych rodov mikroskopickych vlaknitych hub v obilninach

Obilnina Druhy mikroskopickych vldknitych hub

Psenica Absidia ramosa, Alternaria alternata, Cladosporium herbarum, Fusarium
graminearum, Fusarium nivale, Helminthosporium sp., Mucor
circinelloides, Paecilomyces variotii, Penicillium viridicatum, Rhizopus
nigricans, Rhizopus oryzae, Rhizopus stolonifer, Scopuliariopsis

brevicaulis

Ja¢men Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus, Cladosporium herbarum,
Fusarium sp., Penicillium sp., Rhizopus nigricans, Mucor circinelloides

Kukurica Cladosporium herbarum, Fusarium graminearum, Mucor circinelloides,
Penicillium sp.

Ovos Alternaria alternata, Cladosporium herbarum, Fusarium sp., Mucor
circinelloides, Penicillium sp., Rhizopus nigricans

Raz Alternaria alternata, Fusarium graminearum, Penicillium sp.

Lacmanova a kol. (2009) uvadzaja, Ze priblizne 20 — 45 % svetovej produkcie obilnin je
kontaminovanych skladovymi hubami. PoI'né huby rodu Fusarium sa vyskytuju vo viac ako
50-tich % kukurice pred zberom (Nicholson a kol., 1998). Podl'a Veldmana (2003) mézu byt
pol'né huby detekovateI'né aj v skladovanych kfmnych obilninach, ¢o sa potvrdilo aj v nasej
praci, nakol’ko rod Fusarium a Alternaria boli identifikované vo vySetrenych vzorkach
skladovaného obilia.

Tato praca bola podporenda Ministerstvom Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu Slovenskej
republiky prostrednictvom grantu VEGA ¢. 1/0408/17.
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VPLYV ROZNYCH FORIEM ZINKU A VLAKNINY NA MINERALNY STATUS

PRASIAT
’ Holodova M.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice, Slovenska republika

ABSTRAKT

Ciel'om s$tadie bolo porovnat’ u¢inok dvoch typov vlakniny a zdrojov zinku na uzitkové
parametre, koncentraciu Zn, Cu, Mn a Fe v plazme, obsah albuminu a Zn-metalotioneinu (Zn-
MT1) v plazme prasiatok. Experiment bol uskuto¢neny na 24 kastrovanych samcoch prasiat
Danbred x Duroc s pociatocnou telesnou hmotnostou priblizne 11 kg vo veku 35 dni.
Prasiatka boli rozdelené podl'a hmotnosti do Styroch skupin a kimené bazalnou diétou (BD)
obsahujucou 1% hrubej vldkniny vo forme 1,7% celuldzy alebo 5% zemiakovej vldkniny,
a 150 mg Znkg' v anorganickej alebo organickej forme. Podas 4-tyzditového kimenia bola
kazda skupina prasiatok kfmena BD obsahujticou celuldzu a zinok vo forme ZnSO4 (C) alebo
Zn chelatu glycinového hydratu (C+ZnGly), a BD obohatenou o zemiakovi vlakninu a
ZnSO4 (PF) alebo Zn cheldt glycinového hydratu (PF+ZnGly). Prijem obidvoch diét
doplnenych o organicky zdroj zinku (C+ZnGly, PF+ZnGly) zvysil prijem krmiva a denné
prirastky, ako aj kone¢nu ziva hmotnost’ prasiatok. Zvysené hladiny Zn v plazme boli zistené
iba v skupine prijimajacej PF+ZnGly diétu (P<0,05), zatial’ ¢o plazmatické hladiny Cu boli
vyznamne znizené v tejto skupine v porovnani so vSetkymi skupinami (P<0,01).
Koncentracie Fe a Mn v plazme neboli prijmom experimentalnych diét nijako zmenené.
Celkovy obsah sulthydrylovych skupin (TSH) bol zvySeny v plazme prasiatok kfmenych
di¢tou PF+ZnGly v porovnani so zvieratami prijimajucimi diétu obohateni siranom
zinoCnatym (PF). ZlepSené 0zitkové parametre a zvySeny obsah Zn, albuminu a tiez TSH
v plazme prasiat prijimajucich diéty suplementované Zn chelatom poukazuji na vyssiu
biologicktl dostupnost’ Zn z jeho organického zdroja, ktory bol v plazme viazany prevazne na
albumin, zatial ¢o plazmatické hladiny Zn-MT1 neboli ovplyvnené¢ formou prijimaného
zinku. Druh vlakniny nemal Ziaden vplyv na skiimané parametre.

UvOoD

Zinok patri medzi stopové prvky, ktoré su nevyhnutné na spravny vyvoj zivych organizmov.
V sucasnosti je v EU chvalenych sedem zlienin zinku ako aditiv pouZivanych vo vyzive
zvierat. Tri z nich st chelaty- hydrat zino¢natého chelatu s aminokyselinami, zinocnaty chelat
s bielkovinovymi hydrolyzatmi, hydrat zino¢natého chelatu s glycinom (Community Register
of Feed Additives). Vyuzitie a absorbcia zinku v traviacom trakte monogastrickych zvierat
prebieha vtenkom creve a modze byt ovplyvnend viacerymi faktormi. Delime ich na
aktivatory a inhibitory. Medzi inhibitory absorpcie zinku patria fytaty, kyselina Stavel'ova,
triesloviny, selén, Zelezo, vapnik a iné. Vldknina mdze tiez negativne ovplyvilovat’ absorpciu
a biologicku dostupnost’ stopovych prvkov, ale ich vzajomné interakcie zavisia od mnohych
faktorov, vratane typu vldkniny (Spears, 2003). Vlaknina ovplyviiuje ¢revnu Struktiru, najma
morfoldgiu crevnej steny (Pastuszewska, 2009).

Hlavnym zdrojom zemiakovej vldkniny je zemiakova drt, ktord vznika ako nepotrebny
produkt v Skrobovom priemysle. Nedavne Stadie ukézali, Ze zemiakova vlaknina pozitivne
vplyva na pasdz traveniny, morfologiu a morfometriu ¢reva a funkciu pankreasu (Tus$nio,
2011). Ciel'om nasho experimentu bolo porovnat’ vplyv dvoch typov vléknin a zdrojov zinku
na uzitkové parametre prasiatok po odstave, na koncentraciu stopovych prvkov a
transportérov zinku- albuminu a Zn-metalotioneinu v plazme prasiat.
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MATERIAL A METODIKA

Experiment bol prevedeny na 24 kastrovanych odstavcatach plemena Danbred x Duroc,
ktorych pociatocnd hmotnost’ bola 11 kg. Zvierata boli rozdelené do 4 skupin po 6 kusov.
Odstavcata boli 4 tyzdne kfmené bazalnou diétou (BD) s obsahom 1,7 % celulézy alebo 5 %
zemiakove] vlakniny s pridavkom 120 mg/kg zinku. Mnozstvo celulézy a zemiakovej
vlakniny v BD predstavovalo 1 % obsahu hrubej vldkniny. Zinok v BD bol vo forme
ZnS04.H,0 alebo Zn chelatu glycinového hydratu (ZnGly). Prva skupina zvierat (C) bola
ktmena BD, ktora obsahovala 1,5 % celuldzy (Lonocel) + ZnSO,. Druhej skupine (C+ZnGly)
bola podavand BD s 1,5 % celulozy + ZnGly. BD tretej (PF) a Stvrtej skupiny (PF+ZnGly)
obsahovala 5% zemiakovej vlakniny (Potex), pricom Zn v 3. skupine bol vo forme ZnSO,,
a v 4. skupine vo forme ZnGly.

Pocas celého pokusu mali zvierata volny pristup ku krmivu a vode. Po 4 tyzdinoch boli
zvieratd usmrtené a odobraté vzorky krvi a tkaniv boli uskladnené pri teplote -80°C. Vzorky
heparinizovanej krvi boli centrifugované 20 minut pri ota¢kach 10 000 g.min™ pri teplote 4°C.
Obsah Zn, Fe a Cu v plazme bol stanoveny pomocou atémového absorpéného spektrometra
(AAS, Shimadzu AA-7000, Kyoto, Japonsko) metdédou na plameni (FAAS) za pouZitia
acetylénu ako spalovacieho plynu. Obsah manganu v plazme bol stanoveny na AAS s
grafitovou pecou (Shimadzu, GFA-7000) a pre korekciu pozadia bola pouzitd deutériova
lampa. Na meranie sa pouzili grafitové kyvety s pyrolytickou vrstvou.

Koncentracie metalotioneinu (Zn-MT1) v plazme boli merané spektrofotometricky ELISA
kitom (Neo Scientific), albumin kitom ALBU L500 (Erba Lachema) a sulfhydrylové skupiny
modifikovanou metdédou podla Ellmana (Ellman, Arch.Biochem.Biophys., 82:70-77, 1959).

VYSLEDKY A DISKUSIA
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Zvysené hladiny Zn v plazme boli zistené¢ iba v skupine prijimajicej PF+ZnGly diétu
(P<0,05). Koncentracia Cu v plazme bola vyznamne znizend v tejto skupine (P<0,01) v
porovnani so vSetkymi skupinami.

ZvySeny obsah albuminu a TSH bol zisteny u prasiat prijimajucich diétu PF+ZnGly
v porovnani so skupinou PF (P<0,05). Hladina Zn-MTI1 nebola ovplyvnend zdrojom
prijimaného zinku.

Obr. 5 Obsah albuminu v plazme  Obr. 6 Obsah Zn-MT]1 v plazme Obr. 7 Obsah TSH v plazme
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a,b,c: rozdielne pismenka nad stipcami znamenaju signifikantny rozdiel (P<0,05)

ZlepSené uzitkové parametre a zvySeny obsah Zn, albuminu a tiez TSH v plazme prasiat
prijimajucich diéty suplementované organickym Zn chelatom poukazuju na vyssiu biologicku
dostupnost’ Zn z jeho organického zdroja, ktory bol viazany prevazne na albumin v plazme,
zatial' Co plazmatické hladiny Zn-MT1 neboli ovplyvnené formou prijimaného zinku. Druh
vlakniny nemal Ziaden vplyv na skimané parametre.

Praca bola podporena grantom APVV-0667-12 a COST Action FAI1401 (PiGutNet).
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VYBER PROBIOTICKYCH KANDIDATOV NA PREPROGRAMOVANIE
MAKROFAGMI RIADENEJ PRONADOROVE] ODPOVEDE: IN VITRO
PRISTUP S VYUZITIM M1 A M2 PODTYPU MAKROFAGOV

Hradicka P., Demeckova V., Kassayova M.
Ustav biologickych a ekologickych vied, Katedra fyziologie zivocichov UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Makrofagy st neoddelite'nou stcast'ou slizniéného imunitného systému v gastrointestinalnom
trakte. V zdravom, homeostatickom prostredi vyvolavaji tolerogénne/regulacné odpovede, pri
ktorych dominuje M2 fenotyp makrofagov. Pocas imunitného/zapalového stimulu, sliznicné
makrofagy naopak preukazujit Mlpro-zépalovy fenotyp. Komplexné vztahy medzi
homeostdzou, zapalom a vznikom nadorov v kolorektdlnom karcinome (CRC) su
pravdepodobne do velkej miery ovplyvilované prave touto polarizacia slizni¢nych
makrofagov z jedného podtypu na druhy. VSeobecne je akceptovana skutocnost, ze tento typ
rakovinového ochorenia ¢asto vznika z chronického zapalu v hrubom ¢reve. Zaroven tu ma do
vel'kej miery vplyv genetické pozadie, pricom ak sa urodinného prislusnika prvého stupna
vyskytol tento druh rakoviny, riziko vzniku vzrastd 2-nasobne, v pripade vyskytu u 2 a viac
pribuznych, riziko vzrastd az 4-ndsobne. [ked ide o geneticky podklad, viaceré Studie
potvrdili, Ze aj vtomto pripade dochadza k zapalovému procesu, kedze nesteroidné
antiflogistika znizili mortalitu pri experimentalnom pouziti a sposobili regresiu adendémov
u pacientov s familidrnou adenomatdznou polypozou. Novodobé Stadie poukdzuji na fakt, ze
polarizacia makrofagov moéze byt modulovand pouzitim probiotickych baktérii. V tomto
kratkom prispevku zhrnieme ulohu cytokinov v CRC a takisto vplyv pouzitia probiotickych
baktérii pri tomto druhu nddorového ochorenia.

UvoD

Rakovina hrubého creva predstavuje treti najcastejsi typ rakovinovych ochoreni celosvetovo
(GLOBOCAN, 2012). Proces tranformacie zo zdravého epitelu na maligny nador podlicha
zmenam v tumor-supresorovych génoch. Nasledne je vzniknuty nddor zavisly od
prolifera¢nych signélov, ktoré poskytuje samotné nadorové mikroprostredie. Progresiu nadoru
ovplyviiuje vzdjomnd komunikdcia medzi naddorovymi bunkami, bunkami nadorového
mikroprostredia (makrofagy, B a T lymfocyty, mastocyty ainé) a extraceluldrnou matrix.
Bunky nadorového mikroprostredia produkuju rdézne solubilné faktory (cytokiny, chemokiny,
rastové faktory), ktoré reguluju rast, diferencidciu, prezivanie nadorov, a zaroven produkujua
reaktivne formy kyslika a dusika vedice k d’alSim genetickym zmenam v epiteli. Prave
chronicky zéapal hra dolezitu Glohu v prvych Stddiach vzniku nddorov, iniciacii a progresii
(Klampfer, 2011). Cytokiny mozZeme vo vSeobecnosti rozdelit na pro- a protizépalove,
pricom ak hovorime o pro- a protinadorovych vlastnostiach, ich delenie na Th1 a Th2 skupinu
je dolezity. Thl cytokiny (IL-12, IL-15, IFN-y) prispievaji v bunkovej imuntinej odpovedi,
teda su dolezité pre priamu odpoved’ voci nadorovym bunkam. Naopak Th2 typ predstavuja
cytokiny IL-4, IL-5, IL-10 a IL-13, ktoré mézu znizovat’ tumor-$pecifickll imunitnu odpoved’
(Kantola a kol., 2012). Probiotické baktérie su definované ako zivé organizmy, ktoré ak st
podavané v adekvatnom mnozstve, maju pozitivne G¢inky na hostitela (FAO/WHO, 2002).
I ked’ je vSeobecne zndme, ze probiotikéd su prospesné pre Cloveka, ich testovanie sa z velkej
miery zaoberd len procesmi ako rezistencia na antibiotikd a Zzaludo¢né a zI€ové kyseliny,
antimikrobialne a metabolické aktivity a pod. AvSak tieto baktérie maju vplyv aj na imunitny
systém, pricom rozne kmene vykazuju rézne imunomodula¢né ucinky. Viaceré kmene rodu
Lactobacillus preukazali pozitivne ucinky pri ordlnom pozivani, pozitivne sa zapdjali do
procesov ako rast Crevnych mikroklkov, fermentdcia nestravitelnych zloziek potravy,
anaerobny metabolizmus peptidov a proteinov a produkcia vitaminov (Nicholson a kol.,
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2005), ale bol preukdzany aj ich pozitivny efekt v rdmci modulacie imunitnej odpovede
a protibakterialnych, protinadorovych a protimutagénnych procesov (Suzuki a kol., 2008).

ULOHA CYTOKINOV V NADOROVOM MIKROPROSTRED]

TNF-o ako hlavny protizapalovy cytokin je v nddorovom tkanive CRC produkovany
predovsetkym makrofdgmi a mastocytmi. Tento cytokin aktivuje onkogénne signalizacné
drahy v epitelovych bunkdch ako Wnt a NF-xB, ¢im reguluje rast a prezivanie nadorov
(Klampfer, 2011). Zaroven vSak bola dokazana jeho schopnost’ spdsobit DNA poskodenie
v in vitro aj in vivo podmienkach, ktoré¢ je spojené s produkciou reaktivnych foriem kyslika.
Priamym pdsobenim TNF-o na bunky dochddza k chromozomovej instabilite, génovym
mutaciam a amplifikdcidm (Yan a kol., 2006). IL-1p patri taktiez do palety prozapalovych
cytokinov produkovanych makrofagmi. Jeho zvySené koncentracie zaroven zvySuju
produkciu d’alsich cytokinov ako TNF-a, IL-6, IL-8 a IL-17. Tento cytokin sa tiez zapaja do
indukcie drah Wnt a NF-kB v rakovinovych bunkédch (Kaler akol. 2009). Schopnost
makrofagov indukovat Wnt signalizaciu v kolorektalnych rakovinovych bunkach bola
zniZzend pouzitim vitaminu Ds;. Tento vitamin je povaZovany za chemopreventivny nielen
u hlodavcov, ale aj u ¢loveka (Klampfer, 2011). Dokonca bolo zistené, Ze jedinci s najvyssimi
hladinami (Jenab a kol., 2010). IL-17 je cytokin produkovany Th17 bunkami. Tento podtyp T
helper buniek je stimulovany koktejlom cytokinov TGF-, IL-1PB a IL-23. Na jednej strane je
tento podtyp T lymfocytov dolezity pre stimulaciu tesnych spojeni v epiteli ¢reva a produkcie
hlienu, zaroven pritomnost’ tychto buniek je spojend s réznymi autoimunitnymi ochoreniami,
ked'ze IL-17 je dblezity chemokin a spdsobuje akumulaciu neutrofilov v tkanive (Veldhoen
a kol., 2006). Z protizapalovych cytokinov, hlavnl rolu v nddorovom mikroprstredi hra TGF-
B a IL-10 (Zamarron a Chen, 2011). Na jednej strane su tieto cytokiny dolezité pre
udrziavanie reguldcie a homeostdzy, a ak dochadza kich inhibicii, zvySuje sa naopak
produkcia prozapalovych cytokinov (Klampfer, 2011). Na druhej strane sa napriklad TGF-3
zapaja do progresie nadorov imunosupresiou. Znizuje produkciu IFN-y Thl bunkami,
inhibuje aktivitu makrofagov a prispieva k diferenciacia Th17 buniek. Uloha cytokinu IL-10
je viac-menej protizapalova, inhibuje proces angiogenézy nadorov a signalizacie cez NF-«xB,
ale v zavislosti od stupfia zapalu, pripadne Stddia CRC moze prispievat’ aj k rastu nadoru
(Zamarron a Chen, 2011). Jednotlivé cytokiny nemoéZeme jednoducho rozdelit’ na pro-
a protinadorové, kedze je jasné, ze nadorové mikroprostredie a zapal su tvorené zlozitou
sietou interakcii medzi bunkami, ¢i uz imunitnymi alebo nddorovymi aide o komplexny
systém, kde do kontaktu s imunitnym systémom prichadza aj mikroflora v rdmci ¢reva.

IMUNOMODULACNE UCINKY PROBIOTICKYCH BAKTERII

DIhtt dobu sa predpokladalo, Ze pozitivny efekt probiotickych baktérii spociva len
v zlepSovani ¢revnej mikrobidlnej rovnovahy. NajnovSie Stadie sa zaoberaju testovanim
imunomodula¢nych u¢inkov réznych kmenov probiotik. Vo vSeobecnosti modzeme
probiotické baktérie rozdelit’ na imunostimulacné a imunoregulacné, preto pred ich pouzitim
v pripade chorého jedinca je nutné zvazit' ich vyber na zéklade kontrétneho pripadu.
Cammarota a kol. (2009) testovali L. plantarum kmein DSMZ 12028 a Echerichia coli K4,
pricom z vysledkov je zrejmé, Ze tato bakéria mlie¢neho kvasenia stimulovala produkciu
prozapalovych cytokinov minimalne v porovnani s patogénom E.coli. V pripade
L.acidophilus Bar13 a L. longum Bar33 bolo zistené, Ze znizuju produkciu chemokinu IL-8,
ktory atrahuje neutrofily do tkaniva, s ¢im sivisi nadmerna zapalova reakcia (Candela a kol.,
2008). Vinej studii bol preukdzany cytotoxicky uc€inok Lactococcus lactis 44Lac na
rakovinové bunky vin vitro podmienkach, priCom na normdalnu bunkovu liniu bola
preukazand len minimalna cytotoxicita (Haghshenas akol., 2014). Chon akol. (2009)
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testovali imunomodulaéné G¢inky L. plantarum KFCC11389P, pricom preukazali stimulaciu
produkcie cytokinov IL-6 a IL-10. NavySe pri pouziti LPS stimulovanych makrofagov, tento
proboticky kmen znizil tvorbu prozapalovych cytokinov, ¢o by mohlo pomdct’ pri liecbe
akutnych zépalovych odpovedi pri Crohnovej chorobe a ulcerativnej kolitide. Viaceré
popredné svetové laboratorid sa zaoberaju Stidiom imunomodulacnych vlastnosti
probiotickych baktérii, pricom sa predpoklada ich potencial aj v pripade prevencie ochoreni
ako zépalové ochorenia ¢riev a CRC. Zaroven sa kladie vel’ky doraz na vyskum tychto
ochoreni, ked’Ze v modernej dobe dochadza k ich vzostupu celosvetovo.

Moja vel'ka vdaka patri vedeckej skupine Dr. A. Foey z Plymouth University, UK. Tato praca
bola podporena grantom VVGS 2016-291 a projektom VEGA 1/0476/17.
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VYVO] POLYMORFNYCH STR MARKEROV U PASOMNICE
DIPHYLLOBOTHRIUM LATUM (CESTODA: DIPHYLLOBOTHRIIDEA)

Kolenicova A.1, Bazsalovicsova E. 1, Kralova-Hromadova I. 1, Minarik G.2
"Parazitologicky vistav, SAV, Kosice
’Katedra molekularnej biologie, UK, Bratislava

ABSTRAKT

Pasomnica Diphyllobothrium latum (Cestoda: Diphyllobothriidea) je veterinarne a
medicinsky vyznamny parazit, ktorého vyskyt v Europe bol najviac zaznamenany u ostriezov
zelenkavych (Perca fluviatilis) a $tik severnych (Esox lucius) v oblasti alpskych jazier vo
Svajéiarsku, vychodnom Franclizsku a severnom Taliansku ale tiez v Estonsku, Rusku a
v brakickych vodéach na severe Pol'ska. Doteraz vSak nie si zndme informdacie o presnom
geografickom rozsireni, vzajomnych genetickych vztahoch, migra¢nych trasach a pdvode
eurdpskych populdcii tejto pasomnice. Mikrosatelity, alebo tzv. ,,short tandem repeats™ (STR)
su polymorfné, multilokusové, kratke repetitivne sekvencie distribuované v celom genéme,
ktoré pre svoje unikatne vlastnosti patria medzi Casto vyuzivané markery v populacnej
genetike. Cielom prace bolo pomocou technolégie sekvenovania novej generacie (NGS)
origindlne navrhnut’ a charakterizovat’ polymorfné STR markery, ktoré budi v buduicnosti
aplikované na studium genetickych vztahov eurdpskych populacii pAsomnice D. latum.

UvOoD

P4somnice rodu Diphyllobothrium, zndme aj ako Skarovce alebo rybie pasomnice, su
veterindrne ale aj medicinsky vyznamné parazity, ktoré vyvolavaji ochorenie zvané
difylobotriéza. Aktudlne je zndmych takmer 50 druhov pasomnic tohto rodu, z ktorych 15
druhov parazituje aj u ¢loveka (Scholz a kol., 2016). V Eurdpe boli u ryb zaznamenané tri
druhy, Diphyllobothrium latum (alpska oblast), Diphyllobothrium dendriticum a
Diphyllobothrium ditremum (severna Eurdpa, Rusko).Zivotny cyklus $karovcov zahfia dvoch
medzihostitelov (vodné korovce a sladkovodné a morské ryby) a definitivneho hostitel’a
(rybozravé vtaky alebo cicavce, vratane ¢loveka). V Eurdpe patria k najéastejSim druhym
medzihostitel'om ostriez zelenkasty (Perca fluviatilis), stuka severnd (Esox lucius), mien
sladkovodny (Lota lota) a hrebenacka frkana (Gymnocephalus cernua) a lososovité ryby ako
napriklad losos atlanticky (Sa/mo salar), pstruh hnedy (Salmo trutta) a sih velky (Coregonus
lavaretus). Zdrojom nékazy pre definitivneho hostitela su ryby infikované larvalnymi
Stddiami Diphyllobothrium sp., tzv. plerocerkoidmi, ktoré su lokalizované prevazne vo
svalovine ryb (Chai a kol., 2005; Kuchta a kol., 2014). Pri zistovani povodu Skarovcov je teda
nevyhnutné rozliSit, ¢i bola pasomnica zistend u cloveka, ako jedného z moznych
definitivnych hostitelov, alebo u ryb, teda druhych medzihostitelov. Infekcia uryb je
spdsobend prirodnou cestou nékazy, ziskana priamo v ich zivotnom prostredi. Nakaza u l'udi
mdze byt sposobend konzuméciou infikovanych, tepelne neupravenych ryb v krajinach
s dokumentovanym vyskytom parazita alebo prostrednictvom importovanych sladkovodnych
a morskych ryb ztychto oblasti. Preto nevyhnutnym krokom pri identifikacii parazita je
kazuistika, ktora pomaha urcit’ zdroj a miesto nékazy. Pasomnica D. latum je najcastejSim
zoonoznym druhom, ktory bol diagnostikovany u l'udi predovSetkym v holarktickej oblasti
(Skandinavia, Severna Amerika, zapadné Rusko). Napriklad vo Finsku bola v roku 1952
zaznamenana 20-25 % prevalencia difylobotriézy u 'udi, no v roku 1982 prevalencia poklesla
na uroveil 1-3 % (Raisanen a kol., 1984). Pripady difylobotriézy v Eurépe zaznamenané v
rokoch 1980 az 2002 indikuju, ze byvalé miesta najvacsieho vyskytu tejto zoondzy vykazuja
celkovy pokles poétu nakazenych (Skandinavia) (Dupoy-Camet a kol., 2004). Naopak, v
krajindch, ktoré sa doneddvna nepovazovali za miesta vyskytu difylobotriézy (Rakusko,
Ceska republika, Belgicko, Holandsko a Spanielsko) sa za poslednych desat’ rokov sporadicky
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vyskytli infekcie u l'udi, pravdepodobne zapri¢inené¢ konzumaciou surovych ryb (napr.
»sushi“, ,.carpaccio” a pod.) (Kuchta a kol.,, 2013). Uryb bol vyskyt larvalnych S§tadii
(plerocerkoidy) pasomnice D. latum zaznamenany predovsetkym v oblasti alpskych jazier vo
Svajéiarsku, vychodnom Franctuzsku a severnom Taliansku, ktoré sa na zaklade dlhodobych
Studii preukazali aj ako najrizikovejSie oblasti (Wicht a kol., 2010). Napriklad v talianskych
jazerach Como, Maggiore, Iseo a Orta prevalencia difylobotridzy u ostriezov zelenkastych,
Stuk severnych a mienov sladkovodnych presahovala aj 30 % hranicu (Gustinelli a kol.,
2016). Podobna situacia bola zaznamenana aj v jazerach Biel, Murten a v Zenevskom jazere
vo Svajéiarsku kde boli infikované ostrieze zelenkasté a §t'uky severné. Pritomnost’ pAsomnic
D. latum bola zistena aj pri kontrole filiet z ostriezov pochadzajiicich zo Svajéiarska, Pol'ska,
Estonska a Ruska, pocas ktorej bolo 10 % vySetrenych ryb pozitivnych na larvy D. latum
(Scholz a Kuchta, 2016). Tieto parazity boli ndjdené aj v ostriezoch z brakickych vod na
severe Pol'ska (Bielat a kol., 2015).

Napriek dostupnym tdajom o rozSireni pasomnice D. latum, vzajomné genetické vztahy,
migra¢né trasy a povod eurdpskych populécii tejto pasomnice nie su doteraz zname.
Metodologickym ndstrojom pri populacno-genetickych stadiach su molekuldrne metddy
vyuzivajuce DNA oblasti s r6znou mierou variability resp. konzervativnosti. Mikrosatelity,
alebo tzv. ,,short tandem repeats* (STR) st polymorfné, multilokusové, kratke repetitivne
sekvencie distribuované v celom gendme, ktoré pre svoje unikatne vlastnosti patria medzi
Casto vyuzivané markery v populacnej genetike, ekologickych a evolu¢nych Studidch
(Goldstein a kol., 2000). Preto cielom prace bolo pomocou technolégie sekvenovania nove;j
generacie (NGS) origindlne navrhnit STR markery, ktoré budi nasledne aplikované
v detailnom popula¢no-genetickom $tadiu eurdpskych populacii pasomnice D. latum.

MATERIAL A METODIKA

Na pripravu DNA templatu pre NGS analyzy bola genomickd DNA izolovana z 10-tich
plerocerkoidov D. latum, ziskanych zo svaloviny ostrieza zelenkastého pochadzajiceho z
jazera Iseo v Taliansku, pomocou komeréného kitu QIAamp® DNA Kit (QIAGEN, Hilden,
Germany). Koncentracia a Cistota gDNA bola merand spektorfotometricky (NanoDrop
Technologies, Inc., Wilmington, Delaware, USA), nasledne koncentrovand, ekvimolarne
zmieSana a odosland na NGS analyzy. Po navrhnuti primerov pre STR lokusy bolo
vykonanych niekol’ko validaénych testov: 1) test Specificity navrhnutych primerov pomocou
PCR amplifikacie, ii) potvrdenie pritomnosti deklarovaného repetitivneho motivu
Sangerovym sekvenovanim, iii) ur¢enie polymorfizmu STR alel v ramci testovanych lokusov
pomocou fragmentovej analyzy s fluorescencne zna¢enymi primermi s vyuzitim kapilarnej
elektroforézy a softvéru v.3.7 GeneMapper (Applied Biosystems) na analyzu dat. Pre
jednotlivé metodické kroky bola pouzitd genomickd DNA izolovana z celkovo 70 jedincov D.
latum (23 proglotidov z definitivnych hostitelov zo Svajéiarska, Rakuska, Belgicka, Finska a
USA a 48 plerocerkoidov z ostriezov, $tuk a mienov z jazier Como, Maggiore a Iseo v
Taliansku).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Celogenomovym sekvenovanim bolo vybranych 518 kandidatnych STR marker obsahujtcich
amplikonov zahriiujucich di-, tri- a tetranukleotidové opakovania s variabilnou dizkou v
rozpati 90-312 bp. Najlepsich 122 kandidatnych amplikonov obsahujucich unikatne STR
markery bolo testovanych PCR metddou, ktorou bol u 110 z nich detegovany PCR produkt
pozadovanej velkosti. Tieto boli sekvenované z obidvoch stran pouzitim BigDye Terminator
v3.1 Cycle sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) a ABI 3130xl
Genetic Analyser (Applied Biosystems) za ucelom detekcie pritomnosti deklarovaného
repetitivneho motivu. Analyzou sekvencii pomocou programu Geneious v10.0.1 (Biomatters,
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Auckland, New Zealand) bola potvrdena pritomnost’ deklarovanych repetitivnych motivov v
78 lokusoch. Doteraz bolo fragmentovou analyzou na alelovy polymorfizmus otestovanych
35 lokusov, z ktorych Styri lokusy boli polymorfné. Zvysnych 43 STR lokusov je vo faze
testovania na alelovy polymorfizmus.

Uspesny navrh a charakterizacia polymorfnych STR markerov je prvym a nevyhnutnym
krokom pre ich samotnt aplikiciu v populacnych §tadiach. V naSom pripade boli doposial
determinované Styri polymorfné lokusy vhodné na dalSie analyzy. Kedze proces urcenia
polymorfizmu STR alel v rdmci testovanych lokusov pomocou fragmentovej analyzy eSte nie
je ukonceny, predpokladdme, Ze pocet polymorfnych lokusov bude navySeny. Po dokonceni
validaénych testov budu vSetky kandidatne polymorfné lokusy testované na pozorovanu (Ho)
a oc¢akavanu (He) heterozygozitu, odchylky od Hardy-Weinbergovej rovnovahy a pritomnost’
nulovych alel pomocou programov GenAlEx 6.5, Micro-Checker 2.2.3. Originalne navrhnuté
STR markery, budu nésledne aplikované v detailnom popula¢no-genetickom stidiu
europskych populécii pasomnice D. latum.

Praca bola realizovanda s podporou projektov APVV-15-004 a VEGA 2/0134/17 a na zaklade
podpory Operacného programu Vyskum a vyvoj financovaného z Europskeho fondu
regiondlneho rozvoja ITMS: 26220120022 (0,4).
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ULOHA GERANYLGERANYL DIFOSFAT SYNTAZY 11 (GGPPS11)

V REGULACII VYVINU ARABIDOPSIS THALIANA
Kopcsayova D., Kosuth J.
Ustav biologickych a ekologickych vied UPJS PF, Kosice

ABSTRAKT

Enzymy z rodiny GGPP syntaz sa podiel’ajii na biosyntéze izoprenoidov, ku ktorym patria aj
fotosyntetické pigmenty a mnoh¢ fytohormony. 4. thaliana disponuje najmenej piatimi génmi
koédujicimi GGPP syntazy aktivne v roznych kompartmentoch bunky. Z nich je pre vyvin
rastliny kl'icova iba plastidovda GGPPSI11, ktorej nulovd muticia je embryo-letalna. Zistili
sme, ze ggppsll mutaciu je mozné Ciastocne komplementovat’ overexpresiou iného GGPPS
génu. GGPPSI, GGPPS2 alebo GGPPS3 exprimované pod kontrolou nativneho GGPPSI1
promoétora umoznuju ggppsll embryam kli¢it, ale nedokdzu obnovit' normalny autotrofny
vyvin. Aby sme overili, ¢i je pri¢inou rézna intracelularna lokalizacia GGPPS izozymov,
vytvorili sme konstrukty, v ktorych boli nukleotidové sekvencie tranzitnych peptidov
GGPPS1, 2 a 3 nahradené sekvenciou tranzitného peptidu GGPPSI11 fuzovaného s nativhym
GGPPS11 promotorom (pGl1::G1IT+Gltr, pGl1::GlIT+G2tr, pGl1::G11T+G3tr). Tieto
konstrukty sme vniesli pomocou agrobaktérii do genému rastlin 4. thaliana heterozygotnych
pre alelu ggppsili. 18,75 % potomstva transformovanych T, rastlin segregovalo s nulovym
ggppsll  genotypom ajednou inzerciou transgénu pGlI1::GlIT+Gltr  alebo
pGll1::Gl1IT+G2tr — vtejto frakcii sme sledovali ucinok komplementacie ggppsili.
pGl1::G1IT+GItr nekomplementoval vyvin ggppsll ani v jednej zanalyzovanych linii
rastlin, pG11::G11T+G2tr komplementoval embryonalny vyvin ¢iasto¢ne v 3 linidch a uplne
v 2 liniach, v ktorych sa bude sledovat’ aj postembryonalny vyvin. Pre pG11::GI11T+G3tr sa
zatial' nepodarilo vyselektovat' T, transformanty. Priebezné vysledky tohto experimentu
¢iastocne podporuji doteraj$i vyskum, ktory predpokladd, Zze GGPPSII patri k ,house-
keeping® génom so $irSim portfoliom posobnosti ako je syntéza GGPP pre tvorbu konec¢nych
produktov, ¢o je aj dovod, prec¢o ho vo funkcii nedokazu plne zastupit’ iné GGPPS gény.

UvOoD

GGPP sa tvori vo viacerych castiach bunky za ucasti réznych GGPP syntdz —
v mitochondriach jeho syntézu zabezpecuje GGPPS1, v cytoplazme GGPPS3 a4,
v plastidoch GGPPS2 a 11 (Beck a kol., 2013). Je vSak mozné, ze GGPPS11 je dualne
targetovany, pri¢om jeho cytozolicka verzia je esencialna hlavne pre vyvin embrya (Ruiz-Sola
a kol., 2016b). O GGPPS11 je dalej zname, Ze na rozdiel od svojich paralogov je gén vysoko
exprimovany takmer vo vSetkych pletivach a pocas celej ontogenézy rastliny (Beck a kol.,
2013). GGPPS11 je navySe schopny interagovat’ s enzymami, ktoré vyuzivaji GGPP ako
substrat (Ruiz-Sola a kol. 2016a). VSetky tieto charakteristiky st pravdepodobne zodpovedné
za to, ze za normalnych podmienok nie si ostatné izozymy schopné nahradit’ stratu
GGPPS11, ¢o vedie k letalite uZ v ranom §tadiu vyvinu a GGPPS1! predurcuje ku génom
s ,,house-keeping* funkciou.

MATERIAL A METODIKA

Rastlinny material a podmienky kultivacie

V experimente boli pouZité rastliny 4. thaliana (L.) Heynh heterozygotné pre letalnu ggpps!1
mutaciu vypestované zo semien T-DNA inzer¢nej linie SAIL 712 D06 (Sessions a kol.,
2002) a Standardné rastliny ekotypu Col-0 ako kontrola. Kli¢enie semien bolo iniciované in
vitro na MS médiu (Murashige a Skoog, 1962) s 1% w/v sachar6zou spevnenom 0,8% w/v
rastlinnym agarom (Duchefa). Heterozygotné ggpps/l rastliny boli selektované na
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fosfinotricine (10 pgml™), po transformécii aj na kanamycine (25 pg/ml). Klicence boli d’ale]
pestované ex vitro v pdde pri 23 °C, 60 % RH a fotoperiode 16/8.

Priprava vektorov na transformdciu

Kodujuce sekvencie GGPPSI (At1g49530), GGPPS2 (At2g18620) a GGPPS3 (At2g18640)
boli skratené o dizku tranzitnych peptidov predikovanych programom TargetP (Emanuelsson
a kol., 2000; Nielsen a kol., 1997), teda 0 22 aa u GGPPS1 — Gltr, 39 aa u GGPPS2 — G2tr
a22 aa uGGPPS3 — G3tr. . sekvencie boli klonované Gateway " technologiou
(Invitrogen) do pENTR/D-TOPO vektora (Invitrogen) a d’alej rekombinacnou reakciou do
binarneho vektora pK7WG2,0 (Karimi a kol. 2002). Nativny GGPPS11 promotor a tranzitny
peptid — pG11::G1IT boli amplifikované na templite gDNA ako suvisly usek 1345
nukleotidov pred zaciatkom ORF GGPPSII anasledovnych 168 nukleotidov
zodpovedajucich 56 aa chloroplastového tranzitného peptidu GGPPS11 podla TargetP
(Emanuelsson a kol., 2000; Nielsen a kol., 1997). pGI11::G1IT bol klonovany TOPO TA
metodou (Invitrogen) do pCR2.1-TOPO (Invitrogen), odkial’ bol vyStiepeny ako Xhol/Spel
fragment. Povodny CaMV 35S promoétor v pK7WG2,0 bol vystiepeny ako Sall/Spel fragment
zanechavajuci kohézne konce kompatibilné s ligaciou pG11::G1IT fragmentu, ktory sa cez
obnovené restrikéné miesto pre Spel spojil s Gltr, G2tr alebo G3tr tak, aby ostal zachovany
Citaci ramec.

Transformacia A. thaliana

Vektory pK7WG2 pGl1::G1IT+Gltr, pK7WG2 pGl1::G1IT+G2tr a
pK7WG2 pGl1::G11T+G3tr boli chemickou CaCl, transformédciou vnesené do
Agrobacterium tumefaciens kmetia C58C1 Rif® (pMP90) (Koncz a Schell, 1986). Pozitivne
klony boli selektované na LB médiu (Difco) spevnenom 1,5% w/v mikrobiologickym agarom
(Sigma-Aldrich) so spektinomycinom (100 pg/ml). Z vybranych kolénii boli pripravené
suspenzie podla Logemann a kol. (2006), do ktorych sa ponorili kvety ex vitro rastlin
A. thaliana s heterozygotnou ggpps! I mutaciou. Zozbierané semend boli selektované pre T1
transformanty.

Analyza komplementdcie ggppsi 1 letdalneho fenotypu

Na S$tadium ucinku komplementacie bolo vybranych 5 T1 linii rastlin (samostatnych
transformacnych udalosti) pre konstrukt pG11::G11T+GItr atakisto 5 T1 linii pre konStrukt
pGl1::Gl1IT+G2tr. Pre pGl1::GI1IT+G3tr sa zatial nepodarilo vyselektovat' ziadneho
transformanta. Z kazdej linie bolo pod stereolupou (Leica EZ4 D) analyzovanych najmene;j
1000 semien v SeSul’ach, a to na zaklade segregacie fenotypu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V experimente sme skumali, ¢i GGPPSI1 a2 dokazu zastpit’ funkciu GGPPS11 u ggppsii
mutantov, ak st ich gény exprimované na rovnakej tirovni a enzymy targetované rovnako ako
GGPPSI11. Tieto vlastnosti mali dosiahnut’ pomocou fuzie s pGI1::G11T po odstraneni ich
povodnych tranzitnych peptidov. Mieru komplementicie ggppsil sme pre jednotlivé
transgénne linie rastlin urcili na zaklade porovnania zisteného a oCakdvaného Stiepenia
fenotypov semien ()(5'05 test dobrej zhody). V nasom pripade uplnej komplementacii
zodpovedalo 93,75 % Standardnych zelenych a 6,25 % abortovanych semien, Ciastocnej
komplementacii 75 % zelenych, 18,25 % svetlozelenych a 6,25 % abortovanych semien,
ziadnej komplementacii 75 % zelenych a 25 % abortovanych semien (podl'a Mendelovho
zakona Stiepenia). Z 5 analyzovanych linii rastlin s inzertom pGI1::G11T+GlItr nedoslo ku
komplementacii ggppsI/l ani vjednej (p = 0,59-0,88; Graf 1). pGIlIl::GIIT+G2tr
komplementoval ggppsi1 v dvoch liniach (p = 0,46 a 0,99) a Ciasto¢ne v 3 liniach (p = 0,08-
0,82; Graf 2).
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Graf 1 Percentudlne zastipenie fenotypov Graf 2 Percentudlne zastipenie fenotypov
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Zistili sme, Ze Standardne mitochondridlna GGPPS1 targetovand do plastidov nedokaze
nahradit” GGPPS11. Pri¢inou by mohla byt aj skuto¢nost, ze GGPPS1 syntetizuje primarne
geranylfarnezyl difosfat (Nagel akol.,, 2016; Wang akol., 2016). V pripade
pGl1::G1IT+G2tr sme sice dosiahli aj uplni komplementaciu ggppsli, td vSak modze byt
obmedzena iba na embryonalny vyvin, preto si na vyvodenie definitivnych zéverov o funkcii
GGPPS11 ziaduce d’alSie pozorovania.

Praca vznikla s podporou grantov VVGS-PF-2016-72621 a VEGA 1/0926/17.

POUZITA LITERATURA

1. Beck G, Coman D akol. Characterization of the GGPP synthase gene family in Arabidopsis
thaliana. Plant Mol Biol. 2013; 82: 393-416

2. Emanuelsson O, Nielsen H, Brunak S a von Heijne G. Predicting subcellular localization of
proteins based on their N-terminal amino acid sequence. J Mol Biol. 2000; 300: 1005-1016

3. Karimi M, Inzé D, Depicker A. Gateway vectors for Agrobacterium-mediated plant
transformation. Trends Plant Sci. 2002; 7: 193-195

4. Koncz C a Schell J. The promoter of TL-DNA gene 5 controls the tissue-specific expression of
chimaeric genes carried by a novel type of Agrobacterium binary vector. Mol Gen Genet 1986;
204:383-396

5. Logemann E a kol. An improved method for preparing Agrobacterium cells that simplifies the
Arabidopsis transformation protocol. Plant Methods. 2006; 2: 16

6. Murashige T a Skoog F. A revised medium for rapid growth and bio-assays with tobacco tissue
cultures. Physiol Plant. 1962; 15: 473-497

7. Nagel R a kol. Arabidopsis thaliana isoprenyl diphosphate synthases produce the C25
intermediate geranylfarnesyl diphosphate. Plant J. 2015; 84: 847-859

8. Nielsen H, Engelbrecht J, Brunak S a von Heijne G. Identification of prokaryotic and eukaryotic
signal peptides and prediction of their cleavage sites. Protein Eng. 1997; 10: 1-6

9. Ruiz-Sola MA, Barja MV a kol. A single Arabidopsis gene encodes two differentially targeted
geranylgeranyl diphosphate synthase isoforms. Plant Physiol. 2016b; 172: 1393-1402

10. Ruiz-Sola MA, Coman D a kol. Arabidopsis geranylgeranyl diphosphate synthase 11 is a hub
isozyme required for the production of most photosynthesis-related isoprenoids. New Phytol.
2016a; 209: 252-264

11. Sessions A a kol. A high-throughput Arabidopsis reverse genetics system. Plant Cell. 2002; 14:
2985-2994

12. Wang C, Chen Q akol. Structural analyses of short-chain prenyltransferases identify an
evolutionarily conserved GFPPS clade in Brassicaceae plants. Mol Plant. 2016; 9: 195-204

47



VYUZITIE KOMETOVE] ANALYZY PRI DETEKCII GENOTOXICKEHO
A CYTOTOXICKEHO UCINKU TIAKLOPRIDU V LYMFOCYTOCH
PERIFERNE] KRVI HOVADZIEHO DOBYTKA

Kovacova S.
Ustav genetiky, UVLF v KoSiciach

ABSTRAKT

Neonikotinoidy st jednou z najzaujimavejsich tried syntetickych insekticidov za posledné tri
desatrocia. Vyuzivaju sa najmi na ochranu pred bodavym hmyzom u rastlin a zvierat.
Spomedzi Sirokej rady neonikotinoidnych insekticidov sme si vybrali pripravok tiakloprid.
Kedze je tento pripravok rozsireny celosvetovo, je dolezité posudit’ jeho mozny genotoxicky
a cytotoxicky u¢inok na zivé organizmy. Vhodnym experimentalnym modelom su
prezivavce, ktoré mozu byt prostrednictvom spasania a kfmenia vystavené vysSim davkam
pesticidov. V naSej praci sa potencidlne genotoxické a cytotoxické ucCinky pesticidu
tiaklopridu na neproliferujuce bunky hoviddzieho dobytka skumali pomocou alkalickej
jednobunkovej gélovej elektroforézy (kometovy test - SCGE). Po 2 hodinovej expozicii
tiaklopridu doslo k vyraznému zvySeniu poSkodenia DNA so Statistickou vyznamnost'ou pri
vietkych koncentraciach okrem najniZ$ej koncentracie u donora 1 (60 pg.ml" ** p <0,01 a
120, 240, 480 pg.ml" ***p <0,001) a pri troch najvyssich koncentraciach u donora 2 (120
pg.ml”! ** p <0,01 a 240, 480 pg.ml”" ***p <0,001, ANOVA).

UvoD

Vyuzitie neonikotinoidov sa neustdle zvySuje a postupne nahradzaju organofosfatové
a metylkarbamatové zluceniny. Z doévodu nekontrolovatelnej aplikacie insekticidov sa
zvySuje rozsah ekologickej nestability a obetou sa stavaju mnohé necielové organizmy.
Neonikotinoidy patria medzi silné neurotoxické insekticidy (Kocaman a kol., 2014).
Mechanizmus posobenia neonikotinoidov spociva v agonistickom ucinku na nikotinovy
acetylcholinovy receptor (nAChR) hmyzu, nie vSak na nAChR cicavcov, vtakov aryb.
Neonikotinové insekticidy mézu mat’ silné vedlajSie t€inky vd’aka skuto¢nosti, ze aktivuji
a/alebo moduluju nikotinovy receptor stavovcov. NajcastejSie testovanymi neonikotinovymi
pripravkami st imidakloprid, tiametoxam a tiakloprid (Sharma a Parihar, 2013). Riziko
vedlajSich Uc¢inkov danych pesticidov bolo hodnotené na c¢meliakoch. Naznadili, ze
imidakloprid a tiametoxam st vel'mi nebezpecné, zatial’ ¢o tiakloprid sa zdal byt bezpecnym
(Mommaerts a kol., 2010).

Prvykrat bola detekcia a kvantifikacia zlomov molekuly DNA v jednotlivych bunkéach pouzita
v praci Rydberga a Johansona (Rydberg a Johanson, 1978), kedy boli bunky imobilizované v
agardze na mikroskopickych sklickach a lyzované v mierne alkalickom roztoku tak, aby DNA
bola ciasto¢ne relaxovana. Po neutralizacii boli bunky ofarbené akridinovou oranzou.
Pouzitim elektroforézy doSlo k zvySeniu citlivosti detekcie poSkodenia DNA v nukleoidoch.
Vysledny obraz vplyvom migracie poskodenej DNA pripominal kométu, odtial’ vznikol nazov
kométova analyza (Singh a kol., 1988).

MATERIAL A METODIKA

Pri alkalickej kométovej analyze boli lymfocyty periférnej krvi hoviddzieho dobytka izolované
pomocou separacného média Histopaque 1077. Lymfocyty boli inkubované v kultivaénom
médiu a boli vystavené pdsobeniu insekticidu tiaklopridu (koncentracie 30,60,120,240 a 480
pg.ml™!), destilovanej vode (negativna kontrola) a H,O, (pozitivna kontrola) pocas doby 2
hodin. Pred lyzou sa bunky zmieSali s agar6zou s nizkou teplotou topenia (LMP) na
mikroskopickom sklicku. Pomocou Trypanovej modrej bola ur¢ena relativna Zivotaschopnost’
buniek. Bolo analyzovanych celkovo 100 komét pomocou fluorescenéného mikroskopu
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NIKON Labophot 2A, vybaveného filtrom Texas Red. Kométy boli vizualne klasifikované do
piatich kategorii podla intenzity fluorescencie DNA v chvoste vzhl'adom k hlave kométy.
Hodnota 0-4 bola priradend kazdej kométe podla stupiia poskodenia (Collins, 1997).
Vysledky boli vyhodnotené Statistickou metédou ANOVA a Dunnettovym testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky poskodenia DNA v neproliferujacich lymfocytoch periférnej krvi u hovidzieho
dobytka po expozicii tiaklopridom (koncentracie 30,60,120,240 a 480 pg.ml"') st zhrnuté
v Tab.1. ana Obr. 1 a2.Po 2 hodinovej expozicii tiaklopridom doslo k vyraznému zvyseniu
poskodenia DNA so S$tatistickou vyznamnost'ou pri vSetkych koncentracidch okrem najnizsej
koncentracie u donora 1 (60 pg.ml™ ** p <0,01 a 120, 240, 480 pg.ml” ***p <0,001) a pri
troch najvyssich koncentraciach u donora 2 (120 pg.ml™ ** p <0,01 a 240, 480 pg.ml™" ***p
<0,001, ANOVA). Zivotaschopnost’ buniek bola u donora 1 vyssia ako 95,83 % a u donora 2
bola vysSia ako 95,24 %.

Tab.1: Rozsah poskodenia DNA (arbitrarne jednotky, AU) a zivotaschopnosti (%) neproliferujucich bovinnych
lymfocytov periférnej krvi po vystaveni pdsobeniu tiaklopridu v priebehu 2 hodin

Dévka % Zivotaschopnosti DNA poskodenie Obr. 1: Percento poskodenia DNA (AU+SD) u donora 1
(AU + SD)
Donor 1
5 Donor 1
H,0 98.7 2633 + 4,51 S 120
=, 100.7%*"
« 100
Tiakloprid (ug.ml™) =
3 B0
30 98.5 34.67+2.52" S o S G ST
60 97.5 4033 +1.53 g oy 40330 as ggee
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480 98.1 56.67+6.81"" = .
g o
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H,0, _ 100.7 £ 5.13" Koncentracia tiaklopridu pg.mi-1
(300 pug.ml')
Donor 2 Obr. 2: Percento poskodenia DNA (AU+£SD) u donora 2
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. - Donor 2
Tiakloprid (ug.ml™) 2 120 -
3 104,3%%"~
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Pri sledovani uc¢inku neonikotinového insekticidu tiaklopridu na neproliferujiice bovinné
lymfocyty alkalickou kométovou analyzou sme po 2h expozicii detegovali zvySené
poskodenie DNA v suvislosti so zvySujucimi koncentraciami. Alkalicka kométova analyza sa
primarne pouziva k detekcii jednoretazcovych zlomov, ale poskytuje tiez informacie
o dvojvlaknovych zlomoch a alkalicky labilnych miestach. Existuje taktieZ neutralna
modifikacia, ktorou sahodnotia dvojvlaknové zlomy. V alkalickom prostredi dochadza
k naruSeniu nevizobnych interakcii medzi dusikatymi bazami DNA a teda k oddeleniu oboch
vldkien dvojzéavitnice. Zlomy na jednom retazci sa prejavia uvolnenim fragmentov
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jednovlaknovej DNA, detegovatel'nych kométovou analyzou (Collins, 2004a). NaSe vysledky
poukazuju na to, Ze pesticidny pripravok tiakloprid indukuje poSkodenie DNA a tvorbu
zlomov. Pozitivny uc¢inok pri formacii komét, t.j. produkcii DNA zlomov tieZz opisali v
neproliferujucich humannych lymfocytoch vplyvom insekticidov tiaklopridu, klotidinu
a imidaklopridu autori Calderon-Segura a kol. (2012). Kométova analyza pontka vhodné
doplnenie informacie o priamom poSkodeni DNA. Jednovlaknové zlomy mozu byt vyvolané
roznymi latkami (UV ziarenie, ROS), moézu byt rychlo opravené a nemaju velku zavaznost
pre porusenie gendmovej integrity. Dvojvlaknové zlomy v porovnani s jednovldknovymi
predstavuju zavaznejSie poskodenie sposobené mutagénmi, pretoze su vyvolané silnymi
induktormi mutacii a chromozémovych abnormalit (Jackson, 2002). Kométovou analyzou sa
najcastejSie hodnoti genotoxicita roznych zlugenin. Undeger a Basaran (2005) in vitro na
cerstvo izolovanych huménnych lymfocytoch periférnej krvi testovali pomocou SCGE
genotoxicky ucinok viacerych ucinnych latok Siroko pouzivanych pesticidnych pripravkov,
pricom v urcitych koncentraciach zistili signifikantné zvySenie DNA poskodenia. Nakolko
neexistuje jednoduchy vztah medzi urovitou poskodenia DNA spdsobenym urcitou latkou
a biologickym dopadom tohto poskodenia je interpretacia vysledkov nel'ahka, ¢o predstavuje
hlavni nevyhodu kométovej analyzy (Olive akol.,, 2006). V naSom pripade dosiahnuté
vysledky detegovali vyraznejSie poskodenie DNA atvorbu zlomov prejavujacich sa
typickymi obrazmi komét, ¢im sa potvrdil negativny u¢inok insekticidu tiaklopridu.

Podakovanie: VEGA 1/076/16, VEGA 1/0043/15 a IGA 09/2017
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SELEKCIA ENTEROKOKOV PRE ICH PROBIOTICKE VYUZITIE U PSOV

Kubasova I.
Ustav fyzioldgie hospodarskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Sedemnast’ kmenov baktérii rodu Enterococcus (vybratych do uzsieho vyberu zo 160
izolatov) bolo testovanych z hladiska moznosti ich vyuzitia ako kmenov probiotickych vo
vyzive spoloCenskych zvierat. Enterokoky boli izolované z trusu klinicky zdravych psov.
Z hladiska bezpecCnosti sa vyzaduje, aby boli probiotické baktérie citlivé vo¢i vybranym
antimikrobidlnym latkam udanym Europskym uradom pre bezpecnost’ potravin. Vsetky
enterokoky zuvedenej vyselektovanej skupiny boli citlivé ku 9 z 19 vybranych
antimikrobidlnych latok. Najvyssia rezistencia bola pozorovana v pripade cefotaximu (88,2
%) aoxacilinu (76,5 %). U vSetkych kmenov bola detegovana y-hemolyza, indikujica
absenciu hemolyzy. Z hl'adiska enzymatickej aktivity je dolezité, aby probioticky kmeil
neprodukoval neziaduce enzymy: negativne reakcie 17 enterokokov boli pozorované
v pripade N-acetyl-B-glukozaminidadzy a B-glukuroniddzy, zatial’ ¢o v pripade p-glukozidazy
bolo pozorovanych 13 negativnych reakcii av pripade a-chymotrypsinu 12 negativnych
reakcii. Na zaklade testov bezpeCnosti bola vyselektovand uzsia skupina 9 enterokokov,
u ktorej boli skimané probiotické vlastnosti. Skumané kmene produkovali kyselinu L-
mlie¢nu v koncentraciach v rozmedzi od 76,2 mmol.I" do 1 19,3 mmol.1"! po 24 hodinach. D —
izomér kyseliny mlie¢nej bol produkovany v podstatne nizSich koncentraciach u vsetkych
enterokokov. Prezivatelnost’ dosahovali vysSiu v podmienkach simulujucich ZI€ovu $tavu,
zatial ¢o v podmienkach simulujucich Zalido¢né prostredie (teda nizSiecho pH) dosahoval
najlepSiu prezivatelnost’ kmen E. faecium D7, ato 27.8 % po 45 min a 4,7 % po 90 min.
Vysledkom stadie s vyselektované 2 kmene druhu Enterococcus faecium (EF/D7 a EF/IK25)
psieho povodu, ktoré spifiaju podmienky pre ich vyuzitie vo vyzive zvierat a buda predmetom
d’alSieho skimania in vitro a taktiez in vivo.

UvOoD

Probiotika sa stavaju coraz popularnejSimi ako ndhrada za antibiotické stimulatory rastu (AGP
- Antibiotic Growth Promoters). Su definované ako zivé mikroorganizmy, ktoré ak su
podavané v adekvitnom mnozstve, prispievaju k zlepSeniu zdravotného stavu hostitel’a
(FAO/WHO, 2001). U hospodarskych zvierat sa pouzivaji najmi pre udrziavanie a zlepSenie
uzitkovosti (produktivita arast zvierat) ataktiez ako prevencia premnozenia crevnych
patogénov (FAO, 2016). Avsak v poslednych rokoch narasta zaujem o uzivanie probiotickych
baktérii aj u chovatel'ov spoloCenskych zvierat, najmi maciek a psov. Ako probiotika vo
vyzive zvierat sa najcastejSie pouzivaju kmene rodov: Bifidobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Bacillus, Pediococcus a Streptococcus (Yirga, 2015). Aby bolo vyuzitie
probiotik prospesné, bakteridlne druhy by mali byt’ intestinalneho povodu hostitel'a, nakol'ko
probiotické vlastnosti mikroorganizmov su spédjané s hostitel'skou Specificitou (Christensen
a kol., 2002; Grzeskowiak a kol., 2015). Avsak, vicSina probiotik uréenych spolo¢enskym
zvieratam nie je povodom izolovana z gastrointestindlneho traktu maciek alebo psov. Co sa
tyka psov, iba dva kmene E. faecium (nie psicho povodu) boli doposial’ v ramci Eurdpy
preskimané a schvéalené Eurdpskym tradom pre bezpecnost potravin pre ich bezpecnost
a ucinnost’ ako probiotika alebo kimne aditiva u psov (Schmitz a Suchodolski, 2016).

MATERIAL A METODIKA

Zo 160 kmenov enterokokov izolovanych ztrusu psov bola na zdklade vysledkov z
predchadzajucej stadie vyselektovana uzsia skupina 17 kmenov. Tato skupina pozostavala
z 15 kmetov E. faecium, 1 kmena E. casseliflavus a 1 kmena E. mundtii. Enterokoky boli
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testované z hl'adiska bezpecnosti podl'a kritérii EFSA (detekcia génov virulentnych faktorov,
rezistencia voc¢i antimikrobidlnym latkam, enzymatickd aktivita, hemolytickd aktivita)
a taktiez boli unich testované probiotické vlastnosti (prezivatelnost’ v podmienkach GIT,
produkcia kyseliny mliecnej). U vsetkych enterokokov bola testovana minimdalna inhibicné
koncentracia voci 19 vybranym antimikrobidlnym latkam za pouzitia Mueller-Hinton agaru
(Oxoid, UK). Boli pouzité MIC stripy s nasledovnymi koncentraciami — 0,016-256 pg.ml’
(BioM¢érieux, Franctuzsko): ampicilin, kyselina klavulanova+amoxicilin, linezolid,
teicoplanin, chloramfenikol, kanamycin, klindamycin; 0,015-256 ug.ml'1 (Oxoid): cefotaxim,
oxacilin, erytromycin, tetracyklin, vankomyecin; 0,002-32 pg.ml': imipenem, penicilin
(Oxo0id), meropenem, ciprofloxacin, trimetoprim sulfametoxazal (BioM¢érieux, Francuzsko);
0,064-1024 pg.ml” (BioMérieux): streptomycin; 0,06-1024 pg.ml” (Oxoid): gentamycin. Po
naockovani enterokokov aulozeni MIC stripov, boli platne inkubované pri 36 °C 18 hod
(vankomycin 24 hod). Po inkubécii boli kmene charakterizované ako senzitivne alebo
rezistentné podla referencie EFSA (FEEDAP, 2012) a zostavajuce kmene podla tabuliek
EUCAST (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, 2017). Ako
pozitivne kontroly boli pouzité kmene Staphylococcus aureus ATCC 29213 a Enterococcus
faecalis ATCC 29212. Hemolyticka aktivita bola testovand za pouzitia Columbia agaru
(Becton a Dickinson), ktory bol suplementovany 5 % (v/v) Cerstvej konskej krvi. Platne boli
inkubované¢ 24 hod. pri 37°C apo inkubacii bola ukmenov diferencovana ao-, B- ay-
hemolyza. Enzymatické aktivita bola testovana semikvantitativnou mikrometddou za pouzitia
kitu API ZYM (BioM¢érieux). Enzymatické aktivity boli od¢itavané na zaklade intenzity
farebnej reakcie v rozsahu 1 az 5, ¢o zodpovedalo aktivite od 0 do 40 nmol / 4 hod. Po vyssie
uvedenych testoch bola vyselektovana skupinka 9 kmenov enterokokov, u ktorej bola
skimand prezivatel'nost’ v podmienkach simulujicich gastrointestinalny trakt metédou podla
Arboleya a kol. (2011), (zaludo¢na stava — pH=2,5, 45 a 90 min; Zlcova Stava — pH=8, 180
min). Vysledky boli prezentované v percentdch poctov prezivajicich buniek. Devit
probiotickych kandidatov enterokokov bolo testovanych taktiez na produkciu kyseliny
mliecnej, a to enzymatickou UV metédou za pouZzitia D- and L-lactic acid kitu (NZYTech,
Lisabon, Portugalsko). Poéty enterokokov boli vyjadrené v KTI.ml™" po 48 h kultivécii pri
37°C (MRS agar, Merck, Nemecko).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vsetkych 17 kmenov enterokokov bolo citlivych k 9 antimikrobidlnym latkam: ampicilin,
kyselina klavulanova+amoxicilin, chloramfenikol, erytromycin, gentamicin, streptomycin,
teikoplanin, tripetoprim/sulfametoxazol a vankomycin. Na druhej strane, najvysSia rezistencia
bola pozorovana v pripade cefotaximu (88,2 % kmenov) a oxacilinu (76,5 % kmeniov). EFSA
urcuje hrani¢né hodnoty rezistencie enterokokov k 10 antimikrobidlnym latkam (FEEDAP,
2012), na zaklade ktorych boli psie enterokoky selektované. Co sa tyka hemolytickej aktivity,
u vSetkych testovanych enterokokov bola detegovand y- hemolyza, indikujuca absenciu
hemolyzy. V pripade enzymatickej aktivity bola u vSetkych enterokokov pozorovana
negativna reakcia — 0 nmol/4 hod v pripade 10 enzymov, vratane dvoch neziaducich: N-
acetyl-B-glukozaminidazy a B-glukuronidazy. U zvysSnych dvoch neziaducich enzymov boli
pozorované reakcie v rozmedzi 5 - 10 nmol/ 4 hod v pripade B-glukozidazy u Styroch kmenov
a5 — 20 nmol/ 4 hod v pripade a-chymotrypsinu u piatich kmeniov. U Ziadneho testovaného
kmena nebola pozorovand maximdalna intenzita zafarbenia zodpovedajica koncentracii 40
nmol / 4 hod. Miera prezitia enterokokov bola ovela vySSia v podmienkach simulujucich
zl¢ovu Stavu ako v podmienkach zalidoc¢nej Stavy. Dokonca u 3 kmenov doslo pri pH 8 k ich
pomnoZeniu (176.2 %, 254.0 % a 181.4 %). NajvysSia preZivatenost’ pri pH 2,5 bola
pozorovana u E. faecium IK25 (19,3 % po 45 min, 1,56 % po 90 min) a u E. faecium D7 (27,8
% po 45 min, 4,7 % po 90 min) v porovnani s ostatnymi kmenmi. Koncentracia produkovanej
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kyseliny L-mlie¢nej po 48 hod bola vrozmedzi od 76,2 mmoll' do 119,3 mmol.l".
Produkcia menej ziaduceho D - izoméru kyseliny mliecnej bola podstatne nizsia, v rozmedzi
<0,3 — 3,2 mmol.I"". Na zéklade tejto $tudie boli vyselektované dva kmene druhu E. faecium,
kmeit D7 aIK25, ktoré maju probiotické vlastnosti a taktiez spiiiaju kritéria bezpe¢nosti.
Tieto kmene budi predmetom d’alSieho skiimania a testovania in vivo.

Praca bola podporena grantom VEGA 2/0012/16.
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CYTOMETRICKE TESTOVANIE PREZIVATELNOSTI BAKTERII
MLIECNEHO KVASENIA IZOLOVANYCH Z CREVNEHO TRAKTU
PSTRUHA DUHOVEHO

Maruscakova 1.1, Mudronova D.1, Kosc¢ova ].1, Feckaninova A.2, Popelka P.2
"Katedra mikrobiologie a imunologie, UVLF, Kosice, Slovensko
‘Katedra hygieny a technoldgie potravin , UVLF, Kosice, Slovensko

ABSTRAKT

Ciel'om nasej prace bola selekcia probiotickych laktobacilov izolovanych priamo z traviaceho
traktu pstruhov na zdklade testovania ich prezivatel'nosti v podmienkach gastrointestindlneho
traktu a vo vodnom prostredi ryb pomocou prietokovej cytometrie. Bakteridlne izolaty sme
testovali v umelej Zalidocnej Stave pri pH 2, 2,5 a 3 pred inkubéciou a po 30, 60, 90 a 120
minutach pri kazdej hodnote pH; v pritomnosti 10 % rybej ZI¢e pred inkubaciou a po 1, 2, 3
a4 hodinach; vo vode odobratej priamo z chovnych nédrzi na zaciatku inkubdcie a po 4
hodinach; rast laktobacilov pri 12 °C. Najlepsie vysledky vo vsSetkych testovanych selekénych
kritériach dosiahli izolaty L. plantarum R2 a L. fermentum.

UvOoD

Probiotika vyuzivané v akvakultire sa zasadne liSia od probiotik pouzivanych
u suchozemskych zivoCichov. Vodné zivoCichy maji ovela uz§i vztah sich vonkajSim
prostredim. Pri vybere probiotik je ddlezitych niekolko faktorov: povod (vhodnejSie st
druhovo-Specifické kmene); patogénnost’; schopnost’ odolavat podmienkam GIT hostitela.
Pri selekcii probiotik je hlavné kritérium schopnost’ prospesnych baktérii kolonizovat’ epitel
Criev, kvoli znizeniu adherencie patogénov (Vine a kol., 2004). Medzi d’alSie kritéria patri ¢o
najdlhSia zivotaschopnost’ pri technologickom spracovani a skladovani, a samozrejmostou je
pozitivne pdsobenie na organizmus hostitel’'a. Spdsob aplikacie probiotik zahfia dva spdsoby,
a to podavanim hostitel'ovi prostrednictvom zivej potravy (Gomes-Gil a kol., 1998) alebo ako
doplnok k umelej strave (Rengpipat a kol., 2000) a aplikacia probiotik ako pridavok do vody
(Spanggaard a kol., 2001) alebo vo forme kupelov (Gram a kol., 1999).

MATERIAL A METODY

Zivé pstruhy dithové boli dovezené vo vode saturovanej kyslikom. Po prichode boli okamzZite
usmrtené a ndsledne bol sterilne odobraty obsah traviaceho traktu, z ktorého bolo izolovanych
6 izolatov, ktoré boli identifikované pomocou mikrobiologickych metdéd a metédou MALDI-
TOF MS ako Lactobacillus paraplantarum, L. plantarum R2, L. fermentum, L. plantarum
R4, L. plantarum RS a L. brevis. U vSetkych izolatov boli najprv testované rastové vlastnosti
v laboratérnych podmienkach pri 12 °C a pri 37 °C. Prezivatelnost v simulovanych
podmienkach umelej zaludocnej $tavy, ktord bola upravena pomocou HCI na hodnotu pH 2,
2,5 a 3 bola merana pred zaciatkom inkubécie a po 30, 60, 90 a 120 minutach. Prezivatel'nost’
v roztoku 10 % rybej zl¢e bola stanovovana tiez pred inkubaciou a po 1, 2, 3 a 4 hodinach. Do
sterilnych flia§ bola odobratd z nadrzi voda a po inokulacii izoldtmi bola prezivatel'nost
stanovovana pred inkubéciou (0 h) a po 4 hodinach pri 12 °C. V celom experimente bolo na
stanovenie Zzivotnosti pouzité¢ farbivo cFDA, ktoré sa enzymatickou aktivitou v Zzivych
bunkdch meni na fluoreskujuci karboxyfluorescein. Zivé baktérie boli identifikované
pomocou prietokového cytometra BD FACSCanto. Na excitaciu bol pouzity modry laser s
vlnovou diZkou 488 nm a emisiu sme merali pri vinovej dizke 530/30 nm (FL1), pri¢om bolo
percento zivych baktérii vyhodnotené pomocou histogramu pri nastaveni fluorescencie FL1
oproti poc¢tu udalosti.
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Statisticka analyza: Pre $tatisticka analyzu sme pouzili najprv dvojrozmernu analyzu rozptylu
(two-way ANOVA), nasledne jednorozmernu (one-way ANOVA) s doplnkovym Tukey
testom v Statistickom programe GraphPad Prism Version 3.00.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pri testovani rastovych vlastnosti vybratych izolatov v laboratérnych podmienkach pri 12 °C
a pri 37 °C boli zistené pocty (Tabulka ¢.1), z ktorych bolo zrejmé, ze pri 12 °C, ¢o
zodpovedalo fyzioldgii pstruhov, najlepsi rast vykazoval L. plantarum R2 a L. plantarum R4.
Pri 37 °C dobre rastli vietky izolaty, pricom dosahovali poéty az 10'° baktérii/ml.

12°C 37°C

7 9 Tabul’ka ¢.1, Rast rybich laktobacilov v laboratornych

i'p ;Watp lantc;gtm g.’1701 oF 2’3189 podmienkach (vyjadrené ako pocet baktérii/mi)
.plantarum 7. 9.
7 9

L fermentum 7’6'130 8,3 '109 KedZe v zaludku ryb sa hodnota pH pohybuje v
L plantarumR4 1-107 7,1.10 | rozmedzi 2 — 4, zistovali sme prezivanie izoltov
L.plan{ar umR5 | 8.10 ; 191-109 pri hodnote pH 2, 2,5 a 3. Ako prvll sme pouzili
L.brevis 8,1.10 2,3.10 zaltdodnu §tavu s pH 2 (Graf & 1). Najlepsiu

zivotnost’ vykazovali L. fermentum a L. plantarum RS, aj po 120 minatach bolo zivych vyse
80 % baktérii (p <0,001). Naopak najcitlivejsi bol L. paraplantarum, kde po 30 minutach boli
takmer vSetky laktobacily mftve. Aj v pritomnosti zaludocnej $tavy s pH 2,5 postupne
odumierali jednotlivé izolaty laktobacilov, avSak pomalSie ako pri pH 2. L.plantarum R2, L.
fermentum, L.plantarum R4 a L.plantarum RS vykazovali signifikantne vysSiu
zivotaschopnost’ v porovnani s ostatnymi laktobacilmi (vo vSetkych pripadoch p <0,001; Graf
¢.2). Po inkubaécii izolatov so zalido¢nou §tavou s pH 3 (Graf ¢.3) boli vSetky izolaty odolné
voci tejto hodnote pH, priCom len v pripade L. brevis Zivotnost klesla pod 90 %. Hodnoty pH
namerané v zaludku pstruhov dahovych, ktoré
pochadzali z toho istého chovu ako pstruhy vyuzité
v nasom experimente boli priemerne 3,5 (Drdolova,
2013). Z toho vyplyva, ze izolaty ktoré prezivali pH
2 su extrémne odolné, a ked’Ze pri pH 3 prezivali
vSetky izolaty, da sa predpokladat, ze aj v in vivo
podmienkach by vykazovali dobru rezistenciu.

dvojrozmerna

120 ANOVA:

gas:  p<0,0001
aty: p<0,0001 [

, ‘ , , Graf ¢ 1, Prezivanie izolatov laktobacilov v umelej Zaludocnej
0min 30min &0min B0min 120min S’t’ave prl' hodnote sz

L.paraplantarum L.plantarumR2 Lfermentum

=8—_plantarumR4 =3#=L.plantarumR5 =&=L brevis

g5 = : 7 =
95 1
B L -
90

\\—K [l
11 dvojrozmerna T
ANOVA: \?

| tast p<0,0001 BS 1

izolaty: p=0,0001
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ANOWVA:
Eas: p<0,0001
izoldty: p<0,0001
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L.paraplantarum L.plantarumR2 Lfermentum Lparaplantarum L.plantarumR2 L fermentum

=#—| plantarumR4 =3=| plantarumRS === brevis —&—LplantarumR4 —#—L plantarumR5 —8—L brevis

Graf &3, PrezZivanie izolatov laktobacilov v umelej

Graf ¢.2, Prezivanie izolatov laktobacilov v umelej salidocnej stave pri hodnote pH 3

zaludocnej stave pri hodnote pH 2,5
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100 Pri testovani prezivatelnosti v pritomnosti 10%
rybej Zl¢e po 4 hodindch inkubécie vyraznejsie

B \\\ - ; znizenie nastalo len u L. brevis na 69 % a L.

\ plantarum R4 na 67 %. DalSie 4 izolaty po Styroch

S hodinach boli v zl¢i stabilné a nedosSlo kich
o Y{ vécsiemu odumieraniu (Graf ¢.4).

501 \'zoléty:p<u:UDUI ——

: . ‘ . Graf &4, Prezivatelnost izoldatov laktobacilov v 10% rybej
oh 1h 2h 3h ah ZICT
Lparaplantarum LplantarumR2 L fermentum

=®==| plantarumR4 ==L plantarumRS —=|_brevis

= I =
20 T
60
40
0
0
Oh

L paraplantarum m LplantarumR2 Lfermentum| .

Pri testovani prezivatel'nosti vo vode, Zivotnost’ L.

paraplantarum klesla po 4 hodinach cca o 17 %, v
pripade L. brevis to bolo az o 38 %. L. plantarum
R2 a L. plantarum R4 vykazovali len mierny
ubytok zivych baktérii, a to priblizne len o 1 %, ¢o
bola signifikantne vysSia prezivatelnost ako
v pripade L. paraplantarum a L. brevis (p<0,001)
(Graf ¢.5).

T

Graf .5, Prezivatelnost laktobacilov vo vode
Z vysledkov selekénych kritérii moézeme konstatovat, ze najlepSie vysledky vo vsetkych
testovanych selekénych kritéridch dosiahli izolaty L. plantarum R2 a L. fermentum. L.
planatrum R2 mal najlepSie rastové vlastnosti, zatial' ¢o L. fermentum najlepSie prezival v
simulovanych podmienkach traviaceho traktu ryb. Paralelne s nasim experimentom boli v inej
praci v in vitro podmienkach potvrdené silné inhibi¢né vlastnosti L. planatrum R2 voci
zavaznym rybim patogénom — Y. ruckeri a A. salmonicida. Na zaklade tychto vsetkych
vysledkov sa stdva najperspektivnejSim z testovanych izoldtov na dalSie vyuzitie v
akvakulture, kde bude nasledne vyvijanad vhodna aplika¢na forma a budu realizované in vivo
experimenty.

Uvedena praca bola realizovand aj s podporou projektu SK0021 spolufinancovaného z
financného mechanizmu EHP, norskeho financného mechanizmu a Statneho rozpoctu SR.
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VPLYV ROZDIELNEHO KONDICNEHO SKORE DOJNIC VO FAZE
ZASUSENIA NA ENERGETICKY PROFIL

Mihajlovicova X., Mudron P.
Klinika prezuvavcov UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Ciel'om tejto prace bolo analyzovat’ vplyv rozdielneho kondi¢ného stavu na energeticky profil
dojnic vo faze zasuSenia. Sledovanie bolo uskutocnené na mlie¢nej farme. Dojnice boli pred
otelenim rozdelené do dvoch skupin na zéklade kondi¢ného stavu: normalna kondicia (3,00-
3,75) apretu¢nené dojnice (>4,00). V dojnic krvi boli analyzované nasledovné energetické
ukazovatele: glukoza, beta-hydroxybutyrat (BHB), triacyglyceridy, cholesterol a
neesterifikované mastné kyseliny (NEFA). Signifikantny rozdiel bol zaznamenany len pri
koncentraciach triacylglyceridov(p<0,01). Zaverom mozno konstatovat, ze kondicia dojnic
pred porodom nema vplyv na energeticky metabolizmus v tomto obdobi.

UvOD

Body condition score (BCS), tzv. kondi¢ny stav zvierat, je v dnesnej dobe povazovany za
dolezity prvok manaZzmentu chovu dojnic. Sledovanie a stav kondi¢ného stavu pred otelenim
ovplyviuje produktivitu, reprodukéné parametre a zdravotny stav v postpartdlnom obdobi.
BCS je subjektivne, vizudlne alebo taktilné posudenie mnoZstva podkozného tuku u dojnice
(Edmondson a kol., 1989). Vic¢sina metabolickych ochoreni sa prejavi pri extrémnej strate
BCS, nutricnom nedostatku alebo pri zlyhani metabolickych procesov, ktoré nastavaji
v peripartdlnom obdobi (naroky na gestaciu sa zmenia na naroky na laktaciu). V dnesnej dobe
sa odportca kondi¢ny stav na trovni 3,25 az 3,5 pre zasuSené dojnice, je dolezité aby tieto
dojnice pocas statia na sucho neschudli ani nepribrali. Pretu¢nené alebo dojnice vo vel'mi
slabom kondi¢nom stave vykazuji problémy pri porode a casto sa unich vyskytuji
postpartalne komplikacie sposobené imunologickou nedostato¢nostou a metabolickymi
poruchami (Sordillo a Raphaelet, 2013).

Tranzitné obdobie je charakterizované ako obdobie 3 tyzdne pred a 3 tyzdne po porode. Pre
toto obdobie je typicky vysoky energeticky narok dojnic z dovodu fetdlneho rastu a zaciatku
laktacie, negativna energetickd bilancia (NEB) aznizeny prijem krmiva. Vyrovnany
energeticky metabolizmus v tomto obdobi je kIicovym faktorom na zvladdnutie
postpartalneho obdobia. Metabolity ako NEFA a BHB sa bezne pouzivaju ako indikatory
negativnej energetickej bilancie a ketdzy u tranzitnych dojnic. Hoci mierne zvySenie sérovych
hladin tychto metabolitov je normalne pretoze dojnice vyrovnavaju prijem a vydaj energie
pocas skorej lakticie, ale nadmerné zvySenie NEFA aBHB indikuje nedostato¢na
metabolicku adaptaciu na NEB (Herdt, 2000). V pripade ked dojnice nedokazu dostatocne
rychlo alterovat’ svoj energeticky metabolizmus pre potreby laktacie, mlie¢na produkcia
rapidne klesé a zaroven su tieto dojnice viac nachylné na metabolické ochorenie (Herdt, 2000;
LeBlanc, 2010). Sérova koncentracia NEFA reflektuje Groven mobilizacie tukov, zatial’ ¢o
koncentracia BHB poukazuje na tplnost’ oxidacie tukov v pe€eni (LeBlanc, 2010). Mnoho
Studii sa zaoberalo stanovenim prahovych hodnét NEFA, BHB a sérového vapnika pre
predpovedanie produkénych ochoreni u tranzitnych dojnic (Roberts a kol., 2012; Ospina,
2010). Zvysené hladiny NEFA, BHB a znizené¢ hladiny sérového vapnika pred porodom su
spajané s vyssim rizikom vyskytu klinickych ochoreni (LeBlanc a kol., 2005; Seifi a kol.,
2011), znizenou mlie¢nou produkciou (Ospina a kol., 2010) a nedostato¢nou reprodukcnou
aktivitou v popoérodnom obdobi.
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MATERIAL A METODIKA

Do vyskumu bolo zahrnutych 50 dojnic, ktoré boli rozdelené do dvoch skupin na zéklade
kondi¢ného skore. Dojnice s normalnym kondi¢nym stavom 3,00 — 3,75 (n=23) a dojnice
s vy$8im kondi¢nym skore 4,00 - 5,00 (n=27). Kondi¢ny stav sa posudzoval v obdobi statia na
sucho, vizudlnym posudenim. Dojnice boli ustajnené¢ na volno, mali dostato¢ny pristup ku
kfmnej davke (TMR) a na farme bola priemerna ro¢né tzitkovost’ okolo 8000 litrov mlieka.
Odber krvi sa uskutoc¢nil u dojnic vo faza zasuSenia, priblizne 2 tyzdne pred porodom. Odber
krvi sa vykonéval z v.coccygea do jednorazovych hemosiek (Hemos H-02, Gama Group a.s,
CR). Nasledne sa krv centrifugovala pri rychlosti 3000 rpm po dobu 30 minit
(HettichUniversal 300, Germany). V krvnom sére sa spektrofotometricky (Aliz¢, Lisanbio)
stanovovali jednotlivé energetické metabolity: glukéza (Glu), beta-hydroxybutyrat (BHB),
triacyglyceridy (TAG) a cholesterol (Chol). Neesterifikované mastné kyseliny sa analyzovali
spektrofotometricky (A Specord 210 , Analytik Jena). Jednotlivé parametre sa Statisticky
vyhodnocovali pomocou popisnej Statistiky a neparametrickym Mann-Whitneyho testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Nasim ciel'om bolo stanovit’ ako sa pred porodom energeticky profil dojnic s BCS >4,00 lisi
v porovnani s dojnicami s normalnym BCS. Vysledky merania krvnych ukazovatelov
energetického profilu st uvedené v tabulke ¢€.1. Vramci Statistického vyhodnotenia
bolsignifikantny rozdiel medzi skupinami zisteny len v pripade triacylglyceridov (p<0,01).

Tabulka ¢.1 Koncentracie ukazovatel'ov energetické profilu v krvi dojnic s rozdielnym kondi¢nym
skore (x = SD).

BCS 3,00 — 3,75 | BCS 4,00 — 5,00
BCS |[3,55+0,24 435+ 0,34 P<0,001
NEFA 0,37 + 0,21 039+ 0,17 ns
Glu |3,79+0,89 4,08 + 0,99 ns
Chol [2,69 + 0,75 2,40 £ 0,66 ns
TAG [0,14 +0,08 0,21+ 0,08 p<0,01
BHB [0,45+0,16 0,46 + 0,16 ns

BCS- body conditionscore, NEFA — neesterifikované mastné kyseliny, Glu- gluk6za, TAG- triacylglyceridy,
BHB- beta-hydroxybutyrat, ns- nesignifikantné

Hlavné sérové parametre, ktoré sa posudzuji u dojnic pred pdrodom a aj v popoérodnom
obdobi su NEFA, BHB a vapnik (Ospina a kol., 2010; Chapinal a kol., 2011; Martinez a kol.,
2014). Tieto koncentracie poukazuji na mieru adapticie na NEB a je mozné predpokladat’
nasledne vyskyt postpartalnych ochoreni. Ospina a kol. (2010) uvadza, Zze ak je koncentracia
NEFA pred porodom vys§ia ako 0,5 mmol.I"", je zvy3ené riziko vyskytu zadrzanej placenty,
metritidy, dislokécie slezu, znizuje sa mliecna produkcia apredlzuje sa servis perioda.
Zvysena koncentracia BHB (>0,8 mmol.l") v prepartalnom obdobi je indikatorom zniZenej
produkcie v popoérodnom obdobi a zvyseného rizika vzniku dislokacie slezu (Chapinal a kol.,,
2012). Je vSeobecne zname, Ze dojnice s BCS >4,00 st nachylnejSie na metabolické poruchy
v postpartalnom obdobi. Pretoze adapticia na NEB je unich nedostato¢nd, dochadza
k lipomobilizacii a nasledne k zvySeniu sérovych koncentracii NEFA a BHB. Nadprahové
hodnoty NEFA (nad 0,5 mmoll") sa vnaSom sledovani vyskytli u 13,04 % dojnic
s normalnym kondicnym skore au 18,5 % pretucnenych dojnic.Na zaklade zistenych
vysledkov mézeme konstatovat, Ze sme nezaznamenali rozdielne koncentracie NEFA a BHB
v skupindch dojnic s rozdielnou kondiciou.
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Tato prdca bola podporovand Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy ¢.
APVV-0701-11.
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CHARAKTERIZACIA A IDENTIFIKACIA PLAZMIDU pROVR6 BAKTERIE
RAOULTELLA ORNITHINOLYTHICA/PLANTICOLA Z VRABCA
DOMOVEHO

Onderkova A.}, Hamarova L.}, Pristas P.12
"Ustav biologickych a ekologickych vied, PF, UPJS, Kosice
Ustav fyzioldgie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Bakteridlny izolat ROVR6 ziskany ztrusu vrabca domového Passer domesticus bol na
zéklade hmotnostnej spektrometrie MALDI-TOF a analyzy sekvencii 16S rRNA
identifikovany ako Raoultella ornithinolythica/planticola. Analyzou totalnej DNA bola
zistend pritomnost’ plazmidu pPROVRG6 s vel'kost'ou cca 4000 bp. Na jeho charakterizaciu bola
pouzita transpozénova mutagenéza, vd’aka ktorej boli ziskané 4 typy mutantnych plazmidov.
Analyza blastx ziskanych génovych sekvencii potvrdila vysokd podobnost mutantnych
plazmidov M4 a M6 so sekvenciami hypotetickych proteinov AKI40 pB004 a AKI40 pB005
plazmidov Enterobacter sp. FY-07. Doposial’ bolo na gendémovej Grovni charakterizovanych
len niekol’ko plazmidov druhov R. ornithinolythica/planticola, preto budeme na
charakterizacii pPROVR6 nad’alej pracovat’.

UvoD

Baktérie rodu Raoultella predstavuju gramnegativne nepohyblivé tycinkovité baktérie,
patriace do Celade Enterobacteriaceae, vyskytuju sa prevazne v prirode v teplotnom rozmedzi
4-40°C (Haruki a kol., 2014; Sekowska, 2017). V suCasnosti je zaznamenany ndarast
patogénnych kmenov druhov R. ornithinolythica a R. planticola snizkou virulenciou.
Kolonizujt respiracny a gastrointestinalny trakt a spésobuju vznik infekcii, sepsy a bakterémii
predovSetkym u imunodeficientnych pacientov, novorodencov ¢i pacientov s dlhodobou
nemocni¢nou lie¢bou (Skelton a kol., 2017). Hlavnym problémom tychto infekcii je naro¢na
identifikéacia baktérii, a to aj v pripade pouzitia MALDI-TOF hmotnostnej spektrometrie, kde
odlisenie druhov R. ornithinolythica a R. planticola znemoziuje podobnost’ ich hmotnostnych
spektier (de Jong a kol., 2013; Seng a kol., 2016). Klinické Studie v minulych rokoch
preukdzali v tychto druhoch baktérii pritomnost génov antibiotickej rezistencie voci f-
laktamazam blaxpc a blanpy.; (Castanheira a kol., 2009; Chen a kol., 2014). Rezistencia
patogénov voci antibiotikam je jednym z hlavnych dévodov narastu mortality a morbidity.
Extrachromozomalny prenos génov antibiotickej rezistencie najCastejSie zabezpecuju
plazmidy, pricom velky vyznam maju aj transpozony, ktoré st schopné inkorporovat’ gény
antibiotickej rezistencie do plazmidov ainych mobilnych génovych elementov, ¢im
dopomahaju k prenosu tychto génov do inej bunky (Bennett, 2008).

MATERIAL A METODIKA

Bakteridlny izoldt ROVR6 bol ziskany ztrusu vrabca domového Passer domesticus
z vychodného Slovenska. Izolat bol identifikovany pouzitim MALDI-TOF hmotnostnej
spektrometrie (Biotyper, Bruker Daltonics, Nemecko) a nédslednou analyzou sekvencie 16S
podjednotky ribozomalnej RNA. Testovanie antibiotickej rezistencie prebehlo difiznou
metodou pouzitim antibiotickych diskov (Liofilchem, Taliansko), a to konkrétne pre
antibiotik4 tetracyklin (30 pg), chloramfenikol (30 pg) a ampicilin (10 pg), pricom vysledky
boli vyhodnocované s pouzitim tabulieck CLSI (https://clsi.org/). Plazmidova DNA bola
izolovand pomocou kitu GenElute Plasmid Miniprep Kit (Sigma Aldrich). Transpozénova
mutagenéza bola realizovana s pouzitim Template Generation System II Kit (Thermo
Scientific). Podla protokolu dodaného vyrobcom bol do gendému plazmidu vlozeny
transpozon s velkostou 1302 bp, kodujuci rezistenciu vo&i chloramfenikolu (Cam®).
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Plazmidovd DNA obsahujica transpozon bola nasledne transforma¢nymi mechanizmami
prenesena do buniek laboratérneho kmena Escherichia coli ER2267, vykazujuceho
rezistenciu vo&i kanamycinu (Kan®). Kultivicia buniek s heterogénnou plazmidovou DNA
prebichala na selektivnych platniach s LB médiom (Luria-Bertani) a s obsahom
chloramfenikolu a kanamycinu pri teplote 37°C. Zo ziskanych mutantnych kmenov baktérii
bola opétovne izolovana plazmidova DNA, ktora bola nésledne podrobena restrikénej analyze
enzymami BamHI a Pstl na identifikaciu jednotlivych typov mutéacii. Pre overenie vplyvu
ziskanych mutacii na segreganu stabilitu plazmidov boli ziskané mutantné kmene
kultivované 33 hodin pri teplote 37°C v tekutom LB médiu bez pridaného antibiotika.
Nasledne boli bakterialne kultary riedené a v koncentracii 10° vysiate na platne s LB
médiom. Z kazdého mutanta bolo 100 z narastenych kolonii preo¢kovanych na LB platne s
pridanym chloramfenikolom, pricom pocet novo narastenych kolonii vyjadroval segregacna
stabilitu plazmidov. Strukturalna stabilita plazmidov bola overena opitovnym Stiepenim
plazmidovej DNA enzymami BamHI a Pstl. Na analyzu sekvencii jednotlivych mutantnych
plazmidov boli vzorky zaslané do spolocnosti GATC Biotech AG (Nemecko). Ziskané
génové sekvencie boli vyhodnotené pomocou blastx analyzy (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Identifikécia izoldtu ROVR6 pomocou MALDI-TOF hmotnostnej spektrometrie neposkytla
dostato¢ne spolahlivé vysledky, hodnota skore pre R. ornithinolythica bola 1,996 a pre R.
planticola 1,865. Preto sme pristupili k analyze sekvencie 16S rRNA, zhoda sekvencie bola
99 % pre oba vysSie uvedené druhy. V doésledku vysokej genetickej podobnosti spominanych
druhov baktérii nebolo mozné jednoznacné stanovenie pévodu ROVR6.

Vysledok testovania antibiotickej rezistencie preukdzal senzitivitu baktérie voci tetracyklinu
a chloramfenikolu a rezistenciu voci ampicilinu. Izolécia totalnej DNA potvrdila pritomnost’
plazmidovej DNA a nasledne bol d’alSou izolaciou ziskany plazmid s velkost'ou priblizne
4000 bp. Transpozénovou mutagenézou sme overili schopnost’ replikacie plazmidu pROVR6
v heterogénnom hostitel'ovi, pricom bolo ziskanych 6 mutantnych kolénii M1 az M6
rezistentnych voci chloramfenikolu. Restrikénou analyzou sme identifikovali existenciu 4
typov mutacii, teda 4 rézne moznosti zaClenenia transpozénu v plazmidovej DNA, ato
v mutantnych plazmidoch M1, M2, M4 aMe6. Zvysledku testovania segregacnej
a Strukturélnej stability mutantnych plazmidov (Tab. 1) vyplyva, zZe najmenej 2 zo 4 mutacii
neovplyviiuju segregacnu stabilitu plazmidu.

Doteraz ziskané génové sekvencie mutantnych plazmidov M4 a M6 vykazovali vysokd mieru
podobnosti s plazmidmi enterobaktérii (Tab. 1). Nakol'’ko plazmid pROVRG6 je jednym z mala
ziskanych plazmidov druhov R. ornithinolythica/planticola a doposial’ je len niekol’ko z nich
charakterizovanych na genémovej urovni, budeme nad’alej pokracovat’ v kompletizacii jeho
génovej sekvencie.

Tab. 1: Vysledok blastx analyzy ziskanych ¢iastocnych sekvencii mutantnych plazmidov a vysledok
testovania segregacnej a Strukturdlnej stability plazmidov

mutantny | disruptovany gén/organizmus segregacna Strukturalna
plazmid stabilita (%) | stabilita (%)
M1 hypoteticky protein/Klebsiella pneumoniae 100 100
M2 hypoteticky protein/Klebsiella pneumoniae 94 100
M4 hypoteticky protein AKI40, pB005/Enterobacter sp. 96 100

FY-07
M6 lli)é{pi(())t;tlcky protein AKI40, pB004/Enterobacter sp. 100 100

Tato praca bola realizovana vd'aka grantu APVV-16- 0171.
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ULOHA ERYTROPOETINOVEHO RECEPTORA V ZVYSENE] REZISTENCII
BUNIEK ADENOKARCINOMU MLIECNE] ZLAZY RAMA 37-28 NA
PAKLITAXEL

Szentpéteriova E., llkovicova L., Feckova B., Kimakova P., Solar P.
Ustav biologickych a ekologickych vied, UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Stimulécia rastu buniek pomocou rekombinantného erytropoetinu (rHuEPO) je moZna cestou
funkéného erytropoetinového receptora (EPOR) exprimovaného na ich povrchu. Pritomnost’
EPOR bola preukazana aj v pripade mnohych nadorovych bunkovych linii. Predmetom tejto
prace bolo testovanie spojitosti EPOR s rezistenciou buniek vybranych bunkovych linii
adenokarcindmu mliecnej Zl'azy na paklitaxel (PTX). Analyzou metabolickej aktivity ain
vitro proliferacie buniek sme potvrdili znizenie citlivosti buniek na PTX cestou EPOR.
Rozlustenie a spravne pochopenie procesov vyvolavajucich rezistenciu nddorovych buniek sa
pritom v oblasti si¢asnej onkologickej liecby stava prioritou.

UvoD

Rezistencia nddorovych buniek predstavuje vyznamny problém sucasnej onkologickej liecby.
Brani uspesnej terapii a priaznivej prognéze onkologickych pacientov. Zelanym cielom je
eliminacia prejavov rezistencie a zlepSenie terapeutickych moznosti. Slaba prognoza
onkologickych pacientov sa objavila v pripade poddvania rHuEPO za ucelom korekcie
anémie (Leyland-Jones a kol., 2005). Sucasne sa zvySuje pocet publikdcii preukazujucich
stimulacny u¢inok rHUEPO na bunky mimo hematopoetického prostredia vratane nadorovych
buniek. Toto zistenie ,,dviha“ varovny prst nad samotnym vyuzitim rHuEPO v onkologicke;]
oblasti. Za negativnou prognozou v pripade podavania rHUEPO mdze byt expresia EPOR na
povrchu nadorovych buniek (Arcasoy, 2008). Podporna terapia pomocou rHuEPO ma pritom
svoje vyuzitie aj v pripade taxdnov. Taxany, medzi ktoré zarad'ujeme aj PTX, predstavuju
jedinecné mitotické inhibitory (Marupudi a kol., 2007). Ich vyuzitie v protinadorovej terapii
predstavuje prisl'ub antiproliferativnych a antiangiogénnych ucinkov spolu so zniZenim
metastatickych aktivit nadorovych buniek. Napriek predurceniu na vysoko potencidlnu lieCbu
roéznych typov rakoviny sa vSak nie v kazdom pripade ukazali byt i¢inné (Orr a kol., 2003).
Nakol’ko sa expresia EPOR preukazala uz v pripade niekol’kych nadorovych bunkovych linii,
je vysoko pravdepodobné, ze by mohla mat’ spojitost aj s rezistenciou nadorov vratane
ovplyvnenia ich citlivosti na PTX.

MATERIAL A METODIKA

Bunkové linie a kultivacné podmienky. Pre cely in vitro experimentov bola pouzita potkania
bunkové linia adenokarcindbmu mlie¢nej ZI'azy RAMA 37 ajej klon RAMA 37-28 so
zvysenou expresiou EPOR (poskytla Doc. Dr. Nataga Debeljak, Ustav biochémie, Lekérska
fakulta Univerzity v LCublane, Slovinsko). Bunky boli kultivované v médiu RPMI 1640
(Gibco/BRL, Grand Island, NY, USA) s pridavkom 10 % FBS (Gibco/BRL) za §tandardnych
inkubaénych podmienok (37°C, 95 % vlhkost, 5 % CO,, 21 % O,, 74 % N»).

Analyza metabolickej aktivity. Vplyv viacerych koncentracii PTX (0,5; 5; 50; 500 a 1000 nM)
(Paclitaxel, Ebewe Pharma, Unterach, Rakusko) na metabolicka aktivitu buniek v pritomnosti
alebo bez pritomnosti tTHUEPO (10 IU) (Epoetin alfa, Binocrit, Sandoz, Rakusko) bol
testovany po 72 hod. inkubdcii buniek. Metabolickd aktivita bola stanovena pouzitim MTT
testu podla vSeobecne zauzivaného protokolu. Mnozstvo rozpusteného formazanu bolo
analyzované spektrofotometricky meranim absorbancie pri vinovej dlzke 570 nm pristrojom
FluoStar Optima (BMG Labtech, Offenburg, Nemecko).
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Analyza in vitro proliferdcie buniek. Proliferacia buniek in vitro bola analyzovana testom
klonogenicity. Bunky, ktoré prezili 72 hod. inkubéciu s PTX (200 nM) s pridavkom, resp. bez
pridavku rHuEPO (10 IU) boli nasadené do 6-jamkovych platni¢iek v pocte 1000
buniek/jamku a inkubované 10 dni. Vytvorené kolonie boli z dévodu lepSej vizualizécie
ofarbené 1 % metylénovou modrou. Pocet kolonii bol stanoveny pomocou programu Clono-
Counter (Niyazi akol., 2007). Vysledky boli Statisticky analyzované pomocou programu
GraphPad Prism 5.01 (San Diego, CA, USA).

Okrem toho bola proliferacia buniek kontrolnych a ovplyvnenych skupin sledovana
v kontrolovanom prostredi Standardného bunkového inkubdtora pristrojom IncuCyte ZOOM
System (Essen BioScience, MI, USA). Snimky jamdk 96-jamkovej platnicky zbierané kazdé
2 hod. poskytli realny pohlad na zmeny tvaru a denzity buniek pocas celej dizky trvania
experimentu. Analyza bola uskutocnena aj za podmienok stiSenej expresie EPOR pomocou
kratkych interferujicich molekil RNA (siRNA; 2 uM) (ON-TARGETplus SMARTpool
Human EPOR siRNA, Dharmacon, CO, USA). V tomto pripade sluzila ako negativna
kontrola skupina s necielovou siRNA (nt siRNA; 2 uM) (ON-TARGETplus Non-targeting
Control siRNA, Dharmacon, CO, USA). Funkcnost’ siRNA bola otestovana metédou western
blot za pomoci anti-EPOR protilatky (A82, Amgen, CA, USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Cielom tejto Studie bolo sledovanie vztahu EPOR k citlivosti buniek adenokarcindému
mliecnej zl'azy na PTX. Vychodiskom bola $tadia Solara a kol. (2008), ktora ako prvé svojho
druhu demonstrovala vyvolanie fenotypu rezistentného na PTX in vitro u¢inkom rHuEPO,
a to v pripade buniek I'udského ovaridlneho karcinomu A2780. Testom metabolickej aktivity
sme sledovali u¢inok réznych koncentracii PTX bez pritomnosti rHuEPO, resp. s pridavkom
rHuEPO na vybrané bunkové linie mamarneho adenokarcinému. Pri nizSich koncentraciach
PTX (0,5 a 5 nM) sme pozorovali stimuldciu metabolickej aktivity pdsobenim rHuEPO
v bunkach RAMA 37 (p<0,01) a rovnako aj v bunkach RAMA 37-28 so zvysenou expresiou
EPOR, kde sme navySe zaznamenali stimuldciu aj pri vySSich koncentraciach PTX (500
a 1000 nM), ktortt sme uz v pripade bunieck RAMA 37 nepozorovali. Na zéklade tychto
zisteni sme pre d’alSie analyzy zvolili koncentraciu PTX (200 nM), pri ktorej je eSte viditeI'ny
stimulaény ucinok rHUEPO v pripade klonu so zvysSenou expresiou EPOR, nie vSak uz
v pripade buniek divokého typu. Vplyv samotného rHuEPO, PTX aich kombinicie na
schopnost’ buniek proliferovat’ a vytvarat” klony buniek na zaklade roznej hladiny expresie
EPOR sme zistovali prostrednictvom testu klonogenicity. V tomto pripade sme sice
zaznamenali celkovi pomalSiu proliferdciu v pripade bunieck RAMA 37-28, avSak, pri
ovplyvneni pomocou PTX sme pozorovali oslabenie jeho U€¢inku (nizsi pokles v pocte kolonii
oproti kontrolnym skupindm bez PTX) prave v spominanych bunkach so zvySenou hladinou
EPOR. Navyse, v kombinacii PTX s 10 IU rHuEPO bola viditel'na stimulacia proliferacie
oproti samotnému PTX. Vplyv rHuEPO, PTX a ich kombindcie na in vitro proliferaciu sme
sledovali aj prostrednictvom pristroja Incucyte ZOOM system. Tromi nezavislymi
opakovaniami s hexaplikdtmi experimentdlnych skupin sme potvrdili predpokladana
stimulaciu proliferacie u¢inkom rHuEPO, ¢i uz samotného, alebo v kombinacii s PTX
suvisiacu so zvySenim rezistencie buniek v pripade oboch testovanych bunkovych linii.
Zaujimavo, vyraznejSia stimuldcia bola opét’ prave v pripade kloénu so zvySenou expresiou
EPOR. Bunky RAMA 37-28 javili oproti bunkam divokého typu pri tomto type testu vyssiu
rezistenciu aj vo¢i samotnému PTX. Po tychto zisteniach sme sa zamerali na potvrdenie tlohy
EPOR v potencialnej rezistencii RAMA 37-28 buniek na PTX ato cestou stiSenia expresie
EPOR pomocou siRNA. Pokles proliferacie v stiSenej skupine v prostredi PTX potvrdil
posobenie EPOR v zvysenej rezistencii RAMA 37-28 buniek. Ako negativna kontrola sluzila
skupina snt siRNA, ktord nijakym spdsobom neovplyvnila proliferaciu buniek, a mala
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rovnaky charakter ako skupina ovplyvnena iba u€inkom PTX. Nasledne sme vplyv stiSenia
expresiec EPOR sledovali aj v prostredi rHuEPO. Kombinidcia rHuEPO aPTX mala
v porovnani so samotnym PTX stimula¢ny tc¢inok, ktory sa aj vtomto pripade pomocou
siRNA podarilo minimalizovat. Funk¢nost” siRNA sme testovali metddou western blot za
pomoci anti-EPOR protilatky. Detekciou EPOR sme dokézali zvySenu hladinu EPOR
v skupine RAMA 37-28, rovnaku s hladinou proteinu v skupine s nt siRNA a taktiez pokles
tejto hladiny v stiSenej skupine, o funk¢nost’ nasej siRNA potvrdilo. Vysledky nasej stadie
potvrdili predpokladant stimuldciu rHUEPO v prostredi adenokarcindmu mlie¢nej zlazy
a spojitost EPOR s rezistenciou buniek mlie¢nej zlI'azy na PTX. Tieto vysledky koreluju aj s
in vivo §tidiou Todara a kol. (2013), ktorad preukdzala zvySenu progresiu metastaz v pripade
kombinovanej terapie mySacich modelov karcindmu mliecnej zI'azy pomocou PTX a rHuEPO
na rozdiel od samotnej PTX terapie. NaznaCenie priameho vplyvu rHUEPO na néadorové
bunky zvyraznilo ddlezitost’ d’al§ieho testovania interakcii EPO/EPOR v nadorovych bunkach
amozne] modulacie ich senzitivity nielen vo¢i PTX, ale aj roznym dalSim
chemoterapeutikam.

Praca bola podporena grantom VEGA1/0394/15 a VVGS-PF-2016-72617.
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KOMPARATIVNA GENOMIKA PLAZMIDOV ACINETOBACTER SPP.
Siposova N.1, Coma M.2, Prista$ P.13
"Ustav biologickych a ekologickych vied UPJS, Kosice, *Ustav farmakologie UPJS, Kosice
IUstav fyzioldgie hospoddrskych zvierat SAV, Kosice

ABSTRAKT

Bakterialny izolat Acinetobacter Iwoffii K1 je gramnegativna, metalotolerantna
a alkalotolerantnd  baktéria, ktord obsahuje viaceré plazmidy. V ramci naSej prace sme
stanovili kompletny gendém kryptického plazmidu pALKI1 (3 050 bp), vktorom sme
detegovali dve vysoko konzervované oblasti, lokalizované pred a za génom pre replika¢ny
protein. Cielom tejto prace bolo identifikovat’ koreldciu medzi pritomnostou tychto
konzervovanych sekvencii, Rep 3 a Mob rodinou proteinov u plazmidov rodu Acinetobacter.
Komparativna analyza naznacuje urcité suvislosti, no detailnej$ia Stidia poukazala aj na
vynimky a preto v tychto analyzach pokra¢ujeme nad’ale;j.

UvoOD

Bakteridlny rod Acinetobacter je charakteristicky ¢astou pritomnostou plazmidov, ktoré
obsahuju r6zne determinanty rezistencie (Midlin a kol., 2015). Plazmid pALK1 izolatu K1 4.
Iwoffii s velkostou 3 050 bp je doteraz najmensim plazmidom tohto bakteridlneho druhu
s kompletne osekvenovanym gendomom. Izolat K1 obsahuje minimalne d’alSie tri vécSie
plazmidy so zatial neznamou genetickou Strukturou. Plazmid pALKI1 koduje proteiny
zaradené do Rep 3 a Mob_Pre rodiny proteinov, neobsahuje vSak gény umoznujice jeho
samostatny prenos do inych bakteridlnych buniek alebo gény dolezité pre metabolizmus,
rezistenciu voc¢i antibiotikdm, tazkym kovom a pod. Do inych buniek mdze byt preneseny iba
za ucasti konjugativnych systémov viac¢sich plazmidov. Plazmidy st dolezité nastroje vymeny
genetického materidlu medzi r6znymi druhmi ale aj rodmi baktérii. Tento tok génov umoznil
rapidnu evoluciu a adaptaciu baktérii na r6zne, mnohokrat extrémne podmienky zivotného
prostredia (de la Cruz a Davies, 2000). Extrémotolerantné baktérie mézu byt vyuzivané
v biotechnoloégiach alebo pri ekologickych metdédach Cistenia zivotného prostredia —
bioremedidcii. Plazmid pALK1 je kryptickym plazmidom kmeiia tolerujiceho vysSie
koncentracie tazkych kovov a alkalické pH. V tejto praci sme sa zamerali na komparativnu
analyzu plazmidov rodu Acinetobacter. Stadium a pochopenie genetickej Struktary
a mechanizmov prenosu plazmidov ndm moéze pomoct pri zacleneni extrémotolerantnych
bakteridlnych druhov do procesov €istenia zivotného prostredia.

MATERIAL A METODIKA

Bakterialny izolat K1 A. Iwoffii bol v roku 2010 izolovany z hnedého kalu, ktory vznikol po
vyrobe hlinika spekacou metédou pri Ziari nad Hronom. Plazmidy ztohto izolatu boli
izolované modifikovanou metoédou alkalickej lyzy (Mangan a kol., 1997), ich mnozstvo
a vel'kost’ boli stanovené elektroforeticky na 1 % agarézovom géli. Plazmidy boli Stiepené
enzymom EcoRI (Fermentas). Vzniknuty fragment bol vyrezany =z agarézového gélu,
precisteny kitom Wizarde SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), ligovany do vektora
pUC118 EcoRI/BAP (Takara) pomocou kitu InsTAclone PCR Cloning Kit (Thermo
Scientific) a klonovany s vyuzitim $tandardnych technik rekombinantnych DNA (Maniatis a
kol., 1982). Rekombinantné plazmidy boli zaslané na sekvenovanie (GATC Biotech,
Nemecko). Neosekvenovand Cast’ plazmidu bola ziskana amplifikaciou jeho chybajlicej Casti
pomocou primérov navrhnutych podla sekvencie EcoRI fragmentu: MC9outF 5'-
ACACGCTTTCACAGATGCAG - 3" a MC90utR 5'- CGTCTTACCCGTGCCAAATT - 37,
klonovanim vo vektore pTZ57R/T (Thermo-Scientific) a sekvenovanim PCR amplikonu.
Vyslednd sekvencia plazmidu pALK1 bola podrobena komparativnej analyze so sekvenciami
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plazmidov druhu A. [Iwoffii dostupnymi v databdze Nucleotide, GenBank, NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore, Jan, 2017) a dalSimi sekvenciami plazmidov
Acinetobacter spp. (Tab. 1). Prislusné plazmidové sekvencie boli analyzované s vyuzitim
blastx a blastn analyzy NCBI (Altschul a kol., 1990). Statistické analyzy boli uskutonené

pomocou programu dostupného na:
sekvencie

opakovania

(http://zlab.bu.edu/repfind/).

boli

http://biit.cs.ut.ee/clustvis/#pca_heatmap.

Priame

detegované

pomocou

programu

REPFIND

Tab.1 Prehlad analyzovanych sekvencii plazmidov a ich pristupové ¢isla v GenBank databaze

Plazmid iig_}?\?;llk Plazmid iigiﬁg‘.k Plazmid giglif‘:k
pXBBl1-1 CP010352.1 ] pD36-3 CP012955.1 pALWVSI.1 KX426232.1
plABAYE CU459137.1 | p2AB5075 CP008708.1 pALWEKI.1 KX528688.1
pIP1858 KP890934.1 ] p6411-66.409kb CP010903.1 pZS-20 CP019152.1
pXBBI1-2 CP010353.1 ] pAC29a CP008850.1 pZS-3 CP019145.1
plasmid 2 CP012708.1 ] pAC30a CP007578.1 pALWEKI.5 KX426231.1
pP43BP3 JQ348845.1 pACI2 CP007550.1 pZS-8 CP019148.1
pPspP11G5f CP012539.1 | pAB-G7-1 KJ586856.1 pZS-9 CP019149.1
pPspP11G5g CP012540.1 | pPKABO7 CP006964.1 pABZ78 JQ739158.1
pPspP11GS5e CP012538.1 | plABIBUN HG380023.1 pZS-11 CP019150.1
pPspP2G3c CP012532.1 | p1BJABO0868 CP003850.1 pALWEDI.8 LN873256.1
pP43BP2 JQ245701.1 pAB-NCGM253 AB823544.1 pABZ78 JQ739158.1
pM131-6 JX101643.1 pAB120 JX069966.1 pZS-11 CP019150.1
p3ABSDF CU468233.1 | pAC63 JN982951.1 pA297-2 KU869528.1
pALWEDI.3 KX426228.1 | plABTCDC0715 | CP002523.1 unnamed4 CP014655.1
pAV2 DQ278486.1 | pMMD GQ904226.1 | pXBBI1-4 CP014217.1
pRW2 CP018142.1 | pALWEDI.1 KX426227.1 pA105-2 KR535993.1
pAP10253-1 KY499579.1 | pALWED2.1 KX426229.1 pZS-13 CP019151.1
pALWED3.5 KX426230.1 | pALWED?3.1 KX528687.1 pMAL-1 KX230793.1
pIEC338SCOX CP015146.1 | pNDM-JNO1 KM210086.1 pZS-7 CP019147.1
pGFJ7 CP016903.1 | pNDM-BJO1 JQO001791.1 pZS-6 CP019146.1
pGFJ4 CP016900.1 | pNDM-Iz4b KJ547696.1 pGFJ3 CP016899.1
pIBAC oxa58 20C15 | KY202458.1 | pNDM-BJ02 JQ060896.1 ABKp2 CP001923.1
pIBAC oxa58 2RED KY202457.1 | unnamed2 CP014293.1 pSSA12 2 CP020576.1
pIBAC oxa58 1433 KY202456.1 | pAB-ML KT022421.1 pl5AS 2 CP020575.1
VYSLEDKY A DISKUDSIA

Kompletny geném plazmidu pALK1 mé velkost 3 050 bp a kdduje dva gény. Mobilizacny
protein Mob_Pre rodiny plazmidu pALKI1 je lokalizovany v oblasti 1 133 - 1660 nukleotidu a
replikacny protein Rep 3 rodiny proteinov v oblasti 2 257 — 2 910 nukleotidu. Na turovni
nukleotidovej sekvencie sme u plazmidu pALK1 detegovali vysoko konzervované oblasti a to
hlavne v rozmedzi 359 - 423 nukleotidu, kde sme nasli aj priame opakovania sekvencie.
Tento Usek sa nachadza 499 nukleotidov za Rep 3. Druhy konzervovany tsek sa nachadza
v oblasti 2 131 — 2 190 nukleotidu, 67 nukleotidov pred Rep 3. Tieto dve konzervované
sekvencie sme pozorovali predovSetkym u druhu 4. baumanii ale aj inych druhov: A. pittii,
A. soli, A. johnsonii, A. haemolyticus, A.nosocomialis, A. venetianus, A. Iwoffii, Providencia
rettgeri, Klebsiella pneumoniae.

S cielom zistit’, ¢i su tieto konzervované oblasti viazané s pritomnostou Rep 3 alebo
Mob_Pre a ¢i predstavuju pociatok replikacie plazmidu ori, skonstruovali sme tepelnit mapu,
v ktorej sme zahrnuli sekvencie plazmidov, ktoré vykazovali zhodu v urcitej Ccasti
nukleotidovej sekvencie pALK1 a plazmidy druhu A. Iwoffii (Obr. 1). V stcasnosti sa v nr
databaze nukleotidovych sekvencii, GenBank nachadza 22 sekvencii plazmidov druhu A.
Iwoffii. U desiatich sme detegovali pritomnost Rep 3 a u dvanastich MobA MobL rodinu

67



proteinov. Stcasne Rep 3 a MobA MobL obsahovalo pit plazmidov. Mob Pre rodinu sme
nedetegovali ani u jedného plazmidu. Iba u dvoch plazmidov A. Iwoffii sa vyskytuju zhody
v oblasti 359 -423 nukleotidu.
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Obr. 1 Tepelnd mapa znazornujuca vztah medzi pritomnostou Rep 3, Mob_ Pre, MobA MobL
génov, dvoch konzervovanych tsekov sekvencie a vel'kost'ou analyzovanych plazmidov z Tab.1

Zhlukova analyza tepelnej mapy rozdelila analyzované plazmidy do niekolkych skupin.
NajmensSiu skupinu tvoria velké plazmidy (50 — 300 kb), z ktorych niektoré obsahuju Rep 3
ale iba u jedného sa vyskytuje konzervovana sekvencia v oblasti 359 - 423 nukleotidu. Dalsiu
skupinu tvoria plazmidy s velkostou 10 — 50 kb, z ktorych velkd cast’ obsahuje Rep 3
a niektoré aj MobA MobL a konzervované useky. Nase analyzy naznacujl, Ze pritomnost’
tychto dvoch konzervovanych oblasti je spojena s pritomnostou Rep 3 a MobA MobL
proteinov a to predovsetkym u malych plazmidov, mensich ako 10 kb. Tieto sekvencie mozu
byt teda dolezit¢ pre oba proteiny. Na druhej strane existuju plazmidy (18 zo 72
analyzovanych), ktoré tieto proteiny koduju ale neobsahuju prislusné konzervované
sekvencie (Obr. 1). Pre uplné objasnenie tychto faktov budu potrebné d’alSie analyzy.

Praca vznikla za podpory grantu VVGS-PF- 2017-270 a VEGA 1/0229/17.
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CELKOVE A LOKALNE PRICINY PODMIENUJUCE PATOLOGICKE

ERUPCIE ZUBOV
Stofkova S., Jenca A.
Klinika stomatologie a maxilofacialnej chirurgie, UNLP, Kosice

ABSTRAKT

Etiologia disgnacii bola spociatku predmetom zaujmu filozofov. Neskor prvotné zéklady
Celustnej ortopédie polozil Edward Angle. V prvej polovici dvadsiateho storocia sa do
popredia dostali Mendelovské pravidld dedi¢nosti, ktoré priniesli novy pohlad na etiologiu
disgnacii. Do popredia sa dostal nazor dedicne podmienenych dentofacidlnych anomalii. V
osemdesiatych rokoch minulého storocia bol silny navrat k predoSlym poznatkom, ked’ze
samotné¢ zaklady dedi¢nosti nepriniesli vysvetlenie variability disgnacii. Boli predstavené
nové tedrie ako enviromentdlne vplyvy a znovu uzndvana teodria vyvoja populacie. Vd’aka
klinickym S$tudidm sa dospelo k zdveru, ze povodné teodrie boli zjednodusené, izolované a
nezahfnali celt podstatu disgnacii. Az v 21. storo¢i bola presadend myslienka zlozitej
multifaktorialnej etiologie disgndcii, ako vysledok pdsobenia celkovych a lokalnych faktorov.
V naSej praci sme sa zamerali na analyzu vztahov medzi celkovymi etiologickymi faktormi a
patologickou erupciou zubov. K analyze sme pouzili vysledky dostupnych domacich a
zahrani¢nych $tadii.

UvoOD

Erupcia zuba predstavuje jednu ucelent etapu vo vyvine zuba, ktora zacina pohybom zuba z
jeho zubného 16zka, pokracuje alveolarnou erupciou, klinickou erupciou a kon¢i dosiahnutim
okluzalnej roviny (Proffit a ko., 2007; Kotova, 2006). Vyvin zubov prebicha relativne dlhu
casovu periodu, pocas ktorej pdsobi vela faktorov ovplyviiujicich samotny vyvin ako aj
erupciu zubov. Procesy spojené s vyvojom zuba su zlozité a neobycajne citlivé na ruSivé
zasahy. To plati predovSetkym pre Stadium diferencidcie zubnych tkaniv. Sled dejov
odohravajucich sa pri vyvoji zuba je zavisly na miestnych mechanizmoch, je riadeny
centrdlne a ovladdany neurohumoralne. Akykol'vek zasah do vzdjomnej suvislosti tejto
reguldcie vedie k naruSeniu rovnovahy a ma za nasledok poruchu zubnych tkaniv (LeZovi¢ a
kol., 2008). Pri erupcii zubov sa uplatiuju celkové a lokalne priciny, ktoré ovplyviuja
erupény proces a tym aj samotny vysledok erupcie. Anomalie zubov vznikaji poSkodenim
tkaniv zuba v dobe ich vyvoja a rastu (Kominek a kol., 1980).

Tab. 1 Zavislost’ typu zubnej anomalie na dobe pésobenia noxy (Kominek a kol., 1980)

Rast

Mineraliicia Erupcia
vznik proliferacia histodiferenciicia morfodiferenciicia apozicia
Anomalie Poctu Anomilie Anomilie tvaru Hypoplazia Hypokalcifikicia Oneskorena
hypodoncia hyperdoncia Struktiry Clpkc\t’ite zuby zubnych Skvmita sklovina Urychlena
zrastlice Amelog imperfecta Hutchinsonové zuby thaniv Interglobuldmy Zmena polohy

Dentmog mmperfecta Celkové dexitin

Anomalie velkosti

R lokilne
Mikrodoncia

makrodoncia

V Celustnej ortopédii pouzivame pre odchylku v ortognatnom systéme pojem disgnacia.
Disgnécia je vysledkom odchylneho vyvinu. Bud’ ide o morfologické, alebo funkéné
nedostatky ortognatneho systému, alebo sa vyskytuju sucasne. Celkovo sa moézu tieto
odchylky prejavovat odchylnou polohou zubov, atypickym tvarom zubnych oblukov,
poruchou okluzie, anomalnymi, disgnatnymi intermaxilarnymi vztahmi a nepravidelnostami
formy, poctu a vyvinu zubov. Hranica medzi eugniciou a disgnaciou nie je vzdy ostra,
prechody medzi nimi mézu byt plynulé (Graber, 2000). Podl'a autorov (Proffit a kol, 2007,
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Adam, 1976) disgnacia je vyvojova porucha. Vo vic¢Sine pripadov st disgnacia a
dentofacidlne deformacie spdsobené nie patologickym procesom, ale odchylkou vo
fyziologickom vyvine. Niekedy je vSak zrejma urcita pri¢ina, ktord bezprostredne sposobi
disgnaciu. Ovela castejSie je priCina patologickej erupcie zubov vysledkom interakcie
viacerych faktorov, ktoré ovplyviiuji vyvin a rast, pricom nie je mozné opisat jeden
Specificky zodpovedny faktor. Napriek zlozitej etiologii disgnacii st vo vSeobecnosti
popisané mozné pri¢iny. Tie delime na celkové a lokalne etiologické faktory.

Obr. 1 Celkové a lokalne pric¢iny patologickej erupcie zubov

* dedi¢nost
* porucha v embryologickom vyvine
CELKOVE * poruchy €innosti 2liaz s vnutornou sekréciou (sTH, GTH, T3,74, kakitonin, PTH)
» rachitida
+ iné- celkové ochorenia, zapaly, infekéné ochorenia, neuromuskularne
ochorenia, syndromy, a pod.

- pred€asné straty Zubov (zubmj kaz, tauma, atypicks resorpcia mhiednych tubov)
* Zlozvyky (cumiarie paicav, cumiikoy, hryzenie pery, lica, predmetoy)
LOKALNE * dysfunkcia Zuvacieho systému (intrauterinne, potas pbrodu, postnatiing)
= poruchy dychania nosom (obitrukny typ, habitusley typ)
-iné- fyzikalne, mechanické, chemické, mikrobiaine, a pod.

MATERIAL A METODIKA

V dalSej Casti prace sme sa zamerali na analyzu vztahov medzi celkovymi etiologickymi
faktormi a patologickou erupciou zubov. Pouzili sme vysledky domacich a zahrani¢nych
studii z dostupnych zdrojov zdravotnickej, medicinskej, odbornej a vedeckej literatiry.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Poruchy v embryologickom vyvoji zvy€ajne vyustia do zaniku embrya. U viac ako 20 %
tehotnych Zien sa ich gravidita koné¢i predcasne kvoli defektom v embyologickom vyvoji.
Ked pricinny agens zasiahne v kritickom case embryologického vyvoja, hovorime o
teratogénnom vplyve. Teratogény sposobuju Specifické defekty s nizSou alebo vysSou
uroviiou, pri vysSej urovni maju letalny efekt (Hunt, 2002).VacsSina vplyvov vedicich ku
kraniofacidlnym anomaliam ma svoj povod vzniku v tretej etape embryologického vyvoja,
tzv. neural crest cells povodu a v migrécii tychto buniek. Migraciou a diferenciaciou tychto
buniek v Stvrtom tyzdni intrauterinného vyvinu sa vyvija vac¢Sina mezenchymového tkaniva
orofaciadlneho systému. V minulosti prinieslo neuspokojivi sktisenost’” uzivanie talidomidu,
alebo preparatu proti akné, Accutane- isotretin. (Proffit, 2003). U¢inok oboch tychto lickov
narudil migraciu a diferenciaciu neural crest cells. Castej§ie su u¢inkom roznych latok
zasiahnuté neural crest cells, ktoré maju dlh§iu migranu drahu, teda tie, ktoré sa podiel’ajii na
formovani lateralnych a kaudalnejSich Struktir tvare. V zahrani¢nej literatiire bolo popisané
zakliesnenie plodu v krc¢kovej Casti uteru, ktoré narusilo normalny rast ¢el'usti (Hunt, 2002).
Deformity orofacialnej oblasti mo6zu vzniknut aj v pripade tazkého pdrodu, najmi ak sa
musia pouzit' pdrodné klieste, méze dojst k poskodeniu oboch temporomandibularnych
spojeni u dietata. Deformity celusti sa vyskytuju CastejSie v spétosti s kongenitdlnymi
syndromami (Adam, 1976). V 20. storo¢i sa mySlienky na dedi¢né faktory pre uplatnenie
maloklizie sustredili na dve hlavné moZnosti. Prvd sa zaoberala dedi¢nost'ou
disproporcionality medzi vel'kostou zubov a velkost'ou Cel'usti, ktora viedla k stesnaniu alebo
medzerovitosti chrupu. Druhd myslienka sa zaoberala dedi¢nostou diproporcionality medzi
velkostou alebo tvarom cel'uste a sanky, ktord viedla k naruSeniu okluzalneho vzt'ahu. Je
pravdepodobné, Ze velkost’ Cel'usti a zubov je dedicne nezavisld, ale dentofacialne vlastnosti
sa prepdjaju, ale dedi¢né prepojenie je nepravdepodobné (Hillson, 2014). Primitivne l'udské
populédcie a skupiny, ktoré su geneticky izolované a uniformné, vykazuji mensi vyskyt
malokluzie ako v modernej spolo€nosti. V rozdielnych skupindch populécii sa vyvinuli

70



pOsobivé varidcie medzi proporciami tvare a vztahom medzi ¢el'ustou a sankou (Steinberg,
2016). Charakteristickou ¢rtou populécie bolo sustred’ovanie sa do vacsich skupin a mobilita
obyvatel’stva, ¢im doSlo k rozsireniu moznosti pre krizenie génov. Silné dedi¢né Crty sa
preniesli do modernej populécie, ¢o prinieslo vysoky vyskyt maloklazie a velkl variabilitu
ortodontickych odchylok. Autor (Proffit, 2007) ako priklad uvadza Spojené Staty americké, v
ktorych vysoky podiel réznych populacnych skupin viedol k stavu najvysSieho poctu
malokluzii, tato situdcia je oznaCovana v zahranic¢nej literature ako genetic melting pot. Tento
pohl'ad na malokliziu ako primarne geneticky problém bol potvrdeny vyskumami na
zvieratach v tridsiatych rokoch dvadsiateho storo¢ia. NajvyznamnejSou osobnostou tychto
vyskumov bol profesor Stockard, ktory viedol pokusy na psoch. Krizil bostonské teriéry s
koéliami a jeho pokusy poukézali na vyraznejSie odchylky u potomkov vo velkosti ¢el'usti ako
vo velkosti zubov. Tieto vyskumy potvrdili nezdvislu dedicnost’ tvarovych Struktar u
potomkov ako vysledok krizenia genetickej informéacie (Johannsdottir a kol, 2005).

V poslednych desatrociach sa aj napriek tazkostiam vo vyskume dedi¢nosti ¢loveka objasnili
podrobnosti o vplyve dedicnych faktorov na vznik disgnacii. Z tychto vyskumov bol
vyvodeny zaver, Ze dedi¢nost’ determinuje velkost, formu a pocet zubov. Geneticky
determinovana je aj poloha zubnych zarodkov, smer erupcie, ako aj sled a Cas prerezavania
zubov (Lauweryns, 1993). Podla autora (Andrik, 1981) zuby a celuste nie st geneticky
zavislé. Su zname gény, ktoré determinuju rozmery len niektorej skupiny zubov. Je
predpoklad, Ze velkost’ mliecnych a trvalych zubov urcuju odlisné gény. Hereditarne je
ovplyvneny aj vztah celusti k ostatnému lebeénému skeletu, ale je zavisly aj od
kongenitalnych, ale nededicnych okolnosti, ako st hormoény ¢i traumy. Charakteristické
vlastnosti a znaky vacSiny disgnacii byvaju determinované polygénne. To plati hlavne u
intermaxilarnych podmienok. Zo zhryzovych odchylok sa ako dominantne dedi¢né uvadzaju
prava progénia a previsnuty zhryz. Vacsine disgnacii sa vSak prisudzuje recesivna dedi¢nost.
Autor Saller oznacil suhrn latentnych zékladov ako kryptotyp, ktorym vysvetl'uje rozdielnu
manifestaciu dedi¢nych vlastnosti pocas vyvinu chrupu a pri vzniku disgnacii. Stupajici
vyskyt disgnacii sa pripisuje aj krizeniu réznych l'udskych ras, typov a populaénych skupin,
pretoze sa vo zvySenej miere mozu kombinovat nevhodné genetické znaky a vlastnosti
(Hillson, 2014 ; Bulik, 2001).
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NOVE SYNTETICKE CHALKONY S PROTINADOROVOU AKTIVITOU
Takac P.
Ustav farmakolégie, LF UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Nédorové ochorenia stale prispievaji k najvyssej imrtnosti na celom svete. Snahou mnohych
odbornikov je preto hl'adat molekuly, ktoré¢ by sa stali vychodiskom pre syntézu novych
protinddorovych lieciv. Viaceré prirodné latky sa v poslednom obdobi stavaju predmetom
zdujmu pre svoje priaznivé chemopreventivne a chemoterapeutické uc¢inky. Medzi takéto
latky patria aj chalkony, prekurzory flavonoidov, ktoré vykazuji protizdpalové, antioxidacné
a chemopreventivne ucinky. Navyse bola preukazand ich schopnost’ potlacat’ rast nadorovych
buniek. Ciel'om prace bolo potvrdit’ antiproliferativnu aktivitu novych derivatov chalkénov na
nadorovych bunkovych liniach a §tudovat mozny mechanizmus ich posobenia. Vyuzitim
MTT testu sme testovali antiproliferativnu aktivitu novo syntetizovanych chalkoénov
s obsahom dusikatého heterocyklu na nddorovych bunkovych liniach. Latka 1C najicinnejSie
inhibovala prezivanie bunick HCT sICsp= 4,13 umol.l'l. Mozny mechanizmus
antiproliferativneho posobenia tohto derivatu sme sledovali vyuzitim prietokovej cytometrie.
Zistili sme, ze derivat 1C blokuje bunkovy cyklus buniek HCT v G2/M faze a tiez indukuje
ich apoptozu. Tieto vysledky poukazuju na to, ze nové syntetické chalkéony predstavuju
potencialne protinadorové lie€iva.

UvOD

Umrtnost’ na nadorové ochorenia je unas aj vo svete nad’alej vysoka, ¢o vedie mnohych
odbornikov k hl'adaniu novych protinddorovych lieciv (Ferlay a kol., 2013). Hlavnym
zdrojom novych lie€iv je priroda, hlavne rastliny, ktoré obsahuji mnoho latok
s protinadorovou aktivitou. K takymto latkam patria aj prekurzory v syntéze flavonoidov —
chalkony, ktoré sa stavaju predmetom zaujmu kvoli Sirokému spektru biologickych ucinkov.
Viacer¢ studie tiez potvrdzujt ich priaznivé chemopreventivne a chemoterapeutické ucinky v
in vitro aj in vivo podmienkach (Champelovier akol., 2013; Mahapatra a kol., 2015).
Protinddorové aktivita chalkénov suvisi s ich schopnostou zabranovat’ aktivacii karcinogénov
(Champelovier a kol., 2013), antiproliferativnymi uc¢inkami (Pildtova a kol., 2010), blokadou
bunkového cyklu nadorovych buniek (Drutovi¢ a kol., 2014), indukciou apoptdzy nadorovych
buniek (Kello a kol., 2016), inhibiciou nadorovej angiogenézy (Pilatova kol., 2010; Varinska
akol., 2012) ako aj in vivo protinadorovou aktivitou (Mahapatra a kol., 2015). Syntéza
novych chalkénov s protinddorovymi vlastnostami aj nad’alej pokracuje. Nasim cielom bolo
testovat’ antiproliferativnu aktivitu novosyntetizovanych chalkonov a mechanizmus ich
posobenia na molekuldrnej Grovni vyuzitim vhodnych metodik.

MATERIAL A METODIKA

Na experimenty boli pouzité syntetické analogy chalkénov obsahujuce dusikaty heterocyklus
s oznacenim ZKCH-1, 1B, 1C. Latky boli testované v koncentraciach 100, 50 a 10 umol.I™".
Na experimenty boli pouzité nddorové bunkové linie MDA (adenokarcindm prsnika, ER-),
MCF-7 (adenokarcindm prsnika, ER+), A549 (Iudsky bronchogénny karciném), Jurkat
(akatna T-lymfoblastova leukémia) a HCT (ludsky kolorektdlny karcinom). Bunky boli
inkubované v 96-jamkovych platniach v kultivacnom médiu v pocte 5000-10 000 buniek na
jamku, aby mohli proliferovat’ v priebehu celého experimentu. Po 24 hodindch boli pridané
testované latky v koncentraciach 100, 50 a 10 umol.I"". Po 72 hodinovej inkubacii pri 37 ° C
v atmosfére s 5 % obsahom CO; bolo do kazdej jamky pridanych 10 pl 3-(4,5-dimetyltiazol-
2-yl) 2,5-difenyltetrazolium bromidu (MTT) v koncentracii 5 mg.ml”’. Po 4 hodinovej
inkubacii pri 37° C, pocas ktorej dochadza k premene zIt¢ho rozpustného MTT aktivnymi
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dehydrogenazami mitochondrii zivych buniek na nerozpustny fialovy formazéan, bola tato
reakcia zastavend pridanim 100 pl dodecylsulatu sodného (SDS), ktory zaroven sluzi ako
rozpustadlo formazanu. Na druhy deni bola absorbancia rozpusteného formazdnu merand
spektrofotometricky pri 540 nm. Namerané hodnoty boli prepocitané na percento
prezivajucich buniek v porovnani s kontrolou (100 % prezivanie). Z minimalne troch
nezavislych experimentov sa uréila hodnota strednej inhibi¢nej koncentréacie (ICsp) v umol.1".
V dalsich experimentoch sme pokracovali s najucinnej$im derivatom. Distribucia bunkového
obsahu po inkubdcii s testovanou latkou bola analyzovanad pomocou prietokovéha cytometra.
Bunky, zozbierané v sulade s experimentalnou schémou, boli premyté s 1x PBS, zafixované v
70 % chladenom etanole a uskladnené minimalne 24 hod pri 4°C. Pred analyzou boli bunky
dvakrat preplachnuté chladenym PBS. RNA bola degradovand RNazou (500 pg.ml’,
SigmaAldrich) a bunky boli farbené 30 min. Vindelovym roztokom s obsahom propidium
jodidu (P, 25pug.ml”’, Sigma). Obsah DNA v bunkich bol analyzovany prietokovym
cytometrom (FACS Calibur, Becton Dickinson, San Jose, USA). Vysledky merania boli
vyhodnotené za pouzitia softwaru Win MDI a FlowJo a vyjadrené ako percentudlny podiel
buniek v jednotlivych fazach bunkového cyklu (G1, S, G2/M) a v sub-G0/G1 populécii.
Zmeny externalizadcie fosfatidylserinu boli analyzované pomocou anexinu VFITC/PI
fluorescen¢ného farbenia vykonaného podl'a pokynov vyrobcu (BD Biosciences Pharmingen,
San Diego, CA, USA). Adherentné aj plavajuce bunky boli zozbierané 24, 48 a 72 hodin po
pridani Studovanej latky. Bunky boli farbené s anexin V-FITC (po dobu 15 min. pri izbove;j
teplote, oplachnuté¢ a farbené¢ s propidium jodidom 53 minimalne 5 min. Fluorescencia
anexinu V-FITC a PI bola detekovana prietokovym cytometrom (FACS Calibur, Becton
Dickinson, San Jose, USA) v kandloch FL1 (530/30 nm band pass filter) a FL2 (585/42 nm
band pass filter). Vzorky boli analyzované Flowing softwarom a vyjadrené ako percento
zivych buniek (An~ /PI" ), bunick v skorej apoptéze (An' /PI' ), bunieck v neskorej
apoptoze/nekroze (An" /PI") a mitvych buniek (An/PI").

VYSLEDKY A DISKUSIA

V nasich experimentoch sme na zaklade MTT testu zistili, Ze spomedzi testovanych latok je
najucinnejsi synteticky chalkéon 1C na nadorovej bunkovej linit HCT s hodnotou ICsp = 4,13
umol.I". V d’alsich experimentoch sme teda pokracovali s tymto derivatom.

Tab. 1 Hodnoty ICs, testovanych latok + SD v pmol.I"". Vysledky st uvedené ako priemerné hodnoty
z troch nezavislych experimentov.

Testovana Bunkova linia

latka MCEF-7 MDA Jurkat A549 HCT
ZKCH-1 > 100 53+10,4 10,38+3,3 80+5,7 15,1+0,8
1B > 100 > 100 > 100 > 100 > 100

1C 16,38+6,2 10,88+1,9 8+1,5 10,67+ 4,2 4,13+0,35

Tab. 2 Percentudlne zastipenie bunieck HCT v jednotlivych fazach bunkového cyklu po 24 h, 48 h
a 72 h ovplyvneni latkou 1C. Udaje su znazornené spolu s vyjadrenim smerodajnych odchylok (+ SD)
vypo&itanych z troch nezavislych experimentov ("p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 verzus kontrola).

¢as (h) subG0/G1 Gl S G2
Kontrola 0,45+0,21 59,6543,18 15,25£3,75 | 24,65+0,78
Latka 1C 24 h 0,76+0,06* 40,30+2,12* 7,20£2,11 51,75£0,07***
48 h 5,41£1,29*%* | 34,4540,92*** | 6,59+3,95 53,55+4,31**
72 h 15,25+5,87 31,10£3,11*** | 9,65+1,77 441721%*
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Vplyv sledovaného derivatu na bunkovy cyklus sme analyzovali metédou prietokovej
cytometrie. Po 24 hodinovej inkubacii bunkovej linie HCT slatkou 1C doslo
k signifikantnému zvySeniu bunkového obsahu DNA v G2/M faze (51,75 %) v porovnani
s neovplyvnenymi bunkami (24,65 %). Po 48 h a 72 h inkubdcii sme aj nad’alej pozorovali
kumulaciu buniek v G2/M faze a tiez doslo k narastu poctu buniek v sub GO/G1 frakcii, ktora
sa povazuje za apopticku.

Tab. 3 Detekcia apoptozy/nekrézy pomocou znacenia anexinom V/PI po 24, 48 a 72 h ovplyvneni
buniek HCT latkou 1C v koncentracii 10 pmol.1" Vysledky st prezentované ako priemer + SD z troch
nezavislych experimentov a vyjadrené ako percento zivych buniek (An/PI'), buniek v skorej apoptdze
(An'/PI'), buniek v neskorej apoptoze/nekroze (An'/PI") amftvych buniek (An/PI") (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 verzus kontrola).

¢as (h) An’/PT’ An'/PI An'/PI" An’/PT"
Kontrola 95,9+0,01 1,49+0,36 1,44+0,25 1,1840,11
Latka 1C 24 h 86,1+12,02 6,1+5,40 4,7145,08 3,09+1,54

48 h 29,55£9,40** | 39.91+10,76** | 16,75+8,41* | 13,79+11,75

72 h 17,45£7,99%** | 59 15+18,17** | 14,75+3,46** | 8,65+6,71

Analyza bunkového cyklu poukdzala na schopnost latky 1C indukovat’ apoptdézu buniek
HCT, ¢o sme potvrdili aj metddou znacenia anexinom V/PI. Kombinaciou anexinu V a PI
mozeme rozli§it zivé bunky (An’/PI'), bunky v skorej apoptoze (An'/PI), bunky v neskorej
apoptoze/nekroze (An" /PI") a mftve bunky (An7/PI"). Nase vysledky ukazuju, Ze len malé
percento neovplyvnenych buniek viaze anexin V (2,93 %). Na druhej strane pocet buniek
v skorej faze apoptozy po 24, 48 a 72 h inkubdécii s 1C stupa v zavislosti od ¢asu z 6,1 % na
59,15 %. Po 72 h inkubécii doSlo vplyvom latky 1C tiez k narastu percenta buniek v neskorej
faze apoptozy/nekrozy z 1,44 % na 14,75 % a stipol aj pocet mitvych buniek z 1,18 % na
8,65 %. NaSe experimenty poukazuji na to, Ze novosyntetizované chalkony vykazuju
priazniva protinadorovu aktivitu a mohli by sluzit’ ako vychodiskové molekuly pre syntézu
novych protinddorovych lieciv.

Praca bola podporena grantom 21/GSD/2016.
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NUTRICNA REGULACIA PERIPARTALNEHO OBDOBIA U DOJNIC
Timkovic¢ova Lackova P., Maskal'ov3, ., Vajda V.
Ustav vyzivy, dietetiky a krmovinarstva, UVLF, KosSice

ABSTRAKT

Ciel'om préce bolo sledovat’ nutri¢ny vplyv v peripartalnej faze na Groven adaptécie a stability
bachorovej fermentacie a intermediarneho metabolizmu dojnic. Analyzou Zl'abovych vzoriek
kfmnej davky podla produkénych faz bol hodnoteny vplyv objemového a koncentrovaného
typu KD v priprave na porod na profil bachorovej fermentacie a uroven intermediarneho
metabolizmu krvného séra. Limitovany obsah skrobu a NVS v slamovej diéte pred pérodom
priamo koreluje so zvySenymi hodnotami pH, C, a so znizenymi hodnotami C; bachorového
obsahu a so zvySenou hladinou NEMK a peceniovych enzymov v krvnom sére. Tento stav
metabolizmu poukazuje na prejav negativnej energetickej bilancie, kde transplacentarny
prenos glukézy pre vyvoj plodu nie je uhradeny prijmom energie a zvySend lipomobilizacia
s priznakmi metabolickej zat'aze pecene potvrdzuje stav nedostatocnej adaptacie v priprave na
porod. Optimalne zastupenie energie v adaptacnej diéte pred porodom priamo koreluje
s hodnotami bachorového obsahu a krvného séra a potvrdzuje optimalnu adaptaciu pred
porodom.

UvoOD

Peripartalne obdobie dojnic je sprevadzané vyznamnymi morfologickymi a funkénymi
zmenami bachora a zmenami regulécie metabolizmu zivin v dosledku zvySujtcich sa potrieb
energie, glukozy, aminokyselin a vapnika pre gravidnu maternicu a laktujucu mlie¢nu zl'azu
(Overton a kol., 2004). ZvySeny prijem energie formou Skrobu pred porodom oproti kfmnej
davke pocas statia na sucho podporuje morfologicku a funkénu adaptaciu bachora (Rabelo
a kol., 2003). Zvysena syntéza kys.propiénovej podporou glukoneogenézy udrziava pozitivhu
energeticku bilanciu pred porodom (Overton a kol., 2004) a vyznamne reguluje adaptaciu
metabolizmu, lipomobilizdciu a ketogenézu po porode (Van Knegsel akol., 2007).
Nevyhodou zvysSeného prijmu energie pred porodom je riziko prekrmovania energiou u
pretu¢nenych dojnic a zvySena lipomobilizacia po pérode (Douglas a kol., 2006; Dann a kol.,
2006). Na zabranenie prekrmovania energiou pred poérodom bol navrhnuty systém kimenia
dojnic jednotnou kfmnou ddvkou v celom obdobi statia na sucho so znizenym zastipenim
energie (Janovick Guretzky a kol., 2006). Tento typ kimnej davky so zvySenym zastupenim
slamy eliminuje riziko prekrmovania energiou, podporuje prijem suSiny a zabrafuje
lipomobilizacii s ndslednym vznikom metabolickych ochoreni (Drackley a Janovick-
Guretzky, 2007). Nevyhodou tohto typu kfmnej davky je otazka adapticie bachora
a metabolizmu pred pérodom. Cielom prace bolo sledovat’ nutriény vplyv KD v peripartalnej
faze sroznym podielom Skrobu na uroven adapticie a stability bachorovej fermentacie
a intermediarneho metabolizmu dojnic.

MATERIAL A METODIKA

V kimnom pokuse u dojnic holsteinského plemena vo vyrobnych podmienkach chovu boli
vysoko gravidné dojnice v priprave na pérod v pokusnej skupine kimené objemovym typom
KD (,,slamova diéta®) a dojnice v kontrolnej skupine adaptaénym typom KD. Analyza vplyvu
skrmovanej diéty na urovenn bachorovej fermentacie a intermediarneho metabolizmu bola
sledované v skupinach 6 dojnic podl'a fazy produkcie: 2. — 3.tyzden pred poérodom, 2. — 3.
tyzdeit po porode a pri vrchole 70 - 100 dni laktacie. V zlabovych vzorkach krmiv boli
analyzované konvenénymi metdodami suSina, dusikaté latky (NL), hruby tuk, neutrdlne-
detergentna vlaknina (NDV) a skrob. Nevlaknité sacharidy (NVS) a netto energie laktacie
(NEL) boli vypocitané rovnicou podla analyzovaného obsahu Zivin v krmivach. Profil
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bachorovej fermentacie bol sledovany analyzou bachorového obsahu (pH,NH3,C,,Cs3,Cs,suma
UMK a pomer C»:C3) odobratého bachorovou sondou 4 — 5 hodin po nakfmeni. Uroveii
intermediarneho metabolizmu bola hodnotena analyzou bielkovinového metabolizmu
(celkové bielkoviny, albumin, mocovina), energetického metabolizmu (TAG, glukdza,
NEMK, BHM) a stavu zat'aze pecene (AST, GGT, bilirubin) v krvnom sére dojnic.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Nutri¢né zloZenie pouzitych Zlabovych KD je zhrnuté v Tab.l. Objemovy typ KD pred
porodom so zniZzenym podielom Skrobu 15,9 %, NVS 31,3 % a NEL 6,02 MJ v suS§. TMR
limituje prijem energie pod hranicou normovanej potreby pred pérodom. Adaptacnd diéta
analyzou nutri¢ného zlozenia vykazuje v obdobi 2 — 3 tyzdne pred porodom obsah Skrobu
25,46 % a NVS 38,54 % na hornej tretine normovanej potreby a potvrdzuje optimalny prijem
energie pred poérodom atym aj adaptaciu a stabiliziciu metabolizmu bachora na
koncentrovany typ kimnej davky po pdrode.

Tab.1 Nutri¢né zloZenie kimnej davky u dojnic podla fazy produkcie

Objemovy typ KD Adaptacny typ KD

Nutri¢né zloZenie Pred pérodom Po pérode Pred porodom Po porode
Susina g/kg 409 426,6 430,1 4435

NL g/kg sus. 1247 158,2 1452 159,4
Tuk g/kg sus. 28,0 59,3 32,1 39,8
NDV g/kg sus. 476,9 280,4 369,3 320,6
Skrob g/kg sus. 159,0 2717,8 254,6 2784
NVS g/kg sus. 313,0 423,6 3854 435

NEL MJ/kg sus. 6,02 7,13 6,45 6,93

NL - dusikaté latky; NDV - neutralne-detergentna vlaknina; NVS - nevlaknité sacharidy; NEL- netto energia
laktacie

Zlozenie KD: Objemovy typ KD pred porodom: Kukuri¢na silaz 15,0 kg, Sildz TTP 6,0 kg, Slama jacmenna 3,0
kg; - po porode a vo vrchole laktacie: Kukuricna silaz 23,0 kg, Silaz TTP 12,0 kg, Slama jacmenna 0,5 kg,
Sojovy extrahovany Srot 1,53 kg, Kukuri¢ny Srot 3,27 kg, Repkovy extrah.srot 2,0 kg;

Adaptacny typ KD pred pérodom: Kuk. silaz 17,0 kg, Lucern. silaz 5,0 kg, Kuk. $rot 2,0 kg, PSen. Srot 1,5 kg,
Repkovy extrah. Srot 1,0 kg, S6jovy extrah. Srot 0,5 kg; - po porode a vo vrchole laktdcie: Kuk silaz 17,0 kg,
Lucern. silaz 10,0 kg, Sojovy extrah. srot 1,5 kg, Repkovy extrah. srot 1,0 kg, Kuk. $rot 3,5 kg; PSen. Srot 2,5 kg;

Analyzované hodnoty bachorovej fermentacie sti zhrnuté v Tab.2. Pri objemovom type KD
pred pérodom turoven bachorovej fermentacie s produkciou UMK 94,3 mmol/l, znizenym
podielom kyseliny propiénovej a zvysenym podielom kyseliny octovej pri zvysenom pH 6,9
potvrdzuje charakter fermentacie objemového typu kimnej davky s nedostatocnou adaptaciou
na koncentrovany typ kimnej davky v priprave na porod. Signifikantne zvySené hodnoty pH
(P <0,01), kyseliny octovej (P < 0,01) a pomeru C,:C3 (P < 0,001) pri objemovom type KD
oproti adaptacnej KD pred porodom boli ovplyvnené limitovanym obsahom Skrobu a NVS.

Tab.2 Analyza bachorovej fermentacie u dojnic podl'a fazy produkcie

Objemovy typ KD Adaptacny typ KD
Bach.obsah Pred pérodom Po porode Vrchol laktacie | Pred porodom Po porode Vrchol laktacie
pH 6,9+0,2%"¢ 6,1+0,2° 6,3+0,4° 6,4+0,3" 6,1+0,3 6,3+0,3
NH; mg/100ml 24,3423 252+1,7 25,1+4,5 21,8+1,9% 26,2+2.4° 28,7+5,5
C, mmol/l 68,5+8,3%¢" 80,5+3,71" 80,8+7,8¢ 83,8+6,2 85,2+8.2 84,3+5,3
C; mmol/I 14,5+3,135% 32,243,5% 32,249,31 29,243,8 36,8+5,3" 34,373
C,mmol/l 11,241,5™ 17,5+0,7*° 16,9+1,5" 17,6%2,1 19,5+1,0* 18,7+2,1
Y UMK mmol/l 94,3+12,7°"* 130,3+7,1° 129,8+17,7° 130,5£11,6° 141,6£13,3 137,3£13,8
Cy:C; 4,8+0,5:1%*" 2,5+0,2:1" 2,7+0,5:1" 2,9+0,2:1%% 2,3+0,2:1% 2,6+0,4:1

NH; - amoniak;

C, - kys.propionova; C3 — kys.octova; C4 — kys.maslova; UMK — unikavé

a,3,k,n,0,5,s,6,u,v: P <0,001; 1,c,e,2,j,4,r,w: P <0,01; d,g,h,l: P <0,05
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Naproti tomu v skupinach dojnic po poérode pri nahlom prechode zobjemového na
koncentrovany typ kimnej davky boli potvrdené v chove pri skrmovani objemového typu KD
u dojnic pred porodom znizené¢ hodnoty pH (P < 0,001), C, (P < 0,05) a pomeru C,:Cs (P <
0,001) a zvysené hodnoty C3 (P <0,001) a sumy UMK (P < 0,001) ako nasledok redukovane;j
urovne adaptacie bachora v priprave na porod. Optimalne hodnoty bachorovej fermentacie pri
adaptacnej diéte pred pérodom poukazuji na dostato¢nti adaptaciu pred poérodom.
Analyzované ukazovatele krvného séra su zhrnut¢ v Tab.3. U dojnic pri skrmovani
objemového typu KD boli potvrdené signifikantne vysSie hodnoty NEMK (P < 0,05) pred
porodom nad hornou hranicou referenéného rozpitia, ¢o potvrdzuje stav negativnej
energetickej bilancie azvySenej lipomobilizacie. ZvySené hodnoty AST pred porodom
a po porode a zvysené hodnoty bilirubinu po porode potvrdzuji zvySeni metabolicki zataz
funkcie pecene u dojnic s priznakmi tukovej infiltradcie vyvolané zvySenou lipomobilizaciou,
ktorad je podmienend nedostato¢nou adaptaciou bachorového a intermediarneho metabolizmu
pri skrmovani objemového typu KD pred porodom. Postupné zvysenie hodnot cholesterolu (P
< 0,001) u dojnic pri vrchole laktacie potvrdzuje stabilizaciu energetickej bilancie a vynasanie
tuku vo forme VLDL aftpravu funkéného stavu pecene. Optimalne hodnoty krvnych
markerov pri adaptacnej diéte pred pérodom poukazujii na optimalnu adaptaciu dojnic pred
porodom.

Praca bola podporena grantom VEGA 1/0785/16.

Tab. 3 Hodnotenie krvnych markerov u dojnic podla fazy produkcie

Objemovy typ KD Adaptacny typ KD
Krvné sérum Pred pérodom Po porode Vrchol laktacie Pred porodom Po porode Vrchol laktacie
Celk.bielkoviny g/l 73,8+6,4* 77,6+6,3 81,5+2,9° 75,145,2° 74,8+4.4° 82,9+2,1%°
Mogovina mmol/l | 4,2+0,7% 5,3+0,7'¢ 5,9+0,6° 3,9+0,5 3,6£0,2"¢ 6,0£0,4"¢
Albumin o/l 38,3423 37,142,8 39,6+1,3 36,4433 35,443,1 38,742,5
TAG mmol/l | 0,6+0,1™ 0,5+0,1% 0,5+0,01" 0,43+0,2" 0,70,1%* 0,4+0,2
Glukéza mmol/l | 3,6+0,4 3,5+0,2° 3,6+0,4* 3,3£0,3 2,9+0,4° 2,9+0,2*
Cholesterol mmol/l |2,1£0,4' 3,0£1,4™ 7,4+1,2%m 2,5+0,4" 2,6+0,6° 4,6+0,8°"°
NEMK mmol/l | 0,41+0,1° 0,54+0,1 0,38+0,2 0,3+0,1° 0,4+0,1° 0,24+0,1°
BHM mmol/l | 0,4+0,1F 0,9+0,3" 0,6+0,1 0,4+0,1° 0,6+0,1' 0,7+0,1%
AST ukat/l | 1,4+0,2% 1,9+0,3™ 1,8+0,2" 1,340,1%% 1,6+0,17% 1,740,2%
GGT ukat/l | 0,4+0,2" 0,5+0,1 0,8+0,2%* 0,4+0,1 0,5+0,2 0,6+0,1
Bilirubin umol/l | 4,5+1,3 5,9+0,9° 4,7+1,1 2,9+0,8" 3,6+0,9° 4,0£0,6"

TAG- triacylglyceridy; NEMK — neesterifikované mastné kyseliny; BHM — kys.betahydroxymaslova; AST —
aspartat aminotransferaza; GGT — gama-glutamyltransferaza; 1,f,g,2,,m,n,x: P < 0,001; c.d,h,j,k,5,0,s,u,v,w,8: P
<0,01; a,b,e,1,3,6,p,1,t,7,y,2,yy: P <0,05
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KAZUISTIKA: ADDISONOVA CHOROBA (HYPOADRENOKORTICIZMUS)

U LABRADORSKEHO RETRIVRA
Titkova, R., Ptikryl, M., Lukac, B
Klinika malych zvierat — Oddelenie vnutornych chorob, UVLF, Kosice

UvOoD

Addisonova choroba (hypoadrenokorticizmus) sa rozvija v dosledku poklesu produkcie
mineralokortikoidov (predovsetkym aldosteronu) a glukokortikoidov (hlavne kortizolu) kérou
nadobli¢iek (Ramsey, Herrtage, 2015). Aldosterdon primarne posobi na proximalny obli¢kovy
kandlik s cielom zvysit absorbciu sodika a na distalny kandlik s cielom zvysit’ reabsorbciu
sodika vymenou za draslikové i6ny. Vd’aka osmotickym silam, vedie tento proces k zadrzaniu
vicSieho mnozstva vody v tele. Aldosteron tak udrzuje objem krvi prostrednictvom retencie
sodika v tele a zaroven sa podiel’a na exkrécii ionov draslika a sodika. Nedostatok aldosteronu
vedie k nizkemu obsahu sodika (hyponatrémii), vysokému obsahu draslika (hyperkalémii),
acidéze a nizSiemu objemu krvi (hypovolémii az hypovolemickému Soku) (Nielsen a kol.,
2008). Kortizol posobi na vsetky telesné tkanivd a ma celu Skalu ucinkov, ktoré synergicky
posilniuju schopnost’ tela branit’ sa stresu, mobilizuje aminokyseliny a tukové zasoby, zvysuje
hladinu glukézy v krvi, rozklada svalovi hmotu, pdsobi proti inzulinu, podporuje chut’ do
jedla, tvorbu Cervenych krviniek, potlaca niektoré aspekty imunitnych a zapalovych reakcii,
stimuluje produkciu albuminu. Nedostatok kortizolu preto vedie k anorexii, bytku na véhe,
anémii, hypoalbuminémii a hypoglykémii. Mdze ovplyvnit motilitu gastrointestindlneho
traktu a vyvolat’ zvracanie, hnacku alebo nechutenstvo (Kozak a kol., 2008).

NajcastejSou pri¢inou vzniku tzv. primarneho hypoadrenokorticizmu je takmer vzdy imunitne
sprostredkovana destrukcia nadobli¢iek. To obvykle vedie k nedostatku glukokortikoidov aj
mineralokortikoidov. Boli zaznamenané aj pripady izolovaného deficitu glukokortikoidov
(atypicky  hypoadrenokorticizmus).  Sekundarny  hypoadrenokorticizmus  (spdsobeny
dysfunkciou hypofyzy) sa vyznacuje deficitom adrenokortikotropného hormoéonu (ACTH).
Akultne azivazné priznaky Addisonovej choroby (tzv. Addisonova kriza) st zivot
ohrozujlicim stavom apsy musia byt ¢o najskor lieceni. Cielom lie¢by je korekcia
hypotenzie, hypovolémie, elektrolytovej nerovnovahy, acidozy a hypoglykémie (Church,
2004).

PRIPADOVA STUDIA

Nasim pacientom bola ,,Lara®, Stvorro¢na suka plemena labradorsky retriver. Klinicky prejav
ochorenia zacal kf€om na hrudnikovej koncatine, pokracoval generalizovanym tonickym
kt€om (v trvani 1-2 sekundy), pri ktorom sa pes zvalil na zem. Na druhy deni sa zopakoval
dal$i zachvat so slabostou panvovych koncatin. Pridruzilo sa zvracanie, anorexia a apatia.
Klinickym vySetrenim sme zistili zdkladné triasové hodnoty: telesna teplota (TT) = 38.5°C,
srdcova frekvencia = 70 uderov/min, dychova frekvencia = 30 vdychov/min, sliznice
svetloruZzovej farby, suché, zvySeny CRT (capillary refill time) = 3s, zniZend elasticita koZe
(mierna dehydratacia), apatia, inapetencia, vedomie intaktné, pes orientovany, mierna slabost’
panvovych koncatin, pacient citlivo reagoval na kranialnu oblast dutiny brusne;.
Ultrasonografické vySetrenie brusnej dutiny nepreukazalo ziaden patognomicky prejav
gastrointestindlneho, hepatalneho, rendlneho alebo urologického ochorenia. Rovnako bolo
USG vySetrenim vylucené aj ochorenie genitalneho aparatu (pyometra). VySetrenim moca sa
zistila znizena merna hmotnost’ (< 1,030) bez pritomnosti leukocytov, proteinov, glukézy ¢i
krvi. Pacientovi bola odobrand krv na stanovenie hematologickych (obr. ¢. 1)
a biochemickych parametrov (tab. ¢. 1). VySetrenie Cerveného krvného obrazu odhalilo
znizené hodnoty stredné¢ho objemu erytrocytov (MCV) a strednej koncentracie hemoglobinu
(MCH), v diferencidlnom leukograme sme pozorovali monocytozu a takisto bol zaznamenany
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znizeny stredny objem trombocytov (MPV). Z biochemickych parametrov boli zistené
zvysené hodnoty kreatininu (CREA) a mocoviny (UREA), celkovych proteinov (TP), mierna
hyperglykémia, hypochlorémia, hyponatrémia a hyperkalémia, pricom doslo aj k naruseniu
vzajomného pomeru sodika k drasliku. Z dévodu hyperkalémie bolo u pacienta vykonané aj
elektrokardiografické vysetrenie, ktoré odhalilo stratu viny P, prediZenie QRS komplexu,
zvySenie ST segmentu a ektopické srdcové udery. U pacienta aj napriek hyperkalémii nebol
pozorovany typicky symptom — bradykardia (srdcova frekvencia < 60 uderov/ min). Tento
paradox je vysvetlovany kompenzac¢nou schopnostou srdca pri dehydratacii, prip.
symptomatickou infiznou terapiou u pacienta. Neurologickym ani ortopedickym vySetrenim
sa nepodarilo n4jst’ pri¢inu kf¢ov a slabosti panvovych koncatin. Rovnako RTG pravej
hrudnikovej koncatiny vyvratil deficity na jej kostnom podklade. VzhI'adom na neSpecifické
nalezy bolo sérum pacienta vySetrené na koncentraciu bazalneho kortizolu (CORT = < 6
ng.ml’ |). Suspektna diagnéza hypoadrenokorticizmu bola nakoniec potvrdena
diagnostickym testom prvej volby — ACTH stimulaénym testom (CORT = < 8 ng.ml™). Po
stanoveni diagnézy bol pacient nasadeny na glukokortikoidnii (metylprednizolon, neskor
prednizon) a mineralokortikoidnu terapiu. Substiticia mineralokortikoidov bola dosiahnuta
aplikaciou depotnej subkutannej suspenzie desoxykorton pivalatu (Zycortal 25mg.ml’,
Dechra), ktori je potrebné aplikovat dozivotne priblizne kazdych 25 dni. ZlepSenie
klinického stavu pacienta nastalo na druhy deni po zahiajeni kauzalnej a symptomatickej
terapie. Hodnoty zmenenych biochemickych a hematologickych parametrov boli pri
kontrolnom odbere (2 tyzdne od zaciatku terapie) v rozpiti referen¢nych noriem.

ZAVER

Pretoze Addisonovu chorobu nie je jednoduché rozoznat’, je polovicou uspechu byt si
vedomy tejto diagnézy a pamétat’ na iiu. Addisonova choroba je potencialne zivot ohrozujuci
stav (Ramsey, Herrtage, 2015). Klinické priznaky tohto ochorenia nie su Specifické a mozu sa
striedavo zhorSovat a zlepSovat’ alebo reagovat na nespecificku liecbu (napr. infiznu terapiu).
Addisonova choroba tak modze byt zamenend za iné ochorenie, napr. ochorenie obliciek
(akatne rendlne zlyhanie), gastroenteritidu, akutnu pankreatitidu, hepatitidu, nervovosvalové
(myastenia gravis) a kardiovaskuldrne ochorenie (srdcové zlyhanie) (Galac a kol., 2010).

Obr. 1: Hematologické parametre pacienta stanovené pristrojom ProCyte Dx (IDEXX).

Test Vysledky Referenéni Interval  NIZKY NORMALNI  VYSOKY
ProCyte Dx (7. anor 2017 9:39)

RBC 726 x10M2L  5.65-8.87

HCT 392% 37.3-61.7 !

HGB 14,5 gidL 13.1-205

MCH 20,0 pg 25.9 H

MCHC 37,0 gidL 320-379

RDW 196% 136-21.7 E

%RETIC 04%

RETIC 254 KiplL 10.0- 110.0 I '] ] |
WBC 1282 x10*9L  5.05-16.76 | |
%NEU 654 %

FLYM 174%

%MONO 121%

%EOS 44 %

%BASO 07 %

NEU 839x10%9L  2.95-1164 |

LYM 2,23 x10%L 1.05-5.10 ] |

EOS 056 x10°9L  0.06-1.23 | | |

BASO 0,09x10*9L  0.00-0.10

PLT 342 K/l 148 - 484 | |

PDW 9ifL 9.1-19.4 ~ |

PCT 026 % 0.14-0.46
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Podozrenie na ochorenie moze oSetrujuci lekar vyslovit' na zaklade anamnézy, naledovane;j
podrobnym klinickym vySetrenim. Malo by zahfiiat’ hematologické a biochemické vySetrenie

krvi, RTG vySetrenie a

EKG. Stanovenie bazalnej koncentracie kortizolu je ulinnym

skriningovym testom hypoadrenokorticizmu. Pre potvrdenie diagnézy je mozné vykonat

ACTH stimula¢ny test.

Tabul’ka €. 1: Biochemické

arametre pacienta stanovené pristrojom Cobas ¢ 111 (Dechra).

Parameter

biochemického Fyziologické | Namerana
vySetrenia krvi rozpitie hodnota
ALT (pkat/l) <0.949 0.54
ALP (pkat/l) <1.24 0.82
GMT (pkat/l) <0.14 0.12
CREA (numol/l) 46 — 88 1594 1
UREA (mmol/l) 3.97- 8.05 20.70 1t
TP (g/1) 47 -74 9191
ALB (g/1) 26 — 41 323
GLU (mmol/l) 3.6-5.8 6.2 1

Ca (mmol/l) 2.05-2.86 |244

CI" (mmol/l) 110—130 92.3 |
Na' (mmol/l) 143 — 151 121.9 |
K" (mmol/l) 3.5-5.1 7.96 1
Na: K’ 27-40 15.3 |
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SPRAVANIE KLIESTOV V ELEKTROMAGNETICKOM POLI
BlaZena Vargoval, Michal Kosterec?, [gor Majlath3, Juraj Kurimsky?2, Roman Cimbala?,
Viktoria Majlathoval
'Parazitologicky vistav SAV, Slovenskd akadémia vied, Hlinkova 3, 04001 Kosice
*Technicka univerzita v Kosiciach, Fakulta elektrotechniky a informatiky, Katedra
elektroenergetiky, Mdsiarska 74, 04001 Kosice
3Univerzita Pavla Jozefa S'afdrika v Kosiciach, Srobdrova 2, 04001 KoSice

ABSTRAKT

Vyskumy klieStov v oblasti fyziky boli v minulosti zamerané prevazne na zékladné faktory
ovplyviiujice zivot kliestov. Zakladné faktory predstavovali napr.: teplotu, vlhkost’, vplyv
svetla. Rozne fyzikélne faktory ovplyviiuju orienta¢no-patracie i apetencné spravanie. Neskor
boli klieSte testované pod vplyvom elektromagnetického Ziarenia, avSak tieto testy sa
zameriavali najmd na ich vyvin a mortalitu, pretoze hlavnou myslienkou bolo ovplyvnit
distribiciu a pocetnost’ kliestov v prirodzenom prostredi. Doposial’ nie su zndme ziadne
behavioralne testy pod vplyvom elektromagnetického pol'a, ktoré by priniesli informacie a
lepSie poznatky o ich spravani. Cielom tejto prace bolo zistit' vplyv Elektromagnetického
pol'a (EMP) s frekvenciou 900MHz a vykonom 5,02 dBm na odpoved’ a spravanie kliestov
Dermacentor reticulatus.

UvoD

Celkovy vplyv EMP na Zivé organizmy je nejasny a stale Studovany. Cely ekosystém na Zemi
je pod vplyvom prirodzeného EMP, ktorého zdroje su: slnecné ziarenie, kozmické Ziarenie,
elektromagnetické pole Zeme (Brizhik, 2011). Pocas posledného storo¢ia doslo vplyvom
l'udskej ¢innosti k narastu hodnot umelého EMP (Adey, 1993). Uginky EMP boli $tudované
na mnozstve modelovych organizmov od buniek cez rastliny az po hmyz a zvierata
(Cucurachi a kol., 2013). Iba niekol’ko Studii sa zaoberalo vplyvom EMP na klieSte, zamerané
boli prevazne na vyvoj kliestov (Korotkov a kol., 1996, Korotkov a kol., 1999). Ciel'om tejto
prace bolo zistit' vplyv EMP s frekvenciou 900MHz, ktort emituju mobilné telefony, na
spravanie kliestov Dermacentor reticulatus. Klieste st obligatne krv cicajice organizmy, st
vyznamnymi ektoparazitmi doméacich aj volne zijucich zvierat. KlieSte z Cel'ade Ixodidae su
vyznamné vektory podvodcov virusovych, bakteridlnych aj niektorych parazitarnych pévodcov
ochoreni. Vyskum klieStov bol doteraz zamerany prevazne na Studium ekoldgie, hostitel'ov,
na pritomnost’ patogénov, sposobujucich ochorenia I'udi a zvierat. Spravanie klieStov je
prestudované len obmedzene, Studovany bol napr. vplyv zakladnych fyzikalnych faktorov
(teplota, vlhkost’), avSak efekt ostatnych fyzikalnych faktorov ako napr. EMP doposial
Studovany nebol. Interdisciplinarnym pristupom v tejto problematike mozeme priniest’ nové
poznatky o spravani kliestov pri vybere hostitel'ov, resp. pri novych metddach repelentného
¢inku zalozeného na fyzikalnych vlastnostiach niektorych latok. Studovanie magnetickych,
elektrickych a elektromagnetickych poli v suvislosti s kliestami méa vel'ka perspektivu pri
odhal'ovani novych poznatkov v tejto oblasti.

MATERIAL A METODIKA

Modelovym organizmom boli klieSte Dermacentor reticulatus, ktoré boli zbierané metodou
vlajkovania v mesiacoch marec - april 2017 v oblasti Jablonov (48°36°19, 45”°N; 20°45°00,
44”E). Pre experiment bolo pouzitych 100 kliestov, 50 samic a 50 samcov. Klieste boli
testované individudlne v originalne vytvorenej testovacej aréne, ktord pozostidvala zo
sklenenej nddoby naplnenej pieskom, v ktorej bola umiestnené sklenend tyc¢inka (20 cm), na
ktora boli umiestiiované klieste. Piesok bol pred kazdym experimentom vlhéeny, aby bol
zachovany vlhkostny gradient od 75 % pri povrchu piesku az 40 % na vrchole sklenenej
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tyCinky (Obr. 1). Vlhkost’ bola merand multimetrom LabQuest. Po kazdom experimente bola
tyCinka oSetrena 70 % etanolom pre zruSenie feromoénovych stop pre co najmensSie
ovplyvnenie spravania klieStov. Experimenty boli realizované na Technickej univerzite
v Kosiciach na Katedra elektroenergetiky, v $pecidlne elektromagneticky odtienenej komore.

Obr. 4 Testovacia aréna pozostavajuca so sklenenej nadoby s pieskom a sklenenou ty¢inkou pre
testovanie spravania kliestov Dermacentor reticulatus pocas expozicie EMP.

Samotny experiment mal 4 peridody (8 min), pocas ktorych boli klieSte pozorované a taktiez
bol vytvoreny individualny videozdznam, z ktorého bolo vyhodnocované spravanie kliestov.
Prva faza bola aklimatizacnd, trvala 3 minity bez EMP, druhd faza trvala 3 min. avSak
s vplyvom 900 MHz, 5,02 dBm EMP. Dalsie dve fazy boli redukované na 1 miniitu a rovnako
bez EMP as vplyvom EMP s rovnakou frekvenciou a vykonom (Obr. 2). Cely experiment
prebiehal bez pritomnosti 'udi v uzatvorenej komore, aby nedoslo k skresleniu vysledkov.

T1->T2->T3 T1->T2->T3 T4 T5
1 >2->3 4 > 5->6 7 8min
without EMF EMF 900 MHz without EMF EMF 900 MHz
Obr. 5 Schematické znazornenie 4 period experimentu. T1 — T3 predstavuje 3 minatovi

aklimatizacnt fazu bez EMP, T1 — T3 predstavuje 3 minutovu expoziciu 900MHz EMP, T4 faza bez
EMP 1 mintta, T5 1 mintitova faza expozicie EMP.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky boli prekvapujuce, zistili sme pritomnost’, pravdepodobne abnormalnych pohybov —
trhnuti celym telom a trhnutia prednym parom noh, na ktorych sa nachadza Hallerov organ,
pocas expozicie EMP. Nevieme vsak s uplnou presnost'ou povedat’, ¢i sa jedna o abnormalny
pohyb — trhnutie v désledku vplyvu EMP, alebo je to prirodzend reakcia kliestov na nejaky
stimulujuci podnet, pretoze detailné pohyby a spravanie kliestov doposial’ neboli popisané.
Boli pouzité tri rézne Statistické modely pre zistenie vplyvu EMP na klieSte Dermacentor
reticulatus. Prvy model analyzoval, ¢i klieSte vystavené EMP reagovali trhnutim castejSie nez
bez EMP, druhy a treti model analyzoval adaptaciu kliestov na EMP a rozdielne spravanie -
trhnutie v pohlavi arozdielnost medzi trhnutim nohami acelym telom. Prvy model
signifikantne preukdzal vyrazne castejSie trhnutia pocas expozicie EMP. Boli preukazané
pocetnejSie trhnutia celym telom u samic ako u samcov avsak, pocetnejsie trhnutia prvym
parom ndh u samcov ako u samic. Taktiez sme zistili adaptaciu na EMP, o sa preukazalo
znizenim poc¢tom trhnutia tela a koncatin v poslednej minute testu s EMP. Ako prvi sme
zistili, ze klieSte Dermacentor reticulatus st senzitivnhe na EMP a dochadza u nich
k neobycajnej behavioralnej reakcii, ¢o poukazuje na novy fenomén s moznymi ekologickymi
dosledkami.
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Graf 1 A. Odpoved’ kliestov trhnutim pocas expozicie EMP a bez, B. Porovnanie trhnutia
celym telom u samic a samcov, C. porovnanie trhnutia predné¢ho paru néh medzi pohlaviami.

Praca bola podporena Prdaca bola podporena projektom No. 26220120055 Ministerstvom
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