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MOLEKULARNE ZMENY ANGIOGENEZY ZENSKYCH REPRODUKCNYCH
ORGANOV
Abrahamovska M.}, Klepcova Z. 1 Toporcerova S.2, Rabajdova M. !

YUstav lekarskej a klinickej biochémie, Univerzita Pavla Jozefa Saférika v Kosiciach, Lekdrska fakulta
2Gynekologicko-pérodnicka klinika, Univerzita Pavla Jozefa Safirika v KoSiciach, Lekdrska fakulta

ABSTRAKT

Cielom studie bolo identifikovat’ molekuly bielkovin v zenskom sére ako dolezité podporné
prediktivne biomarkery biologickej pripravenosti Zien na transfer embrya do maternice v in vitro
fertilizatnom procese (IVF). Stidia identifikovala 4 proteiny, ktoré prognosticky uréujt
pripravenost’ Zien na prenos embryi s presnost'ou predikcie 70%, priCom predikujt tspesnost’ [VF
procesu. Za poslednych 5 rokov sa zlyhanie implanticie takmer nemeni, pohybuje sa pod
hranicou 29% uspesne implantovanych embryi. Sucasné Studie 0 non-perceptinom endometriu
dospeli k zaveru, Ze nespravna expresia urCitych biomolekul vedie k porucham vnimania
endometria. V implantacnom okne dochddza k posunu, alebo v horSom pripade k jeho zaniku a
tym aj nepripravenosti matky na prenos embryi. Do Studie boli zaradené zeny (n = 263), ktoré boli
zahrnuté do procesu IVF. Z toho u 129 pacientok IVF proces zlyhal. Uspech IVF bol hodnoteny u
134 pacientok, u ktorych bola hladina hCG zaznamenana viac ako 30 IU/l den 10 po prenose
blastocysty, deft 11 po prenose zhutnenej moruly. U tychto pacientok bola v deii prenosu embrya
detegovana expresia 15 proteinov metédou ELISA. K spracovaniu ziskanych dat bola vyuzita
bioinformatickd analyza a metddy strojového uc€enia. Hlavnym vysledkom Studie je konkrétna
identifikacia molektl s vyznamnymi rozdielmi v jednotlivych skupinach pacientok v proteine
Angiopoietin 1 so S (Statistické) 3,376, p-hodnota 0,003, v proteine Notch 3 so S (Statistickym)
2,721, p-hodnotovym 0,012 a v proteine NRF2 s negativnou hodnotou S -2,669, p-hodnota 0,014.
Doteraz neexistuju ziadne Specifické materské sérové angio molekuly, ktoré by bolo mozné
pouzit’ na predpovedanie uspechu IVF.

UvoOD

Angiogenéza je definovand ako novotvorba ciev z uz existujucich ciev. U dospelého ¢loveka
sa vyskytuje pri patologickych stavoch (ako napr: artritida, diabeticka retinopatia, svalova
hypertrofia, chronicky zéapal, hojenie ran, rast solidnych tumorov) alebo pri klinickych
zmenach v Zenskom reprodukénom systéme (Zambuto a kol., 2019). NajniZ§ia angiogénna
aktivita bola pozorovana v neskorej proliferaénej faze menstruacného cyklu (Karizbodagh
akol., 2017). V regulécii angiogenézy a zabezpeceni fyziologickych procesov v organizme
zohrava dolezitu ulohu rovnovaha medzi pro-angiogénnymi faktormi (VEGF, FGF, HIF-q,
PDGF, IL-8, Angiopoetin-1, TGF-o,, atd.) a inhibitormi angiogenézy (Angiostatin,
Trombospondin, Endostatin, Prolaktin, Vasostatin, TIMPs, atd’.) (Berger a kol., 2020). Pre
vytvorenie vnimavého endometria je okrem iného nevyhnutny aj vyvoj vaskulatiry
v endometriu. Existuji pocetné signalne drahy a molekuly, ktoré zohravaja dolezit ulohu pri
implantécii.

MATERIAL A METODIKA

Do stadie boli zaradené zeny (n = 263), ktoré boli zahrnuté do procesu IVF.
V experimentalnej skupine 129 (49,05%) pacientiek I\VVF proces zlyhal (potvrdena negativita
séra hCG 10. defi po prenose blastocysty, 11. defi po prenose zhutnenej moruly). Uspech IVF
bol hodnoteny v druhej experiemntalnej skupine, u 134 (49,05%) pacientiek, u ktorych bola
hladina hCG zaznamenana viac ako 30 U/l defi 10 po prenose blastocysty, defi 11 po prenose
zhutnenej moruly. V sére pacientick bola v den prenosu embrya detegovana expresia 15
proteinov metdodou ELISA. Krv bola odobrata do skimavky BD Vacutainer s aktivdtorom na
baze trombinu. Skimavka bola centrifugovand pri 3500 rpm 3 minuty pri laboratornej teplote
a odobraté séra boli uskladnené pri -70 °C. Na kvantitativne enzymaticko-imunologické
stanovenie proteinov bola pouzitd ELISA metoda na zéklade vyuzitia komer¢ne dostupnych
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diagnostickych kitov, ato Angiopoietin 1 (ANG1) (abcam), Endoglin (CD105) (abcam),
ERBB2 (abcam), Estrogen receptor alpha (ERa) (MyBioSource), Estrogen receptor beta
(ERB) (MyBioSource), Human FSHR (MyBioSource), Human Growth Factor Receptor
Bound Protein 7 (GRB7) (MyBioSource), Human Zinc Finger Protein Aiolos (IKZF3)
(MyBioSource), Migration And Invasion Enhancer 1 (MIEN1) (MyBioSource), PLGF
(abcam), Human progesterone receptor (PGR) (MyBioSource), TGF beta 1 (abcam), VEGF
(abcam), Human COUP Transcription Factor 2 (NR2F2) (MyBioSource), Human Neurogenic
Locus Notch Homolog Protein 3 (NOTCH3) (MyBioSource). Detekcia bola uskutocnena
readrom Synergy H4. Pri vyhodnocovani vysledkov bola vytvorena Standardnd krivka
zavislosti priemernych hodnét absorbancie od koncentrdcie Standardov. Prislu$né
koncentracie sledovanych proteinov, boli Statisticky vyhodnotené po zohl'adneni riediaceho
faktora. Ziskané udaje boli spracované volne dostupnymi bioinformatickymi nastrojmi a
strojovym ucenim. Pre metddy s r6znymi modelmi bolo vybranych niekol’ko prediktivnych
biomarkerov a Specifické prognosticko-prediktivne molekuly. Na zéklade analyzy udajov
0 expresii jednotlivych proteinov pomocou strojového ucenia pomocou Random Forest
Classifier, Support Vector Machine, K Nearest Neighbors klasifier a GausnanNB Classifier
models, angiopetin 1, Notch3, NRF2 a PGR boli vybrané ako prediktivne biomarkery ur¢enia
uspesného vysledku IVF procesu - alebo zlyhania v procese IVF.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na urcenie presnosti kazdého modelu boli pouzité ukazovatele presnosti, vybavenosti a skore
F1. Klasifikadtor KNN potvrdil prediktivnu funkciu vybranych proteinov vo vztahu k predikcii
uspechu IVF a teda pripravenosti zien s presnostou 71% a klasifikator GausnanNB potvrdil
predikciu s presnostou 70%. Hlavnymi vysledkami $tadii su konkrétne identifikacia molekul
s vyznamnymi rozdielmi u jednotlivych pacientov v proteine Angiopoietin 1 so S (statistic) 3,
376, p-hodnota 0,003, v proteine Notch 3 so S (statistic) 2, 721 a hodnotou p-value 0,012 a v
proteine NRF2 s negativnou hodnotou S -2, 669. Z analyzovanych proteinov Statisticku
vyznamnost’ vykazovali proteiny ANG1, PGR, NOTCH3 a NRF, ktoré hraju délezita ulohu v
angiogénnych procesoch v endometriu (Tab. 1).

Tab. 1. Statisticky vyznamné proteiny

‘‘‘‘‘‘

Protein Statistics (S) | p-value
Endoglin 0,686 0,494
NRF2 -2,669 0,014
NOTCH3 2,721 0,012
PLGF 1,721 0,089
VEGF 0,015 0,988
ANG1 3,376 0,003
- TGFbetal -0,456 0,653
ERBB2 1,231 0,222
GRB7 0,022 0,982
MIEN1 0,795 0,431
IKZF3 0,272 0,787
ER alfa -0,091 0,928
ER beta -0,863 0,394
Obr. 1. Graf distribucie denzity udajov PGR 2,327 0,025
V experimentdlnych skupindch FSHR 1,07 0,291

Na potvrdenie vyznamnosti rozdielov medzi skupinami pacientiek s Gspe$snym versus netispesnym
vysledkom IVF bol pouzity test zobrazenia denzity tdajov (Obr.1). Charakterizacia vybranych

8



proteinov (Ang-1, Notch3, NRF2 a PGR) naznacuje vyznamné zmeny v skupindch v expresii
jednotlivych proteinov, ¢o indikuje ich vyznam ako prediktivno-prognostickych biomarkerov vo
vzt'ahu k uspeSnému uchyteniu embrya, kvoli ich zdsadnym ulohdm v angiogénnych signalnych
dréhach endometria maternice. Pri charakterizacii vzajomnych korela¢nych interakcii proteinov,
pomocou Pearsonovho korelacného koeficientu (PMCC product-moment correlation coefficient),
boli medzi angiogénnymi markermi identifikované nevyznamné korelacie, ktoré su zobrazené na
obrazku ¢.2. Slabo pozitivny korelaény vztah bol zaznamenany medzi expresiou endoglinu a
TGF B (PMCC 0,5), rovnako ako aj slabo pozitivny korelacny vztah medzi hladinou expresie
Notch3 a PGR (PMCC 0,5) ako aj korelacné vztahy receptorov pre estrogén ERRa a ERRP
(PMCC 0,5). Tieto vysledky koreluju s tvrdenim, ze angiogénna aktivita je zasadnd pre receptivitu
endometria a uspe$nu implantaciu embra v in vitro fertilizaénom procese. Progesteron stimuluje
angiogenézu endometria, ako aj maturaciu ciev prostrednictvom progesterénového receptora
(PGR), cez stimuldciu buniek hladkého svalstva ciev, z ktorych je exprimovany proangiogénny
faktor Angiopoetin 1 (Ang-1) (Karizbodagh akol., 2017). Dysregulované signalne molekuly
Notch pocas obdobia implanticie moézu byt spojené s obtiaznou, neuspesnou implantaciou
a s patologickymi stavmi pozorovanymi pri ochoreniach endometria (Zeinab a kol., 2019). NR2F2
ma Specificki ulohu pri adhézii, angiogenéze, inflamacii, lymfagenéze ako aj v metabolizme
roznych ochoreni. Taktiez reguluje gény, ktoré st zodpovedné za progresiu endometridzy
maternice (Yilmaz a Bulun, 2019). Tato neinterven¢na $tudia bola schvalena etickou komisiou
koSického samospravneho kraja 24.4.2018 ako aj Etickou komisiou UNLP v Kosiciach.

Obr. 2. Korelacné vzt’ahy a interakcie expresie proteinovych biomarkerov angiogenézy uteru

Ziskané udaje je potrebné validovat v rozsiahlej$ej $tadii na vi¢Som poéte pacientok. Studované
proteiny mozu byt v buducnosti vyuzité v inych forméch diagnostickych testov a novych testoch
predikcie UspesSnosti, respektive zlyhania IVF procesu. Rovnako ich je mozné inkoroporovat’ ako
potencionalne biomarkery hodnotenia predikcie biologickej pripravenosti zien na prenos embryi
do maternice.

Prdca bola podporovand z projektu VEGA 1/0873/18, VEGA 1/0620/19 a VEGA 1/0540/2021
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TESTOVANIE EFEKTIVNOSTI FEKALNEJ MIKROBIALNEJ
TRANSPLANTACIE NA PRIEBEH AKUTNEJ KOLITIDY SLEDOVANEJ NA
PREDKLINICKOM MODELLI
Adamkova P.l, Hradicka P.l, Kupcova Skalnikova H.Z, Demeckova V.1

) YUstav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedeckd fakulta, UPJS, Kosice
2Ustav zivocisné fyziologie a genetiky Akademie véd Ceské republiky, Libéchov, Ceskd republika

ABSTRAKT

Zmeny Vv c¢revnom mikrobidlnom zloZeni sa podielaju na rdéznych patoldgiach, vratane
zapalového ochorenia ¢riev (IBD). Transplantacia fekalnej mikrobioty (FMT) predstavuje
slubny pristup pri liebe IBD, pomocou ktoré¢ho je mozné zvratit zmeny v mikrobidome a
obnovit’ ¢revni homeostazu. Z dévodu ¢o najblizsie imitovat’ situaciu v klinickej praxi, sme
sa Scielom zachovat druhovi komplementaritu podavaného transplantatu, rozhodli
preskimat’ vplyv potkanieho fekalneho transplantatu na priebeh akttnej ulcerdznej kolitidy
(UK) indukovanej na modeli potkana. Nasa stadia preukazala vyznamné zmeny v druhovom
zastipeni mikrobioty pri zapalovych stavoch v organizme po indukcii kolitidy a evidentny
prospesny uCinok testovaného transplantaitu  na c¢revné mikrobidlne zlozenie. Tieto
mikrobidlne zmeny u potkanov po podavani FMT viedli sucasne k relativnej obnove dizky
hrubého Creva a signifikantnému poklesu zavaznosti ochorenia, ¢o sa odrazilo na vyznamne
nizSom skore zdravotného stavu, ako aj na nizSich hladinach zapalovych chemokinov
v ¢revnom tkanive. Pretoze terapeutikd cielené na modulaciu ¢revného ekosystému
predstavujui Vv sucasnosti vel'mi sl'ubnu stratégiu v prevencii/terapii IBD, cielom tejto Stadie
bolo otestovat’ vhodnost” chemicky indukovaného potkanicho modelu akutnej kolitidy pre
predklinické analyzy mikrobidlnej dysbidzy a naslednej terapie prostrednictvom FMT.

UvoD

Zapalové ochorenia ¢riev predstavuju chronické zépalové poruchy gastrointestinalneho traktu
(GIT), ktoré su najcastejSie diagnostikované v obdobi dospievania a mladej dospelosti (Rosen
a kol., 2015). Rastuca frekvencia tohto ochorenia sa vyskytuje na celom svete, pricom pribuda
hlavne v detskej populécii a v rozvojovych krajinach. Dovody zvySenej frekvencie v
priemyselnych krajinach su pravdepodobne multifaktoralne a medzi moZné pri¢iny veduce k
narastu vyskytu IBD sa radi zvySené uZivanie antibiotik a znizené vystavovanie parazitom
a inym povodcom infekcii. IBD je spdsobené dysregulaciou slizni¢nej imunitnej odpovede na
¢revnil mikrobiotu u jedincov s genetickou predispoziciou. Cielom liecby je odstranenie
priznakov, normalizacia kvality Zivota a prevencia komplikacii pri minimalizacii
nepriaznivych u¢inkov (Rosen a kol., 2015). Za uspesny alternativny terapeuticky pristup sa
povazuje FMT, ktoré je definovana ako prenos fekalneho materidlu od zdravého darcu do GIT
prijemcu, za uc¢elom rychlej obnovy normalnej funkcie a zlozenia ¢revnej mikrobioty (Shen a
kol., 2018). FMT je v sucasnosti odporic¢and v klinickej praxi len na liecbu rekurentnej
infekcie sposobenej Clostridioides difficile (CDI) (Bibbo a kol., 2020). Predpoklada sa, ze
tato terapia sa moze pouzit’ aj pri liecbe obezity, sklerozy multiplex, autizmu ¢i IBD. Aj ked’
sa v klinickej praxi FMT ukazala ako vysoko tispesna pri liecbe CDI, s mierou vylieCenia az
90% (Quraishi a kol., 2017), klinickd odpoved’ FMT u pacientov s IBD preukazala mieru
vyliecCenia len 24 az 50% (Colman a Rubin, 2014). Niektoré stidie navySe uviedli aj zhorSenie
aktivity IBD u pacientov po FMT (Qazi a kol., 2017). Rozdiely v klinickej odpovedi na FMT
mozu byt spdsobené tym, ze CDI je spdsobend klostrididlnou infekciou, zatial ¢o IBD je
komplexna, mikrobidmom riadend imunologicka zapalova porucha, ktord sa prejavuje
prevazne v Crevnej stene geneticky citlivych hostitel'ov. Variabilita odozvy FMT moze byt
tiez dosledkom rozdielov v zloZzeni mikrobioty medzi darcami a prijemcami z dovodu odlisne;j
stravy a prostredia.  Pretoze terapeutika cielené na modulaciu ¢érevného ekosystému
predstavuju Vv sucasnosti vel'mi sl'ubnu stratégiu v prevencii/terapii ochorenia IBD, vhodne
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zvolené experimentalne modely IBD mo6zu vyznamne napomdct’ lepSie pochopit
mechanizmus spojitosti ¢revnej mikrobioty s patogenézou IBD.

MATERIAL A METODIKA

Samce potkanov kmena Sprague Dawley (SD) vo veku 5 tyzdiov boli rozdelené do 3 skupin:
skupina DSS (n=16), FMT (n=16) a kontrolna skupina INT (n=6). Zvieratam zo skupiny DSS
a FMT bola indukovand akutna forma kolitidy 5%-nym dextran sulfatom sodnym (DSS) p.o.
po dobu 7 dni. Po skonceni indukcie UK bolo skupine FMT ordlne podavanych 200 pl
potkanieho fekalneho transplantitu po dobu 5 dni. Na pripravu FMT bola pouzita fekalna
vzorka od zdravych potkanov, ktori podstipili skriningové testy krvi a stolice podla uréenych
kritérii. Denne sa okrem kontroly ich zdravotného stavu zaznamenavala aj spotreba potravy a
DSS a hmotnost’ zvierat. Vzorky trusu boli odoberané v obdobi pred a po podani DSS a po
FMT terapii. Potkany boli usmrtené po 12 ditoch experimentu, nasledne bola odmerané dizka
&reva a Cast’ tkaniva bola odobrand pre stanovenie hladin chemokinov (Luminex® 100/200™,
USA). Zlozenie mikrobiéomu vo fekalnych vzorkach bolo analyzované metédou NGS
(Novogene, UK). Vsetky statistické analyzy boli uskutoénené¢ pomocou softvéru Minitab
verzia 16 (Minitab Inc., 2013, USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Medzi skupinami DSS a FMT nebol pozorovany $tatisticky vyznamny rozdiel v celkovom
prirastku hmotnosti ani v efektivnosti vyuzitia potravy. V skupinach s podanym DSS, aj
napriek nesignifikantnému zvySeniu prijmu potravy, zvieratd vykazovali niz$i prirastok
hmotnosti v porovnani so zdravou kontrolnou skupinou. Pri UK je pritomné skracovanie
hrubého &reva, ku ktorému dochiddza vplyvom pdsobenia zapalu. Dizka &reva sa z tohto
dovodu moze povazovat’ sa nepriamy marker zapalu, ktory je pritomny v hrubom ¢reve (Lavi
a kol., 2010). V nasom experimente bolo preukazané, ze podavanie FMT malo pozitivny
ucinok na skracovanie hrubého ¢reva. Sledovanie hladin chemokinov v tkanive hrubého ¢reva
preukazalo zvysené hladiny MCP-1 a3 a RANTES v skupine bez podania FMT (Tab. 1),
ktoré su tiez pritomné v mukoznych tkanivach hrubého ¢reva u pacientov s UK, ale aj v
experimentdlnych modeloch kolitidy a st povaZzované za markery aktivnej UK. ZniZenie
chemokinov MCP-1 a 3, GROo a RANTES v skupine s podanym FMT preto mohlo prispiet’
k zlepseniu priebehu ochorenia.

Tab. 1. Hladiny chemokinov v tkanive hrubého éreva
chemokiny (pg/mg celkového proteinu tkaniva)

skupiny GRO« MCP-1 MCP-3 RANTES

DSS 112,70 +31,50* 119,60 + 19,50° 25,64 +5,10° 48,51 + 4,46
FMT 5720+ 11,80 92,90+ 19,70 17,63 +2,13® 31,66+ 7,55®
INT 322+ 1,15 23,31 +3,02° 8,37 £0,62° 16,07 +5,76°

Hodnoty v tabulke s vyjadrené ako priemer = SEM. Statistickd vyznamnost' je uréena roznymi znakmi v
hornom indexe, kde p<0,05 (a,b). Udaje, medzi ktorymi nie je $tatisticka vyznamnost’ st vyjadrené rovnakymi
znakmi. GROa. — rastovo regulovany onkogén alfa; MCP-1 — monocytovy chemoatraktantovy protein 1; MCP-3
— monocytovy chemoatraktantovy protein 3.

Bacteroides thetaiotaomicron, ktory patri do rodu Bacteroides, méze prispiet k patogenéze
I'udskej IBD a aj experimentalnej kolitide indukovanej na mySiach (Hansen a kol., 2012). Vo
fekalnej vzorke sme po liecbe FMT pozorovali vyrazne znizené hladiny tejto baktérie oproti
nelie¢enej skupine DSS. B. vulgatus a rovnako B. uniformis sa vyskytuje u zdravych pacientov vo
zvysenej miere. Hodnoty B. vulgatus st vyznamne znizené u pacientov s aktivnou kolitidou. B.
vulgatus moéze tiez chranit’ pred kolitidou spojenou s vyskytom Escherichia coli (Noor a kol.,
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2010). Tieto zistenia potvrdzuje aj nasa stadia, ktora preukazala zvysené hladiny B. vulgatus a B.
uniformis po lie¢be FMT.

Hl oss [ rvr 95% interval spolahlivosti

)
Bacteroides_thetaiotaomicron r i ?_._1 0.025

Bacteroides_vulgatus I—O—i i 0014
] g
7 Ry
: 8
Bacteroides_uniformis o: 0.007 =
Bactercides_coprocola_DSM_17136 b I—O—| . 0.017
\ ) . ) ) . ,
1] 0.06 -0.06 -0.03 0 0.03 0.06
priemer rozdiel medzi skupinami

Obr. 1. Signifikantné rozdiely v zastipeni vybranych bakteridlnych druhov vo vzorkdch trusu potkanov v deii
ukoncenia experimentu (T-test). DSS — kolitida vyvoland dextran sulfitom sodnym; FMT — kolitida vyvolana
dextrdan sulfatom sodnym a lieCena FMT

Nase vysledky demonstruju, ze FMT je schopna zlepsit' celkovy zdravotny stav zvierat a
pozitivne ovplyvnit’ ¢revny imunitny systém, ¢im predstavuje sl'ubny terapeuticky pristup v
lie¢be aktivnej UK. Studia potvrdzuje vhodnost tohto modelu nielen pre $tadium ulcerdznej
kolitidy, ale aj pre vyskum dysbiotickych stavov a navratenia normobidzy. AvSak na
pochopenie vsetkych Géinkov FMT je nevyhnutné uskutoénit’ viac in vivo experimentov pre
objasnenie kI'u¢ovych mechanizmov, ktorymi FMT pozitivne vplyva na priebeh ochorenia.

Prdaca bola podporend projektom APVV-16-0176. Experiment bol schvileny Statnou veterindrnou a
potravinovou spravou SR (¢. schvalenia: R0-1222-3/2020-220).
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VPLYV MIKROVLNNEHO ZIARENIA NA STRUKTURU A ULTRASTRUKTURU
SEMENNIKOV PRENATALNE OZAROVANYCH POTKANOV

Andraskova S., Almasiova V., Holovska K.
Katedra morfologickych disciplin, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Radiofrekvencné ziarenie (100 kHz - 300 GHz) je sucastou elektromagnetického spektra a
hoci je klasifikované ako ‘‘neionizujiice’’ Ziarenie, pocetné vyskumy poukazuji na mnohé s
nim spojené zdravotné rizikd. Cielom naSej experimentilnej prace bolo sledovat
morfologické zmeny tkaniva semennikov peripubertdlnych potkanov po ich prenatélnej
expozicii neionizujucim mikrovlnnym ziarenim. Gravidné samice potkanov boli celotelovo
vystavené pulznému mikrovinnému Zziareniu s frekvenciou 2.45 GHz a vykonovou hustotou
2.8 mW/cm? dve hodiny denne pocas celej dizky gravidity. V tejto $tadii sme nasledne pouzili
samcie potomstvo potkanov vo veku 5 tyzdnov. Vzorky tkaniva semennikov kontrolnych a
experimentalnych zvierat boli spracované pre svetelnu a transmisnt elektronova mikroskopiu
a nasledne podrobené histopatologickému vySetreniu a morfometrickej analyze vybranych
parametrov. Vysledky preukézali nepriaznivy ucinok mikrovinného Zziarenia na testikularny
vyvoj, ktory sa prejavil zmenami v Struktire a ultrastruktire semennikov v skupine "in utero”
exponovanych potkanov.

UvOoD

Prudky narast pouzivania bezdrotovych technolégii a zariadeni v sucasnej modernej dobe
vyvolava obavy z moznych zdravotnych rizik. Tie su spdjané hlavne s dlhodobou expoziciou
neionizujucemu elektromagnetickému ziareniu, ktoré je v poslednej dobe predmetom zaujmu
mnohych vedeckych S§tidii. Osobitnou, doposial maélo Studovanou kategoériou je vplyv
mikrovinného ziarenia na vyvijajuce sa plody a novorodencov. Prenatidlne obdobie je z
dovodu rychlej proliferdcie a diferenciacie tkaniv povazované za extrémne citlivé na mnohé
environmentalne faktory (Dietert a Piepenbrink, 2008). Vd’aka svojej organizacnej zlozitosti
je vyvoj samcich reprodukénych orgdnov obzvlast nachylny na poskodenie vyvolané
neionizujiicim ziarenim (Hanci a kol., 2013). Rozsiahle-elektromagnetické znecistenie tak
modze mat’ ur€ity sivis s narastajucimi pripadmi ¢iastocnej alebo uplnej infertility u muzov v
reprodukénom veku (Agarwal a kol., 2008; Deepinder a kol., 2007). V naSej praci sme na
celularnej a subcelularnej urovni Studovali morfologicky obraz tkaniva semennikov u 5-
tyzdiiovych samcov potkanov vystavenych pulznému mikrovinnému Ziareniu v priebehu ich
celého intrauterinného vyvoja.

MATERIAL A METODIKA

Gravidné samice potkanov (Wistar albino) boli rozdelené do dvoch skupin. Experimentalnu
skupinu sme vystavili mikrovinnému pulznému ziareniu s frekvenciou 2,45 GHz as
priemernou vykonovou hustotou 2,8 mW/cm? dve hodiny denne pocas celej dizky gravidity.
Kontrolné gravidné samice sme drzali za rovnakych podmienok v klietkach s vol'nym
pohybom, pristupom k vode a potrave, avSak bez aplikacie Ziarenia. Po narodeni sme
potomstvo samcieho pohlavia nechali prezivat 5 tyzdnov. Po usmrteni boli odobraté vzorky
tkaniva semennikov experimentalnym potkanom (EXP; n=6) ako aj potkanom v kontrolnej
skupine (KO; n= 6). Pre ucely svetelnej mikroskopie boli vzorky (0,5 cm®) fixované v mDF
médiu (Modified Davison’s fluid médium) a zaliate do paraplastu. Nasledne z nich boli
zhotovené cca 5 um hrubé rezy a ofarbené hematoxilin — eozinom (H&E). Histopatologické
zmeny boli vyhodnotené a zdokumentované svetelnym mikroskopom Zeiss Axio Lab Al s
digitdlnym zariadenim Axio Cam ICc 5. Morfometrické parametre ako su priemer
semenotvornych kanalikov, vyska semenotvorného epitelu a plocha intersticia boli Statisticky
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vyhodnotené pomocou parového t-testu a data boli vyjadrené ako priemer £SD. Pre ucely
transmisnej elektronovej mikroskopie boli odobraté vzorky semennika (1 mm?®) fixované v
3% glutaraldehyde a postfixované 1% OsO4. Nasledne boli odvodnené v acetone a zaliate do
Durkupanu. Ultratenké rezy boli kontrastované a zdokumentované pomocou elektronového
mikroskopu Tesla BS 500.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V kontrolnej skupine potkanov bola Struktira a ultrastruktara tkaniva semennikov zachovana
a charakteristickd pre peripubertalne obdobie. S nastupom spermatogenézy dochadzalo k
narastu vysSky semenotvorného epitelu a zvacSovaniu priemeru semenotvornych kanalikov.
Podlhovasté spermatidy v tomto Stadiu vyvoja semennikov boli pritomné len ojedinele (Obr.
1A). V experimentalnej skupine bol tvar semennikov nepravidelny a v ich limene boli ¢asto
pritomné masy odlupnutych nezrelych foriem zarodo¢nych buniek. V semenotvornom epiteli
bolo mozné pozorovat vyrazné sektorové straty zdrodocnych buniek a ojedinely vyskyt
gigantickych mnohojadrovych buniek. Plocha intersticidlneho viziva bola v porovnani s
kontrolnou skupinou zvierat vyrazne zviac¢Sena (Obr. 1B). Intersticidlne Leydigove bunky mali
na urovni svetelnej mikroskopie relativne zachovant Strukturu. Morfometrickd analyza v
skupine exponovanych zvierat odhalila zmenSeny priemer semenotvornych kanalikov
(p<0,05); signifikantne zniZzenu vysku semenotvorného epitelu (p<0,01), a vyrazné rozsirenie
plochy intersticia (p<0,01) v porovnani s kontrolnou skupinou potkanov (Obr. 1C). Na trovni
elektronovej mikroskopie vykazovala bazdlna membriana semenotvornych kanalikov
experimentalnych zvierat na niektorych miestach nepravidelnosti a pritomnost’ prazdnych
elektronlucentnych priestorov. V rdmci medzibunkovych spojeni boli medzi podpornymi
Sertoliho bunkami a zarodo¢nymi bunkami pozorované preruSenia a prazdne priestory.
Cytoplazma Sertoliho buniek casto obsahovala elektronlucentné vakuoly rdznej velkosti,
zvySeny pocet lyzozémov a poskodenych mitochondrii. Vsetky §tadia zadrodo¢nych buniek
semenotvorného epitelu vykazovali vakuolizovanu cytoplazmu a poSkodené organely.
Mnozstvo zarodo¢nych buniek s vyraznou elektondenznou cytoplazmou, kondenzovanym
jadrovym chromatinom a rozpadnutymi organelami bolo pocetnejSie v experimentélnej
skupine. Intersticialne Leydigove bunky mali relativne zachovany tvar a Strukturu jadra, avsak
cytoplazma obsahovala okrem zvySeného poctu elektronlucentnych vakuol a tukovych
kvapdcok niZsie zastipenie mitochondrii a agranulovaného endoplazmatického retikula.

I [
[ I i *%

Ko ‘ EXP | KO ‘ EXP | KO ‘ EXP

Priemer Vyska epitelu |Plocha intersticia

Obr.1. Priecny rez nepoSkodenymi semenotvornymi kandlikmi zdravého 5 tyZdiiového potkana (A). (B)
Semennik potkana prenatdlne vystaveného mikrovinnému Ziareniu s odlupnutymi zdarodocénymi bunkami (x) a
vyrazne rozSirenym intersticiom (*); 200x, H&E. (C) Porovnanie vybranych testikularnych parametrov v
kontrolnej (KO) a v experimentdlnej skupine potkanov (EXP). Data sii vyjadrené ako priemer = SD; *p<0.05,
**p<0.01

Radiofrekvencéné elektromagnetické Ziarenie emitované z dnes vel'mi popularnych
bezdrotovych zariadeni zostdva znepokojujucou castou elektromagnetického spektra v
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doésledku ich kazdodenného pouzivania. Mnohé z nich pracuji na frekvencii 2,45 GHz a st
pouzivané coraz mladSou Cast'ou populdcie. Neionizujlice ziarenie v zavislosti od fyzikalnych
vlastnosti ovplyviiuje rozne bunkové procesy ako je syntéza proteinov a transkripcia DNA
(Del Re a kol., 2019), transport i6nov cez cytoplazmaticki membranu a jej permeabilitu
(Lange, 2000), zmeny v organizacii cytoskeletu (Glade a Tabony, 2005), ako aj zvySenu
produkciu vol'nych radikalov a ich naslednu dlhodobu perzistenciu v tkanivach, o moze viest’
k oxidacnému stresu (Yurekli a kol., 2006), Tuto Studiu sme vykonali s cielom vyhodnotit
ucinky kazdodennej 2-hodinovej intrauterinnej expozicie pulznym mikrovlnnym ziarenim na
tkanivo semennikov peripubertalnych potkanov. Nami pozorované morfologické zmeny v
semennikoch potkanov potvrdzuji, Ze tento typ ziarenia vplyva na jedinca nepriaznivo uz
pocas jeho vnutromaternicového vyvinu a moze negativne ovplyvnit' vyvoj reprodukéného
systému. Toto mdze mat’ za nésledok narusenie nastupu prvej viny spermatogenézy a ohrozit’
normalnu reprodukcénu schopnost’ samcov v postnatalnom obdobi. V dnesnej technologicky
vyspelej dobe nie je mozné uplne eliminovat’ vplyvy tohto typu Ziarenia, avSak z dlhodobého
hl'adiska je nevyhnutné si uvedomit’ s nim spajané zdravotné rizikd a podla moznosti
obmedzit’ pouzivanie tychto zariadeni a technoldgii na ¢o najniz§iu moznu mieru.

Experiment bol uskuto¢neny na Neurobiologickom ustave, BMC, SAV v KoSiciach. Pri
manipulacii so zvieratami boli dodrzané vsetky zéasady etiky podl'a pravidiel Komisie na
ochranu zvierat pri NbU SAV ako aj Statnej veterinarnej spravy SR (Ro. 2246/18-221/3).

Praca bola podporena grantovym projektom VEGA ¢. 1/0060/18.
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MULTIFUNKCNE RNA-DNA NANOCASTICE V PERSONALIZOVANEJ
ONKOTERAPII
’ Bila D., Panigaj M.
Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedecka fakulta, UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Ciel'om predkladanej prace bola syntéza imunostimulaénej RNA (aptamér C19) a testovanie
schopnosti reasociacie RNA-DNA hybridnej nanocastice v in vitro podmienkach. Syntéza
RNA aptaméra CI9 pozostavala z amplifikacie DNA templatu pomocou PCR reakcie
anaslednej in vitro transkripcie s pouzitim T7 RNA polymerazy. Kvalita a kvantita
DNA/RNA produktov bola overena pomocou agardézovej a denaturaénej elektroforézy. Pre
testovanie schopnosti reasociacie RNA-DNA hybridnej nanocastice boli jednotlivé zlozky
(aptamér, siRNA, DNA vldkna a protektor) zostavené v ekvimolarnom pomere a nasledne
inkubované pri 37 °C. Pre vizualizaciu aktivity RNA-DNA nanocastice bola pouzita nativna
elektroforéza. Na zaklade vysledkov bolo mozné pozorovat, ze za pritomnosti protektora k
reasociacii nanocastice nedochddza. Reasocidcia nanocastice nebola detegovand ani bez
pritomnosti protektora a to pravdepodobne kvoli aptaméru, ktory ostava naviazany na ssDNA.
Z tohto dévodu je nutna optimalizicia skladania nanocastice.

UvOoD

Neustaly pokrok v oblasti onkomedicinskeho vyskumu zlepsuje kvalitu diagnostiky a liecby
nadorovych ochoreni. Vyznamnym terapeutickym problémom nad’alej zostdva vysoka
heterogenita nadorov (El-Sayes a kol., 2021). Jednym z moznych terapeutickych pristupov je
pouzitie nukleovych kyselin. Unikatne vlastnosti nukleovych kyselin, akymi st vysoka
uroven biokompatibility a programovatelnosti, umoznuju tvorbu nanocastic pre priamu,
selektivnu a kombinovanu terapiu (Harrison a kol., 2018). Sucasny model je zaloZeny na
rozdeleni funkénych molekul medzi dve funkéne zavislé Struktury, pricom pre opétovné
zostavenie a uvolnenie funkénych molekl je potrebna iba ich vzajomna pritomnost’. Okrem
sucasnej pritomnosti a fyzickej interakcie pribuznych parov nie je k funkcnej aktivacii
potrebné ziadna ind molekula. Takato aktivacia nie je Specifickd a ¢asto vedie k neziadlicim
vedlaj§im ucinkom (Chandler, Afonin, 2019). Vys$Sou uroviiou regulacie je aktivacia
pomocou molekularneho sptstaca (Zakrevsky a kol., 2017). Cielom naSej prace je testovanie
takéhoto modelu funk¢nej aktivacie. Nasa nanocastica pozostava z dvoch funkéne na sebe
zavislych DNA-RNA hybridov (Hybrid 1 a Hybrid 2). St¢astou jedného z hybridnych parov
je komplementarne viazany DNA oligonukleotid tzv. protektor, ktory brani akejkol'vek
interakcii medzi hybridnymi parmi. K uvolneniu protektora by malo dochadzat iba v
pritomnosti Specifickej komplementarnej sekvencie, ktorda je sucastou sekvencie mRNA
asociovanej s nadorovym ochorenim. Po uvolneni protektora dojde k reasociacii nanocastice
a nasledne k odvinutiu hybridizovanych funkénych RNA. Pre tento model sme si za funkéné
molekuly zvolili imunostimulacni RNA a siRNA, ktoré sa zamerajii na odlisné molekuly s
cielom dosiahnut’ synergicky ucinok. Pouzitie pristupu uml€ania génov sprostredkovaného
siRNA umoziuje zasiahnutie génov, ktoré su dolezité pre rast a prezivanie nadorov (Bcl-2,
Axl, SMQG, survivin, Myc, STAT3). Stimulacia bunkovych receptorov rozpoznavajucich
nukleové kyseliny je jednou z novych stratégii, ktora vedie k indukcii vrodenej imunitnej
odpovede (lurescia, a kol., 2018). Pre nas$ experiment sme si zvolili ako ciel'ovy receptor
cytosolicky senzor RIG-I, ktory rozpoznava kratku dvojvlaknova RNA s tupymi koncami a
jednovlaknovia RNA s trifosfatom na 5'-konci. Po jeho aktivacii dochadza k spusteniu
kaskady signalnych drdh veducich k zvySenej expresii génov vyvolavajlcich imunitni
odpoved’ (Yoneyama a kol., 2004). Mnohé¢ §tidie poukazuju na potencial RIG-I receptora ako
vhodného terapeutického ciel'a. Bolo potvrdené, ze inhibiciou aktivity RIG-I dochadza k
zvySeniu rezistencie nddorovych buniek voc¢i radioterapii a mnohym chemoterapeutickym
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liekom (Staley a kol., 2016). Okrem toho, RIG-I signalizacia podporuje aktivaciu imunitnych
buniek zodpovednych za imunogénnu smrt nadorovych buniek (Ellermeier a kol., 2013).
Taktiez bola pozorovand zvySena uroven apoptéozy u nadorovych buniek spOsobena
aktivaciou RIG-I receptora (Wu akol., 2017). V naSom experimente sme si pre aktivaciu
RIG-I vybrali niekol’ko RNA iniciujacich RIG-I signalizaciu ato bud 5'-trifosfatom
nezavislym (aptamér C19) alebo zavislym spdsobom (5'ppp-dsRNA, SLR14). Uginnost’ tychto
RNA budeme testovat na modelovych bunkovych linidch a pre zostavenie hybridnej
nanocastice pouzijeme RNA s najlep§imi imunostimulaénymi vlastnostami.

MATERIAL A METODIKA

Pre pripravu RNA aptaméra CL9 bol pouzity DNA templat, ktory bol amplifikovany
pomocou PCR reakcie. Pri PCR boli pouzité primery obsahujuce Specificky promoétor pre T7
RNA polymerazu a Taq 2X Master Mix (NEB). PCR produkty boli vizualizované na
agarozovom 2% gély. Po precisteni PCR produktov pomocou NucleoSpin Gel and PCR
Clean-up Mini kit (Macherey-Nagel) bola prevedena in vitro transkripcia za pouzitia T7 RNA
polymerazy. Produkty in vitro transkripcie boli nanesené na denaturaény 8% gél a po
elektroforéze (200V/35min) s vyzitim UV shadowingu vyrezané z gélu. Po extrakcii
a naslednej precipitécii bola kvantita a kvalita RNA aptaméra overena pomocou denaturacnej
elektroforézy (200V/30min). Schopnost’ reasociacie RNA-DNA hybridnej nanocastice bola
testovana v in vitro podmienkach. Jednotlivé zlozky (aptamér C19, siRNA, DNA vldkna a
protektor) boli na zaklade ich koncentracie zmieSané v ekvimolarnom pomere a nasledne
inkubované pri 37°C (Afonin a kol., 2014). Pre vizualizaciu aktivity RNA-DNA nanocastic
bola pouzita nativna elektroforéza (200V/40min).

VYSLEDKY A DISKUSIA

RNA aptamér CL9 bol pripraveny in vitro transkripciou z DNA templatu amplifikovaného
pomocou PCR reakcie. Pre in vitro transkripciu bola pouzita T7 RNA polymeraza, ktora je
charakteristicka svojou $pecificitou pre promoétor a vysokou transkripénou aktivitou. Produkty
PCR boli vizualizované pomocou agardzovej elektroforézy. NaSim d’alSim cielom bolo
testovanie schopnosti reasociacie nanocastice in vitro. Jednotlivé komponenty hybridnej
nanocastice (DNA vladkno, aptamer, siRNA a protektor) boli zmieSané v ekvimolarnom
pomere a inkubované pri 37°C (Afonin a kol.,, 2014). Nasledne bola aktivita nanocastice
vizualizovana pomocou nativnej elektroforézy. Schopnost’ reasociacie RNA-DNA hybridnej
nanocastice bola detegovana na zaklade zmeny pozicie bandov v porovnanim s kontrolou.
Ako kontroly sluzili pozicie jednotlivych zloZiek nanocastice (ssDNA, samotny aptamér,
siRNA a dsDNA). Aktivita nanocastice bola monitorovana v pritomnosti protektora, kedy by
nemalo dochadzat’ k Ziadnej interakcii, ale aj bez pritomnosti protektora, kedy by malo dojst’
K reasociacii nanocastice za vzniku dsDNA a uvolnenia funkénych RNA. V pripade, ked’ bol
protektor pritomny, nebola detegovana reasociicia nanocastice. Reasociacia nanocastice vSak
nebola pozorovana ani bez pritomnosti protektora (Obr. 1). Z tohto dévodu sme sa rozhodli
otestovat’ vplyv roznych teplot ('ad, laboratorna teplota, 37°C) na reasocidciu nanocastic.
Vysledok nativnej elektroforézy ukéazal, Ze zmena teploty nemala vplyv na schopnost
reasociacie. Na druhej strane, na zaklade tohto vysledku bolo mozné pozorovat, ze
k reasociacii nanocastice nedochadza iba v pritomnosti aptamérového vlakna (Obr. 2A). Aby
sme potvrdili vplyv aptaméra na reasocidciu nanocastice, rozhodli sme sa pouzit RNazu H
Stiepiacu RNA v RNA-DNA hybridoch. Po pridani RNé4zy H sme detegovali iba pritomnost’
DNA vldken (Obr. 2B). Na zaklade vysledkov sme prisli k zaveru, ze dovodom preco
nedochadza k reasociacii nanocastice je pravdepodobne aptamér, ktory ostdva naviazany na
SSDNA. Z tohto dévodu bude potrebnd d’alSia optimalizacia skladania nanocastice. Okrem
toho bude naSim najbliz§im cielom aj testovanie schopnosti aptaméra Cl9 a d’alSich
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vybranych imunomodulaénych RNA (napr. 5'ppp-dsRNA, 3p-hpRNA, SLR14) aktivovat
RIG-I receptor.

Obr.1 Monitorovanie aktivity nanocastic in vitro (nativna elektroforéza)
1- ssSDNA; 2- aptamér; 3- SIRNA; 4- dsDNA; 5- ssDNA+ aptamér + ssRNA; 6- ssDNA+ aptamér + ssRNA + protektor; 7-
SSDNA; 8- sSSDNA + ssSRNA; 9- ssDNA+ aptamér + ssRNA + ssDNA + ssRNA, 10- ssDNA+ aptamér + ssRNA + protektor +
ssDNA + ssRNA

fad RT 37°C - [ad RT 37°C - RNaza H

Obr.2 Vplyv roznych teplot a RNdzy H na reasocidciu nanocastic (nativna elektroforéza)

A:Vplyv roznych teplot na reasocidciu nanocastic. 1 az 4 — ssDNA + ssRNA + ssDNA + ssRNA; 5 az 8- ssDNA+ aptamér +
SSRNA + ssSDNA + ssRNA;

B:Vplyv RNdzy H na reasocidciu nanocastic. 1- ssDNA + aptamér; 2- SSDNA + aptamér + ssRNA; 3- ssDNA + aptamér +
protektor; 4- ssDNA + aptamér ssRNA + protektor, 5- ssDNA + aptamér; 6- ssDNA + aptamér + ssRNA; 7- SSDNA +
aptamer + protektor, 8- ssDNA + aptamér ssRNA + protektor;

Tato prdaca bola podporend projektom VEGA 1/0869/21.

POUZITA LITERATURA

Afonin, K.A, et al. Multifunctional RNA nanoparticles. Nano Lett. 2014; 14, 5662-5671.

Ellermeier, J, et al. Therapeutic efficacy of bifunctional siRNA combining TGF-betal silencing with RIG-I
activation in pancreatic cancer. Cancer Res. 2013; 73, 1709-1720.

El-Sayes N, Vito A, Mossman K. Tumor Heterogeneity: A Great Barrier in the Age of Cancer Immunotherapy.
Cancers (Basel). 2021;13, 4:806.

Harrison EB, Azam SH, Pecot CV. Targeting Accessories to the Crime: Nanoparticle Nucleic Acid Delivery to
the Tumor Microenvironment. Front Pharmacol. 2018; 9:307.

Chandler M, Afonin KA. Smart-Responsive Nucleic Acid Nanoparticles (NANPs) with the Potential to
Modulate Immune Behavior. Nanomaterials (Basel). 2019; 9, 4:611.

lurescia S, Fioretti D, and Rinaldi M. Nucleic Acid Sensing Machinery: Targeting Innate Immune System for
Cancer Therapy. Recent Pat Anticancer Drug Discov. 2018; 13, 2-17.

Staley JP, Satoh T, et al. Cancer therapies activate RIG-I-like receptor pathway through endogenous non-coding
RNAs. Oncotarget. 2016; 7, 26496-26515.

Wu'Y, et al. The anticancer functions of RIG-I-like receptors, RIG-1 and MDADS, and their applications in cancer
therapy. Transl Res. 2017;190:51-60.

Yoneyama M, et al. The RNA helicase RIG-I has an essential function in double-stranded RNA-induced innate
antiviral responses. Nat Immunol. 2004;5 7:730-7

Zakrevsky P, et al. Preparation of a Conditional RNA Switch. Methods Mol Biol. 2017;1632:303-324.

18



ULOHA HYPERICINU V MODULACII REZISTENTNEHO FENOTYPU BOCNEJ
POPULACIE ZA HYPOXICKYCH PODMIENOK
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Fedorocko P.}
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ABSTRAKT

Nadorova hypoxia je spdjana so zvysenou rezistenciou a metastazovanim nadorovych buniek.
Odrazom rezistencie st SP bunky (z angl. side population) s nadmernou aktivitou ABC
transportnych proteinov, ktoré sa moézu prednostne akumulovat’ v hypoxickych oblastiach
atam nadobudat’ dalSie neziaduce vlastnosti. Prirodnd bioaktivna latka hypericin (HY)
redukuje velkost SP frakcie nadorovych buniek, a zaroven interaguje s klacovym
transkripnym faktorom hypoxie, HIF-1a. Ciel'om prace bolo zistit', ¢i HY dokaze eliminovat’
vyskyt a ovplyvnit’ vybrané vlastnosti SP buniek v hypoxii prostrednictvom degradacie HIF-
la. Nase vysledky z proteomickej analyzy preukdzali, Ze samotna hypoxia ovplyviiuje Siroké
spektrum proteinov nadorovych buniek, predovsetkym tych, ktoré st zapojené do prestavby
extracelularneho matrixu, no zarovenl znizuje vyskyt SP buniek. Redukcia zastipenia SP
populacie korelovala s poklesom hladiny BCRP, ktorti sme stanovili pomocou metddy
Western blot. Znizenie velkosti SP populacie v dosledku hypoxie sa eSte viac zvyraznilo
vplyvom HY, ¢o naznacuje, ze aplikdciou HY je mozné zvysit GCinnost’ chemoterapie
v hypoxickych nadoroch, a to prostrednictvom kompetitivnej inhibicie BCRP. Na druhej
strane, HY v hypoxii stimuloval migra¢nu aktivitu SP buniek, ¢o indikuje moznt selekciu
malej, no najviac agresivnej populacie nddorovych buniek.

UvOoD

Chemoterapeutikd dnes predstavuju zlaty Standard v lieCbe onkologickych pacientov.
Rezistencia nadorovych buniek vSak stile zostava zavaznou prekazkou v liecbe. Jednym
z mechanizmov chemorezistencie nadorovych buniek je zvyseny eflux lieciv sprostredkovany
proteinmi z rodiny ABC transportnych proteinov, predovsetkym P-gp, MRP1 a BCRP. Je
zname, ze prave BCRP je determinantom tzv. SP fenotypu. Populéacia SP buniek je obohatena
0 nadorové kmenové bunky a vyznacuje sa zvySenou rezistenciou.

V nadorovom tkanive hrd podstatnti Glohu pritomnost’ hypoxickych oblasti, ktora modze
takisto vyznamnym spdsobom prispievat’ k zlyhaniu onkoterapie. Hypoxia a s fiou spojena
akumuldcia transkripéného faktora HIF-la podla viacerych vyskumov vedie ku zvysenej
transkripcii génov kédujtcich P-gp a BCRP, a tym k zvySenému vyplavovaniu lieciv, ktoré st
ich substratmi. Hypoxia tieZ podporuje invazivne Sirenie nddorovych buniek a vznik metastéz.
Snaha zvratit’ negativny dopad hypoxie na rezistenciu, ale aj d’alSie vlastnosti nadorovych
buniek, najlepsie prostrednictvom prirodnych a pre zdravé bunky netoxickych latok, je tak aj
nad’alej aktualna.

Nasa predosla praca (Vargova a kol., 2018) sa venovala skimaniu u¢inku HY, sekundarneho
metabolitu T'ubovnika bodkovaného (Hypericum perforatum L.), na nadorové kmenové
bunky, kde sa preukdzalo, Ze HY je schopny reverzibilne znizit'" velkost” SP frakcie, a to
predpokladanou kompetitivnou inhibiciou BCRP. HY sa akumuluje prednostne v nadorovom
tkanive, pouziva sa pri fotodynamickej terapii a diagnostike (zhrnuté v Jendzelovska a kol.,
2016) a dokaze degradovat’ HIF-1a (Barliya a kol., 2011), ¢o ho predurcuje pre aplikaciu
Vv onkoterapii solidnych nadorov. Otazkou ostava, ¢i hypoxia ovplyviiuje akumulaciu HY
v nadorovych bunkach, nakolko je HY sam substratom BCRP (Jendzelovsky a kol., 2019)
a ¢1 HY bude vykazovat Ziaduce ucinky aj za hypoxickych podmienok.
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MATERIAL A METODIKA

Kultivacia buniek. V experimentoch boli pouzité bunkové linie A549 (adenokarcindm pluc),
HT-29 (kolorektalny adenokarcindém) a A2780 (ovarialny karcindm). Bunky boli Standardne
kultivované v inkubatore pri 37 °C, 5 % CO; a 95% vlhkosti v médiu RPMI-1640 doplnenom
0 10% fetalne hovidzie sérum (FBS) a antibiotika. Pre ucely nizSie popisanych experimentov
boli bunky po nasadeni kultivované 24 hodin v zariadeni s presne riadenou atmosférou (Coy
Laboratory Products), a to bud’ v hypoxickej komore pri 1 % O,, 5 % CO; a 37 °C alebo
v normoxickej komore pri 20 % O, 5 % CO, a 37 °C. K bunkam bol nasledne pridany HY
0 roznych koncentraciach (0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM a 5 uM), s ktorym boli bunky inkubované v
tme po dobu d’al$ich 16 hodin.

Intracelularna akumuldcia HY. Bunky kultivované v 6-jamkovych platniach boli zozbierané
trypsinom, prepldchnuté l'adovym PBS a centrifugované. Intracelularna akumuldcia HY
Vv bunkach bola analyzovana prietokovym cytometrom BD FACSCalibur a vyhodnotena
softvérom FlowJo ako mediadn fluorescencie HY v FL-2 kanéli (585/42 nm BP filter) po
excitacii modrym laserom (488 nm).

Western blot analyza. Bunky kultivované v Petriho miskéach boli zozbierané zoskrabanim na
l'ade, preplachnuté PBS a lyzované v lyza¢nom roztoku (100 mM Tris-HCI, pH 7,4; 1% SDS;
10% glycerol) doplnenom o proteazovy a fosfatizovy inhibitor. Bunkové lyzaty boli
sonikované a koncentrécia proteinov bola stanovena Lowryho metodou. Vzorky (kazdéa po 30
ug proteinov) boli separované na 8% SDS-polyakrylamidovom géli a prenesené na PVDF
membranu. Membrany boli po vyblokovani inkubované cez noc pri 4 °C s primarnymi
protilatkami: BCRP, HIF-1a, HIF-2a, P-gp, AhR a B-aktinom. Nasledne boli k membranam
pridané prislusné sekundéarne protilatky s naviazanou chrenovou peroxiddzou. Po premyti
membran bola reaktivita protilatok vizualizovana prostrednictvom chemiluminiscen¢ného
kitu. Denzitometria proteinov bola vyhodnotena softvérom ImageLab.

Side population analyza a fluorescenciou aktivované triedenie buniek (FACS). Analyza SP
populacie bola uskuto¢nena podla standardného protokolu s modifikaciami (Vargova a kol.,
2018). Bunky (1x10°ml) boli 90 mint inkubované s farbivom Hoechst33342 (5pug/ml) v SP
pufri (HBS, 2% FBS, 2 mM HEPES). Ako negativna kontrola bol pouzity inhibitor BCRP,
Ko143 (50 puM). Pred samotnym meranim, pripadne FACS triedenim pristrojom BD
FACSAriall SORP, bol ku kazdej vzorke pridany propidium jodid (1 pg/ml) pre oddelenie
miftvych buniek.

Migracia. Po FACS triedeni SP/nonSP buniek do 96-jamkovej platni¢ky (8000 buniek/jamku)
boli bunky inkubované niekol’ko dni kvoli adherencii. ,,Rana“ (scratch) bola vytvorena
v konfluentnej vrstve buniek v médiu s 1% FBS zariadenim WoundMaker™ a zatvaranie
,rany* bolo vyhodnocované automatizovanym softvérom pristroja IncuCyte.

Proteomicka analyza SP a nonSP buniek. SP a nonSP bunky kultivované v normoxii alebo
hypoxii boli triedené pomocou FACS (minimélne 200 000 buniek), preplachnuté a lyzované
v SDT pufti (4% SDS, 0.1% DTT v Tris/HCI, pH 7,6) a homogenizované 2 hod pri 95 °C.
Vzorky boli nasledne analyzované v spolupraci s Centradlnym laboratoriom Proteomiky,
CEITEC MU, Brno, CR. Peptidy boli analyzované pomocou hmotnostného spektrometra Q
Exactive HF-X s Ultimate 3000 RSLCnano systémom (Thermo Scientific). Data boli
vyhodnotené pomocou softvéra MaxQuant a Zoznam proteinov bol spracovany v analytickom
rozhrani KNIME.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vplyvom hypoxie, ako typickej ¢rty nddorového mikroprostredia, dochddza prostrednictvom
transkripéného faktora HIF-la k stimuldcii expresie ABC transportnych proteinov
a formovaniu rezistentnejSich nadorovych fenotypov. Viaceré syntetické inhibitory ABC
transportnych proteinov vykazuju toxické U€inky na zdravé bunky, a preto sa mnoho Studii
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snazi najst’ in€, prirodné inhibitory s menej Skodlivymi uc¢inkami na organizmus, ktoré by
zvysili efektivitu chemoterapie. Na zaklade tychto predpokladov, ale aj mnohych d’alSich, sa
HY javi ako sl'ubny modulator transportného proteinu BCRP.

Pri analyze intracelularneho obsahu HY sme nepozorovali vyrazné zmeny v akumulacii HY
v bunkach kultivovanych v hypoxii oproti ich naprotivkom v normoxii, avSak HY dokazal
znizit' velkost’ SP populéacie vo vSetkych troch bunkovych linidch s vyraznejSim efektom v
hypoxii. Vzajomné posobenie HY a hypoxie subezne viedlo k zniZzeniu hladiny BCRP
VvV ovplyvnenych bunkach. Nase vysledky tak naznacuj, ze HY by mohol inhibiciou BCRP
zvysit' intracelularnu akumulaciu takych chemoterapeutik, ktoré su substratmi BCRP
(napriklad mitoxantrén), a to aj v realnom mikroprostredi nadoru.

Prekvapivo, redukcia velkosti SP populacie bola pozorovana aj vplyvom samotnej hypoxie,
¢o korelovalo so znizenou hladinou BCRP. Moznym vysvetlenim je regulacia BCRP inym
transkripénym aktivatorom ako HIF-1a, napriklad receptorom pre aromatické uhlovodiky,
AhR (Francois akol.,, 2017). Sledovanim hladin tychto transkripénych faktorov sme
preukazali, ze v hypoxii narasta hladina HIF-1a aj HIF-2a, a naopak, znizuje sa hladina AhR.
Z literatiry je zname, ze v hypoxii moze dochédzat’ k inhibicii transkripcnej aktivity AhR
v dosledku kompeticie s HIF-1o. o ich spolo¢ného védzbového partnera ARNT (HIF-1p)
a nasledne k poklesu expresie cielovych génov AhR (Francois a kol., 2017). HY je navyse v
hypoxickych podmienkach schopny degradovat’ HIF-1a (Barliya a kol., 2011), ¢im by mohol
uvolnit’ podjednotku ARNT pre AhR. V nasej praci HY znizil hladinu HIF-1a, ale aj HIF-2a,
¢o dosial’ nebolo publikované v ziadnej vedeckej praci. Asociacia medzi HY a AhR aich
potencidlny vzajomny u¢inok na rezistentny, prip. agresivny fenotyp nadorovych buniek bude
predmetom nasho dalSieho vyskumu. Proteomickéd analyza tiez odhalila masivny dopad
posobenia hypoxie na nadorové bunky A549, ked’ doslo k signifikantnému zvySeniu hladin
proteinov asociovanych s bunkovym cyklom, metabolizmom a s prestavbou extracelularneho
matrixu, ktora podporuje metastazovanie. Na zdklade tychto vysledkov sme overili vplyv
hypoxie, HY aich vzijomnej kombinacie na migra¢né vlastnosti SP buniek. Hypoxia
preukazatel'ne stimulovala migraciu SP, ale aj nonSP buniek, pricom tento efekt bol dalej
posilneny pdsobenim HY .

Hoci HY v hypoxii preukazatel'ne zredukoval zastipenie SP populacie a zniZil hladinu BCRP
v nadorovych bunkach, zostdvajica SP populacia disponovala zvySenou migra¢nou
schopnost’ou, ¢o poukazuje na pleiotropné poésobenie prirodnych latok.

Tato Stidia vznikla za financnej podpory grantovych agentir VEGA 1/0022/19, VVGS-2020-1650 a EPIC-XS
(¢.p. 823839) financované programom Eurdpskej Unie Horizon 2020.
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ABSTRAKT

Fascioloza na zéklade klinického obrazu a produkénych strat patri k najzévaznejSim
pastevnym parazitozam hovédzieho dobytka. S prihliadnutim na opakovant reinfekciu je
druhov antihelmintik na vyluCovanie vajicok F. hepatica u prirodzene infikovaného
hovédzieho dobytka Standardizovanou sedimenta¢nou metédou a in vivo FECR testom (test
redukcie poctu vajicok v truse) na 21. deii po terapii. Experimentalne zvieratd (n=48) boli
rozdelené do 4 skupin podla druhu podaného antihelmintika: Kontrola/nelieCena skupina,
Skupina 1 — albendazol (ABZ) 7,5 mg/kg z.h. per 0s, Skupina 2 — ivermektin 10 mg/kg z.h.
(IVM) + klorsulon (100 mg/kg z. h.) subkutanne, Skupina 3 — levamizol hydrochlorid 30
mg/kg z.hm. + oxyklozanid 60 mg/kg z.hm. (LEV+OXY) per o0s. Na zaklade percentualnych
hodnét redukcie poctu vajicok v truse (%FECR) bola stanovend ucinnost ABZ (92%),
IVM+klorsulon (87,60%) a LEV+OXY (100%). Vysledky naSej $tadie potvrdzuji zniZenu
ucinnost ABZ alVM+klorsulon na vylucovanie vajicok F. hepatica u prirodzene
infikovaného hovidzieho dobytka, kym najefektivnejsia terapia bola stanovena pri kombinacii
LEV+OXY. Stadia dopiiia absentujuce tdaje o u¢innosti terapie pastevnej fasciolézy na
Slovensku.

UvoD

Fascioloza je celosvetovo rozSirené parazitarne ochorenie hospodarskych zvierat spdsobené
parazitmi Fasciola hepatica, ktoré su lokalizované v pecenovom parenchyme. V doésledku
priebehu vyvinového cyklu tohto parazita a klinického obrazu fascioldézy boli zaznamenané
vysoké ekonomické straty v ramci chovu hovddzieho dobytka (Schweizer a kol., 2005).
Kontrola a prevencia fasciolozy je zalozena na pouziti cielenej terapie so zameranim na
preruSenie vyvinového cyklu parazita a elimindciu vylucovania vajicok v truse (Sargison
a Scott, 2011). K najpouzivanej$§im antihelmintikdm s réznymi mechanizmami G¢inku na
jednotlivé vyvinové Stadia F. hepatica patria albendazol (ABZ), oxyklozanid (OXY) a
levamizol (LEV), ako aj klorsulon (Martinez-Valladares a kol., 2014; Novobilsky a kol.,
2016). Pri terapii fasciolozy je najvhodnejSie zvolit kombinaciu dvoch alebo viacerych
antihelmintik (Khan a kol., 2017). Na stanovenie uc¢innosti antiparazitarnych lieCiv je
pouzivany in Vvivo test na redukciu poctu vaji¢ok v truse (FECRT). Percento redukcie
(%FECR) zaznamenava pocet F. hepatica vaji¢ok v truse infikovanych zvierat pred a po
terapii (Coles a kol., 1992). Cielom naSej $tadie bolo porovnat’ wU¢inok kombinacii
antihelmintik IVM/klorsulon, LEV/oxyklozanid a ABZ s réznymi mechanizmami ucinku
pouzivanych na terapiu fascioldézy u prirodzene infikovaného hoviddzieho dobytka pomocou
in vivo FECRT.

MATERIAL A METODIKA

Do nasej stadie bolo zaradenych 48 kusov hovddzieho dobytka plemena Charollais (3 — 7
rokov, 400 — 900 kg) z farmy lokalizovanej v endemickej oblasti vyskytu fasciolozy na
severovychodnom Slovensku (Sulin) s poloextenzivnym spdsobom chovu, bez striedania
pastvy. Zvieratd zaradené do experimentu neboli lie¢ené 12 mesiacov pred zaciatkom néasho
vyskumu. Na zaklade pozitivneho nalezu F. hepatica boli zvierata rozdelené do 4 skupin po
12 kusov: nelie¢ena kontrolna skupina (Kontrola), Skupina 1 (ABZ), per os 7,5 mg/kg Z.h.
(Albendavet 10%", DIVASA-FARMAVIC S.A., Spanielsko, 1 ml/10 kg Z.h.), Skupina 2
(IVM+klorsulon), subkutanne s davkou ivermektinu 10 mg/kg Z.h. a klorsulonu 100 mg/kg Z.
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h. (lvomec Super®, MERIAL SAS, Franctzsko, 1 ml/50 kg . h.), Skupina 3 (LEV+OXY),
per os levamizol hydrochlorid 30 mg/kg z.h. a oxyklozanid 60 mg/kg z.h. (Interzan Gold
Oral®, Interchemie, Norsko, 2.5 ml/10 kg z.h.). Vzorky trusu boli odobrané per rectum
individualne v den podania terapie (D0), na 7. (D7) a 21. deni (D21) po podani terapie. Pocty
vajicok v truse (FEC) boli vySetrené modifikovanou sedimentacnou metdédou podl'a Graham-
Brown a kol., 2019. Na zéklade odporucani Asociacie pre pokrok vo veterindrnej medicine
(WAAVP) bola vyhodnotena G¢innost’ terapie (%FECR) pomocou in vivo FECRT podla
Coles a kol., 1992: %FECR = 100 - [(EPG pred terapiou / EPG po terapii) x 100]. Za
neucinnu terapiu si povazované hodnoty %FECR < 95%. Rozdiely v hodnotach FEC pred a
po terapii na den DO, D7 a D21 boli statisticky vyhodnotené pomocou neparového Student’s
t-testu (P < 0,01).

VYSLEDKY A DISKUSIA
Prehl'ad hodnot poc¢tu vajicok F. hepatica vyjadrenych priemerné FEC hodnotami pred a po
podani terapie kombinacii antihelmintik na defi DO, D7 a D21 je znazorneny v Tab. 1.

Tab. 1. Priemerné hodnoty poctu vaji¢ok F. hepatica v truse (FEC) vylii¢enych pred a po terapii u prirodzene
infikovaného hovidzieho dobytka

DO D7 D21
Kontrolna skupina
Pocet vajicok u pozitivnych 9/12 9/12 9/12
zvierat/pocet zvierat v skupine
Priemerné hodnoty FEC 64.11 42.22 61.89
Rozpitie FEC 10-187 5-160 11-226
Skupina 1 ABZ
Pocet vaji¢ok u pozitivnych 7/12 7112 4/12
zvierat/pocet zvierat v skupine
Priemerné hodnoty FEC 40.86 37.86 5.50
Rozpitie FEC 5-131 5-90 0-20
Group 2 IVM+klorsulon
Pocet vaji¢ok u pozitivnych 8/12 8/12 4/12
zvierat/pocet zvierat v skupine
Priemerné hodnoty FEC 66.50 57.50 7.75
Rozpitie FEC 30-192 20-165 0-25
Group 3 LEV+OXY
Pocet vajicok u pozitivnych 8/12 4/12 0/12
zvierat/pocet zvierat v skupine
Priemerné hodnoty FEC 43.13 10.25 00.00
Rozpitie FEC 10-80 0-25 00.00

Vysledky in vivo FECR testu u lieCenych skupin zvierat su zhrnuté v Tab. 2.

Tab. 2. Percento redukcie (%FECR) antihelmintik vyhodnotené pomocou in vivo FECR testu podl'a Coles
a kol. (1992) na 21. deii po terapii

Deft  po  podani FECR (%)

terapie

D21 ABZ IVM+klorsulon LEV+OXY
Skupina 1 Skupina 2 Skupina 3

Coles akol. (1992) | 92,00 87,60 100,00
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Porovnavanie uc¢inku antihelmintik na 21. deft od podania terapie je odpora¢an¢ WAAVP.
Tento Casovy interval je dostatony na eliminaciu dospelych a nezrelych vyvinovych §tadii,
ako aj vaji¢ok F. hepatica (Arafa a kol., 2015). Aj v nasej $tadii sme najvysSiu uc¢innost’ (100
%) zaznamenali pri kombindcii antihelmintik LEV+OXY na D21, podobne, ako autori Khan
a kol., 2017 a Shokier a kol., 2013. Na druhej strane, sme na D21 v ramci Skupiny 2 lieCenej
kombinaciou IVM + klorsulon detekovali najnizsi ucinok (87,60 %). Aj ked IVM nema
terapeuticky G¢inok na parazity F. hepatica, kombinacia IVM-+klorsulon je komer¢ne
dostupnad kvoli SirSiemu spektru pouzitia nielen proti trematdédom, ale aj nematodom
traviaceho traktu. Martinez-Valladares a kol., 2014 zaznamenali u¢inok klorsulonu na
vylucovanie vajicok F. hepatica 85,15 % (15. den) a 44,91 % (30. den) pouzitim FECRT.
Stanovené hodnoty koreluji s nedostatocnym tuc¢inkom klorsulonu v nasej $tadii. Znizeny
ucinok terapie bol pozorovany aj v pripade ABZ (92 %). ZniZena aktivita antihelmintik mohla
suvisiet” s nedostatoénym u¢inkom na nezrelé vyvinové Stadia F. hepatica (Arafa a kol.,
2015). Na liecbu fascioldézy u hoviddzieho dobytka st dostupné antitrematodika s r6znymi
mechanizmami u¢inku so selektivnym pdsobenim na jednotlivé vyvinové Stadia F. hepatica.
Je potrebné poznat’ farmakologicki povahu tychto lie¢iv a zvolit'’ kombinéacie antihelmintik
s obsahom dvoch alebo viacerych u¢innych latok s cielom potencovania ich ucinku.

Tato studia bola podporend projektom VEGA 2/0099/19 a APVV-18-0131.

POUZITA LITERATURA

Arafa WM, Shokeir KM, Khateib AM. Comparing an in vivo egg reduction test and in vitro egg hatching assay
for different anthelmintics against Fasciola species, in cattle. Veterinary Parasitology. 2015; 152-158.

Coles GC, et al. World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology (W.A.A.V.P.) methods for
the detection of anthelmintic resistance in nematodes of veterinary importance. Veterinary Parasitology.
1992; 44(1-2), 35-44.

Graham-Brown J, et al. Composite Fasciola hepatica faecal egg sedimentation test for cattle. Veterinary Record.
2019; 184(19), 589-589.

Khan MN, et al. Comparative efficacy of six anthelmintic treatments against natural infection of fasciola species
in sheep. Pak Vet J. 2017; 37(1), 65-68.

Martinez-Valladares M, Cordero-Pérez C, Rojo-Vazquez F. A. Efficacy of an anthelmintic combination in sheep
infected with Fasciola hepatica resistant to albendazole and clorsulon. Experimental parasitology. 2014;
136, 59-62.

Novobilsky A, et al. Assessment of flukicide efficacy against Fasciola hepatica in sheep in Sweden in the
absence of a standardised test. International Journal for Parasitology: Drugs and Drug Resistance. 2016;
141-147.

Sargison ND, Scott PR. Anthelmintic resistance: potential benefits of'over-diagnosis'. The Veterinary Record.
2011; 168(24), 646.

Shokier KM, Aboelhadid SM, Waleed MA. Efficacy of five anthelmintics against a natural Fasciola species
infection in cattle. Beni-Suef University Journal of Basic and Applied Sciences. 2013; 2(1), 41-45.

Schweizer G, Braun U, Deplazes P, Torgerson PR. Estimating the financial losses due to bovine fasciolosis in
Switzerland. Veterinary Record. 2005; 157(7), 188-193.

24
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ABSTRAKT

Alveolarna echinokoko6za (AE) spdsobena larvalnym Stddiom Echinococcus multilocularis
patri medzi najzavaznejSie parazitarne ochorenia prenosné zo zvierat na l'udi a je spojena
s vyznamnou modulaciou imunitnej odpovede hostitel'a. Ochorenie sa prejavuje tvorbou
cystickych utvarov na peceni alebo inych organoch. V experimente sme porovnavali vplyv
podania dialyzovatel'ného leukocytarneho extraktu (DLE) na vyvoj larvocysty a vybranych
imunologickych parametrov po intraperitonealnej, subkutdnnej a peroralnej aplikacii u mysi s
AE. V skupine mysi, kde bol DLE podavany peroralne, sme zaznamenali najvyssiu redukciu
vahy cyst. V skupindch kde bolo liecivo podané perordlne a subkutanne dochadzalo k
zvyseniu podielu lymfoidnych buniek v porovnani s infikovanymi nelie¢enymi zvieratami. Pri
sledovani jednotlivych subpopulacii buniek sme zistili narast CD3+ buniek u infikovanych
a intraperitonedlne a subkutanne lie€enych zvierat. LPS stimulované myeloidné bunky sleziny
z infikovanych mysi produkovali signifikantne vysSSie mnozstva NO oproti zdravym
zvieratdm a vyrazné potlacenie produkcie sme zaznamenali vo vSetkych troch skupindch
liecenych DLE. Pri stanoveni proliferacie konkanavalinom A stimulovanych T-lymfocytov
sme najvyssiu inhibiciu proliferacie zaznamenali v skupine so subkutannym podanim, opaény
trend bol pozorovany v skupine s intraperitonealnym podanim. Vysledky potvrdzuju, ze DLE
z hl'adiska moduldcie imunitnej odpovede pdsobi normalizacne a peroralna cesta aplikécie sa
javi ako najefektivnejsia.

UvOD

Stadium infekcii vyvolanych metacestddami rodom Echinococcus v  prirodzenych
medzihostiteloch alebo aberantnych hostitel'och je aktudlna problematika, kvoli zdvaznosti
ochorenia a komplikovanej liecbe. Cysty E. multilocularis, na rozdiel od cyst E. granulosus,
nie st ohranicené od okolitého tkaniva, ich rast je infiltrativny a pripomina malignu neoplaziu
(Vuitton a Gottstein, 2010). Patogénne larvocysty maji na organizmus medzihostitel'a
mechanicky, toxicky aj alergicky vplyv. Vysoka umrtnost’ je u nelieCenych a neskoro
diagnostikovanych pacientov, pricom liecba je nakladnd, a pozostava z chirurgického
odstranenia cyst a dlhodobej chemoterapie (Gottstein, 1992; Kern a kol., 2003). Dialyzat
homogenatu leukocytov (DLE) je frakcia bielych krviniek s nizkou molekulovou hmotnost'ou
do 12 kDa ziskanych od l'udi a zvierat (Arnaudov a Kostova 2010). Liek obsahuje biologicky
aktivne latky, schopné normalizovat’ Specificki bunkovli imunitu prijemcu (Krishnaveni
2013). U¢inné latky obsiahnuté v lieku ovplyviiuji proliferaciu a diferenciaciu roznych
druhov buniek t.j. dozrievanie do funkcie schopnych $tadii. Ide napr. o progenitory krvnych
buniek kostnej drene, kde pdsobia najmd na ich schopnost’ reagovat’ na rad cytokinov.
U réznych ochoreni pdsobia normalizaéne na T lymfocyty ana ich podskupiny CD4+T
pomocné a CD8+cytotoxické T-lymfocyty (Demeckova a kol., 2017). V naSej praci sme sa
zamerali na testovanie jednotlivych spdsobov aplikacie DLE s cielom porovnat’ G¢innost’ na
redukciu infekcie v stivislosti so zmenami vybranych markerov bunkovej imunity.

25



MATERIAL A METODIKA

Experiment bol vykonany na samcoch kmenia mysi BALB/c, ktoré boli rozdelené do Styroch
skupin: zdravé (neinfikované a nelieCené), infikované nelieCené, infikované a lieCené DLE
ato podanim per 0s, intraperitonealne, respektive subkutdnne. Infekcia bola vyvolana
intraperitonealnou inokulaciou 2000 prototskolexov E. multilocularis. DLE bol podavany 2
krat tyzdenne od zaciatku 2. mesiaca po infekcii v 9 davkach po 0,2 ml/mys. Pouzili sme
pripravok IMMODIN (IMUNA PHARM, a.s.). Po skonéeni terapie sa odobrala krv, v ktorej
sme stanovili pocet celkovych leukocytov pocitanim v Biirkerovej komorke pouzitim
Turkovho roztoku. Néasledne bola krv spracovana na prietokova cytometriu na stanovenie
podielu lymfocytov z leukocytov krvi. Fagocytarna aktivita krvnych leukocytov bola
stanovend pomocou komerc¢ne dostupného kitu prostrednictvom prietokovej cytometrie. Po
usmrteni, sme z peritonedlnej dutiny izolovali cysty a pecene a Gi€innost’ terapie sme stanovili
ich zvazenim. Boli izolované bunky sleziny (splenocyty) z ktorych cast’ sa pouzila na
fenotypicku analyzu podielu lymfoidnych a myeloidnych buniek prietokovou cytometriou.
Imunofenotypizacia lymfocytov bola vykonand metdodou priamej imunofluorescencie
pouzitim monoklonalnych protilatok voci povrchovym markerom lymfocytov CD3, B220,
CD4, CDS8. Zvysné splenocyty sme nasadili do kultivacnych flia§ a nechali adherovat’ 24 hod.
v termostate pri 37°C. Neadherentna frakcia obsahujica lymfocyty sa odobrala a pouzila na
stanovenie ich prolifera¢nej aktivity. Adherentné bunky boli odlepené, spocitané a nasadené
do 24 jamkovej platni¢ky a stimulované LPS 1pg/ml. Po 72 hodinach kultivacie sme stanovili
mnozstvo oxidu dusnatého (NO) pomocou Griessovho ¢inidla. Celkové bunkové proteiny
v tychto bunkach sme stanovili kolorimetricky pomocou Bradford c¢inidla. Proliferacia
splenocytov stimulovanych konkanavalinom A resp. LPS bola merand kolorimetrickou
metddou pomocou kitu Brdu Cell Proliferation ELISA Kit.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pri testovani roznych sposobov podania Immodinu na redukciu véhy cyst sme zaznamenali
kde priemerna hodnota bola 4,261 g. Najvyssia vaha cyst bola zaznamenana v skupine kde
lie¢ivo bolo podavané intraperitonealne (4,816 g). Stanovenim celkovych leukocytov v Krvi
sme zistili signifikantne nizsie hodnoty v skupine infikovanych neliec¢enych oproti zdravej
skupine. Pri stanoveni podielu lymfocytov v krvi prietokovou cytometriou nase vysledky
ukazali, Ze pocet lymfocytov z celkovej populacie leukocytov sa u infikovanych mysi znizil
na 32,27% v porovnani so zdravymi (66,96%) na ukor narastu myeloidnych buniek.
Pozorovana imunosupresia je hlavhym znakom infekcii cestddami a antigény vyluované E.
multilocularis spésobuju narast nezrelych myeloidnych buniek so supresorickymi
vlastnostami (Wang a Gottstein 2016). Imunosupresia stvisi aj s potlaCenim nadmerne;j
prozapalovej reakcie a zmierneniu imunopatologie. Dalej sme sledovali vplyv terapie na
zmeny Vv zastipeni lymfoidnych a myeloidnych buniek (v %) na systémovej trovni v
slezinach. Podiel lymfoidnych buniek bol signifikantne niz8i u infikovanych zvierat v
porovnani so zdravymi. Po podani DLE intraperitonealne ostal podiel lymfoidnych buniek
priblizne na urovni nelieCenych zvierat. Naopak, v skupindch kde bolo liecivo podané
peroralne a subkutanne dochadzalo k zvySeniu podielu lymfoidnych buniek v porovnani
s infikovanymi nelieCenymi zvieratami, ¢o poukazuje, Ze pripravok pravdepodobne znizil
infiltraciu slezin myeloidnymi bunkami, ¢o zrejme prispelo k posilneniu antiparazitickej
imunity. Pri sledovani jednotlivych subpopulacii buniek sme zistili, Ze dochadza k nérastu
percenta T lymfocytov (CD3+) u infikovanych nelieCenych zvierat oproti skupine zdravych.
V skupine s peroralne podanym lie¢ivom sme zaznamenali pokles CD3 buniek smerom
k normalizacii. Zistilo sa, Ze infekcia E. multilocularis indukuje narast supresorickych
lymfocytov s markerom Foxp3 s tolerogénnymi vlastnostami voci infekcii, ktoré produkuju
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hlavne IL-10 (Nono a kol., 2020). Predpokladame, Ze DLE ovplyvnil jednotlivé podtriedy T
lymfocytov, ¢o bude predmetom nasho d’alSieho Stidia. Zaroven sme zistili, ze infekcia je
sprevadzana poklesom percenta B lymfocytov v porovnani so zdravymi zvieratami. Pokles je
pravdepodobne spdsobeny diferencidciou tychto buniek na plazmocyty a nasledne zvysenou
protilatkovou odpoved’ou sprevadzajucou tieto ochorenia (Reyes a kol., 2007). Narast B-
lymfocytov sme pozorovali v skupine s peroralne podanym lie¢ivom. Zvysené percentudlne
zastipenie CD4+ T-pomocnych lymfocytov sme zaznamenali pri subkutinnom
a intraperitonedlnom podani lie¢iva v porovnani so skupinou infikovanych nelieCenych
zvierat. Zaznamenali sme rozdiely pri peroralnej a intraperitonedlnej aplikacii lieCiva, kde
podiel cytotoxickych lymfocytov CD8+ wuobidvoch skupin bol niz§i v porovnani
s infikovanymi nelieCenymi zvieratami. Zaznamenané rozdiely do urcitej miery korelovali
s velkostou cyst, ¢o poukazuje, ze DLE stimuluje antiparaziticku aktivitu viacerymi
imunologickymi mechanizmami. NO je vyznamna signalizatna molekula Thl typu imunity
produkovand hlavne monocytmi/makrofagmi apri vysSich koncentraciach prispieva
k imunopatologii a sepse. Zistili sme, ze LPS stimulované myeloidné bunky sleziny
z infikovanych mysi produkovali signifikantne vy$Sie mnozstva NO oproti zdravym
zvieratdm a vyrazné potlacenie produkcie sme zaznamenali vo vSetkych troch skupindch
liecenych DLE. Vysledky poukazali, ze DLE prispieva k normalizacii NO pri nadmernej
aktivacii LPS, ¢o bolo zistené aj inymi autormi in vitro (Franco-Molina akol., 2007).
Prolifera¢ny index sme stanovili pomocou inkorporacie jadrového markera BrdU. ZvySenie
proliferacie sa pozorovalo u infikovanych zvierat v porovnani so skupinou zdravych a
najvyssi proliferacny index T- lymfocytov sme zachytili po subkutannej aplikacii DLE.
Proliferacia B-lymfocytov bola inhibovana u infikovanych nelieCenych v porovnani so
zdravymi zvieratami. Vysledky fagocytarnej aktivity monocytov krvi ukazali, Ze infekcia ani
podéavanie lieCiva vyrazne neovplyviluje percento buniek schopnych fagocytarnej aktivity ale
vyrazne ovplyvnila index fagocytarnej aktivity (IFA), ktory bol zniZzeny u infikovanych
zvierat Vv porovnani so zdravymi. Najvy$si IFA sme zaznamenali pri intraperitonealnom
podani lieciva v porovnani s infikovanou nelie¢enou skupinou. Predpokladame, ze fagocytoza
krvnych monocytov sa priamo nepodiel'ala v komplexnej antiparazitickej imunitnej odpovedi
po aplikécii DLE, pretoze nekorelovala s redukciou cyst.

Projekt bol financovany z prostriedkov projektu APVV 17-1410.
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ABSTRAKT

Zneclistenie zivotného prostredia tazkymi kovmi predstavuje v sucasnosti celosvetovy
problém. V procese remedidcie sa Coraz CastejSie vyuzivaju biologické metddy, pricom
vhodnym organizmom su vd’aka svojim vlastnostiam baktérie rodu Streptomyces. Ciel'om
prace bola analyza diverzity streptomycét z réznych banskych oblasti vo vztahu kich
rezistencii voci tazkym kovom. Izolaty Streptomyces spp. vykazovali zvySenu rezistenciu
voci Zn a Pb. Pozorovala sa vyrazna fenotypova aj genotypova variabilita streptomycét medzi
lokalitami, ale aj v ramci jednej lokality. Fylogenetické analyzy naznacuju, ze dominantnymi
predstaviteImi streptomycét v prostrediach so zvySenym obsahom tazkych kovov st druhy z
okruhu S. pratensis, S. microflavus a S. globisporus.

uvoD

Kontaminacia kovmi v dosledku ich tazby, spracovania a naslednej likvidacie odpadu ma
celosvetovo negativny dopad na zivotné prostredie. Vzniknuté haldy a odpadové vody sa
vyznacuju vysokou koncentraciou toxickych tazkych kovov, ktoré sa odtial' dostavaji do
prostredia a hromadia sa v potravinovom retazci (Baz a kol., 2015). Prevladajucou skupinou
organizmov V takomto prostredi su prave aktinobaktérie (Hur akol., 2019), najmid rod
Streptomyces, ktory patri medzi vyznamnych producentov bioaktivnych latok ako su napr.
antibiotik4. Predpokladd sa, Ze mikroorganizmy z banskych prostredi vykazuji vlastnosti
vhodné pre ich bioremediaciu (Baz akol., 2015). Skimanie bakteridlnej diverzity kovmi
kontaminovanych prostredi je teda dolezité pre zistenie a nasledné vyuzitie autochtonnych
druhov na sanaciu znecistenia. Mnohé druhy streptomycét sa vyznacuju vysokou rezistenciou
a schopnost’ou sorpcie a akumuléacie kovov, ¢o mé potencidl pre sandciu kontaminovanych
oblasti (Alvarez a kol., 2012). V nasej praci sme sa zamerali na diverzitu izolatov z banskych
oblasti a ich rezistenciu vo¢i vybranym t'azkym kovom.

MATERIAL A METODIKA

Izolaty streptomycét sme ziskali zo vzoriek substratov odobranych v Slovinkach, Gelnici,
Hnusti a Tarnowskych Gorach (Cimermanova a kol., 2020; 2021). Rezistenciu izolatov voéi
Pb, Zn aNi sme stanovili urenim minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC) na
modifikovanom Duxbury médiu (Baz a kol., 2015) pri koncentraciach kovovych idnov 8 az
2000 mg/I pre Zn?*, Pb*" a 8 az 300 mg/l pre Ni**. Rast izolatov testovany v duplikatoch bol
porovnavany s kontrolou. Izolaty sme identifikovali na zaklade sekvencii génu pre 16S rRNA,
po izolacii DNA, PCR amplifikacii (Cimermanova akol.,, 2021) asekvenovani PCR
produktov (Eurofins Genomics, Nemecko). Sekvencie sme analyzovali pomocou BLAST
analyzy (https://blast.ncbi.nim.nih.gov) voci databaze NCBI a pre fylogenetické analyzy sme
pouzili program MEGA X (Kumar a kol., 2018).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Odberné miesta, odkaliska v Slovinkach a haldy v Gelnici, Hnusti a Tarnowskych Goérach
(Pol'sko), sa vyznacovali vysokym obsahom tazkych kovov, najmi olova a zinku. Celkovo
sme pracovali s28 izolatmi s morfologiou typickou pre streptomycéty. 27 izolatov sme
identifikovali na zéklade analyzy génu pre 16S rRNA ako druhy Streptomyces sp. a 1 izolat
bol zaradeny k rodu Crossiella. Z analyzy sekvencii sa ukazalo, Ze ziskané izolaty patria do 9
okruhov blizko pribuznych druhov oznacenych A — | (Obr. 1).
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MIC [mg/] Odberné

Okruh
Zn Pb Ni miesto
Hé 300 1000 8 G
S7 64 125 150 H
P18 50 300 100 PL
P A 650 500 64 PL
P10 650 500 100 PL
P6 650 500 100 PL
5 |[P4 650 500 100 PL
', 50 300 64 PL
P14 50 300 250 PL
P15 50 300 250 PL
%] stz B 300 1000 250 S
GS1 300 1000 300 G
o P2 950 200 100 PL
63{01 C 250 300 8 G
SLA 64 300 8 S
P3 1150 550 64 PL
& P5 D 1050 550 64 PL
100 |P8 1150 550 64 PL
p22 1050 550 64 PL
. 54 E—~pP21 1500 300 64 PL
Do ' 63| |_-P9 = 750 500 64 PL
100 -P24 850 500 64 PL
P7 1150 300 64 PL
P12 G 1150 300 100 PL
P17 1150 300 100 PL
1 H 100 300 100 G
100 g2 8 300 8 G

|—s2 100 250 100 H

Obr. 1 Fylogenetické vzt'ahy izoldtov Streptomyces spp. na zdklade porovnania sekvencii génu pre 16S rRNA,
okruhy (A — I). Minimdlne inhibicné koncentricie Zn**, Pb** a Ni** a odberné miesto (G — Gelnica, H —
Hnusta, PL — Pol'sko, S — Slovinky) st uvedené pri kazdom izolate. Fylogeneticky stromu bol skonsStruovany
metédou Neighbor-Joining, pomocou programu Mega X (Kumar a kol., 2018). Cisla pri vetveniach stromu su
bootstrap hodnoty po 500 opakovaniach.

Prvé tri okruhy (A, B a C), ktoré st najpocetnejsie (54% izolatov), sa nachadzali vo viacerych
lokalitdich a celkovo zahfnaju vSetky 4 odberné miesta. Okruh A pozostava z izolatov
fylogeneticky pribuznych S. pratensis, S. griseus, S. anulatus a S. cyaneofuscatus so 100%
sekvencnou identitou pre gén 16S rRNA. Izolaty z okruhu B s fylogeneticky pribuzné
druhom S. microflavus a S. fulvissimus, izolaty z okruhu C s druhmi S. rubiginosohelvolus, S.
parvus, S. pluricolorescens, S. badius, S. sindenensis a S. globisporus. Ostatné okruhy (D, E,
F, G, H a I) st Specifické pre jednu lokalitu. Izolaty z okruhu D boli blizko fylogeneticky
pribuzné s druhmi S. spororaveus, S. nojiriensis, S. avidinii, S. subrutilus a S. xanthophaeus
(identita sekvencii génu 16S rRNA vacsia ako 99%). Do okruhu E bol zaradeny izolat,
fylogeneticky pribuzny so S. phaeochromogenes. Okruh F pozostaval z dvoch izolatov
fylogeneticky pribuznych so S. narbonensis. Okruh G vykazoval so znamymi druhmi
streptomycét identitu nizSiu ako 99%, €o je hrani¢na hodnota pre druhovu identifikaciu na
zaklade 16S rRNA streptomycét (Mohammadipanah a kol., 2014), preto predpokladame, ze
ide o nové druhy fylogeneticky vzdialene pribuzné so S. flavofungini, S. violarus, S. arenae a
S. zinciresistens. Do okruhu H patriadva izolaty pribuzné so S. albidoflavus,
S.griseochromogenes, S. resistomycificus a S. coelicolor. Do okruhu 1 bol zaradeny izolat

29



Crossiella sp. Z prostredi kontaminovanych tazkymi kovmi bolo doteraz izolovanych viacero
druhov streptomycét (Cimermanova akol.,, 2021). Napr. Baz akol. (2015) izolovali
Z opustenych banskych lokalit v okoli MarakeSu streptomycéty rezistentné voc¢i kovom
véitane druhov pribuznych S. parvus, S. pluricolorescens a S. albidoflavus. Z pody v bani na
zinok a med’ v severozapadnej Cine Lin a kol. (2011) izolovali novy druh streptomycét S.
zincirestens.

Vsetky ziskané izolaty sa vyznacovali rezistenciou voci Pb, pricom maximalne hodnoty MIC
boli 1000 mg/l. Vysoka tolerancia u vsetkych izolatov zrejme suvisi s jeho vysokym obsahom
v odbernych lokalitaich a so skuto¢nostou, Ze olovo patri medzi najrozSirenejsie
kontaminanty. Vo¢i Zn vykazovalo rezistenciu 68% izolatov (rast pri c(Zn?) > 110 mg/l
(Duxbury, 1981)). NajtoxickejSim kovom bol nikel, ked’ rezistentné izolaty tvorili len 18 %
izolatov (rast pri ¢(Ni*") > 100 mg/I (Duxbury, 1981)). V porovnani s pracou autora Baz a kol.
(2015) sme ziskali izolaty s podobnymi hodnotami MIC pre Pb a s vy$§imi hodnotami MIC
pre Zn. Porovnanie MIC s d’alSou dostupnou literatirou je kvoli Sirokej $kale pouzivanych
médii naro¢né, pretoze zlozenie média znacne vplyva na biologickti dostupnost’ kovov pre
mikroorganizmy (Baz akol., 2015). Rezistentné izolaty sa povazuji za vhodné
bioremediatory, avSak v niektorych pripadoch mézu aj izolaty s nizkou rezistenciou
vykazovat’ pozoruhodnu adsorpciu kovov (Rho a kol., 2002).

Pozorovali sme rozdielne hodnoty MIC medzi lokalitami, ale aj v rdmci jednotlivych lokalit,
o potvrdzuje aj zistenie autorov Alvareza a kol. (2012), ktori poukézali na vznik rezistencie
na kovy v priebehu evolicie streptomycét nezavislymi réznymi mechanizmami.

Praca vznikla za podpory grantu VEGA 1/0779/21, VVGS-PF-2021-1766 a APVV SK-PL-18-0012.

POUZITA LITERATURA

Alvarez A, et al. Heavy Metal Resistant Strains Are Widespread along Streptomyces Phylogeny. Mol.
Phylogenet. 2013, 66, 1083-1088.

Baz SE, et al. Resistance to and Accumulation of Heavy Metals by Actinobacteria Isolated from Abandoned
Mining Areas. Sci. World J. 2015; 761834.

Cimermanova M, et al. Geneticka a morfologicka diverzita streptomycét z prostredia banskej haldy. Zbornik zo
seminara doktorandov venovaného pamiatke akademika Bod’'u 2020: 13-15.

Cimermanova M, Pristas P, Piknova M. Biodiversity of Actinomycetes from Heavy Metal Contaminated
Technosols. Microorganisms 2021, 9, 1635.

Duxbury T. Toxicity of Heavy Metals to Soil Bacteria. FEMS Microbiol. Lett. 1981:11, 217-220. Hur M, Park SJ.
Identification of Microbial Profiles in Heavy-Metal-Contaminated Soil from Full-Length 16S RRNA
Reads Sequenced by a PacBio System. Microorganisms 2019, 7, 357.

Kumar S, et al. MEGA X: Molecular Evolutionary Genetics Analysis across computing platforms. Molecular
Biology and Evolution. 2018; 35:1547-1549.

Lin YB, et al. Streptomyces Zinciresistens Sp. Nov., a Zinc-Resistant Actinomycete Isolated from Soil from a
Copper and Zinc Mine. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 2011, 61, 616-620.

Mohammadipanah F, et al. Streptomyces zagrosensis sp. nov., isolated from soil. Int J Syst Evol Microbiol.
2014; 64(Pt 10):3434-40.

Rho JY, Kim JH. Heavy Metal Biosorption and Its Significance to Metal Tolerance of Streptomycetes. J.
Microbiol. 2002, 40, 51-54.

30



STUDIUM TERAPEUTICKEHO EFEKTU MEZENCHYMALNYCH

BUNIEK NA NIEKTORE CHOROBNE PROCESY KOSTi A KLBOV
Domaniza M.}, Trbolova A.%, Hluchy M.}, Cizkova D.?
‘Klinika malych zvierat, UVLF, Kosice
Centrum experimentdlnej a klinickej regeneracnej mediciny, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Osteoartroza je degenerativne ochorenie kibov, charakterizované zapalom, chronickou
bolestou a krivanim. Osteoartdéza (OA) je najcastejsi dovod krivania u psov starSich ako 1
rok. Patogenéza osteoartrézy zahffia zmeny vo vetkych tkanivach v synovialnom kibe. Patria
sem zmeny v metabolizme a morfolégii kibovej chrupky, zmeny v metabolizme a architektiire
subchondralnej kosti, tvorba osteofytov a enteziofytov, synovidlny zéapal a fibroza.
Osteoartroza je degenerativne ochorenie kibov, charakterizované zapalom, chronickou
bolestou a krivanim. Tento stav je ireverzibilny a momentdlne konvencné metddy nie su
schopné zabezpecit’ regeneraciu poskodeného tkaniva. Kmenové mezenchymové bunky su
modernym postupom pri liecbe osteoartrézy vd’aka ich schopnosti sa diferencovat’ na rozne
bunkové linie a ich protizdpalovému ucinku. Cielom naSej Stadie je aplikovanie
mezenchymovych kmefiovych buniek na rozvijajiice sa degenerativne ochorenia kibov a
nasledné vyhodnotenie ich terapeutického Uc¢inku analyzou synovidlnej tekutiny, analyzou
pohybu, klinickym a rontgenologickym vysetrenim pacientov.

(Johnston a Tobias, 2018).

UvOD

Nesteroidné protizapalové lieCiva (NSAIDs) su stale hlavnym stavebnym kamenom terapie
miernej az silnej OA u psov. AvSak farmakokinetické vlastnosti NSAIDs vyZzaduju denné
alebo opakované davkovanie pocas dlhého obdobia, pricom ich neziadice u¢inky mozu
obmedzovat’ dlhodobé uzivanie (Walton a kol., 2014). Terapia mezenchymovymi kmeniovymi
bunkami (MSCs) vo veterinarnej medicine patri medzi inovativne terapeutické pristupy
(Bogers akol.,, 2018). Lie¢ba je charakterizovana vysokym terapeutickym indexom
s dlhodobym u¢inkom, napriek relativne kratkej Zivotnosti MSCs in vivo (van Buul a kol.,
2012). Mechanizmus G¢inku spociva v prechodnej interakcii s hostitel'skym mikroprostredim
vplyvom sekrécie Sirokého spektra molekul (cytokiny, rastové faktory, miRNA, lipidy a
mikrovezikuly).

MATERIAL A METODY
BUNKOVA TERAPIA

Kmenové bunky (MSCs) su telové progenitorne bunky z ktorych st derivované d’alSie bunky.
Momentalne $tadie poukazuju na to ze kmenoveé bunky su schopné regenerovat’ a hojit
poranené tkanivo, znizovat’ zépal, stimulovat’ krvné zésobovanie tkaniva na podporu hojenia,
vytvarat’ stavebny podklad pre hojace sa tkanivo, chranit’ bunky pred destrukciou a rozkladat’
jazvovité tkanivo (Wolfstadt akol., 2015). MSCs st multipotentné bunky s vysokou
obnovovacou kapacitou. Hoci sa ako zdroje na izolaciu MSCs najcastejSie pouzivaju kostna
dren (BM) a tukové tkanivo (AT), tieto kmenové bunky mozno ziskat zo vSetkych
postnatalnych tkaniv vratane kostrovych svalov, periostu (De Bari a kol., 2001) a synovialnej
membrany (De Bari a kol., 2003). Sti€asna dostupna bunkové terapia zahfiia derivaty krvnych
produktov, ako si autologne/alogénne kondiciované médium (ACS), autoloégny proteinovy
roztok (APS), plazma bohata na trombocyty (PRP) a taktiez produkty, ktoré obsahuja MSCs,
ako su napriklad aspirat kostnej drene (BMAC), kultivované kmenové bunky z tukového
tkaniva (AdMSCs) a kultivované bunky kostnej drene (BMSCs). Vsetky bunkové produkty su
multimodélne, obsahujuce mnoZzstvo rastovych faktorov a cytokinov. Kombinacia tychto
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faktorov spusta anabolicku, chemotaktickd, protizapalovi alebo imunitne sprostredkovana
odpoved’ (Bogers a kol., 2018).

VYSLEDKY A DISKUSIA
VYHODNOTENIE TERAPIE
KINETIKA A KINEMATIKA POHYBU

Analyza pohybu na vyhodnotenie normalneho a abnormélneho pohybu je vykondvana
pomocou pristrojov na vyhodnotenie kinetiky (sily ovplyviiujuce pohyb) a Kinematiky
(Casové a geometrické charakteristiky pohybu). Kinetickd analyza pohybu je vykonavana
vyuzitim platni zachytavajucich velkost” sily vyvinutej koncatinou na platiiu vo faze podpery
pocas chodze. Data relativne k faze kmitu nie su zaznamenavané a merané. Kinematicka
analyza je vykonavana sériou kamerovych systémov a reflexnych objektov umiestnenych na
psej kozi na $pecifickych anatomickych bodoch. Pocitacovy systém meria flexiu a extenziu
kibov pocas pohybu a ich ¢asové a vzdialenostné premenné psiecho pohybu pocas prechodu
testovacou plochou. Tato metéda nam poskytne informacie relativne k faze podpery a kmitu
pocas psej chodze (Anderson a kol., 1994).
APLIKOVANIE KONDICIOVANEHO MEDIA
Pretoze MSCs maju protizapalovy ucinok, akékol'vek stibezna liecba s NSAID, aj ked’ nie je
Gginna, skresluje vysledky terapie (van der Weegen akol., 2015). Studie vyuZivajuce
alogénne MSC v OA vseobecne pouzivaji bunky od jedného darcu (Hiroaki a kol., 2008).
MSCs kondiciované médium je substancia extrahovana z MSCs kultury obsahujica mnozstvo
cytokinov arastovych faktorov ako regenera¢né cinidlo. Skupine psov s artrotickymi
zmenami v kiboch bude v nasom protokole aplikované MSCs-CM vV intervale kazdych 10 dni
v prvom mesiaci. Pocas aplikécie st pacienti sedovani alebo v celkovej anestézii. Miesto na
aplikaciu je asepticky pripravené. Pacientom je po aplikovani MSCs-CM monitorovany
celkovy zdravotny stav ako aj miesta aplikacie (opuch, zapal, bolestivost’). Odber a néasledné
vysetrenia synovialnej tekutiny, ako aj d’alie vySetrenia kibu sii vykonané po uplynuti doby
minimalne jeden tyZdefi od aplikovania poslednej davky MSCs-CM.
ODBER SYNOVIALNEJ TEKUTINY
Pre vyhodnotenie UcCinku terapie je dolezité¢ analyzovat’ nielen pohyb pacienta ale aj vySetrit’
synovialnu tekutinu, v ktorej ziskame objektivne informacie o zapalovom procese v kibe.
Porovnanie koncentracie vybranych biomarkerov sa vykond pred apo zacati terapie.
Artrocentéza zahfiia vpich ihly do kibu a odsavanie kibovej tekutiny. Synovialna tekutina sa
moze podrobit’ kultivacii alebo cytologickému vySetreniu, vySetreniu obsahu bielkoviny,
hodnotenia viskozity a vysetreniu obsahu glukézy. Najéastejsie su ochorenia kibov spojené so
zvySenym mnozstvom synovialnej tekutiny a odber je jednoduchsie realizovatelny. (Decamp
a kol., 2016).
Pacient je polohovany koncatinou z ktorej bude odobrata synovialna tekutina Smerom nahor.
Pacienti sti sedovani alebo v celkovej anestézii. Koza na kibe bude asepticky pripravena na
sterilny odber. Synovialna tekutina je aspirovana do strieka¢ky s objemom 3 ml. VVzorka
synovialnej tekutiny je uskladnena pri teplote -80 °C az do vysetrenia (Allen a kol., 2012).
Analyza synovialnej tekutiny je vykonavana pred terapiou MSCs-CM ako aj na konci terapie.
Medzi markery ktoré budeme analyzovat’ zo synovidlnej tekutiny patria GM-CSF, IFN-y, IL-
6, IL-15, IL-10, MCP-1, TNF-o (Milliplex Canine Cytokine Magnetic Bead Panel, 96-Well
Plate Assay). Analyzu vykoname systémom Magpix System, Luminex Corporation.

Priama bunkova interakcia (cell-to cell) vedie K predizenym imunomodulaénym,
trofickym, anti-fibrotickym, anti-apoptitickym a protizapalovym t¢inkom (Saulnier a kol.,
2015), preto je ciel'om podrobnejsie skiumanie vysledkov experimentélnej liecby MSCs.
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BAKTERIOCINOVY POTENCIAL FEKALNYCH KMENOV ENTEROCOCCUS
MUNDTII Z KONI
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ABSTRAKT

Viaceri zéstupcovia rodu Enterococcus su v stcasnosti vyuzivani ako prospesné baktérie,
pretoze vykazuji antimikrobialne uc¢inky cez produkciu bakteriocinov. Tato Stadia bola
zamerana na detegovanie a testovanie inhibi¢nej aktivity substancii produkovanych kmenimi
Enterococcus mundtii izolovanych z trusu koni s cielom ich d’alSieho aplika¢ného vyuzitia.
Vyraznl inhibi¢nt aktivitu vykazovali bakteriocinové substancie produkované 4 kmenimi E.
mundtii, ked’ bola detegovana inhibicia rastu indikatorovych kmenov listérii, enterokokov, ¢i
stafylokokov.

UvOoD

Enterokoky (rod Enterococcus, kmefi/fylum Firmicutes) st Gram-pozitivne, fakultativne
anaerobne koky, nachéddzajuce sa v gastrointestindlnom trakte zvierat, ale aj l'udi. Su tiez
sucast’ou zivotného prostredia a boli izolované aj z rastlin ¢i potravin (Gilmore a kol., 2002).
Na jednej strane s enterokoky povazované za mikroorganizmy, ktoré mozu spdsobovat
ochorenia, avSak na druhej strane su to tiez baktérie, ktoré mdéZzu mat’ prospesné vlastnosti,
medzi ktoré patri napr. produkcia bakteriocinov (resp. enterocinov). Prostrednictvom tychto
latok dokaZu inhibovat’ rast inych baktérii vratane vyvolavajucich ochorenia. Vd’aka tomu s
viaceri zastupcovia rodu Enterococcus vyuzivani ako prospe$né baktérie (Laukova a Kkol.,
1993; Franz akol., 2007). NajcastejSie detegovanymi a podrobne Studovanymi druhmi st
Enterococcus faecium a E. faecalis. Druh E. mundtii patri do skupiny E. faecium, na zaklade
analyzy podobnosti génov 16S rRNA (Zhong a kol., 2017).

U kmenov druhu E. mundtii bol popisany inhibi¢ny G¢inok na rast zastupcov rodu Listeria
(Kawamoto akol., 2002; Ferreira a kol., 2007), ale popisany bol aj antiviroticky u¢inok
substancie produkovanej kmenom E. mundtii ST4V (izolovany zo soje, Todorov a kol.,
2005). Stale vSak nie je k dispozicii dostatok informacii o biologickej/inhibi¢nej aktivite
zastupcov E. mundtii, najmi kmenov izolovanych zo zvierat. Tato Studia je zamerana na
fekalne kmene E. mundtii z koni a testovanie ich bakteriocinovej aktivity s cielom mozného
vyuzitia v chove, ked’Zze o mikrobiote koni ako takej a schopnosti niektorych jej zastupcov
produkovat’ antimikrobidlne bakteriocinové substancie st len limitované informaécie.

MATERIAL A METODIKA

Kmene E. mundtii boli izolované ztrusu koni plemena Norik muransky odchovavanych
tradi¢énym sposobom. Spracovany bol trus (47 vzoriek) od 47 koni rozneho veku a pohlavia.
Vzorky boli spracované Standardnou mikrobiologickou metodou podla ISO s pouzitim M-
Enterococcus agaru (Difco™, USA). Odpichnuté boli viaceré koldnie z najvyssieho riedenia
danej vzorky, ktoré boli taxonomicky zaradené na zéklade analyzy MALDI-TOF
identifikacnym systémom (Bruker Daltonics, Billerica, Maryland, USA). Kmene boli
nasledne postipené sekvenacnej analyze, identifikované pomocou BLASTn analyzy. Boli aj
fenotypizované (BBL identifikacny kit, Cockeysville, USA). Inhibicnad (bakteriocinova)
aktivita kmenov E. mundtii bola najprv testovana kvalitativnou metodou podl'a Skalku a kol.
(1983) pri pouziti hlavného indikatorového kmena Enterococcus avium EAS (kmen z nasho
laboratoria). Inhibi¢né zony boli merané a vyjadrené v milimetroch (mm). Nasledne boli
pripravené supernatanty z kmenov E. mundtii po ich 18 h kultivacii v MRS bujone (Merck,
Nemecko) a centrifugacii (10 000 x g) 30 minat. Inhibi¢nd aktivita supernatantov bola
testovana kvantitativnou metddou tzv. agar spot testom (De Vuyst a kol., 1996) opat’ na
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indikatorovy kmenn E. avium EAS5. Inhibi¢na aktivita bola vyjadrena v Arbitrarnych
jednotkach na ml (AU/ml), ¢o zodpoveda najvysSiemu riedeniu substancie, ktora este spdsobi
inhibiciu rastu indikatorového kmena (AU/ml). Supernatanty boli nasledne 10 x zahustené s
pouzitim koncentratora - Concentrator Plus (Eppendorf) a opit’ bola testovand ich inhibi¢na
aktivita na indikatorovy kmen E. avium EAS vyjadrena v AU/ml. Ako indikatorové kmene
boli pouzité aj kmene Listeria monocytogenes (Univerzita v As, Norsko — LM(P) 7223,
LM(P) 6301 a LMB 320N.

Nasledne boli pripravené CciastoCne purifikované substancie tzv. precipitdty zo Styroch
kmenov E. mundtii vykazujucich inhibi¢nu aktivitu (EM DK-KD 38/1, EM DK-KD 34/2, EM
DK-KD 41/3 a EM DK-KD 40/2). Po ich 18 h kultivacii v MRS bujone (Merck, Nemecko) a
centrifugacii (10 000 x g) 30 minut boli tieto supernatanty precipitované siranom amonnym
pri laboratornej teplote po dobu 4 hodin (40% saturacia). Ziskané precipitaty boli
resuspendované v minimalnom objeme fosfatového pufru (10 mM, pH 6,5) a testované na
inhibi¢n aktivitu pouzijuc indikatorovy kmen E. avium EA5 a kmene listérii. Pre testovanie
bakteriocinovej (inhibi¢nej) aktivity precipitatov EM boli pouzité eSte aj kmene Escherichia
coli z trusu kacic (8), koni (10) a pstrosov (13), salmonely (4), kmene E. hirae z bazantov (7)
a pstrosov (15), enterokoky z trusu koni a z kozieho mlieka (9 a 1), enterokoky z trusu bobrov
(5), jelenov a stn (7), a kmene stafylokokov izolovanych z roznych zdrojov (ov¢i hrudkovy
syr, trus koni, srny, psa, ¢revo bobrov alebo ryb; pocet 61).

VYSLEDKY A DISKUSIA

MALDI-TOF identifik4cia, fenotypizécia ako aj BLASTn analyza (genotypizacia) preukazali
taxonomicku prislusnost’ 14 kmenov ku druhu Enterococcus mundtii. Pri kvalitativnej metode
testovania inhibic¢nej aktivity kmenov bol rast hlavného indikatorového kmena E. avium EA5
inhibovany dosahujic inhibi¢né zony o velkosti 7 az 10 mm. Pri kvantitativnej metdde bol
rast indikatorového kmena E. avium EA5 inhibovany supernatantmi 4 kmenov E. mundtii
EM DK-KD 38/1, EM DK-KD 34/2, EM DK-KD 41/3 a EM DK-KD 40/2 s inhibi¢nou
aktivitou 100 AU/ml. Pri testovani inhibi¢nej aktivity koncentratu bol najaktivnejsi koncentrat
kmenia E. mundtii DK-KD 34/2, ktory dosiahol inhibi¢nu aktivitu 800 AU/ml pri pouziti
indikatorového kmena E. avium EAS. Ostatné koncentraty dosiahli inhibi¢nu aktivitu 200 -
400 AU/ml. Precipitat kmetta EM DK-KD 41/3 ako jediny vykazoval inhibi¢nu aktivitu na
kmen E. avium EA5 (800 — 1600 AU/ml), zatial’ ¢o v ramci indikatorovych kmenov listérii,
precipitaity zo vSetkych Styroch kmeniov E. mundtii inhibovali len rast kmena L.
monocytogenes LM(P) 7223 pri inhibi¢nej aktivite 3200 az 12 800 AU/ml. Rast
indikatorovych kmenov E. coli a salmonel nebol inhibovany po oSetreni s precipitaitmi EM
DK-KD. Rast kmenov E. hirae z bazantov a pStrosov bol inhibovany vSetkymi precipitatmi
EM DK-KD s inhibicnou aktivitou 800 az 6400 AU/ml; podobne tak boli inhibované
enterokoky z trusu koni, vysokej zvere aj z kozieho mlieka. Inhibi¢na aktivita precipitatov
EM DK-KD bola otestovana aj na kmene stafylokokov zroznych zdrojov. Dosahovala
hodnotu 100-800 AU/mI. Kmene SA Os 2/1 (ov¢i hrudkovy syr), Staph. vitulinus K9PL/1,
Staph. capitis K2PL/1, Staph. succinus subsp. cohnii K15PL/3 (trus-kon), Staph. hominis
SHo052, Staph. xylosus SX 1SL1, Staph. hominis SHo 1512 (intestinalny trakt bobra), Staph.
aureus DARKY, Staph. arlettae SArl (trus-pes) boli inhibované vSetkymi precipitatmi
z kmenov E. mundtii (100 — 800 AU/ml). Mundticiny z kmenov izolovanych z trusu koni
popisané doposial’ neboli, preto st prezentované vysledky origindlnym prinosom do tejto
oblasti mikrobioldgie. Vyznamné je zistenie inhibi¢nej aktivity bakteriocinovej substancie zo
4 kmenov E. mundtii na rast klinickych kmenov listérii, ale i na enterokoky a stafylokoky
Z r6znych zdrojov. Podobné inhibi¢né spektrum bolo popisané u mundticinu QU2 z kmena E.
mundtii QU2 izolovaného zo Sdje (Zendo a kol. 2005). Mundticiny svojimi vlastnostami
zarad'ujeme medzi tzv. teplo-stabilné bakteriociny-enterociny, ktoré¢ sa vécsinou vyznacuju
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Sirokym inhibi¢nym spektrom ucinku (Laukova a kol. 1993, Franz a kol. 2007). Mundticiny
Vv tejto Stadii sice mali SirSie inhibi¢né spektrum, ale inhibovali len rast Gram-pozitivnych
baktérii (medzi také patri i druh E. mundtii) a neinhibovali rast Gram-negativnych salmonel
aE. coli. V testovani a studiu d’alsich vlastnosti pokracujeme. Avsak uz tieto preliminarne
vysledky poukazuju na sl'ubné aplikacné moznosti testovanych substancii napr. v chove koni.

Prdca bola podporena projektami VEGA 2/0005/21 a SK-PL (2019-2021).
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POROVNANIE DIAGNOSTICKEJ EFEKTiVNOSTI DVOCH ZOBRAZOVACICH
METOD PRI OCHORENIACH CHRBTICE
Fuchs J., Ledecky V., Kuricova M.

Klinika malych zvierat, Pracovisko chirurgie, ortopédie, rontgenologie a reprodukcie,
Univerzita veterindrskeho lekarstva a farmacie v KoSiciach

ABSTRAKT

V predlozenom prispevku sa venujeme vyhodnoteniu pouzitia a efektivity zobrazovacich
metéd pri neurologickych ochoreniach vychadzajacich z poskodenej miechy psov. S
neurologickymi ochoreniami sa stretdvame v dnesnej dobe pomerne ¢asto, jedna sa pri tom o
zivot ohrozujuce stavy nestice so sebou mnohokrat nepriazniva prognozu, ak nie su
manazované dostato¢ne rychlo a adekvatne. Najéastejsimi diagnézami st u naSich pacientov
ochorenia medzistavcovych platni¢iek a poranenia chrbtice a miechy externymi traumami.
Diagnostika ochoreni je zalozena na kompletnom klinickom a neurologickom vySetreni a
zobrazovace] diagnostike. Myelografia je dnes bezne pouzivanou rontgenologickou metodou,
prevazne kompresnych ochoreni miechy. Sofistikované diagnostické metody, ako magneticka
rezonancia (MRI) indikujeme v pripadoch multifokalnych 1ézii a vSetkych nekompresnych
ochoreni miechy.

UvOoD

Neurologické ochorenia patria v sucasnosti medzi najnaro¢nejsie klinické pripady vo
veterinarnej] medicine. V poslednom desatro¢i doSlo k zvySeniu dostupnosti novych
diagnostickych metod ako napr. magneticka rezonancia (MRI) a pokrok v moznostiach tejto
zobrazovacej metody vytvoril lepSie podmienky pre pochopenie zlozitych neurologickych
problémov a diagnostiku neurologickych pripadov (Platt a Olby 2012). Medzi najCastejSie
ochorenia chrbtice, ktoré mézeme pozorovat’ u psov, okrem fraktar a luxacii/subluxacii patria
atlantoaxialna nestabilita (AAN), ochorenie medzistavcovych platnic¢iek (IVDD), spondylosis
deformans/DISH, kaudalna cervikalna spondylomyelopatia (CSM) a vrodené anomalie
stavcov. Na zaklade stupna poskodenia a miesta patologie miechy pozorujeme rdzne klinické
priznaky, ako bolest’ pri dotyku postihnutej oblasti, abnormélny postoj, zmeny spravania,
strata funkcie koncatin (paréza alebo paralyza). Tieto klinické priznaky maju rozny stupein
zavaznosti a mozu vyrazne znizit kvalitu Zivota zvierata. Pomocou dokladného
neurologického vysetrenia, dostupnych zobrazovacich metdd a stanovenia rychlej a presnej
diagnozy mozno tieto ochorenia lie¢it a mnohé zvierata sa mozu uplne zotavit. Diagnostika
neurologickych ochoreni pozostava nielen zo zakladného Kklinického, neurologického a
laboratorneho vySetrenia, ale aj zo Specifickych metod, ako je rontgenologia (RTG),
pocitacova tomografia (CT), MRI, elektromyografia, biopsia svalov a nervov (Dewey a
Fossum 2019).

Myelografia je zobrazovacia metdda, ktora pozostava z aplikacie kontrastného média do
subarachnoidalneho priestoru okolo miechy na identifikaciu odchylok, ktoré mozu
poukazovat' na miesto 1ézie miechy. Myelografia sa podl'a miesta aplikacie rozdel'uje na
kranialnu (cisterna magna) a kaudalnu (lumbalnu L4/L5 alebo L5/L6). Pre vécsie plemena
psov sa kontrastna latka aplikuje do priestoru L5/L6 a pre kaudalne umiestnenie conus
medullaris u mensich psov priestor L6/L7 (Diaz 2005). Tato technika spociva v aplikacii
kontrastnej latky zaloZenej na baze jodu, ako je Iohexol alebo Iopamidol, ktord sa v
subarachnoiddlnom priestore zmieSava s mozgovomiechovym mokom a vizualizuje
patologické zmeny, ako napr. kompresiu alebo expanziu miechy. Indikacie pre pouZitie
myelografie zahfhaju suspektné lézie, ktoré nie st viditelrné na konvenénych
rontgenogramoch, zistenie pritomnosti multipocetnych 1€ézii, urCenie miesta a zavaznosti
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kompresie miechy, urcenie presnej neurolokalizécie, ako aj volba chirurgickych postupov
(Lewis 1991, Wisner 2004, Schwarz a Holloway 2016).

Magneticka rezonancia je diagnosticka metoda, ktorej zakladom je usporiadanie protonov v
tele pomocou silného magnetického pol'a, ktoré su nasledne vyradené z usporiadania
aplikovanim vysokofrekvencného pradu. Tieto protony generuju  svoj vlastny
radiofrekvencny signal, ktorého kinetika rozpadu je analyzovana pocitatom a pouzitd na
vytvorenie obrazu. Tato metoéda poskytuje vynikajice kontrastné rozliSenie mékkych tkaniv v
I'ubovolnej rovine, nevyzaduje pouzitie ionizujuceho ziarenia a je metdodou volby pri
diagnostike ochoreni zasahujiicich mozog, miechu, mozgomiechovy mok, extraduralny tuk,
medzistavcové platnicky ¢i periférne nervy (Olby a Thrall 2012, Kirberger 2016).

Vyhodou MRI je schopnost’ vizualizovat’ miechu bez vyuzitia kontrastnej latky priamo
vizualizdciou mozgovomiechového moku v subarachnoidalnom priestore, vd’aka comu sa
vyhneme invazivnej punkcii subarachnoiddlneho priestoru. V $tadidch porovnavajucich
myelografiu a MRI sa ukézalo, ze MRI je presnejSia pri predpovedani miesta, zavaznosti a
povahy kompresie miechy (Robertson a Thrall 2011). Nasim cielom bolo vyhodnotit’
uspes$nost’  ziskania diagnéz pomocou dvoch zobrazovacich metod — myelografie
a magnetickej rezonancie. Vysledky sme vyhodnotili pomocou deskriptivne;j Statistiky.

MATERIAL A METODIKA

Do prace boli zahrnuté vsetky pripady ochoreni chrbtice psov, ktoré boli diagnostikované na
Pracovisku chirurgie, ortopédie, rontgenologie a reprodukcie Kliniky malych zvierat,
Univerzity veterinarskeho lekarstva a farmacie v KoSiciach v obdobi od januara 2019 do
augusta 2021. Pacientov sme klinicky a neurologicky vysetrili a nasledne diagnostikovali
pomocou zobrazovacich metéd — rontgenologia a myelografia, v pripade indikacie
magnetickd rezonancia.

Do naSej Stadie sme zahrnuli 30 psov s kompletnymi diagnostickymi zdznamami. Psov,
U ktorych neboli zdznamy kompletné sme zo Studie vylucili. Zastipenie plemien bolo
nasledovné: 4x maltézsky psik, 4x yorkshirsky teriér, 4x francuzsky buldocek, 2x slovensky
kopov, 3x jazveCik, 2x nemecky ovéiak, 3x velky S$vajéiarsky sala$nicky pes, doberman,
pudel, lhasa apso, €ivava, anglicky kokerSpaniel a 3 krizence. Jednalo sa pri tom prevazne
0 samce v pomere 70:30(%) voci samiciam. Priemerny vek postihnutych psov bol 7,4 rokov +
2,77 (od 3 —do 13).

U 27 psov bola vykonand myelografia. Z 27 psov sme u 19 ziskali definitivnu diagnézu a tito
pacienti boli lieCeni nasledne chirurgickou dekompresiou. Magnetick rezonanciu celkovo
podstupilo 11 psov z 30, devdt z 27 psov po myelografii podstapilo MRI. Podl'a lokalizacie
sme segmenty miechy rozdelili do styroch oblasti: CI-C5 (cervikalna cast), C6-T2
(cervikotorakalna), T3-L3 (torakolumbarovd) a L4-S3 (lumbosakridlna) na zaklade
skutocnosti, Ze poskodenie segmentov miechy patriacich do kazdej z tychto oblasti dava
podobné klinické priznaky. Cervikalny segment bol postihnuty u 6 pacientov (20%), z toho
sme definitivnu diagnézu ziskali pomocou myelografie u 1 pacienta a u 5 pacientov bolo
potrebné vysetrenie MRI.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Cervikotorakélna oblast’ bola diagnostikovana u 2 pacientov (6,66%) pomocou myelografie a
MRI v pomere 1:1. Torakolumbarna oblast’” bola postihnuta u 20 psov (66,6%), kde sme
pomocou myelografie ziskali definitivnu diagnézu u 15 pacientov a u 5 bola indikované
vysetrenie MRI. Myelografické vySetrenie bolo u 2 psov (6,66%) dostacujuce pre vyslovenie
diagndzy postihnutej lumbosakralnej oblasti.
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Graf 1 Porovnanie efektivnosti zobrazovacich metod v zdavislosti od postihnutého segmentu
Poéty pacientov vySetrenych jednotlivymi zobrazovacimi metédami s 1éziami prislichajicimi jednotlivym segmentom.
C1-C5 — cervikalny segment, 6-Th2 — cervikotorakalny segment, Th3-L3 - torakelumbalny segment, L4-S3 -
lumbosakralny segment

m Myelografia m MRI

C1-C5 C6-Th2 Th3-L3 L4-S3

Zo ziskanych vysledkov vyplyva, Ze pri suspektnych 1éziach v cervikalnej a cervikotorakélne;j
oblasti mdze byt myelografia vyuzita, avSak nevykazuje dostatocnu efektivitu pre vyslovenie
definitivnej diagnozy. Pri torakolumbalnych 1éziach je myelografia hodnotnou zobrazovacou
metédou (zachytnost’ 50%) hlavne na pracoviskach, ktoré nedisponuju sofistikovanym
diagnostickym vybavenim. Je vSak potrebné podotknut’, Ze zistenie sa neda povazovat za
vSeobecné, pretoze v nasom pripade sa pri cervikdlnych 1éziach jednalo prevazne o
nekompresivne intramedularne lézie parenchymu miechy (ANNPE, GME, a 1i.)
diagnostikovatel'né len pomocou MRI.
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URCENIE VPLYVU KAROTICKEJ ENDARTEREKTOMIE NA NAVODENIE
ISCHEMICKEJ TOLERANCIE - DETEKCIA ZMIEN GENOVEJ EXPRESIE
Furman M.}, Magakova L.}, Némethova M.%, Virag M.?, Sihotsky V.2, Kopolovets I.2, Mucha R.!
"Neurobiologicky iistav Biomedicinskeho centra, SAV, Kosice
*Klinika cievnej chirurgie, Vychodoslovensky vistav srdcovych a cievaych choréb, Kosice

ABSTRAKT

Ischémia mozgu je zavazny stav vznikajuci redukciou krvného prietoku mozgovym tkanivom.
Toto akuatne poSkodenie patri celosvetovo k najcastejSim pri¢inam umrti ¢i invalidity.
Ischemicka tolerancia (IT) je neuroprotektivny fenomén schopny redukcie ischemického
poskodenia. Pre svoju komplexnost’ stale nie je znamy presny mechanizmus ucinku IT. IT je
mozné navodit’ aplikaciou roznych stresorov na subletdlnej Grovni, a to vratane ischémie
samotnej. Cielom tejto prace je objasnit’ vplyv karotickej endarterektomie na navodenie
ischemickej tolerancie. Uspe$nost navodenia IT sme detegovali na zaklade modifikéacie
génovej expresie TM4ASF1. TM4SF1 je Specifickym markerom ischémického poskodenia.
Reguluje vyvoj, rast, pohyblivost’ buniek, bunkovy cyklus a apoptéozu. Vd’aka rovnakej miere
expresie v krvi a mozgu je tiez korelacnym markerom medzi nimi. Pacientov podstupujucich
karoticku endarterektomiu sme rozdelili do skupin podla toho ¢i uz ischemickt cievnu
mozgovu prihodu prekonali, a ako davno. Krvné vzorky im boli odobraté pred
endarterektomiou a po nej. Z krvnych buniek sme izolovali RNA, reverznou transkripciou ju
prepisali do cDNA a t nasledne analyzovali pomocou kvantitativnej RT-PCR. Nase vysledky
potvrdili vplyv indukcie endarterektomie na navodenie ischemickej tolerancie, priCom
Statisticky najvyznamnejsi efekt bol pozorovany u pacientov po ischémii. Uvedené vysledky
mozu prispiet’ k detailnejSiemu objasneniu tychto mechanizmov na molekuldrnej trovni.
Predkladana praca je sucastou $irSiecho vyskumného projektu, ktory je zamerany na popisanie
mechanizmov kondicionovania na molekularno-proteomickej trovni.

UvoD

Cievna mozgova prihoda (CMP) sa definuje ako akutne poskodenie buniek v urcitej oblasti
mozgového tkaniva. Az 80% vsetkych pripadov CMP je ischemického typu. Ischémia vznika
ako nasledok nedokrvenia postihnutej oblasti mozgového tkaniva z ddévodu prekazky
blokujtcej prisun okyslicenej krvi k bunkam mozgu (Donnan a kol., 2008). Z molekularneho
pohladu pozostava ischémia z celého radu biochemickych kaskad, ktoré vedu az ku smrti
postihnutych buniek. Terapeutické postupy zamerané len na jeden mechanizmus z celkovej
komplexnej patofyziologickej odpovede sa doposial’ nepreukazali ako ucinné, a tak sa pri
liecbe ischémie pozornost’ obracia k vyuzitiu telu vlastnych endogénnych neuroprotektivnych
mechanizmov, akym je aj navodenie ischemickej tolerancie, pre ktort je charakteristicka
zvySend bunkova odolnost’ voc¢i ischemickému poSkodeniu. Molekularny mechanizmus
navodzujuci toleranciu vSak z dovodu vysokej miery komplexnosti a zlozitosti jednotlivych
drah stale nepatri k iplne prebadanym fenoménom. Doposial’ je zname, Ze pésobenim stimulu
indukujticeho toleranciu dochadza k vytvoreniu efektorovych molekul spésobujiicich zmeny
VvV génovej expresii, alebo posttranslacné upravy v uz existujicich proteinoch. Proces
navodenia tolerancie (kondicionovanie) je mozné previest pdsobenim réznych stimulov za
pouzitia viacerych kondiciona¢nych stratégii. Jednym z takychto toleranciu indukujicich
stimulov je aj aplikacia subletalneho ischemického ataku (Kirino, 2002; Gidday, 2006;
Lehotsky a kol., 2009; Koch a kol., 2014; Wang a kol., 2015). V tejto praci sme sa zamerali
na karotickt endarterektomiu (CEA), ako na chirurgicky zakrok spifiajiici kritérium jemného
ischemického ataku (pri endarterektomii sa karotida, zktorej ma byt odstraneny
arteroskeroticky plat, do¢asne uzavrie a mozog je tak zasobovany krvou len prostrednictvom
jednej karotidy) a jej vplyv na stimulaciu neuroprotektivnych kaskad s naslednym navodenim
ischemickej tolerancie (Howell, 2007). Tento vplyv sme detegovali na zéklade zmien
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Vv expresii génu TM4SF1. Ten okrem toho, ze plni funkciu regulatora rastu a vyvoja, ma vplyv
na pohyblivost’ buniek, bunkovy cyklus aapoptéozu, je tiez Specifickym markerom
ischemického poskodenia. Ked’ze miera jeho expresie je rovnakd v mozgu aj v krvi, je mozné
jeho vyuzitie ako korelacného markeru medzi krvou a mozgovym tkanivom (Ramsay a kol.,
2019). Cielom nasho experimentu bolo Studovat’ modifikaciu expresie ischemického markeru
(TM4SF1) u pacientov, ktori podstipili chirurgické odstranenie arterosklerotického platu
z karotidy (karotickti endarterektomiu).

MATERIAL A METODIKA

Pacientov podstupujucich chirurgicky zakrok karotickej endarterektomie sme rozdelili do
troch skupin podl'a toho, ¢i uz v minulosti prekonali ischemickit CMP a ak ano, ako dévno.
Asymptomaticka skupina (Asym) prekonala CMP v obdobi 6 aviac mesiacov pred CEA,
resp. neprekonala CMP vobec, Symptomatickd skupina (Sym) prekonala CMP 7 dni az 6
mesiacov pred CEA a Akutna skupina (Akut) prekonala CMP do 7 dni pred tymto zakrokom.
Kazdej skupine pacientov bola odobrana vzorka krvi pred karotickou endarterektomiou (Obr.
1; oznagené ako 1) a nasledne 48 hodin po nej (Obr. 1; ozna¢ené ako 3). Dalsiu samostatnu
skupinu tvorila negativna kontrola (NEGAT) so vzorkou krvi od zdravych l'udi.

Po odobrati krvnych vzoriek sme z krvnych buniek izolovali RNA. Procesom reverznej
transkripcie sme tato RNA prepisali do ¢cDNA s vyuzitim High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, USA). V programe Geneious (Biomatters, Ltd., New
Zealand) sme si nadizajnovali sekvencie forward a revers primerov pre nami zvoleny marker
ischemického poskodenia (TM4SF1) a pre housekeeping gén (18S). Pripravili sme reakéntu
zmes podla pokynov vyrobcu kitu (PowerUp SYBR Green Master Mix, Thermo Fisher
Scientific, USA). qRT-PCR bola vykonana s vyuzitim pristroja BioRad CFX96. Podmienky
reakcie boli: UDG aktivicia (50C 2 minuty) iniciacnd denaturdcia (95°C 2 minuty),
nasledovalo 60 cyklov (95C 15 sekind, 62°C 1 mintta). Namerané data sme nasledne
Statisticky analyzovali s vyuzitim Standardnych vzorcov pre vypocet smerodajnej odchylky
pri miere spol'ahlivosti 95% a Statistického vyznamu pomocou T-testu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Gén TMA4SF1, ktorého modifikaciu Urovne expresie poOsobenim endarterektomie sme
pozorovali, bol zvoleny kvdli jeho funkcii Specifického markera ischemického poskodenia.
Mieru jeho expresie (Obr. 1) oproti negativnej (NEGAT) kontrole sme pozorovali vo
vSetkych skupinach pred aj 48 hodin po CEA, priCom najvysSia urovenn expresie bola
zaznamenana u Sym-1 anajnizSia u Akut-3. TaktieZ sme pozorovali, Ze miera expresie
TMA4SF1 je vzdy vo vzorkach 48 hodin po CEA (3) niz$ia ako pred fiou (1). To plati pre
kazdu skupinu, priCom Statisticky najvyznamnejSi rozdiel sa prejavil u Sym a Statisticky
najviac zanedbatelny rozdiel mala Asym skupina. Pri normalizacii vo€i Asym skupine,
u ktorej sme predpokladali vymiznutie/nepritomnost’ aktivovaného neuroprotektivneho

vwe

expresie u Akut-3.
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Obr. 1. Expresia génu TM4SF1 oproti negativnej kontrole (NEGAT) — vliavo, Expresia génu TM4SF1 oproti
Asymptomatickej skupine pred endarterektémiou (Asym-1) - vpravo

Z vysledkov je vidite'né, ze po CEA dochédza ku zniZeniu miery expresie TM4SF1. CEA
teda plni ucel kondicionovania. Tento neuroprotektivny efekt bol pozorovany v najvyraznejsej
miere u Sym skupiny a v 0 nie¢o mensej miere u Akut skupiny. U Asym skupiny bola zmena
expresie TM4SF1 Statisticky nevyznamna. U Akut skupiny, ktora prekonala ischemicka CMP
do 7 dni pred CEA, sa miera expresie TM4SF1 po CEA dostala dokonca na trovein zdravych
jedincov negativnej kontroly.

Publikacia vznikla realizaciou SK-VEGA grantu 2/0054/20 ministerstva Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu
Slovenskej republiky a s podporou operacného programu Integrovand infrastruktira, IMTS: 313011V344,
spolufinancovaného z Eurdpskeho fondu regionalneho rozvoja.
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POTENCIAL NANOCASTIC CeO, PRE BIOAPLIKACIE
Garéarova 1.1, Siposova K., Shlapa Y.?, Belous A.2, Musatov A.!
YOddelenie biofyziky, Ustav experimentdlnej fyziky, SAV, Kosice
Katedra chémie tuhych latok, V. I. Vernadskii Ustav vSeobecnej a anorganickej chémie NASU, Kyjev, Ukrajina

ABSTRAKT

Nanocastice CeO, NPs maji vd’aka svojim jedine¢nym vlastnostiam potencial dokéazat’ alebo
vyvratit' hypotézu, ze oxidac¢ny stres zohrava doéleziti ulohu vo vyvoji chorob stvisiacich
s vekom a patologickou agregéaciou proteinov. V ramci tejto prace sme analyzovali vplyv
CeO;, NP vyznacujucich sa réznou vel'kost'ou a pomerom Ce*/Ce* na fibrilogenézu inzulinu
aich anti-oxida¢ny potencial vyjadreny ako pseudo-katalazova a pseudo-superoxid
dismutazova aktivita. Monitorovanim anti-amyloidnej aktivity fluorescenénou ThT analyzou
a atdmovou silovou mikroskopiou sme preukdzali, Ze nanocastice pripravené precipitaciou vo
vodno-alkoholovom roztoku dokazali G¢inne ovplyvnit amyloidni agregéaciu inzulinu v
zavislosti od ich velkosti. NavySe, Studované nanocastice vykazuju vlastnosti podobné
enzymom; bola potvrdend ich katalazova a superoxid dismutdzova aktivita, ktord zavisi od
valencie. NaSe vysledky mozu prispiet k IlepSiemu porozumeniu mechanizmu
amyloidogenézy a prepojeniu s oxida¢nym stresom, ¢im je mozné dosiahnut pokrok v
hl'adani sl'ubnej stratégie pri modulacii amyloidnej agregacie proteinov.

UvoD

Jedna z tedrii uvadza, Ze oxida¢ény stres patri k hlavnym mechanizmom, ktoré sa podiel’ajii na
poskodeni kl'acovych zloziek bunky, ako st DNA, biologické membrany a proteiny, o mdze
viest az k bunkovej smrti (Lévy a kol. 2019). To nepriamo naznacuje na mozné prepojenie
oxida¢ného stresu aamyloidnej agregacie proteinov, spajanej s mnohymi, prevazne
neurodegenerativnymi ochoreniami, vratane Alzheimerovej, Parkinsonovej choroby, ale aj
starnutia (Lévy a kol. 2019). Rychlo sa rozvijajuca oblast’ nanotechnoldgii pontka inovativne
aplikacie nielen v lekarskom a priemyselnom sektore. Obzvlast vyznamné je postavenie
nanocastic oxidu cericitého, CeO, NPs. Unikatne optické, magnetické a chemické vlastnosti
prvkov vzicnych zemin, vratane céru pramenia z pritomnosti tienenych 4f elektronov
(Taguchi a kol. 2009). Nizky redoxny stav paru Ce**/Ce** (~ 1.52 V) umoziuje koexistenciu
oxidaénych stavov III a IV, ktoré sii navzajom l'ahko prepinate'né v zavislosti na prostredi.
Na druhej strane, tento nestechiometricky pomer Ce*/Ce** na povrchu Castic moze byt
vyjadreny ako funkcia velkosti Castic, a velkost’ Castic je mozné 3poéas syntézy riadit’
(Dowding a kol. 2013). Vd'aka koexistencii oxidagnych stavov Ce**/Ce** na svojom povrchu,
disponuji CeO, NPs ,pseudo“-enzymatickou aktivitou, hlavne schopnostou eliminovat’
reaktivne formy kyslika. Okrem toho, bolo preukdzané, Ze dokaZu ovplyvnit’ aj amyloidnu
agregaciu proteinov (Linse a kol. 2007; Siposova a kol. 2019).

V prezentovanej praci sme sa zamerali na analyzu anti-amyloidnej aktivity a anti-oxida¢nych
schopnosti vyjadrenych ako pseudo-katalazova a superoxid dismutdzova aktivita (SOD)
v zavislosti na fyzikalno-chemickych vlastnostiach CeO, NPs.

MATERIAL A METODIKA

Syntéza a charakterizacia CeO, NPs

Nanocastice CeO, NPs boli pripravené precipitaciou (roztok Ce(NOs)s + NH;z(aq))
v reakénom médiu tvorenom destilovanou vodou a izopropanolom (IPA) v presne urcenych
pomeroch: 0 % IPA - 100 % H,O (vzniknuté nanocastice boli oznacené ako Cel); 25 % IPA -
75 % H,0 (Ce2); 50 % IPA - 50 % H,0 (Ce3); 75 % IPA - 25 % H,0 (Ce4); 90 % IPA - 10
% H,0 (Ce5). Castice boli syntetizované kolektivom Prof. A. Belousa z Ustavu anorganickej
chémie, NASU v Kyjeve (v rdmci spoluprace). Jednotlivé postupy pripravy a charakterizacie
nanocastic su detailne opisané v praci Shlapa a kol. (2021).
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Vplyv CeO, NPs na amyloidnii agregdciu inzulinu

Pri $tudiu anti-amyloidnej aktivity CeO, NPs sme monitorovali: 1) inhibicnu aktivitu, t..
schopnost’ zabréanit’” tvorbe amyloidnych fibril; 1) disagregacnu aktivitu, t.j. schopnost
disagregovat’ amyloidné fibrily. CeO, NPs V koncentracnom pomere 1:0.02 - 1:10
(protein:NPs) boli pridané k roztoku 25 uM inzulinu (¢o zodpoveda 145 ug/ml) v 100 mM
NaCl tlmivom roztoku, pH 1,6 avzorky boli nasledne inkubované pri 65 °C, 2 hod.
a konStantnom miesani v termomixéri Eppendorf (inhibi¢né merania), resp. cCastice boli
pridané k vopred vytvorenym fibrildm a inkubované 24 hod. pri 37 °C bez mieSania
(disagregacné meranie). Pri stadiu Casovej zavislosti tvorby fibril bez a v pritomnosti CeO;
NPs boli jednotlivé nanocastice Cel-Ce5 pridané do roztoku nativneho inzulinu (25 pM).
Vzorky boli vystavené podmienkam fibrilizacie a odoberané v presne urcenych casovych
intervaloch. Rozsah inhibi¢nej/disagregacnej aktivity a Casovy priebeh formovania fibril bol
hodnoteny ThT fluorescencnou analyzou a potvrdeny atdémovou silovou mikroskopiou (AFM)
(detailny opis jednotlivych postupov a analyz je opisany v praci Siposovej a kol. (2019).
Stidium pseudo-enzymatickej aktivity CeO, NPs

Na stadium anti-oxida¢ného potencialu CeO, NPs sme zvolili metédu monitorovania pseudo-
katalazovej aktivity a pseudo-SOD aktivity. Katalazova aktivita CeOz NPs bola $tudovana
kolorimetricky metédou oxidacie N, N-dietyl-p-fenyléndiaminsulfatu (DPD) (Bader a kol.
1988; Shlapa akol. 2021). Pseudo-SOD aktivita CeO, NPs bola $tudovana pomocou
komerénej SOD kit supravy (Sigma Aldrich, 19160).

VYSLEDKY A DISKUSIA

CeO, NPs boli syntetizované v reakénom médiu tvorenom réznymi pomermi H,O a IPA.
Nésledna detailné charakterizécia odhalila, ze v zavislosti od pomeru medzi zlozkami média
boli formované castice s velkostou od 13.4 nm (Cel) po 2.8 nm (Ce5). S tym stvisi aj r6zny
podiel Ce®" i6nov na povrchu &astic, ktory stipa s klesajucou velkostou postupne od 23 %
(Cel) az na 44 % (CeS5). Meraniami zeta-potencialu bola potvrdena ich stabilita ({-potencial =
+41 - +43 mV). Je potrebné poznamenat’, ze nanocastice si stabilitu zachovali nielen v kyslom
pH ({ = +33.4 - +37.8 mV), ale aj v pritomnosti inzulinu ({ = +25 - +29.5 (mV).

V ramci §tadia Gcinku Cel-Ce5 Castic na amyloidnu agregaciu inzulinu sme sa zamerali na: 1)
monitorovanie u¢inku na tvorbu amyloidnych fibril, t.j. inhibiéné merania a Kinetiku
formovania amyloidnych fibril, a 1) na analyzu efektu Castic na uz vytvorené¢ amyloidné
fibrily. Na kvantifikdciu anti-amyloidného u¢inku sme pouzili fluorescencnit ThT analyzu.
Intenzita ThT vo vzorkach inzulinovych fibril formovanych samostatne (kontrolné vzorky)
bola vzata ako 100 %. Voci tejto hodnote boli nasledne prepocitané hodnoty relativnej
intenzity ThT fluorescencie vzoriek obsahujiicich nanocastice. Ziskané udaje boli vynesené
do grafu ako funkcia relativnej ThT fluorescencie (%) od koncentracie nanocastic Cel-Ce5
(Obr. 1A, stipce). Sigmoidalny pokles ThT fluorescencie so stupajiicou koncentraciou
nanocastic je mozn¢ interpretovat’ ako pokles mnozstva fibril vo vzorke, t.J. inhibiciu procesu
fibrilizacie, co sme potvrdili aj AFM. V pritomnosti Castic sme pozorovali pokles tvorby
fibrilarnych ttvarov v porovnani s kontrolnou vzorkou (Obr. 1B-C). Experimentalne ziskané
udaje boli fitované v programe SigmaPlot a nasledne sme uréili hodnoty ICsp, koncentraciu
Castic, ktord odraza 50%-ny pokles ThT fluorescencie a teda, schopnost’ CeO, NPs inhibovat’
proces fibrilizacie o 50%. Hodnoty ICsy pre Cel-Ce5 castice boli v rozpiti od 200 - 400
NPs k vopred vytvorenym fibrilam neviedla k vyraznému poklesu ThT fluorescencie (Obr.
1A trojuholniky). Disagregaéna aktivita dosiahla len max. 35%. Toto zistenie naznacuje nizku
disagregacnu aktivitu vSetkych Cel-Ce5.
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Obr. 1. Monitorovanie anti-amyloidnej aktivity CeO, NPs fluorescenénou ThT analyzou (A) a vizualizdcia
ampyloidnych fibril formovanych bez (kontrola) (B) a v pritomnosti Ce5 nanocastic (C) pomocou atomovej
silovej mikroskopie. Biela iara reprezentuje 1 um (B, C).

V ramci monitorovania anti-oxidacnej aktivity novo-syntetizovanych CeO, NPs sme testovali
ich pseudo-katalazovu aktivitu bez a v pritomnosti H,O, kolorimetricky s vyuzitim oxidacie
substratu DPD. Z nami uskuto¢nenych experimentov je mozné urcit’ ,,skuto¢nt katalazovi
aktivitu odpocitanim kinetickych kriviek ziskanych bez H,0, od kinetickych kriviek s H,0..
Najvyssiu katalazovu aktivitu vykazovali najvacsSie Castice, ktoré maji mensie percentualne
zastupenie Ce** i6nov na povrchu; a naopak, najnizSiu katalazovii sme pozorovali pre
najmensie, Ce5 Castice s najvys§im obsahom Ce** iénov. Pre uceleny pohl'ad na anti-oxida¢né
vlastnosti pripravenych nanocastic sme monitorovali aj ich pseudo-SOD aktivitu. Podl'a
oakéavania sme zistili, ze rozsah SOD-aktivity zavisi od pomeru Ce**/Ce** na povrchu.

Na zéver mdzeme zhrnit Ze novo-pripravené CeO, NPs sa vdaka svojim fyzikéalno-
chemickym vlastnostiam vyznacuji dudlnym efektom, t.j. su schopné nielen ovplyviiovat’
procesy amyloidnej agregacie, ale maju aj anti-oxidaény potencial vyjadreny ako pseudo-
katalazova a pseudo-SOD aktivita.

Tato praca vznikla za podpory projektov NATO G5683, VEGA 2/0094/21 a Programu grantov pre doktorandov
SAV (APP0164).
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ANALYZA VYSKYTU CHRONICKEJ LAMINITIDY V CHOVE DOJNIC
Gomulec P., Mudron P.

Klinika prezuivavcov, Univerzita veterindrskeho lekarstva a farmdacie v Kosiciach

ABSTRAKT

Chronické laminitida u hovéddzieho dobytka sa zvycajne oznacuje ako ,,papucové chodidlo®,
pretoze tvarom rohoviny pripomina perzsku papucu. Obvykle sa vyskytuje u star§ich krav,
kvoli chronicite procesu a zvycajne postihuje malé percento zvierat v chove. ZhorSuje
pohybové schopnosti zvierat a zvySuje ich citlivost na iné choroby paznechtov. Cielom
predkladanej stadie bolo zistit' vyskyt chronickej laminitidy a jej potencialnu dedi¢nost’ na
vacsej farme dojnic na vychodnom Slovensku. Udaje boli ziskané pocas ortopedickej a
funk¢nej upravy paznechtov, ktora bola vykonavana v tyzdennych intervaloch v obdobi od
septembra 2020 az do juna 2021. Chronickd laminitida bola diagnostikovana na zaklade
typickych vonkajSich zmien na paznechte, medzi ktoré patri splostenie dorzalnej steny, ktora
sa stiva konkavnou a orienticia hrotu paznechtu dorzo-kranidlnym smerom. Udaje pre
posudenie dedi¢nosti boli ziskané z Plemenarskeho informd¢neho systému a zo zdznamov
ortopedickych vykonov kliniky za roky 2017, 2018, 2019 a 2020. V ortopedickej klietke bolo
pocas obdobia 2020 — 2021 vySetrenych 444 dojnic, najmi holStajnského plemena. Vyskyt
chronickej laminitidy bol zaznamenany v 34 pripadoch. Analyza potencidlnej dedicnosti
ukazala, ze 9 dojnic trpiacich chronickou laminitidou ma rovnakého otca, ale taktiez bolo
zaznamenanych 5 dojnic, ktorych matky v minulosti taktiez trpeli chronickou laminitidou.
Vek jednotlivych zvierat sa pohyboval v rozmedzi od 3 rokov az po 9 rokov, pri¢om priemer
u jednotlivych zvierat v ramci plemien bol 5,04 rokov u krizencov, 5,8 rokov u slovenského
strakatého dobytka a 5,67 rokov u Ciernostrakatého holsteinského dobytka. Zaverom mozno
konStatovat’, ze vyskyt chronickej laminitidy nepostihol viac ako 10 % stada a ddlezitti tlohu
pri jej vzniku méze hrat’ dedi¢nost’.

UvoD

Laminitida je multifaktoridlne ochorenie, ktoré¢ v konecnom dosledku poskodzuje suspenzny
aparat rohového puzdra. To vedie k posunu paznechtovej kosti smerom nadol a jej naslednu
deforméciu (Cook, 2003). Abnormality rastu paznechtovej rohoviny su typické pre chronicku
laminitidu (Bergsten, 1994 a Webster, 2001). Rohovina pri tom rastie tak, Ze dorzalna stena sa
stava konkavnejSou. Tento abnormélny tvar rohovinového puzdra je spdsobeny rotaciou a
poklesom paznechtovej kosti vo vnutri paznechta (Greenough, 2007). Ciel'om tejto prace bol
monitoring vyskytu chronickej laminitidy a jej potencialnej dedi¢nosti na farme dojnic.

MATERIAL A METODIKA

Hlavna Cast’ prace sa vykonavala na farme dojnic na vychodnom Slovensku v obdobi od
9.9.2020 do 9.6.2021. V tomto obdobi bolo osetrenych v ramci ortopedickej alebo funk¢nej
upravy paznechtov 444 dojnic. Na fixéaciu zvierat sa pouzili ortopedické fixacné klietky, ktoré
umoziuju dosledné vySetrenie telesnej kondicie zvierata, a taktiez vySetrenie a funkcénu
upravu paznechtov. Funk¢na uprava paznechtov bola vykonavana pomocou uhlovej brasky
(MAKITA) so Specidlnymi ortopedickymi brasnymi kotu¢mi. Pocas funk¢nej upravy
paznechtov boli zaznamenané uSné Cisla zvierata, BCS hodnoty a zaznamenané boli aj
patologické procesy lokalizované na paznechtoch dojnic.

Udaje o dojniciach (plemenna skladba, vek zvierata a udaje o rodi¢och zvierata) boli ziskané
pomocou Plemenarskeho informaéneho systému (Www.plis.sk). Zaznamy kliniky boli vyuzité
na zistenie pritomnosti chronickej laminitidy u matiek. Vysledky boli spracované
deskriptivnou Statistikou a jednorozmernou ANOVA (BCS a vek medzi plemenami).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Tab 1. Udaje o dojniciach s chronickou laminitidou (n=34).

Plemeno Ciernostrakaté | Slovenské strakaté | Krizence (X) | ANOVA
holsteinské zoSl'achtené
Cistokrvné
Pocet 6 (17,7 %) 5 (14,7 %) 23 (67,6 %)
BCS x+s 3,04+0,30 3,7+ 0,25 3,17+0,50 NS
Vek x+s 5,67+1,37 5,8+1,17 5,04+1,46 NS
A- lateralny/medialny P 0/0 0/0 0/4
B - lateralny/medialny P 4/1 5/0 18/0
C - lateralny/medialny P 0/0 0/0 0/5
D — lateralny/medialny P 4/2 4/0 15/0

A — prava hrudnikova koncatina, B — prava panvova koncatina, C — l'ava hrudnikova koncatina, D — 'ava
panvova koncatina, P — paznecht, BCS — kondiéné skore

Charfeddine a Peréz-Cabal (2014) a van der Waaij a kol. (2005) vo svojich pracach potvrdili
istu korelaciu medzi dedi¢nostou a ochoreniami paznechtov (okrem inych aj u chronickej
laminitidy), viazani na plemeno holstajnského dobytka. V nasej praci najpocetnejsiu skupinu
dojnic tvorili kriZzence viacerych plemien (23 zvierat — 67,64 %), ¢o tuto tedriu nepotvrdzuje,
ale ani nevyvracia, pretoze krizence dojnic maju vo svojej plemennej skladbe znacné
zastupenie holStajnského plemena. Toto tvrdenie z Casti potvrdzuje aj fakt, ze 16 otcov z 22
zaznamenanych (72,7%) pomocou Plemenarskeho informacného systému, st Cistokrvné
holstajnské byky. V 9 pripadoch (26,5%) je otcom jeden konkrétny byk tohto plemena.
Mudroii a kol. (2017) vo svojej praci potvrdzujui asociaciu medzi neinfekénymi ochoreniami
paznechtov a BCS < 3. Vysledky hodnotenia BCS u dojnic s chronickou laminitidou v nasej
praci koreluju v priemere od 3,04 po 3,7 (p>0,05). Dojnice zaznamenané v nasej §tadii, u
ktorych bola diagnostikovand chronickd laminitida, vSak boli v roznych vekovych
kategoriach, a taktiez v réznych fazach laktacie, preto ich BCS bolo v priemere vyssie (BCS >
3). Boosman a kol. (1988) vo svojej Studii skimal vzt'ah veku hovéddzieho dobytka s
rozvojom histopatologickych zmien prebiehajucich v paznechtoch u dojnic, postihnutych
chronickou laminitidou. Skupina dojnic v jeho §tadii bola vo veku od 2 do 5 rokov Zivota.
Potvrdil, Ze rozvoj chronickej laminitidy nie je viazany na urcitd vekovu skupinu, avSak
rozvoj histopatologickych zmien, hlavne v suvislosti srozvojom artério-venéznych
anastomoz a artérioskler6znych procesov, stipa s vekom zvierata. Dojnice s chronickou
laminitidou mali v nasej $tadii od 3 do 9 rokov, ¢o v priemere znamenalo rozsah od 5,04 po
5,8 rokov v ramci jednotlivych plemien (p>0,05). Kloosterman (2007) vo svojej praci tvrdi,
Ze vyssia incidencia vyskytu chronickej laminitidy je na lateralnych paznechtoch panvovych
konlatin. V naSej S§tudii sa toto tvrdenie potvrdilo, pretoze frekvencia vyskytu
makroskopickych zmien na paznechte bola najvyssia na laterdlnych paznechtoch panvovych
koncatin ( B — 27x a D — 23x), pricom vyskyt chronickej laminitidy na hrudnikovych
koncatinach bol najcastejSi na medialnych paznechtoch ( A — 4x a C — 5x). Vysledky naSej
prace poukazuju na to, Ze nepostihol viac ako 10 % stada a doleziti ulohu pri jej vzniku moze
hrat’ dedi¢nost’. Okolnosti vzniku chronickej laminitidy si vyZaduju d’alSiu a podrobnejSiu
Stadiu, aby bolo mozné vypracovat’ doslednejSie preventivne protokoly, pretoze neinfekéné
ochorenia paznechtov sposobujii diskomfort zvierata pocas chodze a vystavuju zviera
zvySenému riziku vzniku d’alSich chorob paznechtov.
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ABSTRAKT

Ciel'om naSej prace bolo skimanie vplyvu huminovych latok (HL) na rast piatich r6znych
kmenov laktobacilov a na patogénny kmen Escherichia coli. Do rastovych médii boli pridané
HL v koncentraciach 0%, 0,4%, 0,6%, 0,8%, 1%. Z vysledkov vyplyva, ze vyssie
koncentracie (0,8% a 1 %) inhibovali rast va¢siny testovanych kmenov, najvyraznejsie vSak
patogénneho E. coli, ktorého rast bol signifikantne potla¢eny aj v pritomnosti 0,4% HL.
Koncentracie 0,4% a0,6% HL Statisticky vyznamne neovplyvnili rast probiotickych
laktobacilov, iba v pripade jedného kmena (L. plantarum R2) doslo k signifikantnému
znizeniu poctov v pritomnosti 0,4 % HL. Vysledky potvrdili, ze vplyv HL na rast
mikroorganizmov je zavisly ako od ich koncentracie, tak aj od bakteridlneho kmena. Na
zaklade tejto Studie bolo mozné stanovit vhodni koncentrdciu HL a vybrat vhodny
probioticky kmen pre nasledné in vivo experimenty.

UvOD

Huminové latky (HL) su definované ako skupina latok s vysokou molekulovou hmotnostou,
hnedym az Ciernym zafarbenim, ktoré maju pdvod v rozklade rastlinnych a zivoc¢iSnych
zvySkov (MacCarthy 2001). Tieto latky st vel'mi rozSirené a najst’ ich mézeme v pode, vode
a v sedimentoch. Predstavuju takmer 75 % celkovej organickej hmoty v pddach a 50 % uhlika
v povrchovych vodach (Filella. Buffle, Parthasarathy 2005). Zafarbenie huminovych latok
umoziuje absorpciu UV Ziarenia a ich rozmanita Struktura je zodpovednd za mozné interakcie
s biopolymérmi, nizkomolekuldrnymi organickymi a anorganickymi latkami, ¢i s kovmi a ich
ionmi, s ktorymi vytvaraji chelatové komplexy (Klocking a Helbig 2005). Stadium tychto
latok siaha d’aleko do minulosti a v poslednej dobe pozorujeme ich zintenzivnené skimanie,
avSak vysledky Stidii st ambivalentné. Na jednej strane $tudie odhal'ujit mnoho prinosnych
ucinkov HL ako detoxikacny, analgeticky, antimikrobidlny, ¢i imunostimulaény.
U niektorych foriem huminovych kyselin je preukdzany aj antivirusovy ucinok v pripade
infekcie virusom herpes simplex alebo virusom l'udskej imunodeficiencie (Rath, Huff, Huff
2006). HL nachadzaju vyuZitie aj v chove zvierat vo forme pridavkov do krmiva pre zlepSenie
rastu a zdravia (Vetvicka a kol. 2010). Na druhej strane, vysoké davky HL vedu k inhibicii
aktivacie nukledrneho faktora kB, stimuldcii tymusu a neutrofilov, a taktiez k oxidaénému
poSkodeniu DNA, o spdsobuje chromozomalne abnormality v ¢revnych bunkach (Vetvicka a
kol. 2010). Vztahy medzi HL a baktériami st vel'mi zlozité. Na jednej strane podporuju rast
Sirokého spektra baktérii, ato najmid pddnych, na druhej strane boli popisané ich
antimikrobialne Gcinky. Cielom tejto prace je preto preskimat’ vplyv HL na rast vybranych
probiotickych, ale aj patogénnych kmenov baktérii, co moze v budiicnosti prispiet’ k podpore
a ochrane zdravia u hospodarskych zvierat, ale aj u l'udi.

MATERIAL A METODY

V experimente boli pouzité kmene Lactiplantibacillus plantarum (R2 Biocenol™ CCM 8674
a L81 Biocenol™ CCM 7512), Limosilactobacillus fermentum (R3 Biocenol™ CCM 8675 a
213 Biocenol™ CCM 7514), Limosilactobacillus reuteri (B2/6) a Escherichia coli (EC2
0199) izolované z roznych zdrojov. Laktobacily boli kultivované v MRS bujone (Biolife,
Taliansko), do ktorého boli po autoklavovani pridané radiacne sterilizované (Bioster,
Veverska Bityska) HL (Humac Mycotoxsorb, Humac, Slovensko) v koncentraciach 0%,
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0,4%, 0,6%, 0,8%, 1%. E.coli bola kultivovana v PYG bujone zlozenom z peptonu (HiMedia,
India), kvasni¢ného extraktu (pronadisa, Spanielsko) a glukozy (SLAVUS, Slovensko), ktory
mal pH 6,8 s pridavkom uvedenych koncentracii HL. Pre inokulaciu bolo z kazdého kmena
pripravené inokulum vo fyziologickom roztoku s denzitou 1,0 McFarland (Biosan SIA,
Lotyssko). Nasledne bolo do kazdych 20 ml bujonu naockovanych 200 ul bakteridlnej
suspenzie prislusného kmena. Kultivacia prebichala na trepacke 18 hodin pri 37 °C. Po
ukonceni inkubacie bolo z jednotlivych suspenzii odobratych 500 pl na decimalne riedenie.
Zvysok suspenzie sluzil pre zmeranie hodnoty pH ako d’alSicho ukazovatela rastu. PocCty boli
stanovené platiiovou metodou na MRS agare (Biolife, Taliansko) v pripade laktobacilov a na
MacConkey agare (HiMedia, India) v pripade E.coli. Kultivacia probiotickych kmenov
prebiehala 48 h v anaerébnom prostredi (Becton, Dickinson and Company, USA) pri 37 °C a
kultivacia E.coli 24 h za aerobnych podmienok takisto pri 37 °C. Poéty boli vyjadrené ako log
KTJ (koldnie tvoriacich jednotiek)/ml. Na zaklade ziskanych vysledkov z tohto pilotného
experimentu boli koncentracie 0,4% a 0,6% vyhodnotené ako najvhodnejsie pre dalSie
testovania. Z tohto dévodu bol pokus urobeny v troch opakovaniach pri tychto koncentraciach
huminovych latok a vysledky boli Statisticky vyhodnotené v programe GraphPad Prism
pomocou jednorozmernej analyzy rozptylu s doplnkovym post-hoc Tukeyho testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Mnohé¢ §tadie naznacujti, Ze HL interagujli so Zivymi organizmami a ovplyviiuja ich rast. Je
preukdzané, Ze tieto substancie sa mozu stat’ zdrojom vyzivnych latok pre mikroorganizmy
a zarovenl byt nimi modifikované (Tikhnov a kol., 2010). Z pozorovania antimikrobidlnej
aktivity HL sa predpoklada, Ze stimuluju rast najmé prospesnych mikroorganizmov, a naopak
rast patogénnych mikrobov je potlaceny, avSak ucinok je zavisly od koncentracie HL. Toto
potvrdili aj nase pilotné Stidie, kedy koncentracie 0,8 al % potlacali rast vacSiny
sledovanych kmenov, pricom iba kmen L. plantarum L81 vykazoval ur¢ity stupen rezistencie.
Z tohto dovodu boli na dalSie testovania vybrané koncentracie 0,4% a 0,6% (Graf 1).
Z nasich vysledkov mdézeme vidiet, Ze HL posobia rdzne v zavislosti od kmena. U kmeiia R2
bol pozorovany signifikantny pokles poctov KTJ v pripade 0,4 % koncentracie HL (p<0,05),
avsak v pripade 0,6% sa tieto hodnoty vratili takmer na pocty zistené pri kontrole. Naopak, v
pripade kmena L81 bol pri 0,4% koncentracii pozorovany mierny ndarast, avSak bez
Statistickej vyznamnosti. U ostatnych kmenov laktobacilov, HL v tychto koncentraciach ich
rast neovplyvnili. Naopak, u patogénneho kmena E.coli bol zaznamenany signifikantny
pokles KTJ pri 0,4% koncentracii HL (p<0,01) a nesignifikantny v pripade 0,6% koncentracie
HL. Z vysledkov mdézeme konStatovat’, ze pridavok HL do potravy moZe stimulovat’ rast
istych kmenov zdraviu prospeSnych baktérii a naopak inhibovat’ niektoré patogénne kmene,
avsak dolezit¢ je zohladnit konkrétne zloZenie crevnej mikrobioty, ako aj pouzita
koncentraciu HL. Vyuzitie HL je moZzné aj v pripade pritomnosti kmenov, ktorych rast nie je
HL negativne ovplyvneny, ked’Ze pridavok tychto latok do potravy moze mat iné zdraviu
prospesné ucinky.
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Graf 1. Vplyv pridavku 0,4% a 0,6% HL na rast vybranych kmeriov baktérii
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ABSTRAKT

Doposial’ neexistuje ziaden ucinny liek vo¢i moru vceliecho plodu (povodcom ktorého je
Gram-pozitivna sporulujuca baktéria Paenibacillus larvae). Pouzitie antibiotik je neucinné
anavySe rezidua tychto latok sa dostavaju do medu, ¢o je neziaduce a prispieva k rozvoju
rezistencie. V sucasnosti sa vyskum zameriava na hladanie alternativnych spésobov liecby,
ako je napriklad pouzitie probiotickych baktérii s cielom stimulovat’ imunitny systém
hostitel'a, a tak predchadzat’ ochoreniam, pripadne zmieriiovat’ ich dopad. Ciel'om nasSej prace
bolo kultivaénym sposobom zachytit' baktérie mlie¢neho kvasenia v traviacom trakte
vciel, Studovat’ ich probioticky potencidl a vyuzitie pri prevencii moru vcelieho plodu. Z
traviacich traktov vciel boli selektované 3 druhy baktérii mliecneho kvasenia, ktoré boli
MALDI-TOF hmotnostnou spektrometriou a sekvenovanim 16S rRNA génu identifikované
ako Lactobacillus plantarum (17L3), Lactobacillus kunkeei (3SV2L) a Lactococcus lactis (3-
1). Stadium fenotypovych vlastnosti pomocou BIOLOG Gen Il MicroPlate potvrdilo
identifikaciu genotypu. Schopnost’ prezivania a rastu Studovanych kmenov v podmienkach
simulujucich prostredie traviaceho traktu bola testovana v pritomnosti 0,4% fenolu, ZI¢ovych
soli a pri pH 2,0. Lactobacillus plantarum (17L3) a Lactobacillus kunkeei (3SV2L) boli
schopné prezivat a rast’ v takychto podmienkach na rozdiel od Lactococcus lactis (3-1), ktory
nebol schopny rast’ pri pH 2,0 a v pritomnosti zI¢ovych soli a 0,4% fenolu bola pozorovana
mierna inhibicia rastu. Agarovou difaznou metédou bola zaznamenand antimikrobialna
aktivita voc¢i Paenibacillus larvae z naSej zbierky, a taktiez vo¢i dal$im vybranym
patogénnym baktériam (Escherichia coli, Bacillus cereus, Klebsiella oxytoca a
Staphylococcus aureus). Pri $tudiu rezistencie pomocou antibiotickych MIC stripov bola u
vSetkych kmenov detegovand citlivost’ voci vybranym antibiotikdm. DoterajSie vysledky
preukézali probioticky potencidl Studovanych bakteridlnych kmenov s inhibi¢nym u¢inkom
voc¢i Paenibacillus larvae. Pre ich vyuzitie v prevencii moru véelicho plodu st potrebné
d’alSie stadie.

uUvoD

Vcely, ale aj vceli plod, postihuje mnozstvo ochoreni, ktoré mézeme rozdelit do dvoch
hlavnych skupin: nendkazlivé a nakazlivé ochorenia. Medzi nenékazlivé ochorenia patri thyn
plodu v désledku hladu, zimy, prehriatia, hnacka a zapcha véiel. Skupinu nakazlivych
ochoreni tvori mnozstvo chordb, ktoré ¢lenime na parazitarne (napr. rozto¢ikova nakaza vciel
alebo varroédza), virusové (napr. vreckovitost’ v€elieho plodu alebo paralyza v¢iel), mykotické
(napr. zvapenatenie alebo skamenenie vcelieho plodu) a bakterialne ochorenia (napr. hniloba
vceliecho plodu alebo mor vceliecho plodu) (Vesely, 2003). Za jedno z najzavaZnejSich
ochoreni postihujice véeli plod na celom svete sa povazuje bakterialne ochorenie s nazvom
mor vceliecho plodu. Agensom tohto ochorenia je Gram-pozitivna sporulujuca baktéria
Paenibacillus larvae. Zatial' neexistuje ziaden liek, ktorym by sa dalo toto ochorenie lieCit,
pretoze antibiotikd nie st U¢inné voci sporam P. larvae (Genersch, 2003). V mnohych
krajindch je pouZitie antibiotik na liecbu tohto ochorenia zakazané, pretoZe rezidua tychto
latok sa dostavaju do vc€elich produktov, a takisto by mohlo ddjst’ k rozvoju antibiotickej
rezistencie. Nakol'ko sa za jediny spdsob predchddzania Sireniu tohto ochorenia povazuje
spalovanie Ulov, vramci prevencie akontroly moru vcelieho plodu sa zacali hl'adat’
a Studovat’ d’alSie moznosti, napriklad pouzitie esencidlnych olejov, rastlinnych extraktov,
propolisu, materskej kaSicky, ale aj bakteriocinov a probiotik (Forsgren, 2018). O
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probiotickych baktériach v trdviacom trakte hmyzu je znadme, ze su schopné potlacat’ rast
patogénnych baktérii (Elzeini, 2020). Niektoré baktérie mlie¢neho kvasenia, ako napriklad
rody Lactobacillus alebo Bifidobacterium, sa pouzivaju ako probiotika pre I'udi, ale aj zvierata
(Forsgren, 2010). Cielom naSej prace bolo kultivaénym spdsobom zachytit' a selektovat’
baktérie mliecneho kvasenia v traviacom trakte vciel, Studovat’ ich probioticky potencial
a mozné vyuzitie v prevencii moru vcelieho plodu.

MATERIAL A METODIKA

Vzorky véiel pochadzali z experimentalnych ulov vcelnic nachadzajucich sa na Univerzite
veterinarskeho lekarstva a farmacie v KosSiciach a v Rozhanovciach. Pri odbere bolo
zakazdym odobratych 10 vciel z kazdého experimentalneho ula. Vypreparované traviace
trakty vciel boli rozsuspendované vo fyziologickom roztoku a nasledne homogenizované.
Ziskany homogenizat bol riedeny metodou desatinného riedenia a inokulovany na selektivne
a neselektivne agarové pody: MYPGP (Mueller Hinton Broth, Yeast extract, K;HPO,,
Glucose, Sodium pyruvate; Las, CZ), NA (Nutrient Agar; Laboratorios Conda, Spanielsko),
MRS (De Man, Rogosa, Sharpe; Merck, Nemecko) a TSA (Tryptone Soya Broth; Sigma-
Aldrich, USA). Po kultivacii pri 37°C boli zachytené a selektované izolaty identifikované
pomocou MALDI-TOF HS a nasledne sekven¢nou analyzou, ktorej predchadzala izolacia
DNA pomocou GenElute Bacterial Genomic DNA kitu (SIGMA-ALDRICH, USA) a PCR
(Polymerase Chain Reaction) amplifikacia 16S rRNA génu. Biochemické vlastnosti boli
testované pomocou BIOLOG Gen Ill MicroPlate (Biolog Inc., USA). Rezistencia voci
pritomnosti fenolov bola testovana s pridanim 0,4% fenolu do tekutého media a kultury boli
inokulované na agarovu pddu v ¢asovych intervaloch po 0 a po 24 hodinach od pridania 0,4%
fenolu. Schopnost’ prezivat’ a rast’ v pritomnosti zI¢ovych soli bola testovana pridanim 0,25-
0,5% Zzlcovych soli do tekutého media. Vzorky boli inkubované pri 37°C a v casovych
intervaloch po 0, 1, 2 a 3 hodinach bolo 100 pl kultary inokulovanej na agarov podu. Vplyv
nizkeho pH (2,0) na bakteridlnu kultiru bola testovand upravenim pH tekutého média
pomocou HCI. V ¢asovych intervaloch po 0, 1, 2 a 3 hodinéch bola testovana zivotaschopnost’
kultary prezit’ pri nizkom pH. Antimikrobialna aktivita voc¢i P. larvae a vybranym patogénom
(Escherichia coli, Bacillus cereus, Klebsiella oxytoca a Staphylococcus aureus) bola
testovand agarovou difiznou metddou, po uskutocneni ktorej boli merané velkosti
inhibni¢nych z6én. Citlivost’ na antibiotikd bola u ziskanych izolatov testovand pomocou
antibiotickych MIC stripov (Liofilchem, Nemecko) a vysledky boli vyhodnotené podl'a EFSA
Journal (2018).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V poslednych rokoch dochédza k celkovému poklesu véiel dosledkom roznych faktorov,
medzi ktoré patria aj ochorenia véiel. Mor véelicho plodu je jedno z najzavaznejsich ochoreni
postihujtce véely na celom svete. Nakol'ko nie je dostupna ziadna liecba a pouzitie antibiotik
je neucinné, a Vv mnohych krajindch zakézané, zacali sa hl'adat’ alternativne sposoby liecby.
Pouzitie probiotickych baktérii patri medzi jeden z alternativnych sposobov prevencie/liecby,
comu sa venujeme aj vtejto praci scielom selektovat’ baktérie mlie¢neho kvasenia
zZ traviaceho traktu vciel a Studovat’ ich probioticky potencial v prevencii voci ochoreniam,
konkrétne moru vceliecho plodu. Doposial bolo analyzovanych 750 gastrointestindlnych
traktov vciel, z ktorych vyuzitim klasickych kultivaénych metod boli zachytené rozne druhy
baktérii. Pomocou MALDI-TOF HS a sekvencnej analyzy boli nasledne identifikované a
selektované tri potencialne kmene baktérii mlie¢neho kvasenia: Lactobacillus plantarum
(17L3), Lactobacillus kunkeei (3SV2L) a Lactococcus lactis (3-1), ktoré boli v d’alsom kroku
$tudované. Stidium fenotypovych vlastnosti ukazalo, e vietky testované kmene boli schopné
utilizovat’ rézne typy cukrov, u Lactococcus lactis (3-1) bol pozorovany rast v pritomnosti
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(1%, 4% a 8%) NaCl a Lactobacillus plantarum (17L3) v pritomnosti 1% NaCl. Délezitou
vlastnost’ou probiotickych baktérii je tolerovat’ pritomnost’ ZI¢ovych soli a rast’ pri nizkom pH
(Kim, 2019). Nase vysledky preukazali, ze Lactobacillus plantarum (17L3) a Lactobacillus
kunkeei (3SV2L) boli schopné tolerovat’ pritomnost’ zI¢ovych soli a rast’ pri nizkom pH (2,0)
na rozdiel od Lactococcus lactis (3-1), ktory nebol schopny rast’ pri nizkom pH (2,0) a
pritomnost’ ZI¢ovych soli mala mierny inhibi¢ny G¢inok. Crevné baktérie deaminujt prijaté
aminokyseliny pri¢om vznikaji fenoly. Dalfou vlastnostou probiotickych baktérii je preto
schopnost’ tolerovat’ pritomnost’ fenolov (Yadav, 2016). Vysledky ukazali, ze Lactobacillus
plantarum (17L3) a Lactobacillus kunkeei (3SV2L) boli schopné rast’ v pritomnosti fenolov
(0,4%), co koresponduje s vysledkami Yadav akol. (2016), ktori testovali probiotické
vlastnosti baktérii mliecneho kvasenia izolovanych z fermentovaného népoja s ndzvom
Raabadi, oproti rastu a zivotaschopnosti Lactococcus lactis (3-1), ktora bola mierne
inhibovana v pritomnosti fenolov. Vsetky Studované kmene vykazovali inhibi¢nu aktivitu
voéi zbierke P. larvae, ¢o koreSponduje aj so stadiou publikovanou v roku 2010 od Forsgren
a kol., kde preukazali inhibi¢nt aktivitu fylotypov Lactobacillus pochadzajucich z traviaceho
traktu vc¢iel na rast P. larvae. U L. kunkeei (3SV2L) a L. plantarum (17L3) bola detegovana
antimikrobidlna aktivita vo&i d’alsim testovanym patogénom. Ziaden z kmeinov nevykazoval
rezistenciu voci vybranym antibiotikdm podl'a ndvodu na hodnotenie antimikrobidlnej
citlivosti baktérii od EFSA (2018), ¢o predurCuje ich mozné vyuzitie v prevencii moru
vc¢elieho plodu, alebo ako podporna liecba pri inych ochoreniach.

Tato prdaca vznikla s podporou projektu VEGA 2/0100/19.
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ABSTRAKT

Parazitologicky vyskum v Tatranskom ndarodnom parku v ostatnom obdobi potvrdil
pritomnost’ pdsomnic ¢elade Anoplocephalidae u endemickych druhov zivocichov kamzika
vrchovského tatranského (Rupicapra rupicapra tatrica) asvista vrchovského tatranského
(Marmota marmota latirostris). MedzihostiteI'mi pasomnic st podne roztoce radu Oribatida.
Ciel'om tejto Studie bolo zistit’ percentualne zastipenie infikovanych roztocov, identifikovat’
ich molekularnymi metédami a morfologicky ur¢it druhové zastipenie panciernikov na
Styroch $tudovanych lokalitich Lomnické sedlo, Velicka dolina, Tomanova dolina a Dolina
Waksmundzka a koprologickymi metédami uréit’ vyskyt intestinalnych parazitov kamzikov
a svistov. Celkovo bolo identifikovanych 97 druhov panciernikov (9500 ex.) z 32 cel'adi
a z toho molekularnymi metédami bolo spracovanych 146 zmiesanych vzoriek panciernikov
(2532 ex.). Sekvenaénymi analyzami sa potvrdili dve pozitivne vzorky, v prvej bola
identifikovana pritomnost’ larvalneho §tadia pasomnice Andrya cuniculi av druhej Andrya
cuniculi a Anoplocephaloides dentata, ako medzihostitel' bol v oboch pripadoch potvrdeny
panciernik druhu Tectocepheus velatus sarakensis. Koprologickymi metédami bolo
vySetrenych 161 vzoriek trusu kamzikov a 22 vzoriek trusu svistov. U kamzikov boli
zaznamenané oocysty Eimeria spp., vajicka Moniezia spp. a ¢elade Trichostrongylidae,
plicne ¢ervy Protostrongylus spp., Muellerius spp., Dictyocaulus spp. a u svistov Eimeria
spp., Ctenotaenia marmotae a druhy ¢el'ade Trichostrongylidae.

UVvOD

Na nizku pocetnost’ a izolovanost’ populacii kamzika vrchovského tatranského (Rupicapra
rupicapra tatrica) maju najzavaznejs$i vplyv klimatické faktory, potrava, zdravotny stav,
vratane parazitarnych infekcii a predatori (Mituch 1969). Na zdravotny stav a mortalitu svista
vrchovského tatranského (Marmota marmota latirostris) vplyvaja rozne faktory, ku ktorym
patria aj parazitické Cervy, ktoré sa mdzu stat’ sekundarnou pri¢inou tmrtnosti (Novacky
a Chovancova 2010). Z nasho uzemia bol u kamzikov potvrdeny vyskyt pasomnic Taenia
hydatigena a Moniezia benedeni (Sattlerova-Stefan¢ikova 2005). U sviitov bola potvrdena
pritomnost’ Ctenotaenia marmotae a Paranoplocephala transversalis (Mituch, 1970).
Pancierniky (Oribatida) maji epidemiologicky vyznam, pretoZe niektoré druhy pdsobia ako
medzihostitelia v zivotnom cykle pasomnic z ¢elade Anoplocephalidae (Roczen-Karczmarz
a Tomczuk 2016).

MATERIAL A METODIKA

Material pddnych zivocichov sme ziskali odberom pddy (poCas 5 mesiacov) zo 4 lokalit
v Tatranskom narodnom parku: Lomnické sedlo, Velickd dolina, Tomanova dolina, Dolina
Waksmundzska. Odobraty organicky material sa presusoval v Berleseho-Tullgrenovom
aparate po dobu 4 dni. Na determindciu ziskanych pddnych roztoCov sme pouzili
determina¢né kIai¢e Kunst (1971) a Weigmann (2006). Chetotaxia a malé kutikularne
morfologické znaky su rozhodujuce pre identifikaciu druhov panciernikov, ktord vSak nie je
mozna bez predchadzajuceho presvetlenia v kyseline mliecnej, ktora ale degraduje DNA.
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Preto sa optimalizoval protokol pre nedestruktivnu izolaciu gDNA podla Katz (2018). S
pouzitim DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany) bola izolovana DNA zo
zmieSanych vzoriek panciernikov, ktora bola pouzitd pre amplifikaciu 18S rRNA génu
S pouzitim primerov 2256F a323R (Kostygov & Reznarovd) (generujucich ~ 300 bp
fragment) pre genotypizaciu pasomnic a MbRF a MeR na detekciu panciernikov. Ziskané
PCR produkty boli nasledne sekvenované s pouzitim rovnakych primerov a vysledné
sekvencie boli porovnané s databazou NCBI.

Pre fylogenetickii analyzu bolo pouzitych celkovo 18 sekvencii 18S rRNA (ziskanych
z GenBank), vratane 2 naSich vzoriek. Alignment bol vytvoreny pouzitim MAFFT v. 7.4
(Katoh a Standley 2013). Fylogeneticka inferencia (maximum likelihood) pomocou programu
RAXML verzia 8.2.11 s modelom GTR+G+I. Podpory vetiev boli hodnotené pomocou
ultrafast bootstrap s 1000 replikatmi (Minh a kol. 2013). Na koprologické analyzy sme pouzili
Standardnu flota¢nt a sedimenta¢nii metédu na dokaz oocyst kokcidii a vajicok helmintov a
Vajdovu larvoskopickt metddu na zistenie pritomnosti plicnych cervov.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Molekuldrne analyzy

Molekuldrnymi metédami bolo spracovanych 146 zmieSanych vzoriek panciernikov (2532
ex.) zo 4 lokalit TANAPu zozbieranych pocas sezony 2020. Z vySetrenych vzoriek boli
potvrdené dve pozitivne vzorky, ¢o predstavuje pozitivitu 0,07 %. Vo vzorke ¢.198 bola
identifikovana pritomnost’ larvalneho $tadia pasomnice Andrya cuniculi. Druh bol popisany
u kralika divého Oryctolagus cuniculus (Tenora a kol. 2002). V druhej pozitivnej vzorke
¢.178 bola zistena DNA Andrya cuniculi a Anoplocephaloides dentata. V pripade tejto vzorky
pokracuje fylogeneticka analyza za pouzitia d’alSich markerov, ako je napr. ITS1 a 5.85 rRNA
gén, pre detailné urcenie pribuzenskych vztahov. Obidve pozitivne vzorky boli zmieSané
z jedincov druhu Tectocepheus velatus sarakensis, ktory nebol doteraz potvrdeny ako
medzihostitel' anoplocefalidnych pasomnic. Zndmymi medzihostiteI'mi pasomnic su druhy
zrodov Scheloribates, Achipteria, Galumna, Liebstadia, Zygoribatula, Ceratozetes,
Pergaulmna a Oppiella (Roczen-Karczmarz a Tomczuk, 2016).

Ekologické analyzy

Na 4 Studovanych lokalitach v Tatranskom narodnom parku sa zistilo 97 druhov oribatidnych
roztocov z 32 celadi v celkovom pocte 9050 exemplarov. Najviac zastipenymi rodmi boli
Tectocepheus (2189 ex.), Oppiella (1147 ex.), Scheloribates (1061 ex.) a Fuscozetes (615
ex.). Z alpinskeho stupna existuje velmi malo faunistickych udajov, skladbu fauny vieme
porovnat’ s vysledkami prac zniZSich nadmorskych vySok. Vysledky zastiipenia fauny
panciernikov zistené autormi Loskova a kol. (2013), ktori sa venovali Strukture spolocenstiev
podnych roztoCov po veternej kalamite v Tatrach, koreSponduju s naSimi pilotnymi udajmi z
vysokohorského prostredia. Vyskumami sa potvrdilo najpocetnejSie zastupenie rodov
Tectocepheus a Fuscozetes, ¢o potvrdzujeme aj naSou $tadiou, pocas ktorej boli odbery
uskutocnené v nadmorskej vyske 1107 — 2249 m n.m. v porovnani so Stidiou LoSkova a kol.
(I. c.). To potvrdzuje fakt, Ze oba rody su eurytopné, so Sirokou ekologickou valenciou,
najdeme ich tiez v extrémnych podmienkach. Druh Tectocepheus velatus sa povazuje za
xerotolerantny a doteraz nebol potvrdeny ako medzihostitel’ pAsomnic. Nasa Studia poukazala
na rodova rozmanitost’ skupiny panciernikov vzhladom k vyssej nadmorskej vyske. Ked'ze
udajov z tychto poloh je nedostatok, vznika tu priestor pre buduce faunistické a ekologické
vyskumy s cielom detailne determinovat’ skupinu Oribatida zo subalpinskeho a alpinskeho
stupna Vysokych Tatier.

Koprologickymi metodami bolo vysetrenych 161 vzoriek trusu kamzikov a 22 vzoriek trusu
svistov. 40,99% vzoriek trusu kamzikov bolo pozitivnych na Eimeria spp., v 35,65% boli
zaznamenané vajicka ¢el'ade Trichostrongylidae, 29,81 % vzoriek bolo pozitivnych na vajicka
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Moniezia spp. Larvoskopickym vySetrenim trusu kamzikov sa potvrdila pritomnost
Protostrongylus spp. (25,21%), Muellerius spp. (35,65%) a Dictyocaulus spp. (11,30%). Nase
vysledky koresponduju s vysledkami predchadzajucich $tudii Mitucha (1969) a Stefanéikovej
a kol. (1999). U svistov sme diagnostikovali Eimeria spp. (59,09%), Ctenotaenia marmotae
(68,18%) a 9,5% vzoriek bolo pozitivnych na vajicka ¢el'ade Trichostrongylidae. Druhy, ktoré
sme zistili sa zhoduju s vysledkami autorov Mituch (1970) a Chovancova (1993), ktori taktiez
potvrdili u svistov na naSom tzemi aj pritomnost’ druhov Paranoplocephala transversalis,
Strongyloides papillosus, Ostertagia circumcincta, O. trifurcata a Trichuris sp.

Praca bola financovana projektom VEGA/1/0043/19.
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ABSTRAKT

Astaxantin je xantofylovy karotenoid s vyznamnymi antioxida¢nymi vlastnostami. Ciel'om
predlozenej §tadie bolo porovnat’ G&inky niz§ich davok (2,5; 5; 10 pg.ml™) a vyssich davok
(20 a 40 pg.ml™) extraktu astaxantinu (AXT) a jeho monoesterov (ME) a diesterov (DE) na
fyziologicky stav lymfocytov izolovanych zo sleziny zdravych Balb/c mys$i. Hodnotenim
zivotaschopnosti buniek testom viability s trypanovou modrou, ako aj sledovanim
metabolickej aktivity MTT testom sa nam podarilo zistit’, Ze koncentracie astaxantinu a jeho
monoesterov a diesterov do 10 ug.ml'1 nevykazovali vyznamnu cytotoxicka aktivitu na
imunitné bunky. Testom absorpcie neutralnej Cervenej, ktora zavisi od schopnosti zivych
buniek aktivne transportovat’ neutrdlnu Cervenu cez membrany a od schopnosti udrziavat’ pH
gradient v bunke prostrednictvom produkcie ATP sa nam podarilo potvrdit, Zze nizSie
koncentracie u¢innych latok (2,5; 5 a 10 pg.ml*AXT, ME, DE) nie st pre bunky toxické.
Kultivacia splenocytov s AXT ajeho estermi viedla Kk zvySeniu mitochondrialneho
membranovému potencialu T-buniek a vyvolala prechod splenocytov do skorej fazy apoptozy
arovnako viedla aj k zvysenej produkcii oxidu dusnatého lymfocytmi. AXT (40 pg.ml™)
uplne vychytal vSetky reaktivne formy kyslika, ¢o korelovalo s indukciou neskorej apoptozy a
znizenou viabilitou. Z vysledkov vyplyva, Ze zatial' ¢o monoestery maji najvyznamnejsie
cytotoxické Uc€inky pri vysokych koncentraciach, diestery potlacaju zakladné fyziologické
procesy v bunkach pri nizkych koncentracidch. Uginky astaxantinového extraktu su
pravdepodobne vysledkom kombinovaného pdsobenia monoesterov a diesterov. Nizke
koncentracie extraktu pdsobili na imunitné bunky skor stimulacne a cytoprotektivne. Vysoké
koncentracie t¢innych latok nie s pre organizmus prospesné, avSak dosiahnut’ takéto hladiny
V in vivo pomienkach nie je mozné.

UvOD

Mechanizmy G¢inku prirodnych latok zavisia od ich chemickej Struktiry. Po¢as naruSeného
fyziologického stavu organizmu pri ochoreniach je ich pdsobenie nasmerované k uprave, resp.
obnoveniu homeostazy. Vyskum imunomodulaéného potencialu latok izolovanych z vysSich
a nizsich rastlin, htb, rias a lisajnikov viedol k objaveniu a naslednej syntéze vel'mi uc¢innych
latok s komer¢nou aplikdciou v humannej a veterinarnej medicine. NelieCené infekcie
a traumy vSak vedu k zapalovym reakciam a nasledne k produkcii cytotoxickych latok, ktoré
st uvolnované v ohnisku poranenia. Tieto latky zahfiiaji vysoko reaktivne formy kyslika
(ROS) adusika (RNS), ktoré maju desStruktivne ucinky nie len pre patogén, ale aj pre
hostitela (O’Connor a O’Brien, 1998). V boji proti ROS a oxidaénému poskodeniu sa
organizmy spoliehaji na pomerne zlozity antioxidacny systém zloZzeny z endogénne
produkovanych zlicenin, vratane nizkomolekulovych antioxidantov a enzymov. Organizmy
su schopné produkovat’ mnozstvo endogénnych antioxidantov, ktoré vychytavaju Skodlivé
volné radikaly a zabraiuju nerovnovdhe medzi prozapalovym a protizdpalovym stavom.
V pripade zna¢ného oxidacného stresu je schopnost’ antioxidantov eliminovat’ voI'né radikaly
prekrocena, a preto st potrebné d’alSie zdroje antioxidantov prijaté zo stravy (Chew a Park,
2004).

Astaxantin patri do skupiny xantofylovych karotenoidov. V prirode je syntetizovany len
malym mnoZstvom organizmov, ako mikroorganizmy, zelené a kvasinky. Uginky astaxantinu
vychadzaju z jeho jedinecnej molekularnej Struktury, ktort tvoria dve karbonylové skupiny,
dve hydroxylové skupiny a 11 konjugovanych dvojitych etylénovych vézieb. Prave vdaka
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hydroxylovym (OH) a keto- (C=0) zvySkom na kazdom i6novom kruhu moéze byt
esterifikovany a z jeho Struktiry nasledne vyplyvaji aj antioxidacné vlastnosti. Astaxantin je
donorom elektronov reagujucich s ROS, ktoré ukoncia ret'azovl reakciu a premenia reaktivne
molekuly na stabilnejSie, pre organizmus neSkodlivé produkty. Zistilo sa, Ze astaxantin ma
tlmiaci efekt na singletovy kyslik, vychytava superoxidy, peroxidy vodika a hydroxylové
radikaly (Miki, 1991). Studie w¢inkov tejto prirodnej latky navyse dokazali, Ze je silnejsi
antioxidant ako B-karotén, uc¢innejSie inhibuje peroxidéciu lipidov ako kataxantin, B-karotén
a zeaxantin, a na rozdiel od lykopénu, B-karoténu a luteinu nemd prooxidacny ucinok.
Potencial astaxantinu bol dokdzany aj pri ochrane 'udského organizmu proti Sirokému spektru
chorob vratane zapalu, zalado¢nych 1ézii, kardiovaskularnym ochoreniam ako aj ochoreniam
pecene, cukrovke, rakovine a neurodegenerativnym chorobam (Ambati a kol., 2014).

MATERIAL A METODIKA

V experimente boli pouzité samce zdravych Balb/c mysi vo veku 8 — 10 tyzdnov, z ktorych
boli sterilne izolované sleziny. Astaxantin bol izolovany z riasy Haematococcus pluvialis,
v ktorej bol pritomny vo forme ME, DE aV neesterifikovanej forme ako volny AXT.
Suspenzia splenocytov bola kultivovana v dvoch médidch s odlisSnym zloZenim s prisluSnymi
koncentraciami AXT, ME a DE (2,5; 5; 10; 20 a 40 ug.ml'l). Viabilita buniek po kultivacii
bola stanovend pouzitym Trypanovej modrej. Metabolickd aktivita splenocytov bola
hodnotena MTT testom a na kvantitativne stanovenie zivotaschopnosti buniek a sledovanie
toxickych uc€inkov latok bol pouzity test absorpcie neutrdlnej Cervenej. Neadherentné
populacie buniek boli pouzit¢é na meranie mitochondridlneho membranového potencialu
s pouzitim farbiva Rhodamin 123, ktoré je zachytdvané v mitochondridch zivych buniek.
Rovnaké suspenzie buniek boli pouzité aj na detekciu apoptdzy pomocou kitu. Stimulované
bunky po kultivacii s AXT boli pouzité na detekciu vnutrobunkovych ROS. Analyzy boli
vykonané prietokovou cytometriou a udaje boli analyzované pomocou softvéru. Mnozstvo
oxidu dusnatého v supernatantoch po kultivacii buniek bolo stanovené¢ Griessovym
reagentom. Vysledky boli analyzované pouzitim jednosmerného ANOVA testu a post-hoc
Tukey testu. Statisticky vyznamny rozdiel v porovnani s kontrolnou skupinou bol
zaznamenany na hladine vyznamnosti * p <0,05; ** p <0,01 a *** p < 0,001.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V nagej tudii sme sa zamerali na porovnanie u¢inkov nizsich davok (2,5; 5; 10 pg.ml™)
a vyssich davok (20 a40 pg.ml™) astaxantinu a jeho esterov na T-lymfocyty izolované zo
sleziny zdravych Balb/c mysi. Hodnotenim koncentraéne zavislého ucinku AXT a jeho
esterov na viabilitu buniek sme zistili, Ze koncentracie do 10 pg.ml™ mali v pripade kultivacie
s AXT a DE stimula¢ny ucinok, nizke koncentrdcie ME naopak vykazovali vysokt mieru
cytotoxicity na bunky. Viabilita buniek bola overend aj prostrednictvom stanovenia U¢inkov
sledovanych latok na metabolickt aktivitu pomocou MTT testu. Vysledky potvrdili, Ze AXT,
ME aDE maju pri koncentraciach 5 a 10 pg.ml™ stimulaény u¢inok na metabolizmus
imunitnych buniek, avSak vysSie davky posobili na bunky mierne cytotoxicky. Predpoklada
sa, ze redukcia MTT, ale aj inych tetrazoliovych farbiv zavisi od metabolickej aktivity bunky
v dosledku toku NAD(P)H (Berridge a Tan, 1993). Bunky s nizkym metabolizmom, ako sa
splenocyty, ale aj tymocyty, st schopné redukovat’ mensie mnozstvda MTT v porovnani s
rychlo sa deliacimi bunkami. Uginky latok na Zivotnost' splenocytov sme hodnotili aj na
zaklade aktivneho transportu molekul cez cytoplazmaticki membranu prostrednictvom
prijimania neutralnej cCervenej. Tymto testom sa nam opdt podarilo potvrdit, ze
najpriaznivej$i vplyv na aktivitu buniek mali nizke koncentracie ucinnych latok. Nizke
koncentracie DE sa vSak ukazali ako mierne nepriaznivé na aktivny transport molekul.
Odchylky zaznamenané v naSich vysledkoch v pripade testu viability, ale aj aktivneho
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transportu farbiva po kultivacii s esterifikovanymi formami astaxantinu mo6zu byt spdsobené
mechanizmom inkorporacie farbiva do bunky, ako aj ich chemickou Struktirou. Giuffrida
akol. (2010) skimali esterifikaciu skupiny karotenoidov — xantofylov, ktoré sa v prirode
vyskytujii v neesterifikovanej forme, alebo v stabilnejsej esterifikovanej forme mastnymi
kyselinami ako monoestery a polyhydroxylované xantofyly. Vo svojej stadii zistili, ze
esterifikdcia nemeni chromoforové vlastnosti molekuly karotenoidov, ale upravuje ich
Struktaru, a preto méze ovplyviovat’ aj chemické vlastnosti v zavislosti od druhu mastnej
kyseliny naviazanej na molekulu karotenoidu. Esterifikacia tiez zvySuje rozpustnost
karotenoidov Vv lipidoch, ¢im sa zvysi ich biologicka dostupnost’. Na zaklade tychto vysledkov
predpokladdme, ze nizsie davky ME a DE, ktoré posobili mierne cytotoxicky, boli rozpustené
vV membranovych a bunkovych lipidoch, a z toho dovodu aj dostupnejSie pre spracovanie
metabolizmom bunky. Vysoka antioxida¢na aktivita astaxantinu tiez mohla zapriCinit’
vychytanie vSetkych ROS vzniknutych pocas bazélneho metabolizmu bunky, alebo
Vv dosledku stresu vzniknutého kultivaciou a naru$it’ homeostazu. Pocetné vyskumy dokézali,
ze reaktivne formy kyslika funguju ako dolezité fyziologické regulatory intracelularnych drah
a naruSenie redoxnej rovnovahy moze ovplyvnit’ signalne drahy, ¢o vedie az k dysfunkcii
bunky. Zmeny v mitochondridlnej dynamike boli posudené pomocou mitochondrialneho
membranového potencidlu (ym), ktory je kI'a¢ovym faktorom mnohych chordb. V porovnani
s kontrolnou skupinou viedla inkubécia buniek po dobu 24 hodin za Standardnych podmienok
s AXT, ME, DE (10, 40 pgml™) k miernemu zvyieniu potencidlu mitochondrialne]
membrany. V naSej Stadii kultivacia splenocytov po€as 24 hodin zvysila ym a vyvolala aj
prechod buniek do skorej fazy apoptdzy (~ 60%) a neskorej fazy apoptdzy (~11%). Kultivacia
imunitnych buniek so sledovanymi latkami viedla tiez k zvySenej produkeii oxidu dusnatého,
pri¢om signifikantné zvysenie bolo pozorované v pripade kultivacie s AXT (40 pg.ml™).
V poslednej Casti naSho experimentu sme sledovali u¢inky AXT na hladinu vnatrobunkovych
ROS po stimulacii. Z vysledkov vyplyva, Ze kultivacia bunick s AXT (40 pg.ml™)
v kompletnom médiu sposobila vychytanie vSetkych ROS, ¢o korelovalo s indukciou neskorej
apoptdzy a rovnako so znizenou viabilitou.

Pokus bol schvaleny Stitnou veterinarnou a potravinovou spravou Slovenskej republiky, C k.
R0-660/17-221a, dna 16.3.2017.

Vysledky prezentované v tejto Studii boli ziskané v ramci riesenia projektu APVV 17-0410, a tiez bilaterdlneho
projektu SAV-AV CR No. 18-24.
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ABSTRAKT

Neplodnost’ v sucasnosti postihuje vyznamnu Cast’ populacie a na zaklade vysokej prevalencie
je zarad'ovand Svetovou zdravotnickou organizaciou medzi populacné ochorenia. Za
fyziologickych okolnosti su v reprodukcii kI'aCovymi procesmi okno implantacie a receptivita
endometria, od ktorych sa odvija tGspeSnost’ in vitro fertilizacie. Tieto procesy podliehaju
regulacii na génovej trovni. Hlavnymi faktormi, ktoré ovplyviiuji regulaciu génovej expresie
st nekddujiice RNA, ktoré modifikuju génova expresiu najmi na posttranskripnej Grovni.
Objasnenim mechanizmu pdsobenia konkrétnych nekddujucich RNA - mikroRNA, v ramci
infertility sa ukazuje ako moznost' ich vyuzitia v diagnostike. Cielom tejto prace bolo
pomocou sekvenovania novej generacie (NGS) a bioinformatickych analyz diferencovat’
mikroRNA, ktoré by predikovali pripravenost’ pacientky v in vitro fertilizacnom procese na
implantaciu embrya do uteru. Molekuly mikroRNA vybrané na ziklade bioStatistickych
analyz a metod strojového ucenia v predkladanej stadii sa zdaji byt sl'ubné prognosticko-
prediktivne molekuly, ktoré by mohli hrat’ klI'i€ovu tlohu v predikcii pripravenosti Zeny na
IVF proces ako aj v predikcii tspesnosti resp. zlyhania IVF procesu.

UvoD

Neplodnost’ je v poslednom obdobi povazovand za poruchu postihujicu priblizne 10%
populacie a kvoli relativne vysokej prevalencii je zaradovana Svetovou zdravotnickou
organizaciou (WHO) medzi populacné ochorenia (Boivin a kol., 2007). Existuje niekol’ko
pricin sposobujtcich problémy s plodnost'ou, ktoré si vysoko individualne. Okrem typickych
abnormalit, spojenych s defektami reprodukénych organov, moézu byt za neplodnostou
hormonalne poruchy, genetické defekty alebo faktory zivotného prostredia. V dnesnej dobe su
Coraz CastejSie vyhladavané sluzby asistovanej reprodukcie — in vitro fertilizacny proces
(Szamatowicz, 2016). Hlavnymi pri¢cinami zenskej neplodnosti obvykle byva napr.
anovuldcia, anatomické zmeny orgdnov panvového dna, endometriéza, syndrom
polycystickych ovarii. Pri tychto poruchach je zvyCajne narusené tzv. ,,okno implantacie®,
obdobie, pocas ktorého je Zenské endometrium schopné prijat’ embryo a moze dojst’ k jeho
implantacii do steny maternice. Okno implantacie (WOI, Window of implantation) a d’alSie
fyziologické procesy v reprodukénom systéme podliehaju regulécii na zaklade molekulovych
zmien genému a transkriptomu (Ruiz-Alonso a kol., 2020). NaruSenim tejto regulacie, moze
nasledne dojst k patologickym zmenam. Ulohou nekodujticich RNA molekul je, okrem iného,
regulacia biologickych procesov v organizme. Jednotlivé ncRNA sa liSia jednak biogenézou,
tkanivovou Specifickost'ou, ale aj cielovymi molekulami, ktoré efektorovo alebo regulacne
modifikuji. Bunkové procesy a expresiu génov reguluji ncRNA najmé na posttranskripcénej
urovni, ktord je povazovana za kliCovu v udrziavani homeostazy (Salmasi a kol., 2021).
mikroRNA su endogénne nekodujuce RNA zloZzené z 19 az 23 nukleotidov, zamerané na
post-transkripénu regulaciu cielovych génov naviazanim sa na 3' neprekladant oblast’ (UTR)
cielovej mRNA. Nasledne dochddza k degraddcii mRNA alebo Specifickej inhibicii
translacie, ktord v kone¢nom doésledku vedie k regulacii fyziologickych procesov alebo
signalnych drah. Molekuly miRNA reguluju viac ako 30% génovej expresie in vivo a ich
funkcia uzko suvisi s bunkovou proliferaciou, diferenciaciou, apoptézou, embryonalnym
vyvojom, diferencidciou tkaniv a orgdnov a, v neposlednom rade, aj s vyvojom réznych
ochoreni (Zhao 2020). Objasnenim Specifického poésobenia konkrétnych nekodujicich RNA v
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ramci infertility sa ukazuje potencial vyuzitia tychto RNA ako biomarkerov (Hale a kol.,
2015).

Identifikacia odlisnych kratkych nekddujicich RNA pritomnych v cirkulacii by mohla slazit
ako nastroj na diagnostiku a potencidlne aj na liecbu ochoreni spojenych s infertilitou.
Prehl'ad miRNA molekul asociovanych s neplodnost’ou sumarizuje tabul’ka 1.

Tab. 1: Prehlad mikroRNA, ich ciel’ovych génov a mechanizmu ucinku pri vybranych diagnozach spdajanych
S neplodnost'ou

Regulacia miRNA Cielové gény Mechanizmus regulacie Diagnéza
miR-135a, miR- znizovanie hladiny progesteronu a
; IL8, SYT1, ; LD .
186, miR-145, testosteronu; zvysena proliferacia
X - IRS2, ER beta, ; 4 e .
miR-155, miR- IGF-1R granularnych buniek ovarii; represia
93, miR-222, apoptdzy; narusenie receptivity
: . SMAD?2, . . e
miR-223, miR- endometria; narus$enie implantacie embrya;
. BCL2 . . L.
1464, let-7i-3p, rast kumularnych buniek; vyvoj folikulu;
. . NGF, HGF . R .
miR-5706, miR- GLUT4. ER1 maturacia oocytu; downregulacia inzulin
up 4463, miR-3665, ’ senzitivneho gluk6zového transportéru 4; PCOS
X - PPAR, IGF-1, , ; e .
miR-638, miR- anciopoietin suvislost’ so zvySenou sekréciou
124-3p, miR- g1op ’ estradiolu; inzulinova rezistencia;
- SMADS5, . S,
128, miR-29a- PPAR- hyperandrogenizmus; endometrialna
3p, let-7¢, miR- v receptivita; dozrievanie ovarialneho
- PPAR-y . L \ \
27a, miR-301, folikulu; inhibicia syntézy progesteronu,
. ; DENNDA1 . ; ce .
miR-130b, miR- androgénov, estrogénu; zvysenie hladiny
LHCGR . ,
592 progesteronu, testosteronu
miR-17-5p, BCL2, zvySené prezivanie buniek; potlacenie
miR-20a, CDKN1A/p21, | proliferacie; zvySena indukcia lokalneho
miR-22, TGF beta, IL- zapalu; pro-zapalovy a pro-angiogénny
down Let-7, 8, HIF-1 alfa efekt; indukcia proliferacie a invazivity endometriéza
miR-135a, miR- | VEGF, KRAS buniek; regulacia endometrialnej
154-5p, HOXA10, receptivity; bunkova proliferacia,
miR-200a, ZEB1/2, diferenciacia; neovaskularizacia; motilita;
miR-200b E-kadherin indukcia EMT procesu
MATERIAL A METODIKA

Do stadie bolo vyselektovanych 112 pacientiek (59 s potvrdenym neuspe$nym vysledkom in
vitro fertilizacie, 53 s potvrdenym uspesnym vysledkom IVF) zucastnenych procesu IVF.
Potvrdend negativita bola na zdklade séra hCG 10. deii po prenose blastocysty, 11. den po
prenose zhutnenej moruly. Uspesny vysledok IVF procesu bol definovany u pacientiek u
ktorych bola hladina hCG zaznamenana viac ako 30 IU/] dei 10 po prenose blastocysty, deii
11 po prenose zhutnenej moruly Na analyzu boli pouzité vzorky krvnej plazmy, odobratej do
K2EDTA BDVacutainer. Odber krvi bol uskutoneny v denl transferu embrya, nasledne bola
krv separovana a ziskana plazma bola uskladnena pri -80°C. Samotnej analyze predchadzala
izolacia mikroRNA zo vzoriek plazmy, na ktort bol pouzity miRNeasy Micro Kit (Qiagen).
Nasledne bola pripravend sekvenacna kniznica s pouzitim Qiagene sekvenacnej chémie
QIAseq miRNA Library Kit. Sekvenovanie (NGS) bolo uskuto¢nené pomocou NextSeq 500
na Platforme (Illumina). Hlavné vysledky predkladanej Studie boli ziskané na zéklade
sekvenacie ncRNA molekul a kombinacie bioinformatickej analyzy dat. Bioinformatické
spracovanie vyuzilo verejne dostupné referenéné¢ databazy miRBase a IsomiR. Evaluicia
vyberu biomarkerovych molekul bola zalozend na aspoil jednej z metdd, alebo ich
kombinacii, so stanovenim Kkorelacie molekal a metdéd strojového ucenia (napr.
LogisticRegression, RandomForestClassifier, SVC, SVM, SGD Classifier). Predkladana
Studia bola schvalena etickou komisiou KSK dna 24.4.2018 ako aj etickou komisiou UNLP.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zaklade bioinformatickych analyz a metdd strojového ucenia bolo z celkového mnozstva
miRNA identifikovanych a vyselektovanych 6 konkrétnych mikroRNA molekul (mir-26a-2-
3p, mir-874-5p, miR-6734-5p, miR-4767, miR-4775, miR-18b-3p), ktoré vykazovali vysoku
Specificitu k predikénej schopnosti urcenia uspesného vysledku IVF procesu u pacientiek. Pri
zohladneni binarneho klasifikacného systému, ktory ukazuje vztah medzi Specificitou a
senzitivitou nasich molektal v modeli ROC (receiver operating characteristic) sa hodnota Area
Under Curve (AUC) krivky pohybovala nad aroviiou 0,7. (ROC/AUC > 70%). Na zaklade
opublikovanych S§tudii, je zname, ze mikroRNA molekuly zohrdvaji doéleziti ulohu v
regulaénych procesoch ovplyviujucich plodnost zeny. Za zasadné procesy, S priamym
dopadom na plodnost, su povazované napr. angiogenéza, receptivita endometria, ale aj
syntéza hormoénov; zéarovein poruchy plodnosti napr. endometriéza (Cho a kol., 2015),
syndrom polycystickych vajecnikov (Song a kol., 2019) maji svoje Specifické cCrty s
diferencovanym profilom expresiec mikroRNA (sumarizované v tab. 1).V poslednej Studii
Huang a kol. (2021) priniesli sivis miR-18b-3p a preeklampsie, kde analyzami potvrdili
regulacnu ulohu tejto mikroRNA s dopadom na integritu a vaskularnu kondiciu placenty,
ktora je dolezitym faktorom uspe$ného tehotenstva (aj samotného in vitro fertilizaéného
procesu).

Vyuzitie sekvenacne kvalitativne a kvantitativne definovanych biomarkerov vo forme 6
miRNA molekul, by v IVF praxi mohlo napomdct’ v predikcii pripravenosti matky na
transfer embrya s néasledne potencidlne GspeSnou implantaciou embrya do steny maternice.
Stcasné stadie potvrdzuji, ze miRNA molekuly maji vysoky potencial predstavovat
biomarkery vhodné k predikcii uspes$nosti IVF procesu (Qasemi, 2020). Odber Krvi
predstavuje jeden z menej invazivnych procesov ziskavania biologického materidlu,
optimalizadcia metddy detekcie miRNA molekal by mohla prispiet k zlepSeniu liecby
neplodnosti ako aj k pripadnému zvySeniu poctu Gspesne implantovanych embryi v procese in
vitro fertilizacie.

Praca vznikla na zdklade grantovej podpory: VEGA 1/0873/18 a VEGA 1/0620/19. Tieto projekty si realizované
v spolupraci s Gynekologicko-porodnickou klinikou UPJS LF a UNLP v KoSiciach a Centrom pre asistovanii
reprodukciu Gyncare v KoSiciach.
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STANDARDIZACIA PROTOKOLU REPRODUKOVATEINEJ GENERACIE Z
MONOCYTOV DERIVOVANYCH DENDRITOVYCH BUNIEK PRE DALSIE EX
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ABSTRAKT

Hlavnou funkciou dendritovych buniek (DC) je indukcia adaptivnej imunity v sekundarnych
lymfoidnych organoch a tkanivach prezentaciou antigénov prostrednictvom MHC I a MHC II
molekul naivnym T-lymfocytom. Na $tadium tlohy DC v in vitro podmienkach sa bezne
pouzivaji z monocytov derivované dendritové bunky (moDC) pripravené pocas in vitro
kultivacie monocytov izolovanych z periférnej krvi, ked’ze v krvi sa primarne DC nachadzaja
vo velmi nizkom pocte. Ich hlavnym miestom lokalizacie su tkaniva, resp. blizkosti
povrchov, kde hrozi najvic¢Sie nebezpeCenstvo vstupu patogénov do organizmu. Tieto v in
vitro podmienkach pripravené moDC st svojou morfoloégiou a funkciou vel'mi podobné
konvenénym myeloidnym dendritovym bunkdm. Cielom naSej prace bola Standardizicia
protokolu pre ziskanie moDC z monocytov (Mo) izolovanych z periférnej krvi mladych
osipanych. Mononuklearne leukocyty sme izolovali z krvi pomocou separacného roztoku
(Lymphosep, Biosera) a na naslednt izolaciu Mo z tejto suspenzie sme pouzili nemagnetické
mikro&astice (pluriBead®” KIT, PluriSelect) znatené protilatkou proti prasacim CD14. Takto
ziskané Mo sme kultivovali v jamkach kultivaénej platne po dobu 5 dni v kontrolovanom
prostredi (37 °C, 5% CO;). Na stimulaciu diferencidcie Mo na moDC sme pouzili rastové
faktory IL-4 a GM-CSF.

UvoD

Dendritové bunky st bunky Specializované na prezenticiu antigénov, ktoré maju jedine¢nti
schopnost’ aktivovat’ naivné T-lymfocyty. DC rozpoznavaju cudzie Struktury pochadzajice z
roznych patogénov, pomocou tzv. vzory rozpoznavajucich receptorov (PRR) exprimovanych
na ich bunkovom povrchu. Uloha DC v imunitnom systéme je ovela sofistikovanejsia nez sa
zda, pretoZe nezabijajii patogény priamo, ale svojou schopnostou prezenticie antigénov
v komplexoch s MHC molekulami aktivujt Specifické imunitné reakcie vdaka Comu
zabezpecuju premostenie vrodenej a adaptivnej imunity (Lebeer, Vanderleyden, a De
Keersmaecker, 2008). In vitro diferenciacia DC je alternativnym spdsobom ziskania tychto
buniek na S$tadium ich funkcie. Jedna z moZnosti nepriameho ziskania DC je ich derivacia
z progenitorovych CD34" buniek nachadzajticich sa v kostnej dreni alebo v krvi (Schuler a
Romani, 1997). Tieto metédy su vsak vysoko narocné, navySe zkrvi ziskané CD34"
progenitorové bunky su vo velmi nizkom pocte. VhodnejSou metddou je priprava DC z
monocytov ziskanych z periférnej krvi (Kim et al., 2019; Posch, Lass-Florl, a Wilflingseder,
2016). DC diferencované z prasacich monocytov (moDC) je mozné generovat’ rychlou (do 48
hodin), alebo klasickou metdodou. Funkcia a fenotypové charakteristiky moDC generovanych
rychlou metdédou st vyvinuté iba Ciastoéne (Wongyanin et al., 2012), zatial ¢o moDC
generované klasickou metodou (5- az 7-dilova kultivacia) su fenotypovo aj funkcne viac
podobné konvenénym DC a preto st vhodnejSim modelom na in vitro stidium interakcii
hostitel-patogén (Lecours et al., 2011). Je zname, ze funkéné vlastnosti nezrelych a zrelych
DC st velmi odlisné, a z tohto pohladu je faza zrenia moDC pre interpreticiu
experimentalnych vysledkov vel'mi dolezita (Nedumpun, Ritprajak, a Suradhat, 2016).

MATERIAL A METODIKA
Heparinizovanu krv (40 ml) sme odobrali za sterilnych podmienok z krvného splavu oka
mladého (8 tyzdiiového) prasata. Mononuklearne leukocyty (MNL) sme izolovali z periférnej
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krvi pomocou separa¢nej tekutiny (Lymphosep, Biosera). Nasledne sme monocyty z tejto
suspenzie odseparovali pomocou nemagnetickych mikroéastic (pluriBead® KIT, PluriSelect)
znadenych protilatkou proti prasacim CD14 (dar od Dr. Simkova, Bioscience). Mo boli
kultivované metddou adhézie na plast v RPMI 1640 médiu obohatenom o glutamin (2mmol.I
1), tepelne inaktivované FBS (10%), gentamicin (0,1%) a rekombinantné prasacie cytokiny
rpGM-CSF (20 ng.ml™) a rpIL-4 (50 ng.ml™), pri teplote 37 °C v atmosfére 5% CO, po dobu
5 dni. Médium sme menili kazdy druhy den. PocCty buniek a fenotypové charakteristiky sme
stanovovali pomocou prietokového cytometra (BD FACSCanto™) na 1. defi ana 5. dent od
nasadenia. Ako znak diferenciacie sme sledovali expresiu CD14, CD80, CD86 a MHC Il
molekul.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Najkritickejsim krokom pocas izolacie monocytov je krok centrifugacie krvi navrstvenej na
separacnej tekutine, pretoze presné oddelenie erytrocytov a leukocytov sa dosiahne iba vtedy,
ak je brzda odstredivky vypnutd. Tymto sposobom sa
nam podarilo izolovat v priemere 3,3x10° MNL zo
40 ml odobratej krvi, zktorych sme nasledne
separovali v priemere 1,3x10° monocytov, &o
predstavuje priblizne 4% Mo v krvi oSipanych. Prvy
defi kultivacie sa nasadili na jamky (4cm?) dvanést-
jamkovej platnicky ziskané monocyty v koncentrécii
4x10°Mo/well. Pomocou prietokového cytometra sme
stanovili pritomnost’ lymfocytov (Ly) a fenotyp
izolovanej populacie Mo. Ziskané vysledky poukazali
na to, Ze separdcia Mo pomocou mikrocastic
znacenych protilatkami proti CD14 (Obr. 1.) je
vysoko efektivnym spdsobom izolicie Mo s
minimalnou kontaminaciu Ly, ked’ze v pripravenej

Obr. 1 Separdcia Mo pomocou mikrocastic  hynkovej suspenzii bolo 95% Mo aiba 3% Ly. V
znacenych protildtkami proti CD14 porovnani s na$im predoslym experimentom, kde
sme na separaciu Mo zo suspenzie mononuklearnych leukocytov Vyuzﬂl len metodu 2 h
adherencie na plast, bol pomer Mo/Ly 1:10. 53PS NG NG
Po 5 dioch kultivacie v kontrolovanom | ‘
prostredi sme pri hodnoteni pomocou R 5
svetelného mikroskopu pozorovali vzniknuta &=
dendritovii  morfolégiu v kultivovanych &
bunkach (Obr. 2.). Pri hodnoteni pomocou
prietokového cytometra sme zistili, Ze podiel
buniek exprimujucich MHC molekuly II. SEREL
triedy a CD80/86 sa zvysil, kym expresia » =& =
CD14" bola u tychto buniek relativne zniZena

;' 3‘\‘ :".: NEAT
(na 5. den kultivacie az 77% buniek stratilo Obr. 2 Nezrelé (neaktivované) prasacie moDC
CD14" znak — Obr. 3.). Populaciu moDC diferencované z periférnych monocytov v ex vivo
tvorili dve subpopulacie nezrelych buniek, podmienkach

Z ktorych jedna bola adherovand na povrch plastu a druha nebola adherovana. Podarilo sa nam
Standardizovat’ protokol reprodukovatelnej generacie moDC, ktoré chceme vyuzit na
vytvorenie ko-kultivaéného modelu intestinalnych epitelovych buniek kultivovanych spolu
s moDC, ktory chceme vyuzit' na Studium imunomodulacného Uc¢inku exopolysacharidov
ziskanych z probiotického kmena Limosilactobacillus reuteri (Lactobacillus reuteri) pocas
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infekcie navodenej ETEC. Vysledky ztohto S$tidia nam pomdzu lepSie pochopit’
komplikované interakcie v komunikécii enterocytov simunitnymi bunkami ulozenymi
v lamina propria tenkého ¢reva, pocas pdsobenia laktobacilov a patogénov.

CDT4FITCISLA-APCICDEOPE-DC neadher CDT4FITE/SLA-APCICDEOPE-DC neadher
] CD14 negat o Dot JsLa+cDB0BE SLA+CDBLEE
] T o]
< 3 a3
& ] &
o o
. &
Had Fg
S LU
_E _E SLA-CDE0MEE-  SLA-CDI0MEE+
E— :=—|1111TI'IT|'|'|'I1TI'I'I'IT| T |||||||| T |||||||| T |||||||| T E— __|||||||||I||| |||||| T |||||||| T |||||||| T
g 00 10° 10* 10 " s 0 10° 10* 10
CO14 FITC-A ' CDa0/36 PE-A

Obr. 3 Analyza imunofenotypu moDC populicie pomocou prietokového cytometra. Zmena imunofenotypu
moDC po 5 diioch diferencidcie
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ABSTRAKT

Neplodnost’ je v sucasnosti Coraz viac rozsirené ochorenie, v dosledku ¢oho sa v posledne;j
dobe zvysuje pocet uskutoénenych procesov in vitro fertilizacie (IVF). Uspesny IVF proces
determinuje mnozstvo faktorov, no najddlezitejSie su receptivne endometrium, uréenie tzv.
implanta¢ného okna a v neposlednom rade vyber kvalitného embrya. Cielom tejto prace bola
analyza nekodujicich RNA (sncRNA) v pouzitom kultivaénom médiu embryi pomocou
sekvenacnej analyzy (NGS), bioinformatickych a Statistickych analyz. Vybrané sncRNA
Z kultivacného média preukazali Statisticki vyznamnost’ pri urceni uspesSnosti implantacie
embrya v IVF procese, pri urCeni kvality embrya ur¢eného na implantidciu. Vd’aka rdznej
expresii uz spominanych RNA v kultivaénom médiu, by vybrané miRNA mohli predstavovat’
sl'ubné biomarkery pre vyber kvalitného embrya.

UvOoD

Neplodnost’ je porucha reprodukéného systému, ktora je definovand ako neschopnost
otehotniet’ po 1 roku neuspesného pokusania sa o potomstvo. V poslednej dobe sledujeme
zvySujuci sa pocet uskuto¢nenych procesov in vitro fertilizacie. Percento Gspesnosti transferu
vsak nestupa nad 30%, aj napriek zlepSujicim sa podmienkam pre in vitro kultivaciu embryi
v asistovanej reprodukcii. Na IVF klinikach sa kladie doraz na vyber jediného euploidného
embrya vhodného na transfer do dutiny maternice.

Fertilizacia in vitro sa odohrava v embryoskope, kde prave kultivatné médium podporuje
vyvoj embrya od jeho zaciatku az po transfer, vd’aka ¢omu zohrava vel'mi doleziti Glohu pri
asistovanej reprodukcii. Kultivatné médium by malo zabezpecit' ¢o najlepSie podmienky pre
vyvoj embryi, teda jeho zloZenie by malo zabezpecit' metabolické potreby embrya a
minimalizovat’ stres pri kultivacii v podmienkach in vitro (Chronopoulou a Harper, 2015).
Pocas preimplantacného vyvoja embryo vylucuje do kultivaéného média niektoré latky (tzv.
sekretom), ktoré by mohli predstavovat’ vhodny biomarker. Pouzité kultivaéné médium je
vhodné na $tadium proteomiky, metabolomiky a v neposlednom rade aj malych nekddujucich
RNA, vratane mikroRNA a piwiRNA, ktoré si Coraz populdrnejSie pri  Stadiu
gynekologickych malignit a neplodnosti (Redgaard a kol., 2015).

Za posledné roky pribudli Studie, ktoré preukdzali dolezita Ulohu sncRNA, vratane
mikroRNA (miRNA), malych interferujucich RNA (siRNA) a piwi-interagujucich RNA
(piRNA), v reprodukénom systéme. Pochopenie ich funkcie v rdmci gametogenézy a
embryogenézy by mohlo byt prospesné pri moznych pri¢inadch nelspesnosti implantacie v
procese IVF (Timofeeva a kol., 2019). MiRNA (19-23 nt) a piRNA (26-31 nt) st kratke
jednovlaknové RNA molekuly zohravajice svoju ulohu nielen v bunkach, ale mézu byt
uvolnené do extracelularneho prostredia a sprostredkovat’ tak medzibunkovii komunikéciu,
ako aj poskytnit’ informdcie v suvislosti s fyziologickymi a patologickymi podmienkami
(Liang a kol., 2017). Mechanizmus posobenia miRNA je V translacnej represii a degradécii
mRNA, zatial' o piRNA transkripéne alebo posttranskripéne reprimuji transpozony. Ludské
embrya secernuju Specifické miRNA a piRNA molekuly do extracelularneho prostredia, ¢im
sprostredkuvajl interakciu medzi blastocystou a endometriom, ktora je esencidlna pre GspesSnu
implantaciu embrya. Exozomy, ktoré st vylu¢ované epitelom l'udského endometria do dutiny
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maternice, transportuju svoj obsah do blastocysty, resp. do prilahlého endometria, ¢im
ovplyviuju tak génova expresiu vV endometriu (Capalbo a kol., 2016).

Tab. 1 Efektorové miRNA z kultivaéného média pri tispeSne a netispesne implantovanych blastocystich

Proces miRNA pri GspeSne v/ miRNA pri neaspesne X
implantovanych implantovanych blastocystach
blastocystach

Proliferacia miR-20a, miR-30c, miR-19b-
3p, miR-372-3p, miR-634, let-  miR-373-3p, miR-518a-3p, miR-191

Angiogenéza gnz;lif-pZQC-Sp, miR-20a, miR- miR-373-3p
Viabilita gnrjR-ZOa, miR-92a-3p, let-7b- MiR-182-5p
?;‘;}E;’Vy’ miR-20a, MiR-142-3p miR-372, miR-302a-3p, MiR-191
Apoptéza MiR-634, let-7b-5p ;n;,Rr}]s;éz_’lgnliR_slga_sp’ MiR-30zer
Implantacia i 204, let-7b-5p, let-7i-5p ;”F)'Rmfglggnz'ssizr:]eltF;g;”;gpﬂgd
nggcysty let-7b-5p, let-7i-5p let-7, MiR-92

MATERIAL A METODIKA

Na analyzu sme pouzili kultivaéné médium embrya pacientick v procese IVF. Odber
kultivaéného média embrya bol uskuto¢neny v deni transferu embrya do maternice (na 5. deii
po oplodneni) v Centre pre asistovani reprodukciu Gyncare v KoSiciach. Odber tohto
biologického materidlu predstavuje neinvazivny a lahko dostupny material, ktory je
povazovany za odpadovy. Z celkového poctu 63 vzoriek kultiva¢nych médii boli 3 vzorky
kultivacnych médii nepouzitych pre kultivaciu a sluzili ako kvalitativny a kvantitativny
background, bias kultivacnych médii. Z celkového poctu sekvenovanych vzoriek kultivaénych
médii 60, bolo uspesne implantovanych embryi 53% (n-32) a 47% (n-28) neuspesne
implantovanych blastocyst. Ako prvy krok bola uskuto¢nena izolacia miRNA z kultivaéného
média blastocysty pomocou kitu miRNeasy Micro Kit (Qiagen). Nasledne bola pripravena
sekvenacnd kniZnica s pouzitim Qiagene sekvena¢nej chémie QIAseq miRNA Library Kit.
Sekvenovanie (NGS) bolo uskutocnené pomocou NextSeq 500 na Platforme Illumina. Hlavné
vysledky predkladanej Stadie boli ziskané na zaklade sekvenacie ncRNA molekul a
kombinéacie bioinformatickej analyzy dat. Bioinformatické spracovanie vyuZilo verejne
dostupné referencné databdzy miRBase a isomIR. Evaluécia vyberu biomarkerovych molekul
bola zaloZena na asponl jednej z metdd alebo ich kombinacii so stanovenim korelacie molekul
a metdd strojového ucenia (napr. LogisticRegression, RandomForestClassifier, SVC, SVM,
SGD Classifier). Predkladané studia bola schvalena etickou komisiou KSK dna 24.4.2018 ako
aj etickou komisiou UNLP.

VYSLEDKY A DISKUSIA

MIiRNA apiRNA molekuly z kultivatného média UspeSne a nelspesne implantovanych
blastocyst ovplyvilujii expresiu génov zucastiiujucich sa roéznych bunkovych procesov
stivisiacich s embryogenézou a implantaciou (proliferacia, angiogenéza, preZivanie, apoptoza,
bunkovy cyklus), ako aj v procese implantacie embrya do uteru, resp. v jeho
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predimplantatnom vyvoji (tab. 1) (Rosenbluth a kol., 2014; Cuman a kol., 2015; Borges a
kol., 2016; Capalbo a kol., 2016; Abu-Halima a kol., 2017; Kim a kol., 2019; Cimadomo a
kol., 2019; Timofeeva a kol.,, 2020). Spomedzi mnozstva detegovanych molekul sme
z pouzitého kultiva¢ného média embrya identifikovali 6 miRNA (miR-196a-5p, miR-26a-2-
3p, miR-192-3p, miR-150-5p, miR-337-3p a MiR-874-5p) a8 piRNA (piR-28263, piR-
32898, piR-28096, piR-32905, piR-414, piR-32843, piR-28765 a piR-32942) molekul, ktoré
preukazali vysoku pravdepodobnost’ uspes$nosti implantacie embrya v IVF procese (AUC nad
70%). Z doposial’ zistenych vysledkov a predchadzajucich publikacii by mohli nekddujtice
RNA molekuly z kultivaéného média embrya predstavovat’ biomarkery kvality a viability
embryi, ¢o by zna¢ne prispelo k zvySeniu Gispesnosti vysledku v procese in vitro fertilizacie.

Tato praca je sucastou riesSenia projektov VEGA 1/0873/18, VEGA 1/0620/19 a VEGA 1/0540/21 ktoré su
realizované v spoluprdci s Gynekologicko-porodnickou klinikou UPJS LF a UNLP v Kosiciach a Centrom pre
asistovanu reprodukciu Gyncare v Kosiciach.
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ABSTRAKT

Escherichia coli (E. coli) je sucastou komenzalnej mikrobioty ¢reva, moze vSak spdsobit’ aj
zavazné intestindlne aj extra-intestindlne infekcie l'udi a zvierat. NaSim cielom bolo pomocou
PCR identifikovat' fylogenetické skupiny E. coli zo vzoriek kloakalnych vyterov kurciat
a holubov a detegovat’ vyskyt vybranych génov kodujtcich faktory virulencie a vychytavania
Zeleza. NajcastejSie identifikované fyloskupiny boli B1 (37%) a A (21%) u brojlerov, a B2
(48%) u holubov. Izolaty z kur¢iat mali v priemere 4 faktory virulencie/kmen, pricom ich
najvacsi pocet bol zaznamenany pre skupiny F (7.9) a B2 (7.6). U holubov pripadalo 5.3
faktora na kmen a najviac génov asociovanych s virulenciou bolo u fyloskupiny B2 (7). Pri
sledovani frekvencie vyskytu génov pre vychytavanie zeleza sme zaznamenali, Ze u brojlerov
sa vyskytovali CastejSie gény feoB (94%), sitA (83%) a iutA (58%) a u holubov to boli feoB
a sitA (95%), fyuA, irp2 (57%) a iroN (71%). Gény kodujace protektiny (iss, kpsMT 1) boli
identifikované v priemere u 45% vzoriek z holubov a u 30% z kurciat. U vsetkych kmenov od
holubov uréenych ako B2 bola potvrdenda pritomnost génu pre invazivny protein
poskodzujuci endotel mozgovych buniek (ibeA). 1zolaty z brojlerov spadajuce do fyloskupiny
B2 niesli aj papC (P fimbrie) gén, ktory sa spaja s infekciou hornych mocovych ciest. Tieto
skutocnosti poukazuju na to, Ze synantropné vtaky mozu byt rezervoadrmi génov spajanych
s virulenciou E. coli sposobujticich extra-intestinalne infekcie u 'udi a zvierat.

UvoD

Kmene E. coli sa na zaklade pritomnosti, resp. nepritomnosti $pecifickych génov zatried’ujt
do 8 fylogenetickych skupin A, B1, B2, C, D, E, F a clade I (Clermont a kol. 2013). Do
skupiny A a Bl sa zarad’uju kmene tvoriace komenzalnu mikrobiotu. Do fyloskupin B2 a D
patria hlavne k extra-intestinalnym E. coli (EXPEC) (Picard a kol. 1999). Baktérie disponuju
mnohymi vlastnostami a funkciami, ktoré im pomahaji prispdsobovat’ sa prostrediu
aprezivat v fiom. Tieto vlastnosti su tzv. fitnes faktory (Hacker, Carniel 2001). Medzi
najdolezitejSie faktory nevyhnutné na preZitie patri bakteridlny prijem Zeleza sprostredkovany
produkciou sideroforov, molekul s vysokou afinitou k Zelezu (Briissow a kol. 2004). Zelezo je
pre mikroorganizmy aj hostitel'ov esencialny prvok zapojeny do réznych bunkovych procesov
(Skaar 2010). Schopnost’ ziskavat’ zelezo z prostredia maji komenzdlne aj patogénne
baktérie, preto v ¢revnom prostredi vznika ,,boj* o tento prvok. V inter-mikrobialnom boji
maju baktérie dve hlavné moZnosti, ktoré zvySuji ich Sance na prezitie: 1) syntetizuju
Specifické siderofory, ktoré nemézu vyuzivat iné bakteridlne kmene a/alebo 2) vylucuju
toxické molekuly - bakteriociny spojené s latkami chelatujicimi zelezo, aby usmrtili baktérie
schopné absorbovat tieto prostriedky; toto rieSenie sa nazyva stratégia ,.trdjsky kon“, a ma
terapeutické vyuzitie (Fardeau a kol., 2011). Chelaciu Zeleza teda mozno povazovat za faktor
virulencie. Faktory virulencie ako také mozno priradit’ k fitnes faktorom, ked’ze pomahaji
bakteridlnej bunke prezit'. Ciel'om préace bolo zistit’ prevalenciu jednotlivych fylogenetickych
skupin E. coli u brojlerov a holubov, a sledovat’ pritomnost’ génov pre faktory virulencie
a vychytavanie Zeleza vo vzt'ahu k fyloskupinam.

MATERIAL A METODIKA
Spolu bolo pomocou MALDI TOF-MS (Bruker Daltonics, Leipzig, Nemecko) detegovanych
136 kmenov E. coli z kloakalnych vyterov synantropnych vtakov. 115 vzoriek pochadzalo od
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asymptomatickych brojlerov z velkokapacitnych chovov a zvysnych 21 vzoriek od chorych
holubov z domaceho chovu. Pre zatriedenie kmenov do fyloskupin sme PCR reakciou
analyzovali gény, arpA, chuA, yjaA, TspE4.C2 (Clermont a kol. 2013), arpAgpE, trpAgpC
(Lescat et al., 2012). Detegované boli gény kodujuce siderofory, resp. ich receptory feoB,
irp2, sitA, iha, iroN, fyuA, ireA (Handrova, Kmet’ 2019) a gény inych faktorov virulencie iss,
papC, iutA, cvaC, kpsMTII, tsh (Handrova, Kmet 2019), ibeA (Germon a kol. 2005).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Komenzalne kmene st zarad'ované do fylogenetickych skupin A a B1. Avsak kmene E. coli
skupin A, B1, D aE mdzu byt zodpovedné za rozvoj intestindlnych infekcii. Patogénne
EXPEC su identifikované ako skupiny B2 a D (Lee akol. 2010). Kmene vyizolované zo
zdravych brojlerov spadali do skupin A (21%), B1 (37%), B2 (6%), C (2%), D (17%), F (6%)
a clade I (4%). U holubov dominovala skupina B2 (48%), d’alej boli identifikované B1 (29%),
D (10%) aF (5%). Patogénne kmene disponuju niekol’kymi ostrovmi patogenity a SirSim
zastipenim faktorov virulencie ako su toxiny, adheziny, faktory pre tvorbu biofilmu a
produkciu sideroforov, ale su citlivejSie na lieciva. U komenzalnych kmenov je naopak menej
génov pre virulentné faktory, ale CastejSie je detegovana rezistencia na antibiotika (Saralaya
a kol. 2015). Jakobsen a kol. (2010) zistili, Ze izolaty zaradené do skupiny B2 a D mali viac
faktorov virulencie ako skupiny AaBIl. Nase vysledky poukazuji na skutoCnost, ze
u brojlerov mali v priemere najvacsi pocet virulentnych faktorov prave fyloskupiny B2
(7.6/kmen), F (7.9), D (4.1). Menej virulentnymi boli kmene zo skupin A a B1, kde pripadali
na kmen priblizne 3 faktory. U holubov sa nam tento poznatok potvrdil, kde najbohatSou
skupinou na faktory virulencie bola skupina B2 (7). Gény faktorov virulencie su kddované na
ostrovoch patogenity (PAI) — mobilnych genetickych elementoch, z ktorych mnohé boli
identifikované u EXPEC (Star¢i¢ Erjavec, Zgur-Bertok 2015), preto moze dojst k prenosu
virulentnych génov medzi patogénnymi a komenzalnymi druhmi E. coli. Kéhler a Dobrindt
(2011) charakterizovali gény kodujuce faktory virulencie typické pre EXPEC, ktoré st
fakultativne patogény, a umnohych jedincov st sucastou beznej mikrobioty. Z naSich
vysledkov je zjavna prevalencia génov charakteristickych pre EXPEC na vychytévanie zeleza,
a to u brojlerov: sitA (83%), iutA (58%), iroN (28%), irp2 (22%), fyuA (14%), a u holubov
SitA (95%), irp2, fyuA (57%), iroN (71%). Dalsie faktory virulencie ako adheziny papC, iha
(4%), tsh (10%) a protektin cvaC (22%) boli detegované len u kurciat. Protektiny iss, kpsMT
Il boli identifikované u 30% brojlerov a 45% holubov. Podl'a Nowrouziana a kol. medzi E.
coli pretrvavajucimi v hrubom c¢reve dochadza k prenosu génov pre tvorbu fimbrii papC,
vychytavania zeleza iutA, fyuA, a pre tvorbu kapsul kps, ktoré st typické pre ExXPEC (2001).
V nasich kmenoch boli gény iutA najviac zastpené v skupine Bl brojlerov, fyuA v B2
u holubov aj brojlerov, kpsMTII v B2 holubov a D skupine u brojlerov a papC bol u kurciat
Vv skupine B2. Vyznamna bola aj detekcia génu pre invaziu endotelovych mozgovych buniek
vo fylogenetickej skupine B2 u 3.5% kurciat, ale az 48% holubov, ako aj detekcia génu pre P-
fimbrie u 4.3% brojlerov, ktoré st povazované za koloniza¢ny faktor extra-intestinalnych
infekcii. Preto mozeme skonstatovat’, Ze ako holuby, tak aj brojlery mo6zu byt potencidlnymi
prenaSa¢mi génov extra-intestindlnej virulencie, ¢o modze znamenat potencidlne
nebezpecenstvo pre zdravie zvierat aj l'udi. Ked’ze pre drviva vacSinu baktérii je Zelezo
nevyhnutné pre prezitie, lepSie pochopenie procesu jeho ziskavania na molekuldrnej tirovni,
by mohlo v koneénom désledku viest’ k racionalnemu navrhu novych tried anti-mikrobialnych
latok (peptidov, antibiotik) spojenych so sideroformi (s chelatormi zeleza, prenasac¢mi) v boji
proti patogénnym mikroorganizmom.
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Graf 1. Distribiicia génov virulencie vo vzt'ahu k fyloskupindam u brojlerov (B) a holubov (H)

Tato prdaca bola podporena slovenskych grantom VEGA 2/0010/21.
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ANTIOXIDACNY POTENCIAL MEDICINALNYCH RASTLIN IN VITRO A IN VIVO
Kuckovi K.
Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat Centra biovied SAV, Kosice

ABSTRAKT

Ciel'om prace bolo zistit’ antioxida¢ny potencial vybranych medicinalnych rastlin a ich zmesi
(Hmix 1 a Hmix 2) in vitro ataktiez in vivo U oviec experimentalne nakazenych parazitom
Haemonchus contortus. Zvierata boli rozdelené do Styroch experimentalnych skupin:
kontrolnd nenakazena skupina (K), skupina nakazenych zvierat (I), nakazené zvierata
suplementované zmesou rastlin Hmix 1 (I + Hmix 1) alebo Hmix 2 (I + Hmix 2). Odpoved’
zvierat na parazitarnu infekciu bola hodnotend meranim aktivity antioxida¢nych enzymov,
lipidovej peroxidacie a celkovej antioxidac¢nej kapacity v peceni, oblicke, sliznici slezu
a bachorovom obsahu jahniat. V peceni nakazenych zvierat bola zistenad zvySena lipidova
peroxidacia, ako aj aktivita superoxid dismutdzy (SOD) aznizena aktivita glutation
peroxidazy (GPx). Prijem rastlinnych zmesi mal za nésledok zvysenie celkovej antioxidacnej
kapacity v bachorovom obsahu nakazenych zvierat. Vysledky ukazali, Ze celkovy obsah
polyfenolov a flavonoidov v extraktoch bylinnych zmesi signifikantne koreloval s ich
antioxida¢nou aktivitou a v pripade Hmix 1 boli tieto hodnoty vysSie v porovnani s Hmix 2.
Nase vysledky potvrdili, Ze endoparazitdoza indukuje oxidacny stres ujahniat a prijem
medicindlnych rastlin s antioxidacnym potencidlom moze do istej miery posilnit’ antioxidac¢ny
obranny systém infikovanych zvierat.

UvoD

Gastrointestinalny parazit Haemonchus contortus L. je jednym z najrozsirenej$ich helmintov
malych prezavavcov po celom svete, ktory negativne vplyva na zdravie zvierat a je hlavnou
pricinou produkénych strat (Alam a kol., 2020). Hostitel' reaguje na pritomnost’ parazita
réznymi mechanizmami, priCom jednym znich je aj zvySena tvorba reaktivnych foriem
kyslika (RFK). AvSak, zvySenie RFK za Ucelom zneSkodnit’ parazita, moze spdsobit’
nerovnovahu medzi nimi a antioxidantmi, ¢o modze viest k vzniku oxida¢ného stresu
a poskodeniu tkaniv (Rashid a Irshadullah, 2019). V sucasnosti sa vedci ststreduju na
suplementéciu diét medicinalnymi rastlinami, ktoré maju vd’aka sekundarnym metabolitom,
polyfenolom, mnoho biologickych ucinkov, napriklad antimikrobidlne, antiparazitické
a antioxida¢né, pozitivne pdsobia na imunitny systém, vstrebavanie zivin, morfoldgiu
traviaceho traktu a zvySuju celkové zdravie a kvalitu produktov (Olagaray a Bradford, 2019).

MATERIAL A METODIKA

Dvadsat’styri jahniat (Zosl'achtend valaska) bolo rozdelenych do 4 experimentalnych skupin.
Prva, kontrolna (K) skupina dostavala len bazalnu diétu (BD) pozostavajicu z komeréného
koncentratu (350 g DM/defi/zviera) a sena ad libitum. Zvierata zo zvy$nych troch skupin boli
ordlne infikované larvami H. contortus v stadiu L3. Druha skupina, infikovana (I), dostavala
iba BD, tretia (I + Hmix 1) a stvrta skupina (I + Hmix 2) mali BD suplementovanu o 100 g
Hmix 1 resp. Hmix 2/den/zviera. Zéklad oboch rastlinnych zmesi tvorili: 1 % Artemisia
absinthium L., a 13,42 % Chamomilla recutita L., Fumaria officinalis L. a Malva sylvestris L.
v Hmix 1 (resp. 12,38 % v Hmix 2). Okrem toho Hmix 1 obsahoval 13,42 % Hyssopus
officinalis L., Melissa officinalis L., Plantago lanceolata L., Solidago virgaurea L. a5 %
Foeniculum vulgare Mill. Hmix 2 navySe obsahoval 12,38 % Achillea millefolium L.,
Calendula officinalis L., Cichorium intybus L., Hypericum perforatum L. a Urtica dioica L.
(Mravcakova a kol., 2019). Na konci 70 dilového experimentu boli zvieratam odobraté vzorky
krvi a po naslednom usmrteni im boli odobraté vzorky slezu, peCene, oblicky a bachorového
obsahu. Z medicinalnych rastlin a zmesi sme pripravili extrakty, v ktorych sme stanovovali
obsah celkovych polyfenolov, flavonoidov a ich antioxidacnt kapacitu (TEAC) stanovenim
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DPPH (2,2,-difenyl-1-pikrylhydrazyl) a ABTS (2,2"-azinobis(3-etylbenzotiazolin-6-sulfonat)
(Tupec akol., 2017). U¢inky diét obohatenych o zmesi rastlin na antioxidadny status oviec
bol stanovany meranim aktivity glutation reduktazy (GR) pomocou komercného kitu v sére
a Vv tkanivach podla Carlberg a Mannervik (1985). Aktivita superoxid dismutazy (SOD),
glutation peroxidazy (GPx), koncentracia malondialdehydu (MDA) a celkova antioxidac¢na
kapacita (TEAC) v sére, tkanivach a bachorovom obsahu boli stanovené podla originalnych
metdd detailne popisanych Cobanovou a kol. (2020). Pre $tatistické vyhodnotenie vysledkov
bola pouzitd jednocestnd analyza variancie (ANOVA) s pouzitim Tukey’'s Multiple
Comparison Test.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Parazitarna infekcia je uzko spojena s oxidativnym stresom a ovplyviiuje antioxidacny status
zvierat (Varadyova a kol., 2017). Celkova antioxida¢na aktivita merana metdédou FRAP, ktora
spo&iva v schopnosti antioxidantov redukovat’ Fe®* na Fe®, bola signifikantne zvysena
vV bachorovom obsahu zvierat dostavajicich zmes bylin v porovnani s infikovanou skupinou

(p<0,05), ¢o mohlo byt reakciou na zvySeny pocet RFK produkovanych pocas oxida¢ného
stresu (Machado a kol., 2014).
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Obr.1. Antioxidacné parametre v peceni

V pe€eni (Obr. 1) bola aktivita SOD bola signifikantne zvySena u infikovanych zvierat
a [+Hmix 2 oproti nenakazenej kontrole (p<0,01) a aktivita GR bola signifikantne zvySena
v skupine [+Hmix 1 oproti ostatnym skupinam (p<0,001). Aktivita GR v sére bola zvySena
v skupine [+Hmix 2 oproti infikovanym zvieratam (p<0,01), avsak aktivita SOD v sére nebola
signifikantne ovplyvnena infekciou ani prijimanymi diétami. VyS$Sia koncentracia MDA
a znizena aktivita GPx suvisi s oxidativnym poskodenim zvierat infikovanych parazitom a ich
znizenou antioxida¢nou obranou (Nanev akol., 2012). Tieto poznatky su v sulade
s vysledkami nasej Stadie, kde koncentracia MDA bola signifikantne zvySena v sére (p<0,05)
a v peceni (Obr. 1) nakazenych zvierat, ktoré zaroven dostavali zmes bylin (p<0,01) oproti
kontrolnej skupine. Priddvanie medicinalnych rastlin do BD neznizilo lipidovl peroxidaciu
v sledovanych tkanivach. Rovnako, aktivita GPx bola zniZzend v peceni (Obr. 1), oblicke
asleze u infikovanych skupin v porovnani s kontrolnou skupinou. Nanev a kol. (2012)
interpretuje podobné vysledky tym, ze zvieratd trpiace haemonchozou st selénodeficientné,
s ¢im moZe suvisiet’ zniZena aktivita selénodependentého enzymu GPx.
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Tab.1. Vysledky in vitro analyz rastlinnych extraktov

Celkové Celkové CAK DPPH" ABTS+
polyfenoly flavonoidy (mmol Fe?*/
(mg GAE/ (mg QE/ g DW) TEAC (mmol Trolox/
g DW) g DW) kg DW)
Hmix 1 39,45 8,23 0,49 219,8 193,2
Hmix 2 33,40 6,85 0,28 155,1 165,7

Medicindlne rastliny s obsahom polyfenolov maju antioxidacné ucinky a napomahaju
organizmu s bojom proti oxida¢nému stresu (Olagaray a Bradford, 2019). V naSej Stadii
napriek zistenému obsahu celkovych polyfenolov a flavonoidov (Tab.l) vV rastlinnych
zmesiach, ktoré pozitivne korelovali s ich celkovou antioxida¢nou kapacitou (r = 0,904, resp.
r = 0,713) a schopnostou vychytavat’ volné radikaly DPPH a ABTS" (r = 0,728 ar = 0,742
resp. r = 0,442 a r = 0,472) v in vitro podmienkach, sa ich antioxida¢né vlastnosti in vivo
vyznamne nepreukdzali. V dosledku Struktirnych zmien polyfenolov pocas absorpcie
a metabolizmu si formy, ktoré sa dostavaji do krvi atkaniv odlisné od foriem v potrave
(Brglez Mojzer a kol., 2016). Podavanie herbalnych zmesi zvieratim infikovanym parazitom
H. contortus pozitivne ovplyvnilo celkovu antioxidacni kapacitu v bachorovom obsahu
(p<0,05) a v sére jahniat dostavajucich Hmix 1 (p<0,01) oproti infikovanej skupine a malo za
nasledok zvysenie aktivity GR v peceni, oblicke a sére v porovnani s nakazenymi zvieratami.

Praca bola podporena grantmi Agentury na podporu vyskumu a vyvoja APVV-17-0297a APVV 18-0131.
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ERBB2 AMPLIKON V STUDIU NEPLODNOSTI

Lamancova P!, Urdzik P.2, Toporcerova S.2, Kuncova B2, Spakova 1. ! Rabajdova m.!
YUstav lekarskej a klinickej biochémie, LF UPJS, Kosice
2 Gynekologicko-pérodnicka klinika, UPJS LF a UNLP, Koice

ABSTRAKT

Neplodnost’ je globalny zdravotny problém ovplyviiujuci I'udi v reprodukénom veku. Na
zaklade dostupnych udajov neplodnost'ou trpi 186 miliénov jednotlivcov na celom svete, v
dosledku ¢oho stipol aj pocet in vitro fertilizacii (IVF). Cielom predkladanej $tadie bola
detekcia proteinov ErbB2 amplikonu v sére zien v IVF procese. Ziskané vysledky hladin
ErbB2 amplikénu naznacuju, Ze dereguléciou expresie ErbB2 amplikénu méze dochadzat’ ku
zmenam na urovni angiogenézy u neplodnych pacientiek. Vysledky tejto pilotnej Studie
prispeli k prehibeniu poznatkov o translagnej regulacii proteinov ErbB2 amplikénu a o ich
ulohe pri regulacii neplodnosti v IVF procese.

UvoOD

Kedze neplodnost’ v sucasnosti postihuje Coraz viac parov, zvySuje sa aj pocet IVF. S
uspeSnou implantdciou embrya stvisi dostato¢ne vaskuldrne vyzivované endometrium a
niektoré angiogénne faktory. Vaskulatira sa u dospelého Cloveka vyvija vaskulogenézou
alebo angiogenézou. U zien vplyva angiogenéza na folikulogenézu, ovulaciu a funkciu corpus
luteum, ale ovplyviiuje aj niektoré patologické procesy v organizme. Medzi najvyznamnejsie
faktory zapojené do angiogenézy patri rodina vaskularnych endotelovych faktorov (VEGF,
PLGF), angiopoetiny (Angl,2), endoglin a signdlne drdhy zahfnajice ErBb2 a NOTCH3.
Erbb2 amplikén, tvori skupina génov, ktoré st exprimované pri chronickom zapale,
Vv prekanceréznych stavoch a overexprimované v bunkach tumorov reprodukéného traktu.
Predpoklada sa, Ze jeden z tychto génov pdsobi ako spustac a vedie k deregulécii ostatnych
génov v amplikéne a naslednej translacnej aktivite proteinov. Gény v amplikéne mdzu byt
deregulované aj na zdklade vzajomnej interakcie pri tvorbe tzv. génovych loopov. Doposial
opublikované stadie popisuji CTCF protein a cohezin ako mozné transkripéné insulatory.
Deregulacia amplikénu vedie k deregulacii angiogenézy nielen na molekulovej, ale aj na
proteinovej urovni. CTCF protein a cohezin ako funkéné chromatinové hranice medzi
prométormi a zosilnovacmi (enhancher), mézu tvorit’ tzv. kotvy (anchor), pre chromatinové
slucky vzajomne interagujucich génov. Kohezin hra 1 vyznamnu ulohu v drZzbe sesterskych
chromatid a Vv drzbe chromatinovych sluciek vzajomne interagujucich génov v mamalnych
bunkach. (Gullerova, 2012, Bhahrajn, 2016). Analyza transkripénych faktorov a pritomnost’
transkripcne, geneticky aktivneho euchromatinu, ako aj analyza proteinov kédovanych génmi
ErBB2 amplikonu, hra hlavna alohu v kontrole expresie pri vzniku inflamaénych procesov,
prekancer6z a tumorov. Pochopenie a analyza expresie vSetkych génov v Erbb2 amplikone
kodujucich proteiny ako napr. Stard3, 1kz3, Mienl, Grb7, moéze v budiicnosti poskytnut’ nové
informacie o funk¢nosti, Glohe tychto génov pri tvorbe a vzniku inflamaénych procesov a
karcindmov reprodukéného systému a nielen izoforiem génu Erbb2. ErbB2 sa rovnako
povazuje za pozitivny modulator expresie VEGF (Agrawal, 2015). Signalna drdha VEGF
predstavuje kI'icovy regulator pri iniciacii angiogenézy za fyziologickych aj patologickych
podmienok. Je exprimovany v stromalnych bunkéch, lumindlnom epiteli a jeho nerovnovéha
vedie k zlyhaniu implantacie embrya a potratu, kvoli nedostatoénému cievnemu zasobovaniu.
Nadmerna expresia ErbB2 zvySuje hladinu VEGF prostrednictvom najmenej troch réznych
transkripénych faktorov - STAT3, Spl a hypoxiou indukovatel'nych faktorov (HIF) (Salmasi
a kol., 2021). Deregulécia amplikonu vedie k deregulacii angiogenézy nielen na molekulovej,
ale aj na proteinovej urovni, ¢o vo vysledku modze viest k ovplyvneniu fyziologickych
procesov aj z hladiska fertility.
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MATERIAL A METODIKA

Do stadie boli zaradené zeny, ktoré boli zahrnuté do procesu IVF. V experimentalnej
skupine 37 pacientick IVF proces zlyhal (potvrdena negativita séra hCG 10. deii po prenose
blastocysty, 11. defi po prenose zhutnenej moruly). Uspech IVF bol hodnoteny v druhej
experiemntalnej skupine, u 38 pacientiek, u ktorych bola hladina hCG zaznamenana viac ako
30 IU/1 den 10 po prenose blastocysty, det 11 po prenose zhutnenej moruly. V sére pacientiek
bola v deni prenosu embrya detekovana expresia 6 proteinov. Na kvantitativne enzymaticko-
imunologické stanovenie proteinov bola pouzita ELISA metoda na zaklade vyuzitia komer¢ne
dostupnych diagnostickych kitov, ato ERBB2 (abcam), Estrogen receptor alpha (ERa)
(MyBioSource), Estrogen receptor beta (ERB) (MyBioSource), Human G rowth Factor
Receptor Bound Protein 7 (GRB7) (MyBioSource), Human Zinc Finger Protein Aiolos
(IKZF3) (MyBioSource), Migration And Invasion Enhancer 1 (MIEN1) (MyBioSource).
Detekcia bola uskuto¢nena readrom Synergy H4. Pri vyhodnocovani vysledkov bola
vytvorena Standardna krivka zéavislosti priemernych hodnét absorbancie od koncentracie
Standardov. Prislusné koncentracie sledovanych proteinov, boli Statisticky vyhodnotené po
zohladneni riediaceho faktora. Ziskané udaje boli spracované volne dostupnymi
bioinformatickymi nastrojmi.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Estrogén je klicovym regulatorom rastu a diferenciacie v mnohych tkanivach, vratane
reprodukéného systému, mlie¢nej zl'azy, centrdlnej nervovej sustavy ale podiela sa aj na
mnohych patologickych procesoch ako je karcindém prsnika a endometria (Rumi a kol., 2017).
Estrogénové hormony ovplyviiuji dozrievanie oocytov, povazuji sa za dodlezité faktory
urcéujuce kvalitu oocytu. Kvalitny oocyt je nevyhnutny pre uspesny IVF proces. Plodnost
Zeny vyraznym spdsobom ovplyviluje endometridza, je pri¢inou neplodnosti u 50% Zien s
neplodnostou a je zndme, ze dochddza k zhorSovaniu kvality oocytov u tychto pacientiek
(Cadenas a Bolt, 2012). Stidie dokazujii zvysené hladiny ERB pri endometrioze, o je v
sulade s nasimi zisteniami. Tiez sa predpoklada, Zze nadmerna expresia ErbB2 sposobuje
endometridlnu rezistenciu na progesteron pri neplodnosti suvisiacej s endometriézou (Yoo a
kol., 2018). Studie uvadzaju zvysenie priemernych hodnét sledovanych proteinov ErbB2
amplikonu u pacientiek s negativnym vysledkom gravidity po IVF v porovnani s pacientkami
s pozitivnym vysledkom gravidity po IVF. U pacientiek s negativnym vysledkom IVF
procesu boli detegované zvysené expresie proteinov ErbB2 o 22%, MIEN1 o 8%, IKZF3 o
6,9%, ERa o 42% a ERP o 342% v porovnani s pacientkami s pozitivhym, uspeSnym
vysledkom gravidity po IVF. Detegovali sme znizenie GRB7 o 6% u pacientiek u ktorych
IVF bolo netispesné (Obr. 1). Signifikantné pozorované zmeny boli analyzované na hladine
vyznamnosti p < 0,05.
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Obr. 1. Priemerné koncentrdcie sledovanych proteinov ErbB2 amplikonu.

Dosiahnuté vysledky ukézali vyznamna rozdielnu translacnu aktivitu proteinov kodovanych
génmi Erbb2 amplikénu, ato: IKZ3, estrogénovych repectorov avSak aj GRB7 proteinu u
pacientiek s roznym vysledkom in vitro fertilizaéného procesu. Vysledky tejto pilotnej studie
prispeli k prehibeniu poznatkov o translaénej regulacii proteinov ErbB2 amplikénu a o ich
ulohe pri regulécii neplodnosti v IVF procese.

Tdto prdca bola podporovand z projektov VEGA 1/0873/18, VEGA 1/0620/19 a VEGA 1/0540/2021, ktoré su
realizované v spolupraci s Gynekologicko-pérodnickou klinikou UPJS LF a UNLP v Kosiciach.
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ABSTRAKT

Ciel'om predlozenej stadie bolo overenie U¢innosti transplantacie fekalnej mikrobioty (FMT),
od zdravého humanneho darcu na animalnom pseudo germ-free (PGF) modeli s indukciou
akutnej ulcerdznej kolitidy (UC). Postup bol vykonany s pouzitim 76 ks SPF mysi samicieho
pohlavia, genetickej linie BALB/c v gnotobiotickych podmienkach a bol rozdeleny do troch
etap. 1. etapa postupu bola zamerana na selektivnu antibiotickii dekontaminaciu zvierat, zatial’
co II. etapa zahfiiala chemicku indukciu akutnej ulceréznej kolitidy prostrednictvom per 0s
aplikovaného 5% dextran sulfatu sodné¢ho (DSS). Vo finalnej III. etape sme aplikovali FMT
v davke 0,2 ml per os mySiam. U vSetkych foriem klinickej UC bol zaznamenany pozitivny
efekt aplikdcie FMT na celkovy Index aktivity ochorenia (DAI), potvrdeny vyznamnym
poklesom strednej a tazkej aktivity UC (p < 0,05), ako aj vyznamnym poklesom DAI (p <
0,01) u zvierat miernej aktivity (TZ IBD/M), oproti obdobiu po expozicii DSS. Avsak, aj
napriek tomuto vyznamnému poklesu, bolo DAI u zvierat TZ-1BD/S a TZ-IBD/T pomerne
vysoké, a s hodnotou skore (3,25) u tazkej formy ochorenia bolo vyznamne vyssie (p < 0,05),
oproti DAI zvierat s miernou aktivitou.

UvOD

Terapeuticky fenomén akym je transplantacia fekalnej mikrobioty (FMT) predstavuje
terapeuticky postup, ktorého podstata spoc€iva v transplanticii alebo prenose spolocenstiev
fekalnych  mikroorganizmov  od  zdravych o0s6b k  pacientom, s cielom
eliminovat’ ich dysbidzu a znovu rekolonizovat’ gastrointestinalny aparat. Existuje znaény
pocet dokazov naznacujicich spolocné Specifické znaky pacientov s ulcerdéznou
kolitidou (UC). Takymi je hlavne zmena ¢revnej mikrobioty korelujuca s dysregulaciou
mnohych fyziologickych funkcii, ako je napr. metabolizmus mastnych kyselin s kratkym
retazcom, biosyntéza aminokyselin, regulacia oxida¢ného stresu a produkcie toxinov, ktoré
by mohli potencialne prispievat’ k rozvoju UC. Preto sa v poslednych rokoch zvysilo nadSenie
z pouzivania FMT ako alternativnej terapeutickej manipulacie s ¢revnou mikrobiotou ako
potencialnou lieCbou UC. Predpoklad tspesnej transplanticie fekalnej mikrobioty spociva v
dokladnom skriningovom vySetreni potencialneho donora stolice. Vykonanie ddsledného
skriningového vySetrenia zabrani prenosu choroboplodnych zarodkov z donora na recipienta,
¢im sa znizi riziko poSkodenia zdravotného stavu pacienta.

MATERIAL A METODIKA

Vykonany postup presiel schvalovacim procesom SVPS SR pod protokolarnym &. 4073/18-
221/3, do ktorého bolo zaradenych 76 SPF mysi samicieho pohlavia linie BALB/c z chovu
Velaz s.r.o. (Praha), ustajnené v gnotobiotickych izolatoroch akreditované¢ho zariadenia
Laboratéria gnotobiologie, Katedry mikrobiologie a imunoldgie, UVLF (SK U 16016). Cely
postup bol rozdeleny do troch samostatnych etap podl'a aplikacnej schémy (Obr. 1).
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Kultivacné sledovanie mikrobiologickych parametrov prebiehalo na dvoch kultivacnych
médiach TSA agar a Schaedler Agar. Identifikacia kultivovateI'nych baktérii prebehla na
zéklade PCR reakcie a ich sekvencii génu 16S rRNA, identifikiacia nekultivovatelnych

Aplikaéna schéma baktérii  bola realizovana
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dokladny anamnesticky dotaznik, na zaklade ktorého bol potencidlny darca podrobeny
hematologickym a sérologickym testom, doplnenym o vySetrenia stolice na pritomnost’ alebo
nepritomnost’ parazitdrnych, virologickych a bakteridlnych patogénov.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V 1. faze postupu bol mysiam s mikrobiologickym statusom SPF za uc¢elom ziskania pseudo
germ-free (PGF) modelu peroralne aplikovany amoxicillin v davke 387,11 mg/kg /mys/ a
subkutanne aplikovany ciprofloxacin v davke 19,60 mg/kg/mys, kazdych 12 hod. po dobu 5
dni. Dekontaminécia traviaceho traktu mysi selektivnymi antibiotikami mala za nasledok
znizenie poctu kultivovate'nych mikroorganizmov v obsahu céka na dva morfologicky
odli$né typy kolonii. Pri analyze useku DNA zodpovedajucemu 16S rRNA prostrednictvom
BLAST-n analyzy, sme zistili najvac¢§iu zhodu s druhom Escherichia coli RM9245
(GenBank: CP 044314.1) a s druhom Enterococcus gallinarum CIFRI-ONUSEG1 (GenBank:
MN 481049.1), ¢o korespondovalo s nasimi predchadzajacimi vysledkami v s§tadii
Gancarcikova akol. (2020). Po selektivnej antibiotickej dekontamindcii bola potvrdena
vyraznd redukcia zloZenia cekalnej mikrobioty, v prospech majoritného zastiipenia kmena
Firmicutes, ktory tvoril 98% z celkového poctu baktérii. Analyza udajov sekvenovania
potvrdila, Ze Clostridiales masivne dominovala v ¢revnej komunite a prakticky ju uplne
prerastla (98,5%), pricom jedna vel'ka skupina baktérii bola identifikovana ako rod Roseburia
(95%).

Po ziskani PGF modelu s redukovanou ¢revnou mikrobiotou nasledovalo rozdelenie mysi do
2 skupin, kontrolnej skupiny (TZ) bez indukcie UC a pokusnej skupiny zvierat (TZ-IBD) s
indukciou akutnej UC expoziciou 5% DSS (dextran sulfat sodné¢ho) po dobu 5,5 dni. Z
dovodu individudlneho prijmu DSS sme zvieratd na zdklade ich rozvijajiceho sa
individualneho klinického obrazu UC, zahriiujiceho rektalne krvacanie a straty na celkovej
hmotnosti, rozdelili do miernej (TZ-1IBD/M), strednej (TZ-IBD/S) a tazkej formy (aktivity)
ochorenia (TZ-IBD/T). K podstatnému rozdielu medzi jednotlivymi formami aktivity UC
doslo po 5-ich ditoch a 12 hod. expozicie DSS, s najvysS§im skore zaznamenanym u tazkej
aktivity UC, a rektalnym krvacanim na trovni (1,82), poukazujicim na mierne krvacanie z
rekta. Do druhého dna aplikdcie FMT zaznamenavame u vSetkych foriem UC postupny
vzostup skore rektalneho krvécania, s jeho najvy$Sou hodnotou (2,0) pozorovanou u TZ
IBD/S a TZ IBD/T, v porovnani s miernou aktivitou (TZ IBD/M) a jeho uroviiou skore 1,6. V
nasledovnom obdobi zaznamenavame u zvierat TZ -IBD/M pozitivny efekt aplikacie FMT, so
zaznamenanym vyznamne niz$im skore rektdlneho krvécania (0,6; p < 0,05), oproti obom
formam UC na 3. den aplikacie FMT, a vyznamne niz§im skore (0,25; p < 0,001) oproti
tazkej aktivite UC na 4. deni jeho aplikacie (Graf 1). Aj u zvierat so strednou aktivitou je
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zaznamenany na 3. a 4. denl aplikacie FMT jeho pozitivny vplyv na postupny vyznamny
pokles rektalneho krvacania (p < 0,01), ktorého pokles je na 4. den Statisticky vyznamny aj
oproti zvieratam s tazkou formou UC (0,85; p < 0,01). Naproti tomu u zvierat TZ IBD/T je
skore rektalneho krvacania do konca aplikdcie FMT pomerne vysoké, pohybujuce sa na
. urovni (1,4-2). Masivne
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testu na pritomnost’ génov patogenity (K88, LT, STba) E. coli, ticto neboli potvrdené, a
celkova sepsa bola spdosobend translokaciou nepatogénnej baktérie. V predlozenej Studii
vykazovali histologické rezy kolonu dvoch foriem aktivity UC po aplikacii FMT absenciu
infiltratov zépalovych buniek, ¢o bolo potvrdené aj vyznamne niz$im skoére zapalového
infiltratu zvierat TZ IBD/S (p < 0,05), ako aj TZ IBD/T (p < 0,01), oproti obdobiu s
expoziciou DSS. Rovnako pozitivny efekt aplikdcie FMT bol v porovnani so zvieratami po
indukcii UC zaznamenany aj v hodnoteni celkového histologického skore (HAI) u strednej (p
< 0,001), ako aj tazkej aktivity UC (p < 0,001). Avsak, zatial ¢o bolo skore zapalového
markeru aplikdciou FMT priaznivo pozitivne ovplyvnené, deformacné poskodenie ¢revnych
krypt a skore epitelidlnych erdzii bolo predovsetkym u TZ IBD/T ovplyvnené len
zanedbatel'ne. Pritomnost’ povrchovych epitelidlnych erdzii a deformity histologicke;
architektury ¢revnych krypt boli stale pritomné. Tieto patologické zmeny v ¢reve naznacujq,
ze v pripade vyraznejSich posSkodeni tkaniva hrubého creva, tie moze byt u zvierat TZ IBD/T
rizikom pre translokaciu baktérii a endotoxémiu, ¢o nasledne moéze prispiet’ k vyvolaniu
systémového zéapalu.
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IZOLACIA A KVANTIFIKACIA EXOZOMOV Z MEZENCHYMOVYCH
KMENOVYCH BUNIEK Z PLODOVYCH OBALOV
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Zdruzend tkanivova banka, Lekarska fakulta UPJS, Kosice

ABSTRAKT

V poslednej dobe sa stale castejSie uvazuje o pozitivnom prinose bezbunkovej terapie
V oblasti regeneracie spojivovych tkaniv. T4 je zalozend na samotnych produktoch buniek,
ktoré maju schopnost’ zmenit’ svojim pdsobenim osud poskodeného tkaniva. Prvym krokom
pri bezpecnom vyuziti extracelularnych produktov z adultnych mezenchymovych kmetiovych
buniek pre liecebné ucely je Standardizacia postupu izolacie a charakterizacie exozomov.
Preto bolo nasim cielom Standardizovat’ ich izolaciu a dosiahnut' jej efektivny postup
Z hl'adiska vytaznosti a Cistoty exozomov. Vramci naSej prace sme izolovali a
charakterizovali mezenchymové kmenové bunky, zktorych boli exozémy izolované.
Charakter mezenchymovych kmenovych buniek bol potvrdeny aj diferenciaciou buniek do
viacerych bunkovo-$pecifickych linii (osteocyty, adipocyty, chondrocyty). Nasledne sme tieto
bunky pouzili na izoladciu exozomov precipitacnou metédou a stanovovali sme pocet
vyizolovanych exozomov viacerymi semikvantitativnymi metoédami. Nase vysledky
naznacujud, ze mezenchymové kmenové bunky z choridonu produkuju exozoémy v dostato¢nom
mnozstve na to, aby sa dali rychlo a jednoducho izolovat’, charakterizovat' a nasledne ich
pouzit’ v kokultiva¢nych experimentoch.

UvoD

Mezenchymové kmenové bunky (MKB) maju vynikajicu schopnost’ diferencidcie do réznych
typov tkanivovo Specifickych buniek. Preto je ich vyuzitie v oblasti regeneracie a reparacie
tkaniv dlhodobo sl'ubnym sposobom liecby. MKB boli Gspesne izolované z niekol’kych typov
adultnych tkaniv a biologickych tekutin, vratane kostnej drene, tuku, synovialnej membrany
alebo periférnej krvi. Prave vdaka ich relativne lahkej dostupnosti a vysokej migracnej
schopnosti ex vivo st MKB ¢asto vyuzivané pri klinickom skuSani v regenera¢nej medicine.
Viaceré experimenty potvrdili u€¢innost’ MKB izolovanych z plodovych obalov pri regeneracii
postihnutého tkaniva pri 1éziach chrupavky a osteoartritickych stavoch (Toh a kol., 2017).
Exo0zomy st malé transportné vezikuly produkované viacerymi typmi buniek endozomalnou
cestou. Nachadzaju sa v telesnych tekutinach ako sérum, sliny, cerebrospinalny mok, plazma,
mo¢ ¢i synovidlna tekutina (Hornick a kol., 2015). St podtypom extracelularnych vezikul
(EV), medzi ktoré patria aj mikrovezikuly a apoptotické telieska. Hlavnym rozdielom medzi
exozomami a mikrovezikulami je vich velkosti a biogenéze. Exozomy dosahujice velkost
30-150 nm pochddzaju z intracelularnych multivezikularnych teliesok, ktoré obsahuji vécsie
mnozstvo exozoémov. Na rozdiel od nich, mikrovezikuly st zna¢ne heterogénnejsie €o sa tyka
vel'kosti (100-1000nm) a vznikaju vytlatenim plazmatickej membrany. Spociatku sa chybne
povazovalo za  hlavni  ulohu  exozémov  zabezpeCovat  iba  odstranenie
nahromadeného odpadového materialu z buniek (Yanez-Mo6 a kol., 2015). Dnes sa vie, Ze ich
uloha je ovela dolezZitejSia a rozsiahlejSia. Zabezpecuji medzibunkovi komunikéciu
prostrednictvom transportu signalnych molektl (mRNA, miRNA, cytokiny,...), maju dolezitd
ulohu pri regeneracii a reparacii poskodeného tkaniva a podiel'aju sa na zapalovych procesoch
v organizme (Kim akol., 2018).

MATERIAL A METODIKA

Odber plodového obalu bol realizovany pri planovanej sekcii. Pocas sterilného spracovania
bol oddeleny chorion (drsnejSie a hrubsie tkanivo) od amnionu (tenka priesvitna blana). Na
izolaciu MKB bolo pouzit¢ chorionové tkanivo, ktoré bolo v prvom kroku natravené
enzymaticky pomocou kolagendzy typu II. MKB boli stimulované do adipogénnej,
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osteogénnej a chondrogénnej linie s vyuzitim komerénych diferenciaénych médii (GibCOTN|
USA) po dobu 14, resp. 21 dni. Na histochemické potvrdenie bunkovej diferencidcie do
mezenchymovych linii boli pouzité metody farbenia extracelularneho matrix: Alizarin Red
(osteoblasty), Alcian Blue (chondrocyty) a Oil Red O (adipocity). Expresia povrchovych
markerov typickych pre MKB bola analyzovand prietokovou cytometriou. Kondiciované
médium (KM) bolo pripravené z mezenchymovych kmenovych buniek izolovanych z
chorionu (CHo-MKB) po kazdej pasazi (do 2. pasaze). Bunky boli nasadené na kultivacné
flase s plochou 175 cm? akultivované v kompletnom kultivatnom médiu (o-MEM, 10%
fetalne bovinné sérum (FBS), 1% roztok ATB/antimykotik). Ked’ boli bunky porastené na 80-
90%, boli premyté s fosfatovym pufrom (PBS) a bolo k nim pridané sterilné médium DMEM
bez FBS. Takto pripravené KM bolo pozbierané po 24, resp. 48 hodinovej inkubacii,
centrifugované pri 530 x g/7 min. aprefiltrované cez 0,22 um sterilny filter. KM bolo
patnasobne skoncentrované pomocou velkokapacitnej filtraénej aparatary Amicon (EMD
Millipore, USA) s vyuzitim 3kDa a 100kDa filtratnej membrany (EMD Millipore, USA)
a inertného dusika. Alikvoty KM boli uskladnené pri -80 °C a pouzité pri izolacii exozoémov.
Na izolaciu exozomov bol pouzity komerény precipitacny kit (Total Exosome Isolation
Reagent, Invitrogen), ktorého podstatou je vyzrdzanie exozémov a mikrovezikul pomocou
polyméru. Do 1 ml KM bol pridany 0,5 ml zrazacieho ¢inidla, nasledovala centrifugacia pri
2000 x g/30 min a inkubacia cez noc pri 4°C. Dal§im krokom v procese izolacie bol zber
vyzrazanych exozomov centrifugaciou pri 10 000 x g/60 min. Supernatant bol odstraneny
a pelet s vyzrazanymi exozomami bol resuspendovany v PBS. Vzorky izolovanych exozomov
boli nasledne charakterizované na zaklade expresie tetraspaninovych proteinov typickych pre
exozomy (CD9, CD63, CD81; MACSPlex Exosome Kit, human, Miltenyi), mnoZstva
exozomov s vyuzitim ELISA metédy ExoTEST (HansaBioMed, Estonsko), ktord stanovuje
mnozstvo exozoémov na zaklade expresie povrchového markera CD9. Pritomnost’ exozémov
bola potvrdend aj pomocou merania aktivity enzymu acetylcholinesterdza pritomného v
exozomoch (EXOCET Exosome Quantitation Kit, System Biosciences). Velkost' a pocet
Castic vo vzorkach boli stanovené pomocou NTA (Nanoparticle Tracking Analysis). Tato
metdda vyuziva rozptyl svetla po prechode laserového luca casticami na vypocet velkosti
a koncentracie Castic vo vzorke. Pri charakterizacii exozomov je pri niektorych komerénych
kitoch nevyhnutné pred samotnym zaciatkom stanovit mnozstvo celkovych proteinov, aby
bolo mozné ur¢it’ vstupné mnozstvo vzorky. MnozZstvo proteinov bolo stanovované pomocou
komeréného kitu (Pierce Rapid Gold BCA assay, Thermo Scientific™).

VYSLEDKY A DISKUSIA
Diferenciacny potencial MKB do adipogénnej, osteogénnej a chondrogénnej linie bol
potvrdeny histochemickym farbenim in vitro (Obr.1).
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Obr.1 Snimky dtferencovanych MKB do troch bunkovych linii: a. osteocyty detegovane s Allzarm Red
S farbiace oxaldt vapenaty v bunkdch, b. adipocyty detegované s Oil Red O farbiace vakuoly, c. proteoglykdny
chondrocytov farbené s Alcian Blue. Mierka 200 um.

Vysledky analyzy prietokovej cytometrie potvrdili vysoku expresiu pozitivnych povrchovych
markerov typickych pre 'udské MKB (>99%). Zaroven vysledky potvrdili nizku expresiu
negativnych povrchovych markerov (<2%) (Tab.1).
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Tab.1 Analyza expresie povrchovych markerov Cho-MKB prietokovou cytometriou [%]

Vzorka CD9 | CD105 | CD73 CD29 CD44 CD54 | CD45 | HLADR CD14
primokultira 80 81,7 98,2 95,4 84,9 40,6 2,16 2,11 1,96
1.pasaz 64,2 82,9 97,5 93,5 84,4 76,2 2,65 111 0,35
2.pasaz 86,7 99,6 99,9 99,9 99,9 95,6 0,85 0,81 0,47

Pri niektorych experimentoch bolo potrebné, aby vzorky exozémov obsahovali minimalnu
koncentraciu celkovych proteinov, ktoré boli stanovené pomocou BCA kitu. Vysledkami
analyzy poctu exozomov pomocou komeréného ELISA kitu ExoTEST bola potvrdena
pritomnost’ exozémov vo vsetkych vzorkach po izoléacii na zdklade expresie CD9 proteinu.
Najvyssi pocet exozémov bol stanoveny vo vzorke Cho-MKB z 1. pasaze po 24 hodinovom
zbere média (Graf 1). Kvantifikaciou poctu exozémov a mikrovezikul pomocou
kolorimetrickej metédy EXOCET bola taktiez potvrdend pritomnost’ tychto castic vo
vSetkych vzorkach izolovanych precipitatnou metéodou (priem. pocet exozomov/vzorka:
5,78x10%). S vyuzitim metody NTA bola stanovend priemerna velkost a priemerny podet
Castic vo vzorkach (Dmean:169,8 nm; konc. exozomov: 6,91><108/m|). Pomocou prietokovej
cytometrie bol potvrdeny exozomalny charakter izolovanych castic na zaklade expresie
povrchovych markerov CD9, CD63 a CDS81. Castice zaroveii exprimovali integrin CD29,
adhéznu molekulu CD146 a endoglin CD105, ktoré su charakteristické povrchové markery
pre MKB (Graf 2).
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Graf 1 Pocet exozomov stanoveny ELISA Graf 2 Povrchové markery typické pre exozomy, resp.
metédou ExoTEST (CD9) MKB stanovené prietokovou cytometriou. Vysledky
normalizované voci CD9, CD63 a CD81

Ziskané vysledky dokazali, ze precipitatnad metdda izolacie exozomov je efektivnou metdodou
na ziskanie dostato¢ného mnoZzstva exozomov z malého vstupného objemu média (1 ml).
Charakterizacia a kvantifikacia vyizolovanych exozémov potvrdila expresiu povrchovych
markerov, ktoré st typické pre exozomy pochadzajiuce z Cho-MKB.

Tato publikacia vznikla vd'aka podpore v ramci operacného programu Integrovana infrastruktira pre projekt
,,Otvorend vedeckd komunita pre moderny interdisciplinarny vyskum v medicine (OPENMED)", kod
ITMS2014+: 313011V455, spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regiondalneho rozvoja. Experiment
bol realizovany aj s financnou podporou projektu APVV-17-0118.
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DIVERZITA BAKTERII IZOLOVANYCH Z HALDY BYVALEJ STRIEBORNEJ
BANE V TARNOWSKIE GORY (POLSKO) A ICH REZISTENCIA VOCI TAZKYM
KOVOM A ANTIBIOTIKAM

Nosalova L., Piknova M.", Saternus M.?, Willner J.2, Prista3 P."
'Katedra mikrobiolégie, UPJS, Kosice
*Silesian University of Technology, Katowice, Poland

ABSTRAKT

Je preukazané, ze kontaminacia zivotného prostredia tazkymi kovmi vedie k selekcii
mikroorganizmov tolerantnych voci tazkym kovom, ale aj voci antibiotikam (ATB). V nase;j
praci sme identifikovali mikroorganizmy =z haldy byvalej striebornej bane s vysokym
obsahom tazkych kovov. Bakteridlna populacia bola tvorena 9 rodmi s dominantnym
zastipenim rodov Arthrobacter a Staphylococcus. Analyza minimalnych inhibi¢nych
koncentracii pre vybrané ATB a kovy ukazala, Zze v ramci populédcie sa nachadzali izolaty
rezistentné voci vSetkym ATB, ako aj voci vSetkym kovom pri najvyssich pouzitych
koncentraciach, aj ked’ sme pozorovali len slabu korelaciu medzi vyskytom oboch tychto
znakov.

UvoD

Kontaminacia pdd je cCasto spdsobend pritomnostou tazkych kovov, ktoré vyznamne
ovplyviujt zlozenie a aktivitu mikroorganizmov (Nath a kol., 2019). Vac¢sina tazkych kovov
je toxickych pre baktérie, ale niektoré mikroorganizmy odolavaju ich toxickému ucinku
zmenou ich oxida¢ného stavu, fyziologickymi adaptaciami alebo produkciou sekundarnych
metabolitov (Domingues akol.,, 2020). Okrem priameho negativneho vplyvu na
mikroorganizmy, kontaminacia tazkymi kovmi ma aj nepriamy negativny vplyv, akymi je
udrziavanie a $irenie antibiotickej rezistencie (Wales a kol., 2015). Ciel'om tejto prace bola
izolacia a identifikacie bakterialnych izolatov z prostredia haldy s vysokym obsahom tazkych
kovov, ako aj analyzy ich tolerancie vo¢i vybranym skupinam ATB a tazkych kovov.

MATERIAL A METODIKA

Substrat zo Styroch odbernych miest z haldy byvalej striebornej bane v lokalite Tarnowskie
Gory (Pol'sko) bol homogenizovany a ICP-MS analyzou bolo stanovené zastipenie kovov vo
vzorke. Pat’ gramov materidlu bolo rozsuspendovanych v 50 ml sterilného PBS. Po 30
minutach intenzivneho trepania s nasledujicou sedimentaciu bolo 100 pl desiatkovych riedeni
supernatantu inokulovanych na zivny agar (NA2). Kultivacia prebiehala vtme pri
laboratornej teplote. Bola stanovend pocetnost kultivovatelnych baktérii a 113 nahodne
vybratych kolonii bolo dalej analyzovanych. Pre dereplikdciu a primarnu identifikaciu
izolatov bola pouzitda MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics) analyza, neidentifikované izolaty
boli identifikované prostrednictvom klastrovej analyzy a sekvenovania génu pre 16S rRNA.
Izolaty boli podrobené stanoveniu minimalnych inhibi¢nych koncentracii (MIC) vybranych
Styroch  ATB (TET - tetracyklin, AMP - ampicilin, KAN - kanamycin, CAM -
chloramfenikol) a Siestich kovov (Zn, Fe, Cu, Ni, Pb, Cd) prostrednictvom dilu¢nej agarovej
metody s pouzitim Mueller-Hinton kultivaéného média. Kultivacia prebiehala po dobu 48
hodin pri laboratérnej teplote v duplikatoch. Na zaklade ziskanych vysledkov boli stanovené
IC50 hodnoty pre kazdy kov a ATB, zo ziskanych vysledkov bola uskuto¢nena korela¢na
analyza s pouzitim nastroja ClustVis (Metsalu, 2015).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Substrat z haldy bane Fryderyk, ktord sluzila 120 rokov na triedenie striebornej rudy,
obsahoval relativne vysoké koncentracie viacerych t'azkych kovov (napr. Fe — 258933 mg/kg,
Zn — 65658 mg/kg, Pb — 10388, Cd — 510 mg/kg), ale taktiez alkalickych kovov, ktoré
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spoOsobili mierne alkalické pH substratu (7,85). Vo vzorke bola pozorovana relativne vysoka
pocetnost’ kultivovatelnych baktérii - 5,7x10* KTJ/g, o je porovnatelna hodnota s hodnotami
KTJ pozorovanymi v prostrediach kontaminovanych kovmi, ako napriklad Zn, Cd, Cu, Mn,
Ni (Sinegani a Younessi, 2017), ale radovo nizSia v porovnani s pracou Margesin a Kkol.
(2011), v pode kontaminovanej Cu, Zn a Pb. Prostrednictvom MALDI analyzy bolo
identifikovanych 44 izolatov na trovni rodu, ostatné izolaty boli identifikované klastrovou
analyzou a sekvenovanim génu pre 16S rRNA. Izolaty boli zatriedené do 9 rodov (Obr. 1),
z ktorych vécsina patrila medzi gram-pozitivne baktérie. NajpocetnejSia skupina izolatov bola
tvorena zastupcami rodu Arthrobacter a tvorila takmer 50% populécie, dominantnym bol druh
A. aurescens. Druhd najpocetnejsia skupina (takmer 20%) patrila do rodu Staphylococcus
Snajvacsim zastupenim druhu S. xylosus. Tieto druhy boli izolované z prostredia
kontaminovaného ropou (Keskin a kol., 2015) alebo banského prostredia v Grécku (Aryal
a kol., 2011).

astipenie

Percentuslnez
=

S,

dentifikovanérody

Obr. 3 Percentudlne zastiupenie rodov izolovanych z haldy

Studované bakterialne izolaty vykazovali pomerne vysokd mieru antibiotickej rezistencie,
ked pozorované ICsy hodnoty boli: AMP=100 pg/ml, CLO=10 pg/ml, KAN=5 pg/ml, TET=1
ug/ml. Zvlast prekvapiva bola vysokd miera rezistencie vo¢i AMP, ktorti vykazovalo viac
ako 40% izolatov. Najvyssia MIC — 200 ul/ml, bola pozorovana u viac ako 15% populacie.
Medzi tieto ampicilin-rezistentné izolaty patrili aj zastupcovia koagulaza-negativnych
stafylokokov. Styri izolaty identifikované ako S. xyylosus vykazovali rezistenciu vo&i
vSetkym Styrom ATB pri najvysSich pouzitych koncentraciach (AMP > 200 pg/ml, CLO > 50
ug/ml, KAN > 300 pug/ml, TET > 20 pg/ml). Studované izolaty vykazovali aj vysoka mieru
tolerancie voc¢i pouzitym kovom, ICso hodnoty boli Zn=125mg/Il, Cu=375mg/I, Fe=250mg/I,
Pb=1000mg/l, Ni=125mg/l, Cd=125mg/l. Takmer 50% Studovanej populacie rastlo pri
najvyssej koncentracii Pb (1500 mg/l). Tri bakteridlne izolaty tolerovali vSetky kovy pri
najvyssich pouzitych koncentraciach (Zn > 500 mg/ml, Cu >375 mg/l, Fe > 375 mg/l, Pb >
1500 mg/l, Ni > 250 mg/l, Cd > 1000 mg/l) aboli identifikované ako zastupcovia rodu
Arthrobacter. Tento rod je znamy svojou odolnost'ou vo¢i environmentalnemu stresu (Guo
a kol. 2019), vratane tazkych kovov (Pathak a kol., 2020).

Korelacia medzi antibiotickou rezistenciou a rezistenciou voc¢i tazkym kovom bola
vizualizovana ako heatmap (Obr. 2). Aj ked’ viaceré prace zdokumentovali vztah medzi ATB
rezistenciou a toleranciou voc¢i kovom (Sinegani a Younessi, 2017), vysledky nasej analyzy
naznacuju len vel'mi slabu koreldciu medzi zvySenou rezistenciou voc¢i kovom a ATB. Len
Vv pripade medi je moZno pozorovat’ slabu korelaciu.
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Obr. 4 Vysledok korelaénej analyzy medzi rezistenciou voci *atkym kovom a antibiotikam

Bakterialna populéacia haldy byvalej striebornej bane, ktora obsahovala vysoku koncentraciu
tazkych kovov, bola tvorend zastupcami 9 rodov a prevazna vacSinu tvorili gram-pozitivne
mikroorganizmy z rodov Arthrobacter (50%) a Staphylococcus (20%). Bakterialne izolaty
vykazovali vysokt mieru rezistencie vo¢i ATB, ako aj rezistencie voci kovom, avSak
pozorovali sme len slabi koreldciu medzi tymito fenotypmi, priCom medzi izoldtmi
rezistentnymi vo¢i kovom dominovali izolaty rodu Arthrobacter a naopak, medzi izolatmi
rezistentnymi vo¢i ATB, dominovali druhy rodu Staphylococcus.

Praca vznikla za podpory grantu SK-PL-18-0012.
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VPLYV PELETOVANEHO VICENCA VIKOLISTEHO (ONOBRYCHIS VICIIFOLIA)
NA BACHOROVU FERMENTACIU A HEMATOLOGICKY PROFIL U JAHNIAT S
HAEMONCHOZOU

Petri¢ D.
Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, Centrum Biovied SAV, Kosice

ABSTRAKT

Ciel'om experimentu bolo zistit’ i¢inok peliet z vi¢enca vikolistého (Onobrychis viciifolia) na
bachorovii fermentaciu, mikrobidlnu populaciu a hematologicky status u jahniat
s haemonchdzou sposobenou experimentalnou infekciou gastrointestinalnym nematédom
(GIN) Haemonchus contortus. V. vikolisty patri medzi krmoviny bohaté na triesloviny a
kvantitativne analyzy rastlinnych sekundarnych metabolitov odhalili hlavne flavonoidy a
kondenzované taniny (CTs). VSetky jahnatd v pocte 24 kusov boli infikované v 0. den
experimentu a rozdelené do dvoch experimentalnych skupin: 1. skupina - zvieratd kfmené
bazalnou diétou (Kontrola) a 2. skupina - zvierata kfmené od 28. dna infekcie peletami z v.
vikolistého (Vicenec). Po 44. dni od zaciatku experimentu (infekcie) bola odobrata bachorova
tekutina na stanovenie fermentacnych parametrov a kvantifikaciu mikrobidlnej populacie
molekularnymi a mikroskopickymi metédami. Hematologickd analyza krvi jahniat potvrdila
klinické prejavy haemonchoézy, znizenim poctu erytrocytov a poklesom koncentracie
hemoglobinu a hematokritu od 22. dna infekcie (P<0,001). V ramci fermentacnych
parametrov bachora bola zaznamenana zniZzend produkcia metdnu v skupine Vicenec
(P=0,030). Fluorescen¢na in situ hybridizacia (FISH) v bachorovej tekutine ukazala pokles
celkovej bakteridlnej populdcie v skupine Vicenec (P=0,022), znizenie celkového poctu
Archaea (P=0,001) a pokles po¢tu Methanobacteriales (P=0,001). Vysledky ukazali potencial
peletovaného vicenca vikolistétho ako nahrady objemového krmiva na ovplyvnenie
bachorového mikrobidému a metanogenézy u GIN infikovanych jahniat.

UvoOD

Sucasny svetovy trend v modernych systémoch zivocisnej vyroby ekologicky Cistych potravin
vyZzaduje zachovanie optimélneho zdravia zvierat a efektivnu vyrobu vysokokvalitnych
zivoc¢iSnych produktov. Rastie zaujem o nutraceutika s rastlinnymi sekundarnymi metabolitmi
(PSM), ktoré kombinuji nutricni hodnotu krmiva s priaznivym G¢inkom na zdravie zvierat
azivotné prostredie ako alternativu k chemoterapeutickej terapii a prevencii GIN u
prezavavcov (Mravéakova a kol., 2019; 2020). Vicenec vikolisty (Onobrychis viciifolia)
patriaci do ¢el'ade bobovité, obsahuje PSM hlavne flavonoidy a kondenzované taniny (CTs),
ktoré maji schopnost’ reverzibilne viazat’ proteiny a zniZzovat’ parazitizmus GIN u malych
prezivavcov (Desrues a kol., 2016). Je zname, ze parazitarne zatazenie GIN infekciami u
prezavavcov zvySuje intenzitu sklenikovych plynov a hlavne metanu az o 33% (Fox a kol.,
2018). NavysSe peletizacny proces v. vikolistého zahriiujici vysoku teplotu a vysoky tlak
neovplyviiuje jeho bioaktivne vlastnosti (Gaudin a kol., 2016). Preto nasim ciel'om bolo zistit’
¢1 bioaktivne latky peletovaného v. vikolisttho maji vplyv na bachorovii fermentaciu
a mikrobiom a ¢i dokdzu ovplyvnit’ hematologické parametre jahniat s haemonché6zou.

MATERIAL A METODIKA

Jahnata experimentalne infikované gastrointestinalnym nematédom (GIN) Haemonchus
contortus (Varadyova a kol., 2017) v pocte 24 kusov (vek 3-4 mesiace, hmotnost’ 15,01 +
2,07 kg) boli rozdelené do dvoch experimentalnych skupin: 1. skupina - zvieratd kimené
bazalnou diétou (Kontrola) a 2. zvieratd kimené peletami vicenca vikolistého (Vicenec) ako
nahradou objemového krmiva. Bazalna kfmna dévka pozostavala z lucneho sena (600 g
susiny/defi/zviera) a kompletnej kfmnej zmesi COJ (MIKROP CEBIN, a.s. Cebin, Ceska
republika) (300 g suSiny/deni/zviera). Po 28 dioch od zaciatku experimentu a infekcie doslo v
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skupine Vicenec k ndhrade objemového krmiva peletami (NATURE’S BEST Equovis GmbH,
Miinster, Nemecko) (600 g susiny/deii/zviera). Po 44. dioch od zaciatku experimentu bola
odobratd bachorova tekutina na stanovenie pH, unikavych mastnych kyselin, metanu
a amoniaku a bola kvantifikovana mikrobidlna bachorova populacia molekularnymi (FISH) a
mikroskopickymi metodami (Petri¢ a kol., 2021). V priebehu experimentu bola na 0., 22., 29.,
36. a43. den uskuto¢nend hematologicka analyza Krvi zvierat (Varadyova a kol., 2017).
Statisticka analyza tdajov bola realizovand pomocou Studentovho t-testu v programe
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, California, USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V tabul’ke ¢. 1 vidime, ze v experimentalnej skupine jahniat Vicenec bol zaznamenany
signifikantny vplyv diéty na mnozstvo vyprodukovaného metanu v porovnani s kontrolnou
skupinou (P=0,030). Potvrdili to aj vysledky fluorescen¢nej in situ hybridizacie bachorovej
tekutiny (Tab. 2), kde sme zaznamenali signifikantny pokles celkovej bakterialnej populacie v
skupine Vicenec (P=0,022), zniZenie celkového poétu Archaea (P=0,001) a znizenie rodu
metanogénnych baktérii Methanobacteriales (P=0,001). Pripisujeme to pritomnosti hlavne
CTs vo vifenci a ich priamemu G¢inku na metanogénne Archaea. Je zrejmé, ze
antimetanogénny ucinok bioaktivnych latok v peletdich v. vikolist¢tho pravdepodobne
ovlyviiyje Stiepenie bielkovin v bachore na amoniak, metan, plyny a celkové unikavé mastné
kyseliny (Hatew a kol., 2014). Hematologicka analyza krvi jahniat (Tab. 3) potvrdila klinické
prejavy haemonchoézy, medzi ktoré patri pokles poctu erytrocytov a zniZenie koncentracie
hemoglobinu a hematokritu. Statisticky vyznamny vplyv peliet v. vikolistého na &ervené
krvné parametre nebol zaznamenany, o bolo v stlade s nasimi predchadzajucimi vysledkami
S pouzitim rastlinnych nutraceutik u GIN infikovanych jahniat (Varadyova a kol., 2017,
2018). Dospeli sme k zaveru, Zze nahradenie peliet vicenca vikolistého ako objemového
krmiva u GIN nakazenych jahniat predstavuje nie len vhodnu alternativu
k chemoterapeutikam, ale zarovenn moéze znizovat' produkciu metanu u prezavavcov a tak
prispievat’ k znizeniu emisii sklenikovych plynov.

Tab. 1. Vplyv peletovaného vi¢enca vikolistého na bachorovi fermentdciu jahniat (n=12)

Parameter Kontrola Vicenec SD P-value
pH 6,36 6,37 0,575 0,974
Amoniak (mg/l) 205 199 79,0 0,849
Metan (mM) 3,17 2,30 0,903 0,030
Celk. UMK (mM) 68,2 70,2 27,7 0,847
K. octova (mol%) 74,6 73,3 4,33 0,462
K. propiénova (mol%) 11,9 10,45 4,40 0,425
K. n-maslova (mol%) 11,1 13,48 3,96 0,123

Tab. 2. Vplyv peletovaného vi¢enca vikolistého na bachorové mikrobidlne populdcie jahniat (n=12)

Parameter Kontrola Vicenec SD P-value
Celkové baktérie (10°/ml) 3,60 3,16 0,499 0,022
Celkové Archae (107/ml) 7,71 4,79 1,84 0,001
Methanobacteriales (10'/ml) 3,74 2,9 0,672 0,001
Methanomicrobiales (10/ml) 2,92 2,88 0,218 0,849
Celkové protozoa (10°/g DM) 6,65 8,70 6,60 0,438
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Tab. 3. Vplyv peletovaného v. vikolistého na hematologické parametre jahniat (n=12)

Parameter Den Kontrola Vi¢enec SD Lie¢ba Cas  Lietba x &as
0 11,37 11,63 1,176

Erytrocyty 22 7,68 7,10 1,289

(T/) 29 7,22 6,56 1,382 NS Fhx NS
36 7,15 6,55 1,373
43 7,00 6,83 1,276
0 111,7 115,5 11,62

Hemoglobin 22 74,6 68,9 11,30

(@) 29 71,5 64,8 12,89 NS Fkk NS
36 72,0 67,1 14,28
43 69,5 71,7 14,29
0 0,263 0,265 0,0251

Hematokrit 22 0,187 0,171 0,0261

() 29 0,182 0,165 0,0313 NS Fxk NS
36 0,185 0,174 0,0339
43 0,178 0,187 0,0336

Prdca bola podporenda Agentirou na podporu vyskumu a vyvoja (APVV 18-0131) a programom grantov pre
doktorandov SAV (DoktoGrant APP0162).
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MORFOLOGICKY DOKAZ NEURONALNEJ REGULACIE POSTNATALNEJ
NEUROGENEZY V CUCHOVOM SYSTEME POTKANA
Popovicova, A., Fabianova, K., Marton¢ikova, M., Racek, A., Racekova, E.
Neurobiologicky ustav Biomedicinskeho centra SAV, Kosice, Slovenskd republika

ABSTRAKT

Regula¢né mechanizmy postnatalnej neurogenézy v hlavnej neurogénnej oblasti cuchového
systému, v subventrikularnej zéne (SVZ) a rostralnej migracnej drahe (RMS) zostavaju aj
naprick mnozstvu novych poznatkov nedostatocne vysvetlené. Pre mozné vyuzitie
novovzniknutych buniek pri reparacii mozgu je nevyhnutné uplné pochopenie tychto
mechanizmov. Najnovsie poznatky poukazuju na to, ze neurogenéza v SVZ/RMS by mohla
byt regulovana neurénmi nachadzajiicimi sa priamo v tychto oblastiach. V. RMS dospelého
potkana boli doteraz potvrdené dva typy buniek, ktoré vykazuji typické morfologické
charakteristiky zrelych neurénov: neurény produkujice oxid dusnaty (NO) a neurdny, ktoré
exprimuju sekretagogin (SCGN). Ciel'om naSej prace bolo ziskanie novych morfologickych
poznatkov o tychto dvoch populaciach neurénov v neurogénnej oblasti ¢uchového systému.
Aby sme rozsirili nase vedomosti o pritomnosti neurénov v neurogénnej oblasti, zamerali sme
sa na identifikiciu NO a SCGN produkujicich neurénov v SVZ. Dalej sme sa venovali
zmapovaniu distribtcie a poétu tychto dvoch typov neurénov v jednotlivych castiach RMS a
na zaklade dvojitého imunofluorescenéného znafenia pomocou syntazy oxidu dusnatého
(nNOS) aSCGN sme zistovali ich vzajomny vztah v migraénej drahe. Pomocou
mikroskopicej analyzy sme potvrdili pritomnost NO+ a SCGN+ neurénov v SVZ.
Pritomnost NO+ a SCGN+ neurénov sme pozorovali aj pozdiz celej RMS, avsak ich
distribucia bola nerovnomerna. Kvantitativna analyza ukazala Statisticky vyznamny vyssi
priemerny pocet SCGN+ buniek v SVZ ale aj vo vSetkych troch anatomickych ¢astiach RMS,
V porovnani s po¢tom NO+ neurénov v tychto oblastiach. Nase vysledky o rozdieloch v pocte
a distribicii SCGN+ a NO+ buniek naznacujii odliSny funkény vyznam tychto neurénov
v SVZ/RMS.

UvOoD

Najvicsi zdroj kmenovych buniek v mozgu dospelych cicavcov sa nachadza v ¢uchovom
systéme, a to konkrétne v subventrikularnej zéne (SVZ) bo¢nych mozgovych komor (Altman,
1969). Nové neurony, ktoré vznikaju z kmefiovych buniek SVZ su uréené pre bulbus
olfactorius (BO), ktorého tilohou je prijimat’ a spracovavat’ cuchové signaly a postapit’ ich do
vyssich ¢uchovych centier (Ruberte a kol., 2017). Neuronalne progenitory zo SVZ migruju
pozdiz zretelne vymedzenej drahy — tzv. rostrdlnej migraénej drahy (RMS) do BO, kde sa
diferencuju na inhibi¢né interneurony (Ruberte akol., 2017). Postnatalna neurogenéza
Vv systéme SVZ-RMS-BO predstavuje komplexny proces, ktory zahtiia proliferaciu, migraciu,
diferencidciu progenitorovych buniek a integraciu novych neurénov do existujicich
neuronovych okruhov. Mechanizmy regulacie tychto procesov su nesmierne zlozité a v
sucasnosti si predmetom intenzivneho badania. Bolo zistené, Ze do regulacie neurogenézy st
zapojené jednak vnutrobunkové regulaéné mechanizmy a jednak molekuly z mikroprostredia.
Ako zdroj tychto faktorov boli popisané bunky v blizkosti progenitorovych buniek, ako su
napr. ependymové bunky, astrocyty, neuroblasty, endotelové bunky, alebo mikroglia (Bovetti
a kol., 2011). O neuronalnej regulacii postnatalnej neurogenézy sa dlho neuvazovalo, ked’ze
aZ donedavna sa povazovalo za fakt, ze oblasti SVZ/RMS neobsahuju Ziadne zrelé neurony.
V stadii (Racekova a kol. 2003 a 2005) vsak bolo zistené, ze RMS dospelého potkana
obsahuje bunky produkujice oxid dusnaty (NO), ktoré vykazuji typické morfologické
charakteristiky zrelych neurénov. V RMS dospelych potkanov bola nedavno pozorovana aj
d’alS§ia populacia neurénov, ktoré exprimuju sekretagogin (SCGN). Tieto neurdény st
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sposobilé externalizovat enzym matrix metalloprotease-2 (MMP-2), ktory Stiepi
extracelularnu matrix, atym vytvara ,koridory*“, ktoré ulahCuju migraciu neuroblastov
(Hanics akol., 2017). Pritomnost’ nitrergickych a SCGN produkujticich neurénov v RMS
naznacuje, ze neurogenéza v cuchovom systéme by mohla byt regulovana neurénmi
nachadzajucimi sa priamo v migra¢nej drahe.

Cielom naSej prace bolo ziskanie novych morfologickych poznatkov o tychto dvoch
populdcidch neurénov v neurogénnej oblasti ¢uchového systému. Aby sme rozsirili naSe
vedomosti 0 pritomnosti neurénov v neurogénnej oblasti zamerali sme sa na identifikaciu NO
a SCGN produkujucich neurénov v SVZ. Dalej sme sa venovali zmapovaniu distribucie
a poctu tychto dvoch typov neurénov V jednotlivych Castiach RMS a na zaklade dvojitého
imunofluorescencného znacenie pomocou syntazy oxidu dusnatého (nNOS) a SCGN sme
zistovali ich vzajomny vztah v migracnej drahe.

MATERIAL A METODIKA

V experimente sme pouzili potkany kmena Wistar albino. Ich chov prebiehal za Standardnych
podmienok zvieratnika NbU BMC SAV v Kogiciach. Pred odberom tkaniva sme potkany
uspali izofluranovou nark6zou a podali sme im 10% roztok chloralhydratu. Nasledne sme ich
transkardialne preplachli cez l'avil srdcovi komoru fyziologickym roztokom po ktorom
nasledoval 4% paraformaldehyd v 0,1 M PBS. Potkany sme dekapitovali, mozgy sme vybrali
zZ lebiek a nasledne ich postfixovali. Pomocou kryomikrotdomu sme mozgy potkanov nakréjali
na 30 pm hrubé rezy v sagitalnej rovine a ulozili sme ich do 0,1 M PBS.

Na zistenie potencialneho vztahu medzi NO+ a SCGN+ neurénmi sme pouzili dvojité
imunofluorescen¢né znacenie proti nNOS a sekretagoginu. Rezy mozgov sme analyzovali
pomocou mikroskopu Olympus BX51. Za pomoci fluorescenéného mikroskopu sme vizualne
pocitali NO a SCGN pozitivne bunky v SVZ a Vv troch €astiach RMS (horizontdlne rameno,
ohyb, vertikalne rameno).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pomocou mikroskopickej analyzy sme potvrdili pritomnost’ NO+ a SCGN+ neurénov v SVZ.
V SVZ je zvy€ajne popisovanych piat’ hlavnych typov buniek - ependymové bunky, dva rozne
typy gliovych buniek, prekurzorové bunky a neuroblasty (Wang a Bordey, 2008), ale nie
bunky s neurénovym fenotypom. NaSe zistenie o lokalizacii zrelych neurénov v SVZ
naznacuje moznost’ neurondlnej reguldcie neurogenézy uz priamo v rezervoari kmenovych
buniek. Podrobnd morfologicka analyza ukdzala pritomnost NO+ a SCGN+ neurénov aj
pozdiz celej RMS av$ak ich distribicia bola nerovnomerna. Vysoki koncentraciu
sledovanych typov buniek sme pozorovali vo vertikdlnom ramene migra¢nej drahy
anajvyssiu koncentraciu v SVZ. Koncentracia NO+ a SCGN+ buniek bola nizsia
V horizontalnom ramene a ohybe RMS. Z ¢oho vyplyva, Ze v kaudalnych ¢astiach migra¢nej
drahy sa nachadzalo viac nami sledovanych typov neurénov ako v rostralnych ¢astiach RMS.
Kvantitativna analyza potvrdila naSe morfologické pozorovania aukdzala Statisticky
vyznamny vy$$i priemerny pocet SCGN+ buniek v SVZ ale aj vo vSetkych troch Castiach
(vertikdlnom ramene, ohybe, horizontdlnom ramene) RMS, v porovnani s poctom NO+
neurdnov v tychto oblastiach mozgu (Obr. 1). Pozorovali sme aj vel'mi nizku kolokalizaciu
NO+ a SCGN+ buniek (Obr. 2), na zaklade nasho pozorovania sa vSak nazdavame, ze sa
jedna o dve odlisné populacie neurénov.
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A Obr. 1. Kvantitativna analyza poétu NO+ a SCGN+ buniek v SVZ

O3 NO+ bunky aRMS (VR-vertikdalne rameno, 0-ohyb, HR-horizontilne
€23 SCGON+bunky  rameno). Aritmeticky priemer + SEM. Statistickd vyznamnost’:
***p<0,01; ***p<0,0001

Obr. 2. Distribucia SCGN+ (Eervené) a NO+ buniek (zelené) v SVZ
potkana. DAPI (modré) zndzoriiuje bunkové jadrd v SVZ. Sipky
ukazuju kolokalizaciu SCGN a NO v bunkdach SVZ potkana.
Mierka=200um

Nase vysledky o rozdieloch v poéte a distribucii SCGN+ a NO+ buniek sved¢ia o roznom
funkénom vyzname tychto neurénov v SVZ/RMS. Dalsie $tudie by mali byt’ zamerané na
odhalenie neuronovych obvodov do ktorych su nitrergické a SCGN produkujice neurdny
zapojené.

Protokol postupov a praca so zvieratami boli schvalené Etickou komisiou pri
Neurobiologickom tstave Biomedicinskeho centra SAV a Stitnou veterindrnou a
potravinovou spravou SR (C.k. Ro. 3515/19-221/3).

Podporené grantmi: APVV-19-0279, VEGA 2/0005/2019
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MECHANIZMY REGULACIE TRANSPORTNEHO PROTEINU BCRP
V NADOROVYCH BUNKACH OVPLYVNENYCH HYPERICINOM

Romanovova M., Jendzelovska Z., Jendzelovsky R., Majernik M., Fedorocko P.
Katedra bunkovej biolégie, Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedeckd fakulta, Univerzita Pavla
Jozefa Safarika v Kosiciach

ABSTRAKT

Rastlinny metabolit hypericin predstavuje perspektivny fotosenzibilizator vo fotodynamickej
diagnostike (PDD) a terapii (PDT). V désledku nadmernej expresie transportného proteinu
BCRP v nadorovych bunkach dochadza k poklesu jeho intracelularnej koncentracie a teda aj
ucinnosti PDT. Jednym z cielov naSej prace bolo objasnit’ mechanizmus regulacie proteinu
BCRP s vyuzitim modulatorov vybranych cielovych signalnych molekal JNK1, EGFR a
PKCd. Na styroch Tudskych nadorovych bunkovych linidch (A549, HT-29, RPMI-8226
a RPMI-8226/MR20) sme stanovili netoxické koncentracie modulatorov a nasledne sme
sledovali ich ucinok na hladinu proteinov BCRP, JNK1, EGFR a PKCd. Pouzitim induktora
PKCS (TPA) sme zaznamenali v bunkovych linidch HT-29 a A549 vyrazne zvySené hladiny
p-PKC3, ale aj p-JNKI1. Okrem toho, posobenie TPA vyvolalo vo vicSine nadorovych
bunkovych linii nérast hladiny proteinu BCRP. Inhibicia kindzy JNKI1 (SP600125;
likochalkon A) viedla k poklesu hladiny proteinu BCRP v bunkovych liniach s vysokou
expresiou tohto proteinu, HT-29 aRPMI-8226/MR20. Poésobenie TPA, SP600125
a likochalkonu A navyse poukézalo na prepojenie medzi signalnymi proteinmi PKCd a JINK1
v pouzitych bunkovych linidch. Menej jednoznac¢né vysledky sme zistili v pripade pdsobenia
inhibitora EGFR (tyrfostin), ktoré vyvolalo nérast, ale aj pokles proteinu BCRP v zavislosti
na type bunkovej linie. Inhibitor PKC$ (rottlerin) sa javil ako najmenej efektivny modulator.
Z nasich vysledkov vyplyva, Ze do regulacie transportného proteinu BCRP by mohli byt
zapojené¢ najmé signalne molekuly PKCS a JNKI, stale vSak nie je vylucend ani ucast
receptora EGFR. Tieto zistenia bude potrebné overit’ v d’alSich experimentoch, v ktorych
budu vybrané nadorové bunky ovplyvnené hypericinom.

uUvoD

Transportny protein BCRP predstavuje jeden z ddlezitych mechanizmov rezistencie
nadorovych buniek voci aplikovanej liecbe. Je zodpovedny za eflux Sirokého spektra r6znych
latok a lieciv z buniek, pricom medzi jeho substraty patri mnoZstvo protinddorovych lieciv
a fotosenzibilizatorov (Mao a Unadkat 2014). Nadmerna expresia proteinu BCRP spdsobuje
aj zniZzenl intraceluldrnu akumulaciu biologicky aktivnej prirodnej zli€eniny, hypericinu
(Vargova a kol. 2018; Jendzelovsky a kol. 2019), ktory predstavuje perspektivny
fotosenzibilizator vo fotodynamickej diagnostike (PDD) aterapii (PDT) niektorych
nadorovych ochoreni (Jendzelovska a kol. 2016). Uspesnost diagnostiky a lie¢by nadoru
zavisi od jeho dostatocnej intracelularnej akumulécie, preto objasnenie regulacie proteinu
BCRP v pritomnosti hypericinu v bunke by mohlo zlepsit’ stratégie aplikované v PDD ¢i PDT
a zamedzit' tak vzniku rezistencie nadorovych buniek voc¢i tymto diagnostickym, resp.
lie¢ebnym postupom.

MATERIAL A METODY

Bunkové linie. Ako experimentdlny model boli pouzité T'udské nadorové bunkové linie
plicneho adenokarcindmu (A549), kolorektalneho adenokarcinomu (HT-29) a myelomu
(senzitivna bunkova linia RPMI-8226; odvodena bunkova linia rezistentna na mitoxantron
RPMI-8226/MR20). Bunkové linie boli kultivované v médiu RPMI 1640 obohatenom o 10%

FBS, antibiotikd, antimykotikd a gentamycin v inkubatore za Standardnych podmienok
(teplota 37°C, 95% vlhkost, 5% CQO?2).
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Test metabolickej aktivity buniek (MTT test). S ohladom na mozny vplyv vybranych
modulatorov (induktor PKC6 — TPA; inhibitor PKC9 — rottlerin; inhibitor EGFR — tyrfostin
AG1478, inhibitory JNK1 — SP600125 a likochalkén A) na proliferaciu a prezivanie buniek
bolo potrebné stanovit’ ich netoxické koncentracie. Bunky boli nasadené¢ do 96-jamkovych
platni a po 24 hod boli k bunkam pridané modulatory v rdoznych koncentraciach. V dvoch
casovych intervaloch ich pdsobenia (24, 48 hod) bola k bunkdm pridana zIta tetrazoliova sol’
MTT (3-(4,5-dimetyltiazozyl)-2,5-difenyltetrazolium bromid; 0,5 mg/ml), ktora je zivymi
bunkami metabolizovand na nerozpustny fialovy formazan. Po 4 hod bola zastavena
metabolizacia MTT pridanim 10% SDS (dodecylsulfat sodny) a nasledujici deii odmerana
absorbancia (A = 584 nm) s vyuzitim spektrofluoroluminometra FluorStar Optima.

Western blot. Indukény, resp. inhibi¢ny G¢inok modulatorov na ciel'ové signalne molekuly
a transportny protein BCRP bol analyzovany po 30 min a 16,5 hod ich pésobenia. Bunkové
lyzaty boli pripravené s vyuzitim komercnej zmesi inhibitorov protedz a fosfatdz. Nasledne
boli vzorky kvantifikované s vyuzitim komercnej sady (BioRad Laboratories), nariedené na
rovnakl koncentraciu (4 pg/ul), separované pomocou polyakrylamidovej elektroforézy (10%
SDS-PAGE gél) a prenesené na PVDF membranu. Po 1 hod inkubacii v timivom roztoku
obsahujicom 5% suSené mlieko alebo 2,5% BSA boli membrany inkubované s prisluSnou
primarnou protilatkou cez noc pri teplote 4°C. Po premyti v preplachovacom roztoku boli
membrany 1hod inkubované s prislusSnou sekunddrnou protilatkou konjugovanou
S chrenovou peroxidazou (1 hod, laboratérna teplota). Imunodetekcia hladiny analyzovanych
proteinov bola stanovend pomocou chemiluminiscen¢ného kitu na RTG film.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky viacerych prac poukazali na hypericin ako na potencidlny substrat transportného
proteinu BCRP (Jendzelovsky a kol. 2009, Jendzelovska a kol. 2014, Vargova a kol. 2018).
V nedavnej $tudii sa potvrdilo, Ze s nadmernou expresiou proteinu BCRP rapidne klesala
intracelularna akumulacia hypericinu, v dosledku ¢oho bola PDT s hypericinom (HY-PDT)
neucinnd (Jendzelovsky a kol. 2019). Nasim najnovsim komplexnym ciel'om je teda overenie
potencidlnych priamych anepriamych interakcii medzi hypericinom a proteinom BCRP
a objasnenie mechanizmu regulacie v nadorovych bunkach ovplyvnenych hypericinom. Nové
poznatky by tak mohli prispiet’ k zamedzeniu vzniku rezistencie buniek vo¢i HY-PDT.
V pripade zistenia ucasti konkrétnych signalnych molekul na nepriamych interakcidch medzi
hypericinom a BCRP je moZné Specificky modulovat’ signalne drdhy a tym zvysit' efektivitu
protinddorovej lieCby. NaSe prvotné vysledky su zamerané na nepriame interakcie
a sledovanie efektu modulatorov vybranych signalnych molektl na protein BCRP, ktoré by sa
pravdepodobne mohli zucastiiovat’ aj na interakciach ,,hypericin — BCRP*.

Pre overenie moznej ucasti kinaz PKCS, JNKI1 areceptora EGFR Vv regulacii expresie
proteinu BCRP sme pouzili modulatory danych signalnych molekul. Ked’Ze prostrednictvom
indukcie, resp. inhibicie signdlnych drah by mohli ovplyvnit® viabilitu a proliferaciu
nadorovych buniek, pre dalSie experimenty bolo potrebné vybrat koncentracie bez
cytotoxického efektu, avsak s modula¢nym u¢inkom voéi cielovym molekulam. Efekt
modulatorov na bunkové linie sme stanovili pomocou MTT testu a v pripade kazdého
moduldtora sme zvolili dve nizSie koncentracie s minimalnym dosahom na vysSie uvedené
cytokinetické parametre (TPA — 0,01 a 0,03 uM; rottlerin — 0,1 a 0,5 puM; tyrfostin — 2,5 a5
uM; SP600125 — 10 a 20 uM; likochalkén A — 5 a 10 uM). Nasledne sme pomocou metody
Western blot overovali efekt vybranych koncentrdcii modulatorov na cielové signalne
proteiny, ako aj na expresiu proteinu BCRP.

Na zéklade dosiahnutych vysledkov mdézeme potvrdit’, Ze vSetky modulatory v netoxickych
koncentraciach mali pozadovany efekt na svoje cielové proteiny, avSak zavisel od pouzitej
bunkovej linie, koncentrdcie modulatora a ¢asového intervalu. Okrem cielového proteinu
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modulatory ovplyvnili v niektorych pripadoch aj aktivitu d’alSich proteinov, pricom vysledky
naznacuji najma prepojenie medzi kinazami PKCd a JNK1. Posobenim TPA sme detegovali
Vv bunkovych liniach A549 a HT-29 vyrazne zvySent hladinu fosforylovanej formy kinaz
PKCS (p-PKCd) a JNKI1 (p-JNK1) azaroven mierne zvySent hladinu proteinu BCRP vo
vSetkych bunkovych linidch okrem RPMI-8226. Naopak, vybrané koncentracie rottlerinu sa
nevyznacovali dostatocnym inhibicnym efektom voc¢i PKCS. V pripade kinazy JNKI,
vyznamného regulétora proteinu BCRP (Zhu a kol. 2012), sa preukazal inhibitor SP600125
Vv porovnani s likochalkonom A ako tcinnejsi, av§ak uc¢inkom oboch modulatorov sa znizila
hladina proteinu BCRP v bunkach s vysokou expresiou tohto proteinu (HT-29 a RPMI-
8226/MR20). Posobenim SP600125 zarovenn poklesli hladiny p-PKCo ap-EGFR
Vv bunkovych linidch A549 a RPMI-8226. Tieto zmeny opatovne potvrdzuju nielen prepojenie
signalnych molekul JNK s PKC (Chen a kol. 2002), ale aj s tyrozin kindzovym receptorom
EGFR (Wee a Wang 2017). Navyse po modulacii EGFR inhibitorom tyrfostin sme sledovali
pokles hladiny p-PKCé a p-JNK1 v bunkach A549. Regulacia proteinu BCRP cez tento
receptor je vSak podl'a vysledkov nejednoznac¢na a zavisla na experimentalnom modeli.

Nase vysledky teda naznacujt, ze do regulacie BCRP mdézu byt zapojené vsetky signélne
proteiny JNK1, PKCo a EGFR. V dalSich experimentoch bude naSim cielom overit’ tieto
predpoklady a sledovat’ zmeny hladiny BCRP po modulécii tychto proteinov v pritomnosti
hypericinu.

Tdto praca bola podporovand Vedeckou grantovou agentiirou MSVVaS SR a SAV ¢. VEGA 1/0022/19.
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DISTRIBUCIA A CHARAKTERIZACIA STAFYLOKOKOV KOLONIZUJUCICH
KOZU KLINICKY ZDRAVYCH PSOV
Stempelova L2
YWUstay fyzioldgie hospoddrskych zvierat, Centrum biovied SAV, Kosice
Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmdcie v Kosiciach

ABSTRAKT

Koza je kolonizovana rozmanitymi mikroorganizmami, ktoré zohravaji vyznamnua ulohu
Vv prevencii, ale aj vzniku koznych ochoreni. Ciel'om nasej Stadie bola izolacia stafylokokov
Z koze psov a charakterizacia ich vlastnosti, ako je tvorba biofilmu, rezistencia na antibiotika
a produkcia enzymov. Kozné stery boli odobraté od 30 klinicky zdravych psov z 8 rozli¢nych
oblasti tela. Odlisné fyziologické podmienky na kozi st ur¢ené hrubkou koze, jej zahybmi,
pritomnost'ou chlpovych folikulov, ¢i rozmiestnenim mazovych a potnych zliaz. NajCastejSie
izolovanym bakterialnym druhom bol Staphylococcus pseudintermedius. V ramci sledovania
vlastnosti kmenov S. pseudintermedius sme pozorovali rezistenciu na chloramfenikol (80%),
penicilin (73%), tetracyklin (33%), erytromycin (30%) a vankomycin (27%). Rezistencia na
oxacilin bola zistena ujedného kmena. Multirezistencia bola pozorovana u 53% izolatov.
Vsetky testované kmene S. pseudintermedius boli silnymi alebo stredne silnymi producentmi
biofilmu s vysokou aktivitou kyslej a alkalickej fosfatazy. Vsetky testované kmene boli
DNadza pozitivne, zarovenl bola produkcia Zelatindzy pozorovand u 56 % kmenov a lipdzova
aktivita u 97% kmenov. Produkcia slizu bola zistena u 89% izolatov, no hydrolyza $krobu
nebola zistena u ziadneho kmena S. pseudintermedius.

UvOoD

Podobne ako mikroorganizmy ¢reva, aj kozné komenzalne baktérie zohravaju kI"a¢ovi tilohu
pri zabraneni kolonizacie patogénnymi mikroorganizmami, pri rozklade koznych produktov,
ale aj pri vytvarani normalnej imunitnej tolerancie (Byrd a kol., 2018). Stafylokoky su beznou
sucastou koze a sliznic l'udi a zvierat, ale tieZ su to aj oportinne patogény, ktoré sa moézu
podielat’ na vzniku ochoreni. U psov su klinicky najdolezitej§imi druhmi koaguldza-pozitivny
S. pseudintermedius (predtym S. intermedius) a menej ¢asto S. aureus, ktoré sa bezne spajaju
s pyodermiou, infekciou ran, sepsou a otitidou (Ma a kol., 2020). S. pseudintermedius ma
potencial kolonizovat' aj ludsky organizmus a mdéze sa podielat’ na infekciach ako je
endokarditida, rinosinusitida alebo infekcia v mieste chirurgického zakroku (Pompilio a kol.,
2015; Somayaji a kol.,, 2016). Mnohé Stidie poukazuji na schopnost kmeniov S.
pseudintermedius produkovat’ Siroku Skalu virulentnych faktorov (vratane virulentnych
faktorov podobnych druhu Staphylococcus aureus) medzi ktoré patri produkcia enzymov
(koagulaza, termonukleédza, protedzy), toxinov (leukotoxiny, enterotoxiny, exfoliativny toxin,
hemolyziny) ako aj faktorov nevyhnutnych pre tvorbu biofilmu (Maali a kol., 2018).
V ostatnych rokoch si druh S. pseudintermedius ziskal pozornost aj z dovodu vyskytu
rezistentnych izolatov na antibiotika. Moze tak komplikovat’ lie¢bu infekcii zvierat a ludi
(Kadlec a kol., 2012).

MATERIAL A METODIKA

Kozné stery boli odobraté od 30 klinicky zdravych psov rozneho plemena aveku (12
domacnosti). Stery boli odobraté z 8 oblasti tela kazdého psa (vnltornd strana usnice, nos,
brada, axila, chrbat, brucho, periandlna oblast a medziprstovy priestor). Stery boli
inokulované na neselektivne Zivné médium: Brain Heart Infusion a selektivne Zivné médium:
Mannitol Salt Agar (Becton Dickinson, USA) a kultivované za aerobnych podmienok. Izolaty
boli identifikované pomocou MALDI-TOF hmotnostnej spektrometrie (Bruker Daltonics
MALDI Biotyper, Nemecko), ktorej predchadzala izoldcia proteinov podl'a metodiky autorov
Bessede a kol. (2011). Na stanovenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC)
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antimikrobialnych latok proti izolovanym kmenom S. pseudintermedius sa pouzili testovacie
stripy Liofilchem® MIC (Taliansko). Kultara tychto izolatov bola naockovania na zivné
médium Mueller Hinton (Oxoid, UK) a inkubovana pri teplote 37 °C po dobu 18 hodin (24
hod v pripade vankomycinu). Na vyhodnotenie rezistencie boli pouzité tabul’ky hrani¢nych
hodn6t EUCAST v. 11 (2021) pre Staphylococcus spp. Hodnotenie produkcie tvorby biofilmu
sa uskuto¢nilo pomocou spektrofotometrického testu krystdlovou violetou podla predtym
publikovanej metdédy Toledo-Arana a koll. (2001) s malymi modifikdciami, ako popisala
Bujnidkova a Kmet' (2012). Schopnost’ tvorby biofilmu sa hodnotila meranim hodnoty
optickej denzity (OD) pri A = 570 nm v citacke mikrotitraénych dosti¢iek Synergy HT
(BioTek, Winooski, VT, USA).Enzymatickd aktivitabola stanovenda pomocou komerc¢nej
supravy APl ZYM (bioM¢érieux, Franclizsko) urCenej na semikvantitativhu detekciu
produkcie enzymov. DNazova aktivita bola zistena inokulaciou kmenov na DNazovy agar
(Oxoid, UK) (inkubacia 37 °C, 48 hod) anaslednym preliatim 1N HCIl. Zona vycirenia
Vv okoli koldnie znamena pozitivny vysledok. Schopnost’ kmenov hydrolyzovat’ Skrob bola
pozorovana na platniach s obsahom Skrobu (Starch agar, Himedia, India), po inkubdcii pri 37
°C po dobu 48 hod (Stepanovic a kol., 2001). Congo red agar (Congo red, sacharéza, BHI,
agar) bol pouzity na hodnotenie tvorby slizu baktérii (inkubdcia 24 hod, 37 °C). Kmene
tvoriace sliz tvorili ¢ierne koldnie a negativne kolonie boli Cervené. Produkcia zelatinazy bola
stanovend naockovanim kmetiov do bujonu s obsahom Zelatiny (Himedia, India) a d’alSich
zloziek (inkubécia: 30°C, 7 dni), naslednym schladenim pri 4°C (pozitivny vysledok: tekuta
substancia). Na hodnotenie lipdzovej aktivity bol pouzity agar s obsahom Tween 80, tryptonu,
CaCl,, NaCl. Inkubacia: 24/48 hod pri 37° C. Pozitivny vysledok: precipitacia soli v okoli
kolonii.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zo zdravej koze psov bolo kultivaénymi metédami ziskanych 136 izolatov, priCom najvicsie
mnozstvo izolatov predstavovali stafylokoky (91/136), z ktorych bolo 54/91 koagulaza-
pozitivnych a 37/91 koaguldza-negativnych. Koagulaza-pozitivny S. pseudintermedius bol
identifikovany u 80 % psov aspoii na jednej Casti tela. Miestami jeho najcastejSiecho vyskytu
boli mukokutdnne oblasti ako oblast’ nosa, brady, perianalna oblast’, ale ajinterdigitalna oblast’
a vnutorna strana usnice. Nasledoval druh S. hominis (40% psov) a S. aureus (20% psov).
Zvysné izolaty patrili medzi druhy S. haemolyticus, S. warneri, S. epidermidis, S. capitis, S.
xylosus, S. pasteuri, S. intermedius a S. succinus (<13% psov). Zo ziskanych izolatov druhu S.
pseudintermedius bol vytvoreny MSP dendrogram na zaklade ktorého boli vybrané kmene
u ktorych sme sa zamerali na stanovovanie vlastnosti ako antibiotickd rezistencia, tvorba
biofilmu a produkcia enzymov. Pri testovani antibiotickej citlivosti (n=30) bolo zistené, Ze
najviac kmenov bolo rezistentnych na chloramfenikol (80%), nasledovala rezistencia na
penicilin (73%), tetracyklin (33%), erytromycin (30%), vankomycin (27%) a klindamycin
(23%). Iba jeden kmeii vykazoval rezistenciu na oxacilin. Hodnoty MICsg @ MICgg st zhrnuté
v tabulke €. 1. Za multirezistentné stafylokoky mozeme povaZovat 53% z testovanych
kmenov. VSetky testované kmene boli citlivé na ciprofloxacin, levofloxacin, gentamicin
a rifampicin. Kmene, ktoré boli izolované od psov z jednej domacnosti vykazovali podobnu
fenotypovu rezistenciu. Tieto vysledky su Ciasto¢ne v stlade so $tadiou vykonanou v rokoch
2011 — 2015, avsak odlisné vysledky antimikrobialnej rezistencie klinickych izolatov boli
Vtejto Stadii zistené pre chloramfenikol (18,4%), oxacilin (13,7%) gentamicin (6,6%),
enrofloxacin (7,3%) (Grontal a kol., 2017). Dal§im cielom bolo vyhodnotit’ schopnost’ tvorby
biofilmu izolatov(n=36) a porovnat’ ju medzi jednotlivymi kmefimi. V ramci biofilmu maji
baktérie vyrazne zmeneny metabolizmus, zosilneni komunikaciu medzi bunkami a st
schopné vyhnut' sa imunitnej odpovedi hostitel'a a i¢inku antimikrobialnych latok (Donlan a
kol., 2002; Singh a kol., 2013). V nasej stadii boli vSetky testované kmene schopné tvorit’
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biofilm. U 5,5% kmenov bola zaznamenana slaba schopnost’ produkcie biofilmu, u 55,6%
stredna a 38,9% kmenov tvorilo silny biofilm. Meroni a kol. (2019) zistili priamu stvislost’
medzi multirezistenciou izolatov a ich schopnostou tvorit’ biofilm, avSak nase vysledky na
tuto stvislost’ nepoukazuju. Pri testovani enzymatickej aktivity kmenov S. pseudintermedius
bola najvyraznejSia aktivita pozorovana pri kyslej, alkalickej fosfatize a B-galaktozidaze.
Vsetky testované kmene (n=36) boli dndza pozitivne (23 vysoko a 13 stredne pozitivnych).
Pri sledovani produkcie zelatinazy bolo 20 kmenov pozitivnych (4 vysoko pozitivne, 16
stredne). Lipdzova aktivita sa prejavila u 35 sledovanych kmenov (13 vysoko pozitivnych, 22
stredne). Produkcia slizu s pouzitim Congo red agar bola zistena u 32 kmenov (30 vysoko
pozitivnych, 2 stredne). Schopnost’ pozorovanych kmenov hydrolyzovat’ §krob nebola zistena.

TabuPka €. 1 Antimkrobidlna rezistencia kmetiov S. pseudintermedius izolovanych zo zdravej koze psov
Antibiotikum Strip range MIC range MICsq MICgyo
Chloramfenikol 0.016 - 256 8 - >256 12 >256
Ciprofloxacin 0.002 - 32 0.064 - 0.75 0.125 0.19
Clindamycin 0.016 - 256 0.05 - >256 0.19 >256
Erytromycin 0.016 - 256 0.19 - >256 0.5 >256
Gentamicin 0.016 - 256 0.094 - 0.25 0.19 0.25
Levofloxacin 0.002 - 32 0.064 - 0.38 0.125 0.25
Oxacilin 0.016 - 256 0.125- 0.5 0.25 0.38
Penicilin 0.002 - 32 0.012 - >32 6 >32
Rifampicin 0.002 - 32 0.006 - 0.064 0.032 0.047
Tetracyklin 0.016 - 256 0.19- 64 0.5 64
Vancomycin 0.016 - 256 1-3 2 3

Praca bola podporena grantom VEGA 2/0006/20
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GYNEKOLOGICKE ZAPALOVE OCHORENIE?
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ABSTRAKT

Vysoka incidencia zédvaznych chronickych ochoreni, najmi onkologickych, je ddlezitym a
stale aktudlnym problémom vo svete mediciny. Neinvazivna a v€asna diagnostika zmien v
zlozeni telovych tekutin, ktoré indikuji mozny prekancer6zny stav, moze prispiet’ k v€asnému
zachytu, uspesnej liecbe ochorenia a znizeniu Umrtnosti pacientov. Neliecené chronické
zépalové ochorenia urogenitalneho traktu Zien su Casto pri¢inou neoplazii, ¢i kancerogenézy.
Povodcom tychto infekcii su zvyc€ajne sexudlne prenosné patogény (STD), pricom
naj¢astej$im bakterialnym patogénom je Ureaplasma urealyticum.

Cielom prace bola aplikacia 3D fluorescenénej analyzy mocu vo forme synchrénnych
spektier u gynekologickych pacientok s réznym typom zépalovych ochoreni urogenitalneho
traktu vo vztahu kinfekcii baktériou Ureaplasma urealyticum. Metaboldom mocu bol
prezentovany ako fluorescenény profil rozdeleny do jednotlivych z6n podla pritomnosti
Specifickych skupin fluoroférov. Fluorescencné profily pacientok boli porovnavané
s profilom zdravych zien. Profil gynekologickych pacientok so zapalovym ochorenim sa
vyrazne liSil od profilu zdravych zien v kvalitativnom aj kvantitativnom zloZeni
fluorescenéného metaboldomu mocu. Fluorescenéna komparativna analyza aj bez znalosti
zlozenia metabolému odhali rozdiely a odliSnosti skumanej vzorky od definovaného
Standardu. Preto ma perspektivu a potencial stat’ sa skriningovou metdédou zavaznych
ochoreni a prispiet’ k ich v€asnej diagnostike.

UvoOD

Ureaplasma urealyticum je jednou z najéastejSich sexualne prenosnych infekcii spojenych s
urogynekologickymi ochoreniami a neplodnostou. Ureaplasma svojim pdsobenim v zenskom
urogenitalnom trakte moze spdsobit’ zapalové ochorenia krcka maternice, cervikalnu
dysplaziu a nasledne moze viest’ az k rakovine kréka maternice. V sucasnej dobe je v praxi na
detekciu Ureaplasma urealyticum vyuzivana metoda real-time PCR (gQRT-PCR), ktora
deteguje a kvantifikuje produkty suc¢asne s amplifikaciou.

Fluorescencna spektroskopia predstavuje spektralnu metédu umoziujucu vysoko citliva
analyzu multifluorescen¢ného biologického systému. Fluorescenéné metody dokazu
detegovat’ zmeny na molekulovej Grovni, a tak sit vhodnymi skriningovymi a diagnostickymi
metddami (Monici, 2005). Existuje mnoZstvo $tadii vyuZivajicich nativne fluorofory tkaniv
ako zapalové ¢i nadorové markery vo fluorescencnej spektroskopii, ale iba niekol'’ko z nich sa
zameralo na pouZzivanie telesnych tekutin na diagnostiku ochorenia (Atif a kol., 2018; Birkova
a kol., 2020). Mo¢ obsahuje mnozstvo metabolitov, vratane fluoroforov, vyskytujicich sa v
rozmedzi r6znych koncentracii. Napriek 'ahkej dostupnosti a neinvazivnemu odberu ostava
nevyhodou analyzy mocu variabilita v jeho koncentracii a vplyv exogénnych faktorov na jeho
zlozenie, akymi su lieky alebo strava (Dubayova a kol., 2015; Lamancova a kol., 2019).
Fluorescencny metabolom mocu je mozZné zobrazit' graficky vo forme jednoduchej krivky,
ktord predstavuje fluorescenény profil mocu (Birkova a kol., 2020). Porovnanim grafického
zdaznamu analyzovaného mocu s definovanym Standardom metabolického profilu je mozné
okamzite identifikovat’ abnormality, a to aj bez podrobnych znalosti o zloZeni. Komparativna
profilova analyza mé potencial stat’ sa skriningovou metddou zavaznych gynekologickych
ochoreni, ktorych v€asna diagnostika moze prispiet’ k zniZeniu imrtnosti a skvalitneniu Zivota
mnohych Zien.
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MATERIAL A METODIKA

Vysetrovany subor tvorilo 78 pacientok vo veku od 16 do 63 rokov s réznymi zépalovymi
ochoreniami urogenitalneho traktu. Porovnavaciu skupinu tvorili dobrovol'nic¢ky, 32 zdravych
zien vo veku od 17 do 45 rokov bez zapalovych ochoreni urogenitalneho traktu s negativnym
vysledkom semikvantitativnej analyzy mocu. Vzorka cervikalneho vyteru bola analyzovana
metddou PCR a real time PCR na pritomnost’ DNA patogénov sexualne prenosnych ochoreni
(Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, HPV).
Analyzovana vzorka mocu bola spracovand ako séria riedeni ultracistou vodou v pomere 1:3
od neriedeného mocu az po 1000x riedeny. Synchronne excitaéné spektra jednotlivych riedeni
boli snimané luminiscenénym spektrofotometrom Perkin Elmer LS 55. Zo sady zosnimanych
spektier bola manudlne v pocitacovom programe FLWinlab vytvorena tzv. fluorescencna
koncentracnad matrica (Kusnir a kol., 2005), ktord bola matematicky pomocou autorského
softvéru® spracovana do jednoduchého grafu - fluorescen¢ného profilu. Ten bol rozdeleny do
Osmich fluorescenénych zon ktoré koreSponduju so skupinami fluorescencnych metabolitov
mocu. (Dubayovd akol.,, 2015; Birkova a kol.,, 2020). Zmeny vo fluorescencnom
koncentracnom profile pacientok boli identifikované porovnanim s profilom, ktory bol
vytvoreny ako priemer fluorescencnych koncentraénych profilov mocov zdravych zien a sluzi
ako porovnavaci Standardny etalon.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Fluorescencny koncentra¢ny profil zdravych Zien sa vyznacoval vyraznymi signalmi v zone
Z1 (250-300 nm), Z4 (345-380 nm) a Z7 (450-500 nm). Porovnanim profilu zdravych zien s
priemernym profilom vSetkych analyzovanych vzoriek pacientok bol pozorovany narast
intenzity fluorescencie takmer vo vSetkych fluorescenénych oblastiach okrem zony Z7 (450-
500 nm), kde doslo k poklesu fluorescencie v porovnani so zdravou skupinou zien. Zoéna Z7
je vysledkom fluorescencie flavinov. Maximum fluorescen¢ného signalu zo zény Z4
U zdravych zien sa u pacientok presunulo do Z3. (Obr. 1 A). Zony 3, 4 a5 s vysledkom
fluorescencie kyseliny nikotinovej a redukovanych koenzymov (NADH, NADPH,
nikotinamid). ZvySend intenzita fluorescencie v tychto zoénach a zniZzend v Z7 mdze suvisiet’ s
patologickym procesom a néarastom redukovanych foriem koenzymov. Fluorescen¢ne sa totiz
prejavuje redukovany NADH a oxidovany FAD.

Z1 z2 Z3 74 VA z6 VAL Z8

M\x&

—Kontrolni skupina Skupina pacientok 1A U.u pozitivaa U.w pozit + iny patogén pozitivny 1B

—Kontroln skupina — Patogény negativne

Obr. 1 Porovnanie priemerov fluorescenénych koncentraénych profilov jednotlivych pozorovanych skupin.
1A. Porovnanie priemerov fluorescencnych koncentraénych profilov skupiny 78 pacientok (Cervend Ciara) so
zdravou kontrolnou skupinou (modrd Ciara), 1B. Porovnanie priemerov fluorescenénych koncentracnych
profilov skupin v zdavislosti od pritomnosti patogénov a kontrolnej skupiny zdravych Zien

! Autorsky softvér Ing. Martin Leso, PhD.
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Tab. 1 Zastupenie vySetrovanych analytov v moci

SKUPINY Vysetrovany §ubor pacientok
bol rozdeleny na zaklade

ANALYT V L. 2 3. . . y ,
y ) o . pritomnosti vysetrovanych
MOCI Negativne U.u. U. u +iny patogén patogénov PCR metédou na 3
(n=34) (n=32) (n=12) velké  skupiny: 1. vSetky
Negativny mo¢ | 2 6% 16 [ 50% | 10 83% patogény negativne, 2.
Bielkoviny 22 |65% |14 |44% |1 8% Ureaplasma urealyticum (Uu)
Ketoldtky 3 9% 0 0 pozm,vna a iné patogény
linoed ) 6 L | 0 negativne a 3.  skupina
Urobilinogen ’ ’ Ureaplasma urealyticum (Uu)
Bilirubin 4 12% |0 0 pozitivna a =zaroven aj iny
Krv 7 21% |1 | 3% 0 patogén pozitivny (z toho HPV
Hemoglobin | 15 | 44% |5 |16% |1 8% 66%, Chlamydia trachomatis

33%, Mycoplasma  hominis
25%). Porovnanim priemerov fluorescenénych koncentracnych profilov tychto troch skupin,
bolo zistené, ze v prvej skupine doslo k najvyraznejSiemu narastu intenzity fluorescencie v
excitacnej oblasti zony Z1 (250-300 nm) a zvySné dve skupiny vykazovali v tejto oblasti
priblizne rovnakt hodnotu intenzity fluorescencie (Obr.1 B). V tejto zone su fluorescencne
aktivne aromatické aminokyseliny aich metabolity. S tym koreSponduje aj pritomnost
proteindrie (Tab. 1). Najvyssi podiel pacientov s proteinuriou bol v skupine bez pritomnosti
patogénov. V zéne Z4 (345-480 nm) sa vyrazne odliSoval priemerny profil pacientok tretej
skupiny (Uu pozitivna + iny patogén pozitivny) (Obr. 1B). Vysledky analyzy mo¢u pomocou
mocovych testovacich pruzkov (Dekaphan) st zhrnuté v Tabulke 1. Glukéza nebola
detegovana ani u jednej pacientky.

Uvedené vysledky su velmi povzbudivé, ale vyzaduju verifikaciu vysledkov v stibore
S vacsim poctom pacientok. Zapalové ochorenia urogenitidlneho traktu, najmi opakované a
chronické, mozu indikovat’ prekancerdézny stav. Skrining preventabilnych onkologickych
ochoreni v inicidlnom asymptomatickom $tadiu, kedy existuje vysokd Sanca Uspesnej terapie,
moze prispiet’ k zniZzeniu umrtnosti a skvalitneniu Zivota pacientov. Aplikacia fluorescenc¢nej
komparativnej profilovej analyzy mocu na skrining prekancerdz urogenitalneho traktu Zien
ma perspektivu uplatnit’ sa v rutinnej diagnostickej praxi.

Prica bola financne podporend grantom VEGA 1/0620/19 a Strukturdlnym fondom EU, projekt ITMS
26220220143
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BIODOSTUPNOST STOPOVYCH PRVKOV Z KRMNYCH ADITIV

Tokarc¢ikova K.
Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat CBv SAV, Kosice

ABSTRAKT

Ovplyviiovanim skladby kompletného krmiva hospodarskych zvierat je mozné zvysit
absorpciu a biovyuzitel'nost’ stopovych prvkov z kimnych aditiv, ¢im sa dosiahne lepSia
uzitkovost’, zdravie zvierat a zaroven sa znizi environmentalne zat'azenie zo zivocCisSnej
vyroby. Cielom tejto Stidie bolo hodnotenie biodostupnosti stopovych prvkov z kfmnych
aditiv in vitro a in vivo metodami. Sledovali sme vplyv anorganickej a organickej formy Zn
a zdroja vlakniny na relativnu absorpciu stopovych prvkov (Zn, Cu, Mn, Fe) a stravitelnost’
vlakniny u mladych prasiat a biodostupnost’ tychto prvkov simulovanim travenia pomocou
modelu in vitro ain situ. Prijem zemiakovej vlakniny (ZV) znizil absorpciu Fe, ale zvysil
absorpciu Cu, zvysil rozpustnost’ Zn v ileu a naopak znizil v jejune (in situ), pri¢om sa tento
efekt neodrazil na relativnej absorpcii Zn u prasiat (in vivo), kde sme zaznamenali vplyv
zdroja Zn. Pri simulovanom traveni sme nezaznamenali vplyv ZV a Zn na biodostupnost’
prvkov (in vitro). Zdroj vlakniny a Zn neovplyvnili stravitel'nost’ vlakniny v GIT (in vitro, in
situ), ale u prasiatok (in vivo) sme zaznamenali pozitivny vplyv ZV na stravitelnost’ suSiny.
Nase vysledky poukazuji na silnt korelaciu medzi rozpustnostou prvkov v duodene aich
relativnou absorpciou v tomto useku tenkého creva, ktoré je hlavnym miestom absorpcie
stopovych prvkov.

UvOoD

Stopové prvky su potrebné pre spravne fungovanie fyziologickych procesov nevyhnutnych
pre zivot. Nedostatok stopovych prvkov v organizme je zvycajne spOsobeny ich nizkym
obsahom v potrave, alebo ich nizkou biodostupnost'ou/biovyuzitelnostou (Kumari a Platel
2017). Ich biologickd dostupnost’ zavisi od procesov prebiehajucich v trdviacom trakte,
obzvlast dvojmocné mineraly prechadzaji chelaciou, ktord ovplyviiuje ich dostupnost a
absorpciu. Biodostupnost’ prvkov je definovand ako ich mnozstvo, ktoré sa uvolni
z kompletného krmiva v GIT a je k dispozicii na absorpciu (Parada, Aguilera 2007). Pre
biodostupnost’ je doleZita rozpustnost’ mineralnych zlicenin, ktord zavisi od pH, koncentracie
makro a mikro elementov ako aj od pritomnosti komplexotvornych ¢inidiel v GIT (Bohn
akol. 2017). Cielom tejto Stadie bolo hodnotenie a porovnanie biodostupnosti stopovych
prvkov (Zn, Cu, Mn, Fe) a straviteI'nosti vlakniny pocas travenia v Zaludku, v tenkom a Vv
hrubom ¢reve monogastrickych zvierat simulované pomocou 3-krokového in vitro modelu
travenia (Boisen a Fernandez 1997), hodnotenie rozpustnosti stopovych prvkov v usekoch
tenkého Creva (in situ) arelativnej absorpcie prvkov v bilanénom experimente mladych
prasiat (in vivo).

MATERIAL A METODIKA

Biodostupnost/biovyuZitel'nost  stopovych prvkov sme ur€ili rdéznymi postupmi:
Modifikaciou metddy 3-krokového modelu in vitro (simulované gastrointestinalne travenie),
bilanénym experimentom na prasatach (in vivo) a metdodou in situ sme zistili rozpustnost’
stopovych prvkov v obsahu tenkého creva z jeho jednotlivych tisekov (duodenum, jejunum,
ileum). Zakladom in vitro a in vivo experimentu bola bazalna diéta (BD), ktora obsahovala
5% vlakniny vo forme lignocelulozy (C) alebo zemiakovej vlakniny (ZV) a 150 mg Zn/kg vo
forme anorganického monohydratu ZnSO4 (ZnSO4), alebo organického Zn chelatu
glycinového hydratu (ZnGly).

Biodostupnost stopovych prvkov v GIT - in vitro (Boisen, Ferndndez, 1997). Inkubacia 0,5-1
g experimentalnych diét pozostavala zo simuldcie pociato¢ného travenia s pepsinom (travenie
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v zaludku: pH 2, 39 °C, 120 min.), po ktorom nasledovala intestinalna faza pridanim
pankreatinu a upravou pH (travenie v tenkom ¢éreve: pH 6,8; 39 °C, 4 hodiny) a poslednou
fazou bola simuldcia trdvenia v hrubom c¢reve pri pH 4,8 pomocou multienzymoveho
komplexu (Viscozyme L) po dobu 18 hodin. Supernatant z kazdej fazy sa analyzoval
pomocou plameniovej atdbmovej absorpénej spektrometrie (AAS) na zistenie % biodostupnosti
stopovych prvkov a stanovila sa susina natravené¢ho krmiva na vypocet stravite'nost’ susiny.
Relativna absorpcia stopovych prvkov - in vivo (bilancny experiment na prasatich). 24
odstavciat prasiatok plemena Danbred x Duroc bolo rozdelenych do 4 skupin (6 replikatov) a
poCas 4 tyzdnov prijimali experimentalne diéty ad libitum. Desat’ dni pred koncom
experimentu bol ku kazdej experimentdlnej diéte pridany Cr,Os; ako markér pre odhad
stravitelnosti. Po 4 dnoch adaptacie sa odoberal trus vSetkych zvierat pocas 5 dni. Po
ukonceni experimentu sa z jednotlivych tsekoch tenkého ¢reva odobral obsah. Koncentracie
stopovych prvkov v obsahoch Creva atruse boli pouzité na vypocet relativnej absorpcie
stopovych prvkov (%) v jednotlivych usekoch tenkého creva.

Rozpustnost' stopovych prvkov v tenkom creve - in situ (Kleinman a kol. 2007). Navazené
vzorky obsahu ¢reva sa inkubovali v ultracistej vode 60 minut pri 37°C s trepanim. Po hodine
inkubécie sme vzorky scentrifugovali a prefiltrovali. Ziskany filtrat sme analyzovali pomocou
AAS a bol stanoveny rozpustny obsah (%) stopovych prvkov v jednotlivych usekoch tenkého
creva .

Na statistické hodnotenie vysledkov a stanovenie ucinku ZV azdroja Zn na absorpciu,
rozpustnost’ a biodostupnost’ stopovych prvkov sme pouzili analyzu rozptylu- jednocestné
ANOVA s Tukey post-testom (Statisticky softvér GraphPad Prism 5).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zdroj Zn ako aj ZV nemali vplyv na biodostupnost Zn (Obr. 1) ani ostatnych prvkov.
Zemiakova vldknina stimuluje bakteridlnu fermentaciu ¢im modze ovplyvnit' absorpciu
a dostupnost’ mineralov. Prijem ZV v in situ metode zvysil rozpustnost’ Zn v ileu, ale znizil
jeho rozpustnost’ v jejune (Obr. 3), ¢o vSak nemalo vplyv na relativnu absorpciu Zn
v ziadnom useku tenkého ¢reva v bilanénom pokuse na prasiatkach (in vivo, Obr. 2). ZvySena
rozpustnost Zn vileu moéze byt spdsobena zvySenou produkciou kyseliny mliecnej a
mastnych kyselin s kratkym retazcom, ktoré znizuju pH v trdviacom trakte monogastrickych
zvierat (Pastuszewska akol. 2010). Celkova stravitelnost’ suSiny bola vysSia u prasiat
prijimajucich diéty obohatené o ZV, no pri simulécii travenia (in vitro) sme nezaznamenali
ziadny vplyv diét na straviteI'nost’ susiny (Obr. 4).

Niz8iu celkovl stravitelnost Zn sme zistili u skupin zvierat prijimajuc organicky ZnGly
(Obr. 2). Silnej$ia vizba Zn v organickom chelate ZnGly mala zrejme za nasledok jeho nizsiu
stravitelnost’ v GIT (in vivo).

Korelacné analyzy z naSich experimentov preukdzali silni zévislost medzi rozpustnostou
prvkov a ich relativnou absorpciou v duodene, ktoré je hlavnym miestom absorpcie stopovych
prvkov.

Biodostupny Zn poéas simulovaného trivenia v Zaliidku Biodostupny Zn pocas simul ého travenia v tenkom éreve  Biodostupny Zn poéas simulovaného trivenia v hrubom éreve
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ZnGly v ZV+InGly C ZnGly IV IV+InGly c ZnGly v ZV+ZInGly
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Obr. 1 Biodostupnost’ Zn pocas travenia v Zaludku, v tenkom a hrubom ¢&reve (in vitro metéda)
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Obr. 3 Rozpustnost’ Zn v jednotlivych usekoch tenkého Ereva (in situ metoda)

Celkova stravitel'nost’ suginy (in vitro) Celkova stravitefnost' suéiny (in vivo)
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Obr. 4 Celkova stravitePnost’ susiny in vitro a in vivo metédou
a, b: rozdielne pismena nad stlpcami znamenaju signifikantné rozdiely (P<0,05)

Praca bola podporena grantmi VEGA 2/0069/17, APVV 17-0297.
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VPLYV PRAZENIA NA OBSAH POLYFENOLOV, KOFEINU A AKRYLAMIDU
V ZRNACH VYBEROVEJ KAVY

Varady M., Popelka P.
Katedra hygieny, technologie a bezpecnosti potravin, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Vyberovou kévou nazyvame kavu, ktord mé Standardizovany cely proces vyroby, od vyberu
kritérii pre plantaze az po jej pripravu, priCom prechadza predbeznymi testami triedenia
a degustacie (cuppingu) atak sa dostane k zékaznikovi. Nasim cielom bolo zistit’ v
zrnach vyberovej kavy obsah celkovych polyfenolov (PPH), kofeinu (CAF) a akrylamidu
(AA) v zavislosti od teploty prazenia. V naSom experimente sme pouzili vzorky vyberovej
100% arabskej kavy (Coffea arabica) Kolumbia (COL) a Nikaragua (NI). Zelené kavové zrna
(COL-GR) a NI (NI-GR) boli prazené na dvoch trovniach — svetlejsie prazenie (COL-LIGHT
a NI-LIGHT) pri teplote 210°C (10 min) a tmavsie prazenie (COL-DARK a NI-DARK) pri
teplote 215°C (12 min). Kvantitativne analyzy PPH pomocou hmotnostnej spektrometrie s
vysokym rozliSenim identifikovali kyselinu kafeoyl-chinovii (CQA), kyselinu feruloyl-
chinovu a dikafeoyl-chinovi. Z celkovych PPH bol najviac zastipeny izomér 5-CQA: COL-
GR (60,8%), NI-GR (57,7%), COL-LIGHT (23,4%), NI-LIGHT (29,3%), COL-DARK (18
%) a NI-DARK (24,2%). PraZzenie ovplyvnilo obsah celkovych PPH, CAF a AA (p < 0,001).
Tmavsie prazenie oboch typov kav malo nizS§i obsah AA, ale podobny obsah CAF a
celkovych PPH ako svetlejSie prazenie. Je zrejmé, ze povod kavy a prazenie mdze ovplyvnit’
obsah zdraviu prospesnych (polyfenoly, kofein), ale aj potencialne nebezpecnych (akrylamid)
latok v kdve. Nase vysledky ukdzali, ze popri senzorickej kvalitativnej analyze kdvovych zfn,
by kvantitativne analyzy mali byt’ vyznamnym ukazovatel'om kvality vyberovej kavy.

UvOD

Vyberovd kava je charakterizovana Standardizovanym vyrobnym postupom od vyberu
kavovej plantaze az po pripravu kavy, priCom prechadza predbeznymi testami triedenia,
degustacie - cuppingu a hodnotenia (Poltronieri a Rossi, 2016). Antioxidacna aktivita kavy
zavisi od vlastnosti fenolovych zluc¢enin, najmi chlorogénovych kyselin (CGA) a kofeinu
(CAF). S konzuméciou kavy st spojené potencialne zdravotné vyhody pripisované hlavne
CGA, ako je znizenie vyskytu chronickych a degenerativnych chorob napr. rakovina,
srdcovocievne poruchy, cukrovka alebo Parkinsonova choroba (Tajik a kol., 2017). Za hlavné
chemicke, fyzikalne a organoleptické vlastnosti kone¢ného kdvového produktu je zodpovedné
prazenie kavy, kedy sa v dosledku Maillardovych reakcii vytvaraju aj potencidlne toxickeé
latky ako akrylamid (AA). CAF je prirodny metylxantinovy alkaloid, ktory sa nachadza v
kavovych zrnach a jeho mnoZstvo je vyrazne ovplyvnené Groviiou prazenia kavy (Hecimovic
akol., 2011). Vplyv prazenia na ukazovatele kvality vyberovej kdvy zatial’ nebol dostato¢ne
Studovany u vyberovej kavy, preto naSim cielom bolo zistit’ jeho vplyv na obsah celkovych
PPH, CAF a AA a identifikovat’ hlavné bioaktivne zluceniny vo vyberovej kdve Kolumbia
a Nikaragua.

MATERIAL A METODIKA

Boli pouzité vzorky 100% Coffea arabica (Project FOX Roaster, Praha, Ceska republika)
Kolumbia (COL) a Nikaragua (NI). Kdva COL bola z farmy Finca La Cabana a bola
spracovana anaerdébnou fermentaciou. Kava NI bola z farmy Finca Buena Vista a bola
spracovana prirodnou metodou ako jedine¢na odroda Sarchimor, ktord je kavovym hybridom.
Svetlé prazenie (COL-LIGHT a NI-LIGHT) prebehlo pri konecnej teplote 210°C pocas 10
minut s dobou vyvoja 30 sekund. Tmavsie prazenie (COL-DARK a NI-DARK) malo kone¢nti
teplotu 215°C pocas 12 minut s dobou vyvoja 2 minaty a 30 sekiind. Kéva bola prazena v
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plynovom prazici Probatone 5 (Probat, Emmerich am Rhein, Nemecko). Teplota prazenia sa s
Casom zvysSovala a bola merana sondou vo vnutri bubna prazi¢a. Vzorky kavy boli rozomleté
na jemny prasok pomocou dezintegratora FW 177 Herbal Medicine (Chincan, Tianjin, Cina)
a bioaktivne zOcCeniny boli analyzované hmotnostnou spektrometriou s ultra vysokym
rozlisenim na systéme Dionex UltiMate 3000RS (Thermo Scientific, Darmstadt, Nemecko) a
QTOF (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Nemecko). Analyza PPH, CAF a AA je podrobne
popisana v praci Varady akol. (2021). Na statistické analyzy bola pouzita ANOVA
(GraphPad Prism 8.3.0, GraphPad Software, Inc., San Diego, USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kvantitativne analyzy bioaktivnych zluCenin vzoriek kavy (Obr.1.) ukézali pritomnost
fenolovych kyselin v troch hlavnych skupinach CGA: kyselina kafeoyl-chinova (CQA),
kyselina feruloyl-chinova (FQA) a kyselina dikafeoyl-chinova (diCQA). Vo vSeobecnosti je
najpocetnejSou a najprospesnejSou bioaktivnou zluceninou kévy izomér 5-O-CQA, ktorého
obsah bol vys$si v COL ako v NI (Tab. 1). Prazenim sa znizili obsah 5-O-CQA 0 61-70% v
COL a 049-58% v NI (p < 0,001). ZniZenie (47-72%) obsahu 5-O-CQA bolo pozorované po
prazeni aj pri Coffea robusta (Budryn a kol., 2015). Obsah izomérov 3-O-CQA a 4-O-CQA v
COL a NI vzrastol pri svetlejSom aj tmavSom prazeni priblizne dvojnasobne. Podobny obsah
PPH pri kdve NI pripisujeme jej spracovaniu prirodnou metddou, ktord pravdepodobne vedie
k ochrane PPH pocas prazenia. Rozdiely v obsahu celkovych PPH vo vyberovej kave zavisia
aj od spdsobu pripravy napoja (napr. Hario V60, espresso, zalievana kava) (Varady a kol.
2020). Tmavsie prazenie oboch typov kav malo nizsi obsah AA a podobny obsah CAF a
celkovych PPH ako svetlejSie prazenie (Tab. 2). Zaverom mdzeme povedat’, Ze vyberova kdva
sa na trhu povazuje za najkvalitnejSiu, ale zakaznik, praziar ani farmar nevedia, ¢i obsahuje aj
viac prospeSnych bioaktivnych zli€enin. Spravny spdsob vyroby vyberovych kév vSak moze
zachovat’ obsah bioaktivnych zli¢enin a minimalizovat’ skodlivé kontaminanty.
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Obr. 1. Reprezentativne chromatogramy (320 nm) identifikovanych polyfenolov v extraktoch zo vzoriek
vyberovej kavy Kolumbia a Nikaragua
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Tab. 1. Vplyv druhu kdvy a praZenia na obsah kyseliny kafeoyl-chinovej (CQA)

Kava (K) Prazenie (P) CQA (cis a trans) (mg/g DM)
3-0-CQA 5-0-CQA 4-0-CQA
Zelena kava 2,35+0,08"  36,3+2,04° 3,93 + 0,06"
Kolumbia  Svetlé¢ (210°C 10 min) ~ 5,05+0,74° 14,0+ 1,02 6,55+ 0,21°
Tmavsie (215°C 12 min) 2,92 +0,41° 10,8 + 0,86 5,00 + 0,09°
Zelena kava 2,22+0,60° 242+211° 2,97 +0,08°
Nikaragua Svetlé (210°C 10 min)  4,40+0,21°  12,3+1,22° 5,99 + 0,65"
Tmavsie (215°C 12 min) 3,84+0,07° 10,1+ 1,01° 4,67 + 0,08
Signifikancia uc¢inku:

Kava 0,148 0,001 0,001

PraZenie 0,001 0,001 0,001

K x P 0,001 0,001 0,053

Priemer + SD. Pismena oznaéuji rozdiely v stlpci pri p < 0,05.

Tab. 2. Vplyv druhu kdvy a prazenia na obsah celkovych polyfenolov (PPH), kofeinu (CAF) a akrylamidu

(AA)
Kava (K) Prazenie (P) PPH (mg/g DM)  CAF (mg/kg) AA (ng/kg)
Zelena kava 59,8 + 8,94 11104 + 777 Nd
Kolumbia  Svetlé (210°C 10 min) 35,5+ 3,64° 12660 + 886 457 + 82,3
Tmavsie (215°C 12 min) 30,1 +4,56° 12329 + 863 192 + 34,6
Zelena kava 41,9 +6,44° 11127 £ 779 Nd
Nikaragua Svetlé (210°C 10 min) 32,8+4,15° 12822 + 898 413 +74,3°
Tmavsie (215°C 12 min) 30,0 +2,56° 12868 =901 277 + 49,9
Signifikancia u¢inku:
Kava 0,002 0,559 0,590
Prazenie 0,001 0,011 0,001
K x P 0,054 0,865 0,115

Priemer + SD. Nd, nezistené. Pismena oznaduju rozdiely v stipci pri p < 0,05.
Prdca bola podporena Agentirou na podporu vyskumu a vyvoja (APVV 18-0039).
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ABSTRAKT

Na Slovensku je najvys§ia mortalita na kolorektalny karcinom (CRC) z celej EU. Je preto
vel'mi potrebné urcit’ doveryhodny marker, ktory by dokdzal CRC odhalit’ v skorom S§tadiu,
¢im by sa pre pacienta vyrazne zvySila Sanca na UspeS$nost’ lie¢by. Pozornost’ sa v tejto
suvislosti zameriava na matrixové metaloproteindzy (MMP) -9 a -2, ktoré svojou aktivitou
degraduju extracelularny matrix (ECM), ¢im tvoria priestor pre rast nadoru a Sirenie metastaz.
Ich zvySena expresia Vv tkanivach pacientov s CRC je podla viacerych s§tadii diagnosticky
vyznamna. V praci porovnavame dve rdozne metdody pouzivané pri ur¢ovani MMP-
imunometodu ELISA a Zelatinovli zymografiu, ktoré poskytuju navzajom sa doplnajice
vysledky.

UvOoD

MMP-9 je jednym z kI'ai€ovych proteolytickych enzymov pri rozklade a rekonstrukcii ECM
pocas invazie a tvorby metastdz CRC. Aktivita MMP-9 je prisne regulovana na troch r6znych
urovniach: aktivacia, syntéza a inhibicia. Jeho syntéza je regulovana adhéznymi molekulami,
ako st integriny, cytokiny a rastové faktory. Podobne ako ostatné MMP, aj MMP-9 je
syntetizovany ako pro-enzym, ktory je aktivovany proteolytickym Stiepenim jeho pro-
peptidovej domény rdéznymi protedzami, vratane plazminu, meprinov, furinov a dalSich
aktivovanych MMP. Aktivna forma MMP-9 nasledne degraduje hlavné zlozky ECM, kolagén
(typ Il alV), elastin, agrekan alaminin (Charzewski a kol., 2021). MMP-9 reguluje
mikroprostredie okolo nadoru, zvySuje koncentraciu vaskuldrneho endotelidlneho rastového
faktora (VEGF), ktory reguluje angiogenézu, a ma aj d’alSie vyznamné funkcie v progresii
CRC (Lukaszewicz-Zajac a Mroczko, 2021). Imunochemické testy zalozené na efektorovom
ucinku protilatok, ako je ELISA, su zlatym Standardom analytickej platformy pouzivanej
v predklinickych laboratoridch na kvantifikdciu analytov vo vzorke. Tieto konvencné
platformy ELISA, pouZivané na odhad MMP-9, v§ak maju niekol’ko inherentnych obmedzeni:
nekonkretizuj  hladiny aktivnych a latentnych foriem MMP (Ricci akol., 2015).
Kvantitativne stanovuju celkové mnozstvo proteinu vo vzorke a v tejto hodnote su teda
zahrnuté aj neaktivne formy MMP-9: pro-MMP-9, homodiméry MMP-9, heterodiméry:
MMP-9/TIMP-1, MMP-9/CD44 a iné (Charzewski a kol. 2021). Na stanovenie jednotlivych
foriem MMP-9 (a MMP-2), sa vyuziva elektroforeticka metdda- zelatinova zymografia. Tato
technika je zalozena na tvorbe polyakrylamidového gélu dodecylsulfatu sodného (SDS), s
ktorym kopolymerizuje substrat, vtomto pripade Zelatina, ktord je degradovana
prostrednictvom MMP. Na zymograme je mozné podla proteinového laddera jednoducho
od¢itat’ molekulovii hmotnost’ a vd’aka nej aj formu MMP (Bencsik a kol., 2017).

MATERIAL A METODIKA

Tkanivo bolo odobraté na I. chirurgickej klinike UNLP v Kosiciach od 100 pacientov s CRC,
z ktorych bolo histologiou potvrdenych 32 ako benignych, 2 v §tadiu Tis, 10 v 1. $tddiu CRC,
20 v II. §tadiu, 18 v IIl., 4 v IV. a 14 pacientov nebolo dodiferencovanych. Tkanivo bolo
homogenizované (40mg tkaniva v1 ml PBS s0,01% TRITON X-100), centrifugované
(10000 x g /10 minat) a supernatant bol nasledne vyuzivany na jednotlivé analyzy. Na
kvantitativne stanovenie MMP sme vyuzili sendvicovii ELISA imunometodu. Na stanovenie
aktivity MMP-9 sme vyuzili zelatinovi zymografiu., ktora prebiehala v 10%
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polyakrylamidovom géli kopolymerizovanom s 1 mg/ml Zelatinou pri 150 V. Po elektroforéze
bol gél premyvany v 2,5% Triton X-100 (2x30 min) a 100mM Tris-base (2x5 min). Nasledne
bol gél inkubovany pri 37°C vo vyvijacom (renaturacnom) roztoku obsahujicom i6ny Zn**
a Ca®* (24 hod). Po inkubécii bol gél farbeny 0,5% roztokom Coomassie Brilliant Blue G-250
(1 hod) a nasledne odfarbovany v odfarbovacom roztoku (24 hod). Enzymatické aktivity
jednotlivych foriem MMP boli rozoznané ako biele padsy na modrom pozadi.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Hladiny MMP-9 v nadorovom tkanive boli kvantitativne stanovené ELISA metodou, pricom
priemerné hodnoty v jednotlivych skupinach predstavujicich stadia CRC uvadzame v tabulke
(Tab. 1) a znazorfiujeme v priloZenom grafe (Obr. 1).

Tab. 1. Vysledky stanovenia MMP-9 metédou ELISA

Stadium CRC | benigny nador | I §tadium | IL $tadium | IIL §tadium | IV. §tadium

CMMP-9 (ug/mL) 45, 8906 48, 2434 70, 4352 46, 5927 37,2231

Hladiny MMP-9 nekorelovali so

- stadiami CRC. V stadiach 1a Il sa
= hladiny MMP-9 V porovnani
£ 60 . . e
» s benignou skupinou nelisili, pri IV
% >0 dokonca klesli. Najvyssie hladiny
g 40 MMP-9 boli v tkanivach pacientov
£ 30 vII. S§tddiu CRC. Hladiny teda
£ 20 koreluju s definiciou  $tadia  1I,
~ 10 v ktorom  dochadza k prerastaniu

0 nadoru do susednych tkaniv vo vnutri

benigny | I Il \Y peritonea, pripadne priamo

prerastaniu do organov alebo Struktur
V intraperitonealnom priestore.

Obr. 1. Porovnanie koncentrdacii MMP-9 v nddorovom tkanive Ako sme uz uviedli v Gvode,
pacientov medzi Stadiami CRC metodou ELISA sme stanovili
celkova koncentraciu MMP-9 vo vzorke a nevieme, akt Cast’ z tejto hodnoty tvori aktivna
forma enzymu. Preto sme kvoli d’alSej identifikéacii foriem MMP zvolili metddu Zelatinovej
zymografie, ktord ma jednotlivé formy Specifikovat na zdklade molekulovej hmotnosti.
Vysledkom zymografie bol zymogram (Obr. 2) tkaniva pacientov v roznych stadiach CRC,
ktory naozaj potvrdil rozdiely v aktivite MMP-9 v zavislosti od $tadia rakoviny. Je zrejmé, Ze
v benignych nadoroch sa nenachadzaju aktivne formy MMP-9, ani MMP-2. Zo zymogramu je
tiez vidiet, Zze mnozstva aktivnych aj neaktivnych foriem MMP-9 (ako aj MMP-2)
v tkanivach pacientov v IV. stadiu CRC st nizsie v porovnani s mnozstvami MMP v tkanive
U pacientov v L, I, ¢i III. §tadiu. Vysvetlenie spociva v tom, Ze obaja pacienti v IV. Stadiu
nemaju primarnu diagnézu CRC. U jedného bola potvrdena rakovina prsnika, u druhého
rakovina prostaty. Hladiny a formy MMP zistené v tkanive u tychto pacientov st vysledkom
metastaz zasahujucich az do hrubého &reva a koneénika. Co sa tyka hladin pro-MMP-9,
pomerne vyrazny rozdiel v hustote pasika bol u pacientov s potvrdenym Tis, IIA a IIB. Pro-
MMP-2 hustota bola zvySena u pacientov IlIA, 1lIB allC, ¢o korelovalo aj s prezivanim
pacientov. VSetci tito pacienti uz umreli. NajkratSie prezivanie bolo zaznamenané u pacienta
so Stadiom IIIB, u ktorého na zymograme pozorujeme pasiky s najvysSou hustotou. V tomto
Stddiu karcindbm metastdzuje do regiondlnych lymfatickych uzlin, ¢o je logickym
odovodnenim zvySenej hustoty MMP-9 aj MMP-2, ktoré zohravaji vyznamnu tlohu v Sireni
nadoru.

m MMP-9
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Obr. 2. Zymogram tkaniva pacientov s CRC (144kDa:MMP-2 dimér; 92kDa:pro-MMP-9; 86
kDa: aktivna forma MMP-9; 72kDa: pro-MMP-2; 66kDa: aktivna forma MMP-2

Pacient v IV. stadiu s metastizami na viacerych miestach po chirurgickom zakroku
a odstraneni nadorov d’alej Zije. Jeho zymogram ukazuje nizku hladinu pro-MMP-2 a dokonca
ziadnu jeho aktivnu formu. Podla Langersa a kol. (2012) vysoka expresia MMP-9 a -2
koreluje shor§im 5-roénym prezivanim. Kombinacia oboch parametrov je eSte silnej$im
prognostickym faktorom. V tejto praci autori predpokladaju, ze zla progndza zistena u
pacientov s velmi nizkymi hladinami MMP-9 v nadore je pravdepodobne spOsobena
nedostatkom infiltrujacich leukocytov, ktoré moézu mat protirakovinové tucCinky.NaSe
vysledky poukazuju na to, Ze prezivanie pacientov nemdzeme odhadovat’ podla §tadia CRC,
zymogram vsSak dokaze poskytnut' celkovy obraz o jednotlivych formach MMP a teda
diagnosticky potencial Zelatinovej zymografie je jednoznacny.

Predkladana studia bola schvalena etickou komisiou UNLP dna 10.07.2020.

Tato prdca bola financne podporena projektom VEGA 1/0333/20.

POUZITA LITERATURA

Bencsik, P, et al. MMP Activity Detection in Zymogram. Zymography (Methods and Protocols).
2017; 53-70.

Charzewski L, Krzysko KA, Lesyng B. Structural characterisation of inhibitory and non-
inhibitory MMP-9/ TIMP-1 complexes and implications for regulatory mechanisms of MMP-9. Nature.
2021: 11.

Lukaszewicz-Zajac M, Mroczko B. Circulating Biomarkers of Colorectal Cancer (CRC)—Their
Utility in Diagnosis and Prognosis. Journal of Clinical Medicine. 2021; 10:2391.

Ricci S, et al. Substrate-zymography: a still worthwhile method for gelatinases analysis in
biological samples. Clinical Chemistry and Laboratory Medicine. 2015; 54(8).

Langers AM, et al. MMP-2 and MMP-9 in normal mucosa are independently associated with

outcome of colorectal cancer patients. British Journal of cancer. 2012; 106(9): 1495-1498.

112



Nazov: VEDECKE PRACE DOKTORANDOV 2021

Zbornik zo semindra doktorandov venovaného pamiatke akademika Bodu
XVI. roénik

Zostavila: RNDr. Veronika Kovatikova, PhD.

Rok vydania: 2021

Prvé vydanie

Vydal: E'Jstav fyziologie hospodarskych zvierat, Centrum biovied SAV
Soltésovej 4/6, 04001 Kosice

Tlac¢: Edi¢né stredisko a predajna literatary UVLF v KoSiciach

ISBN ISBN 978-80-972752-9-7

113



