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Doc. Javorsky bol najaktivnejSim
pracovnikom Ustavu fyziologie
hospodarskych zvierat SAV vo vztahu
k Semindru doktorandov venovanému
pamiatke  akademika Bodu. Ako
predseda hodnotiacej komisie sa od
prvého ro¢nika zaslizil o zvySovanie
kvality vedeckych prezentacii, ako aj
celkovej vedeckej prace mladych
vedeckych pracovnikov.

Na UFHZ SAV v Kosgiciach posobil od rokul976 az do odchodu do déchodku v roku 2020.
Vo svojej vedeckej praci sa najprv venoval Stadiu vymennych procesov dusikatych latok
v bachore oviec, ziskané vysledky z tejto oblasti spracoval vo svojej kandidatskej dizerta¢nej
praci, ktora tspesne obhajil v roku 1985. Jeho d’alSia vedecka Cinnost' sa orientovala na
oblast’ molekularnej genetiky bachorovych mikroorganizmov, so zameranim na Studium
restrikéno-modifika¢ného systému bachorovych baktérii, konstrukciu klonovacich systémov
pre vybrané bachorové baktérie S. bovis a S. ruminantium a stadium ich bakteriocinov, ¢im
vyznamne prispel k zalozeniu vedeckej $koly orientovanej na $tdium genetiky a genomiky
bachorovych baktérii. Cast’ dosiahnutych vysledkov z tejto vyskumnej &innosti spracoval vo
svojej doktorskej praci, ktora obhajil v roku 1997. Vdaka vynikajicim vysledkom, ktoré
dosiahol so svojim kolektivom, sa UFHZ SAV zaradil medzi popredné pracoviska vo svete v
tejto problematike. Kolektiv pod jeho vedenim sa zapojil aj do viacerych medzinarodnych
projektov. Na sklonku zivota sa venoval najmé ochrane zdravia v¢iel pomocou probiotik, ¢o
je oblast’” vyskumu s vyznamnym ekologickym a ekonomickym potencialom v buducnosti.
Tento perspektivny smer vyskumu sa pevne zakotvil a ma svojich nasledovnikov, ktori ho
budu d’alej rozvijat’.

Doc. Javorsky vychoval cely rad doktorandov, ktori st vel'mi Uspes$ni vo vyskume, ako aj
v pedagogickom procese na vysokych Skolach. DIhé roky vykonaval funkciu zastupcu
riaditela UFHZ SAV a bol aj predsedom Vedeckej rady UFHZ SAV. V rokoch 2008 — 2009
bol ¢lenom Predsednictva SAV, kde zastaval funkciu predsedu komisie pre Zivotné prostredie.
Dlhodobo pdsobil ako externy uéitel’ na katedre biochémie Prirodovedeckej fakulty UPJS
a od roku 2009 aj na Univerzite veterinarskeho lekarstva a farméacie v Kosiciach. V roku 2002
bol habilitovany na PF UPJS v Kosiciach za docenta biochémie. Bol &inorody a aktivny
organizator vedeckého Zivota v KosSiciach ina celom Slovensku a srdcom spoloéenského
zivota na UFHZ SAV.

Cest jeho pamiatke.
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GENETICS AND GENOMICS OF PHA SYNTHESIS IN HALOPHILIC BACTERIA

Adhvaryu S., Piknova M., Pristas P.
Institute of Biology and Ecology, Faculty of Science, Pavol Jozef Safarik University in Kosice

ABSTRACT

Halophiles are salt loving microorganisms used in industrial biotechnology for degradation of
toxic compounds or to produce enzymes, fermented food, and also polymers.
Polyhydroxyalkanoates (PHAS) are important biopolymers having variety of applications in
the production of disposable bioplastics, animal feed, biofuels as well as biomedical
applications. Production of PHAs is challenging because of high production cost, poor
thermal mechanical properties, microbial contamination, and unstable product quality and all
these obstacles can be overcome by using halophilic bacterial strains. The PHA production
was analysed in halophilic isolates from high salt environments in Central Europe. Isolates
were identified as members of Halomonas and Halovibrio genera and PHA production was
detected in 60% of isolates. Nile Blue A and Sudan Black B staining, Confocal microscopy
and bright field microscopy were used to detect PHA micro granules in selected strains.
Genetics and genomics of PHA production in two selected strains was analysed by whole
genome analysis and both strains were found to encode for class I poly(R) hydroxyalkanoic
synthase gene with similarity about 90% to known PHA genes but in different genomic
background.

INTRODUCTION

Halophiles are salt loving microorganisms thriving in hypersaline environments. Halophiles
require different amount of NaCl for their life and according to that they are classified into
slight, moderate and extreme halophiles (Kaye et al., 2004). As a result of their special
characteristics, halophiles can be used in many biotechnological industries to produce
enzymes, polymers, fermented food, degradation of toxic compounds, etc. Recently,
halophiles caught significant interest as a promising and cost-effective producer of
polyhydroxyalkanoates (PHAS), specifically under stress conditions, such as lack of nutrients
O, P, N, S, and in the presence of excess carbon source (Quillaguaman et al., 2006). PHAs
contain (R)-hydroxyl fatty acid monomer units and can be categorized into 3 types according
to carbon atom present in PHA monomer (Fig. 1) (Tan et al., 2014). Three enzymes are
involved in the PHA biosynthesis: 3-ketothiolase (PhaA), Acetoacetyl- CoA by Acetoacetyl-
CoA reductase (PhaB) and PHA synthase (PhaC). PHA Synthase (PhaC) is responsible for
synthesis of PHA from R-3-hydroxyacyl-CoA (Obruca et al., 2020).

PHAs have diverse applications in the production of disposable bioplastics, animal feed,
biofuels as well as biomedical applications (Tan et al., 2021). Plastic overuse and reduction in
the amount of fossil fuels changes the focus of scientists in the direction of synthesis of
bioplastics such as PHAs, as they are completely biodegradable, biocompatible, renewable
and sustainable alternatives and thus the best substitute for conventional plastics (Gahlawat &
Kumar Soni, 2019; Obruca et al., 2022). Existing PHAs produced by industrial biotechnology
have some disadvantages like high production cost, poor thermal mechanical properties,
microbial contamination and unstable product quality. To overcome these challenges,
development of next-generation industrial biotechnology (NGIB) is necessary, and halophiles
are the coming stars of it. Halophiles are capable to produce PHAS using inexpensive mixed
substrates, seawater, open and continuous fermentation processes (Tan et al., 2021). That is
why study of halophiles for the bulk production and cost effective PHASs is important.

MATERIALS AND METHODS
Halophilic bacteria examined in this study were isolated previously (Piknova, unpublished
data) from the former salt mine Solivar near Presov. Preliminary assessment of PHA
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accumulation in halophilic bacteria was performed via Nile Blue A and Sudan Black B
staining. The minimal medium (MM) used for screening was as follows (%w/v): NaCl, 5;
MgClz, 0.7; MgS04.7H20, 0.96; CaCL, 0.036; KCI, 0.2; NaHCOs, 0.006; glucose, 2; agar,
1.5; yeast extract, 0.01.

Nile Blue A (NB) staining was performed as follows: 1pg/ml of NB solution was also added
in the MM media while preparing plates. Bacterial strains were inoculated and incubated for
4-5 days at room temperature and then tested under UV light for the fluorescence. For better
assurance of result confocal microscopy was performed. Bacterial cell smears were prepared
after heat fixing and stained with 1% NB solution for 10 min. The excess of stain was
removed by water, smears were dried and observed under confocal microscope.

Sudan Black B (SB) staining was performed as follows: Bacteria were grown on solid MM
media for 4-5 days followed by flooding the plates with 0.05% SB solution (in ethanol) for 30
min. The excess stain was removed by sterile saline and the color change of the colonies was
observed. To watch it under bright field microscope, 100ul of smear was prepared, heat fixed
and stained with 0.05% SB for 10min. Then the smear was flooded with xylene, counter
stained with 0.5% safranin for 1 min, rinse with water and observed under 100x oil immersion
lens. Type Strain Genome Server (TYGS) was used to identify closely relative species of our
collection. Annotation of the genomic sequences of the studied halophiles was conducted
using RAST (Rapid annotation using subsystem technology). Amino acid sequences of PhaC
were also studied and compared with MEGA software.

RESULTS AND DISCUSSION

Multiple halophilic strains were obtained from Solivar brine near Presov, Solotvino Salt Lake
in Ukraine and natural Oravska Polhora salt spring upon cultivation on TSA medium
supplemented with 5% of NaCl. These strains were identified by performing 16S rRNA
sequencing as Halomonas and Halovibrio spp.

Fig. 1 Plate method of PHA staining Fig. 2 Plate method of PHA Fig. 3 PHA in confocal microscopy

using Nile Blue A staining using Sudan Black B.

To verify whether PHA metabolic gene is active or not, detection plate assay using NB and
SB stains were performed. HP20-50 strain identified as Idiomarina sp. was taken as negative
control. Positive strains for PHAs in NB staining showed bright red/orange fluorescence (Fig.
1) and in SB staining appeared as dark black color colonies (Fig. 2). Confocal microscopy
showed bright fluorescence for the positive strains (Fig. 3). Overview of PHA production in
tested isolates is summarised in Tab. 1.
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Tab. 1 PHA production in species of Halomonas and Halovibrio

Species Number of strains tested Number of strains positive
for PHA production

Halomonas sp. 16 12

Halovibrio sp. 1 1

To evaluate genomic background of PHA production draft of genome sequences of
Halomonas (HP20-15) and Halovibrio (HP20-59) isolates were obtained by Illumina NGS
Sequencing. PHA homologue in both the genomes were detected belonging to the class I of
poly(R) hydroxyalkanoic synthases. Their genome was analysed using RAST which for the
HP20-15 is 4,084,150bp in size and 3757 genes and for the HP20-59 it is 3,778,681bp in size
with 3408 different genes. Genomic analyses indicate that the same gene is located in
different genomic background in tested isolates. Our data confirmed that halophilic bacteria
are promising PHA producer and possibly new poly(R) hydroxyalkanoic synthase genes were
detected.
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ZHODNOTENIE IN VIVO INTERAKCIE BIOFILM-FORMUJUCEHO KMENA
ENTEROCOCCUS HIRAE Kr8B+ S ENTEROCINOM M V CHOVE
BROJLEROVYCH KRALIKOV
Bino E.}, Micenkova L.2, Chrastinové I3, Kandri¢akova A.%, Placha 1., Pogany Simonova
M.1, Laukova At

LCentrum biovied SAV v.v.i., Ustav fyzioldgie hospoddrskych zvierat, Kosice
2Prirodovedecka fakulta, Recetox, Masarykova univerzita, Kotlarska 2, 611 37 Brno, Ceska republika
3Narodné polnohospoddrske a potravinarske centrum, Vyskumny itistav Zivocisnej vyroby, Hlohoveckd 2, Nitra-
Luzianky, 951 41

ABSTRAKT

Pre brojlerové kréliky je obdobie po odstave obdobim, ktoré sa vyznaluje zvySenou
nachylnostou k ochoreniam. Preto bol v tomto experimente sledovany dopad biofilm-
formujuceho kmena Enterococcus hirae Kr8B+ z trusu kralika na mikrobiotu, fagocytarnu
aktivitu a rastové parametre. Zaroven bol sledovany stav kralikov po podani Enterocinu M
(produkovany kmenom E. faecium AL41=CCMS8558, ktorého vlastnosti uz boli testované v in
vitro ako aj in vivo podmienkach) ako aj jeho u¢inok proti kmenu Kr8B+ v rdmci mikrobioty.
Kraliky (96, M91) po odstave vo veku 35 dni oboch pohlavi boli rozdelené do 4 skupin (24
zvierat v kazdej skupine, PS1-PS3 a KS). Boli kfmené komer¢nou kfmnou zmesou pre
rastiice kraliky s pristupom k vode ad libitum. Kralikom v PS1 sa podavalo 108 CFU/mI
kmena E. hirae Kr8B+ (500 pl/zviera/den) Ent M (50 pl/zviera/den) sa podaval kralikom v
skupine PS2 a kombinacia oboch aditiv sa podavala kralikom v skupine PS3. Zaroven sa
kontrolnej skupine KS nepodéavalo ziadne aditivum. Odber vzoriek bol na 0./1. den, 21. deii a
42. den experimentu. Sekvena¢na metoda analyzovala v truse kralikov 8 kmenov s vysokym
% zastupenim: fylum Firmicutes bol detegovany s najvy$Sou abundanciou v PS2, potom v
Bacteroidetes, Tenericutes, Proteobacteria, Cyanobacteria, Saccharibacteria a Actinobacteria.
Pri porovnani pokusnych skupin s KS na 21. defi boli zistené vyznamné zvysSenia FA v PSl a
PS2. V PS2 pravdepodobne Ent M stimuloval FA. V skupine s Ent M bola zaznamenana
najvyssia ziva hmotnost’. Experiment bol zamerany na ziskanie novych poznatkov z hl'adiska
moznosti ochrany zdravia potravinovych zvierat.

UvoD

Mlad¢ kraliky si v obdobi po odstave Casto ohrozované napr. aj Skodlivou mikrobiotou.
Zvierata sU vtomto obdobi nachylné aj na gastrointestinalne ochorenia. Enterokoky su
kontroverzné baktérie, ktoré na jednej strane mozu spdsobit’ infekcie u 'udi a zvierat, ale na
druhej strane su to baktérie, o ktorych je zname, ze s prospesné teda maju tzv. probioticky
charakter a produkuju antimikrobialne latky — bakteriociny (Franz a kol., 2007; Hanch a kol.,
2018). V stcasnej dobe bolo zaznamenané zvysenie rezistencie baktérii na antibiotika, najma
u baktérii formujucich biofilm. Slubny pristup k rieSeniu tohto problému poskytuji
bakteriociny (antimikrobidlne proteinové substancie) s inhibi¢énym G¢inkom proti viac ¢i
menej pribuznym baktériam (Nes a kol., 2014). Bakteriociny boli uz viackrat pouzité
S priaznivym u¢inkom prave v chove kralikov. Cielom tejto §tadie bolo overit’ in vivo
interakciu Ent M (charakterizovaného v naSom laboratoriu) s fekalnym, biofilm-formujdcim
kmefiom E. hirae B+Kr8, ktory obsahuje gén pre produkciu zelatindzy (gelE) ako
virulentného faktora, aby sme zistili, ¢i je Ent M schopny redukovat’ pocty E. hirae B+Kr8 a
ako sa hostitel'sky organizmus vysporiada s danym stavom. Tento ciel’ bol koncipovany podl'a
stratégie - zdravé potravinové zvierata znamenaju bezpec¢né produkty Zivocisneho povodu.
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MATERIAL A METODIKA

Experiment bol realizovany v Narodnom pol'nohospodarskom a potravinarskom centre, Nitra-
Luzianky (NPPC, Ustav vyzivy malych zvierat, Slovensko, schvaleny Etickou komisiov pre
ochranu zvierat chovanych a pouzivanych na vedecké ucely a vzdelavacie ucely) s vyuzitim
brojlerovych kréalikov po odstave (96) vo veku 35 dni oboch pohlavi (méasova linia M91).
Kraliky boli rozdelené do 4 skupin po 24 zvierat v kazdej skupine. Pocas experimentu boli
kifmené komer¢nou diétou pre rastice kraliky s pristupom k vode ad libitum. Kralikom v
skupine PS1 bol podavany aj biofilm-formujuci kmen E. hirae B+Kr8 (500 ul na zviera a den,
108 CFU/ml). Zvieratdm v skupine PS2 sa podaval Ent M (50 ul na zviera a defi) a kralikom v
skupine PS3 sa podédvala kombinacia oboch aditiv v pitnej vode pocas 21 dni. Od 22. dia boli
vSetky zvierata kfmené iba Standardnou diétou. Experiment trval 42 dni. Kraliky boli chované
v Standardnych klietkach a poCas experimentu sa pouZil v hale cyklus 16 hodin svetla a 8
hodin tmy. Priemerna Ziva hmotnost’ kralikov na za¢iatku pokusu sa pohybovala od 994,17 do
1006, 25g. Odber vzoriek trusu bol v det 0/1 (zmesna vzorka od 96 kralikov); na 21. deft a v
denn 42 (vzorky 5 fekalnych zmesi z kazdej skupiny (n=5). Na 21. a 42. denl boli zabité 4
kraliky z kazdej skupiny (n=4), pri€om apendix a cékum boli tiez odobraté na Standardné
mikrobiologické vySetrenie. Enterokoky a kyselinu mlie¢nu produkujice baktérie boli
stanovené Standardnou mikrobiologickou riediacou metddou na médiach podla ISO. Agarové
platne sa inkubovali pri 37 °C pocas 48 h. Pocet baktérii bol vyjadreny v kolonie tvoriacich
jednotkach na gram (CFU/g, log 10) £ SD. Vzorky trusu z 21. diia boli analyzované aj
pomocou sekvena¢nej analyzy (NGS-next-generation sequencing). Krv odobrata z vena
auricularis kralikov v dnioch 0/1, 21. a 42. bola podrobena analyze na fagocytarnu aktivitu
(FA). Sledované boli irastové parametre do 83. dna veku kralikov, pricom boli tyzdenne
sledované hmotnostné prirastky a telesnd hmotnost’ (sledovanie a vyhodnotenie uskuto¢nili
kolegovia v Nitre - NPPC).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Najvyssie hodnoty dosahoval kmen E. hirae Kr8B+ v truse kralikov zo skupiny PS1 (3,81 £
0,91 CFU/g log 10). Vysoké poc¢ty kmena E. hirae Kr8B+ boli aj u kralikov skupiny PS3. Na
21. dent bol v8ak zaznamenany signifikantny pokles kmena Kr8B+ (p < 0,01) v skupine PS3 v
porovnani so skupinou PS1, o navodzuje vysvetlenie, ze Ent M preukazal inhibi¢ny G¢inok
proti kmetiu E. hirae Kr8B+. Na 21. den boli celkové pocty enterokokov takmer na rovnakej
urovni u vSetkych kralikov. Signifikantny narast enterokokov sa zistil na 21. defi v porovnani
s diiom 0/1. (p < 0,001) a tiez so 42. diiom. Na 21. a 42. neboli pocty kyselinu mliecnu
produkujicich baktérii (KMPB) ovplyvnené. Avsak pri porovnani dni 0/1. a2l. bol
zaznamenany vyznamny narast KMPB (p < 0,01). KMPB v céku dosiahli na 21. den az 5,29
CFU/g. Na 42. deni boli v céku zaznamenané nizSie pocty kmena E. hirae Kr8B+, ako aj
enterokokov a pocet KMPB dosiahol takmer 10* CFU/g. Len v skupine PS3 bol zisteny
matematicky pokles KMPB v porovnani s kralikmi v PS1, PS2 a KS. Pocet enterokokov v
apendixe bol najvy$§i v PS1. Pri pouziti NGS mal fylum/kmen Firmicutes najvysSiu
bola v PS3 (47,4 %). V KS tvorili Firmicutes 56,9 %. Ostatné kmene, ako st Verrumicrobia,
Bacteroidetes, Tenericutes, Proteobacteria, Cyanobacteria, Saccharibacteria a Actinobacteria,
boli detegované v malom %. Verrumicrobia boli najviac zastupené v KS (17,2 %); v PS1
dosiahli 12,4 %; v PS2 a PS3 to bolo 8,6 % a 5,6 %. Zd4 sa, ze Ent M interaguje s touto
Bacteroidetes, Tenericutes, Cyanobacteria a Saccharibacteria bolo v PS3, ¢o naznacuje ich
moznu interakciu s Ent M. Pocty fyla Actinobacteria neboli ovplyvnené. Fagocytarna aktivita
(FA) v KS dosahovala takmer rovnaki hodnotu na 21. a 42. defi. Na 21. deni bola FA vyssia
vo vSetkych PS v porovnani s KS. Pri porovnani pokusnych skupin s KS na 21. defi bol
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zisteny vyznamny narast FA v PS1 a PS2, (p < 0,001). V PS2 pravdepodobne Ent M
stimuloval FA. Na konci experimentu bola najvysSia zivdA hmotnost’ u kralikov v PS2
(2789,37 £ 234,28 g), kde bol aplikovany Ent M. U kralikov v PS1 dosiahla ziva hmotnost’ na
konci experimentu 2745,56 + 271,80 g a v KS to bolo 2630,0 + 226,08 g.

Uz bolo spominané, ze v obdobi po odstave st kraliky nachylnejsie na ochorenia. Prave preto
je potrebné vediet, ako mdze organizmus kralikov reagovat’ a aké si moznosti eliminacie
ochoreni alebo ich zmiernenia ¢i predchddzania. Je zndme, ze Ent M ma Siroky
antimikrobialny ti¢inok proti viac ¢i menej pribuznym baktériam. Pouzitim NGS analyzy bolo
zaznamenané vysoké a dobre vyvazené % abundancie u kralikov KS, PS1 a PS2, s najniz§im
% zastupenim mikrobioty v skupine PS3. V pripade kmena E. hirae Kr8B+ sa neprejavil
vyrazny nepriaznivy vplyv na kréaliky; Ent M indikoval trvalé zvySenie FA na 42. denl a
potencidlne podporujicu imunitni odpoved’ u kralikov proti kmefiu Kr8B+. Aj na zaklade
udajov zo sekvenovania spociva perspektivny vyznam tejto Stidie v indikdcii a podpore
podavania enterocinov na zniZenie/prevenciu chorob prostrednictvom inhibicie ich
pripadnych pdvodcov.

Préaca bola podporena projektom VEGA 2/0006/17 a VEGA 2/0005/21.
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MOZNOSTI KONTINUALNEJ INTRAVENOZEJ ANESTEZIE U PSOV
KATEGORIE ASA Il1I.
Bockay A., Trbolova A.
Univerzitna veterindrna nemocnica - Klinika malych zvierat, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Celkova anestézia geriatrickych pacientov so sucasne prebiehajucim systémovym ochorenim
predstavuje anestéziologicku vyzvu. Pre lepsi odhad vyskytu perianestetickych komplikacii
vyvinula Americka spolo¢nost’ anestézioldgov hodnotenie pacientov na zaklade zdravotného
stavu. Kategoria ASA 1. predstavuje zdravych pacientov, zatial’ ¢o kategoria ASA V. vyrazne
morbidnych pacientov s vysokym rizikom Umrtia. Totalna intravenzna anestézia ako
technika celkovej anestézie, ktord mozno vyuzit' u kategorie ASA I1l. predstavuje vyhodnu
alternativu k inhalacnej anestézii z viacerych hl'adisk. V ramci udrZiavania anestézie moze
byt vyuzity davkovaci rezim infizie s konStantnou rychlostou, pri ktorom dochéadza
k eliminacii moznych vykyvov plazmatickej koncentracie anestetika a tym k redukcii vyskytu
neziaducich u¢inkov alebo neadekvatnej hibky anestézie. Medzi vhodné skupiny anestetik
z hl'adiska kardiovaskularnej depresie patria opioidy a benzodiazepiny, ktoré maju len
nevyrazny vplyv na srdcovu frekvenciu a kontraktilitu myokardu. Alfa-2 adrenergné agonisty
aj napriek ich vyraznym sedativnym tu¢inkom nie st vhodnou skupinou anestetik z doévodu
vel'mi vyrazného vplyvu na hemodynamiku organizmu.

UuvoD

V poslednom obdobi narasta pocet geriatrickych pacientov v praxi malych zvierat.
Geriatricky vek vSak predisponuje pacientov k vyskytu ochoreni réznych organovych
systémov. V niektorych situaciach je potrebné vykonat sedaciu alebo celkovi anestéziu aj
u pacientov v geriatrickom veku so systémovym ochorenim. Americkd spolo¢nost’
anestéziolégov (ASA) vyvinula stupnicu na hodnotenia rizika spojeného s anestéziou
vzhl'adom na zdravotny stav pacientov. Pacienti zaradeni do kategdrie 1. su klasifikovani ako
zdravi, v adultnom veku, bez systémovych ochoreni a s nizkym rizikom perianestetickych
komplikacii. Naopak, pre pacientov kategorie ASA V. je charakteristicky vazny Zzivot
ohrozujuci zdravotny stav, ktory si vyzaduje urgentni chirurgicku intervenciu (torzia
a dilatacia zalidka, masivne abdominalne krvacanie, zavazna polytrauma). Pre tto kategoriu
je tiez charakteristické vysoké riziko vzniku perianestetickych komplikacii a umrtia.
Kategdria ASA 111. predstavuje pacientov s dekompenzovanym systémovym ochorenim, kedy
je schopnost’ organizmu kompenzovat’ vedl'ajSie ucinky anestetik vyznamne redukovana.
Vyzvou pri anestézii tejto kategorie pacientov je vyvazit' negativny vplyv daného ochorenia a
neziaduce ucinky pouzitych anestetik tak, aby doSlo k redukcii zataze organizmu (najma
kardiovaskularneho systému).

KONTINUALNA INTRAVENOZNA ANESTEZIA

Totélna intravendzna anestézia (TIVA) je technika celkovej anestézie, pri ktorej sa vSetky
anestetikd pouZzivané na indukciu a udrZiavanie anestézie aplikujii iba intravendzne (Suarez
a kol., 2012). TIVA ma v porovnani s inhalacnou anestéziou niekol’ko vyhod (Matthews,
2007). Medzi vyhody totdlnej intravendznej anestézie okrem in¢ho patri menSia
kardiopulmonalna depresia a nasledne lepSie udrziavany krvny tlak u pacienta v porovnani s
pouzitim inhala¢nych anestetik (White, 2015). Totdlna intraven6zna anestézia je zaloZend na
principe rychleho dosiahnutia efektivnej plazmatickej koncentracie lieiva potrebnej na
vyvolanie anestézie a jej udrziavanie (Dewangan a kol., 2016). V momente indukcie anestézie
moze byt dalej udrziavand aplikdciou intermitentnych bolusov kratkodobo podsobiaceho
intravendzneho anestetika. Pri pouziti preruSovanych bolusov mé plazmaticka koncentracia
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anestetika tendenciu oscilovat medzi vrcholmi (potencidlne sposobuju zvySeny vyskyt
vedl'ajsie ucinky, ako je apnoe alebo hypotenzia) a minimalnymi hodnotami (¢o vedie k
neadekvatnej hibke anestézie). Toto kolisanie plazmatickej koncentracie anestetika vedie k
nevyhovujlcej kvalite anestézie (Smith a kol., 1998). Dalsou moznostou udrziavania totalnej
intravendznej anestezie je technika infazie s konstantnou rychlostou (CRI). Tento davkovaci
rezim je pouzivany na aplikdciu konStantného mnozstva lie¢iva za urCiti jednotku casu
(Grimm a kol., 2010). Technika CRI je vhodnejSia v porovnani s intermitentnou aplikaciou
bolusov, pretoze je schopna stabilnejSie udrziavat' plazmaticki koncentraciu v cielovom
terapeutickom rozmedzi a zaroven eliminuje vrcholy a minima koncentracie v plazme (Lucas
a kol., 2001). Vysledkom je lepSia kvalita anestézie (Gepts, 1998).

ANESTEZIA PACIENTOV KATEGORIE ASA III.

Takmer vSetky anestetikd pouzivané vo veterinarnej anestézioldgii maji vplyv na
kardiovaskularny systém pacienta. V zavislosti od zdravotného stavu je potrebné zvolit
vhodny anestéziologicky protokol, aby doslo k redukcii stresu kardiovaskularneho systému
(Harvey akol., 2007). Mimoriadne délezitym krokom v procese anestézie je premedikéacia,
ktord poskytuje sedaciu, analgéziu a zniZenie indukénych a udrZiavacich davok anestetik
(Grimm a kol., 2015). Redukciou drovne stresu u pacientov sa minimalizuje uvolfiovanie
katecholaminov, potencionalny vznik tachykardie a nadmerna myokardidlna zataz (Rankin,
2015). Opioidy su zdkladom premedikacie, indukcie a udrziavania anestézie u pacientov SO
zhorSenou schopnostou kompenzacie, pretoze maji minimalne kardiovaskularne uc¢inky
(Psatha a kol., 2011). Bradykardia je hlavnym désledkom aplikécie opioidov (Lamont a kol.,
2007), ktort mozno korigovat’ podanim alebo stcasnou premedikéciou anticholinergikami
(Snyder akol., 2015). Benzodiazepiny st podobne vhodnou volbou pre sedaciu tejto
kategodrie pacientov, pretoze maju len minimalny U¢inok na srdcovu frekvenciu, kontraktilitu
alebo vazomotoricky tonus (Haskins a kol., 1986). Agonisty a-2 adrenergnych receptorov
spésobuju po aplikacii intenzivnu periférnu vazokonstrikciu. S tym spojené zvySenie
systémovej vaskularnej rezistencie vedie Kk vyraznému zvySeniu krvného tlaku a k
baroreceptormi sprostredkovanej reflexnej bradykardii (Ringer a kol., 2013). Pri aplikacii a-2-
adrenergnych agonistov zvy¢ajne dochadza k redukcii srdcového vydaja. K tejto redukcii
doché&dza sekundarne v dosledku zniZenia srdcovej frekvencie v snahe organizmu udrzat
fyziologicky krvny tlak pri zvySenej systémovej vaskularnej rezistencii (Grimm a kol., 2015).
Aj ked st o-2 adrenergné agonisty mimoriadne spolahlivymi sedativami, vedlajSie
kardiovaskularne u¢inky su natol’ko vyrazné, ze v zaujme hemodynamickej stability méze byt
hibka anestézie obetovana na tkor bezpe¢nosti (Snyder akol., 2015). Propofol, ako
anestetikum pouzivané k indukcii a udrziavani anestézie je vhodny na pouZitie v rezime
infazie konstantnou rychlostou (Zoran a kol., 1993). Hlavnou vyhodou propofolu je rychly
nastup a kratke trvanie G¢inku po intravenoznej aplikacii (Short a kol., 1999). Najvyraznej$im
kardiovaskuldrnym uU¢inkom aplikacie propofolu je zniZenie arteridlneho krvného tlaku,
znizZenie systémovej vaskularnej rezistencie a srdcového vydaja (Brusel a kol., 1989). Zatial
¢o pacienti s miernym ochorenim srdca moZu tolerovat’ hypotenziu vyvolanu propofolom, u
pacientov so zavaznejSim ochorenim kardiovaskularneho systému ma byt indukcia
propofolom opatrna (Synder a kol., 2015).

Tato praca vznikla vd'aka podpore VEGA 1/0194/22.
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DIAGNOSTIKA HEREDITARNEHO OCHORENIA ANOMALIA OKA KOLII (CEA)
U PSOV METODOU PCR
Bucan J., Holeckova B., Sedlakova S., Galdikova, M.
Katedra biologie a fyziologie, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Anomalia oka kolii (CEA), taktiez nazyvand syndrom sklerdlnej ektazie kolii je hereditarne
ochorenie postihujuce prevazne koliovité plemend. Hlavnym Kklinickym priznakom je
choroidalna hypoplazia a vznik kolobémov. U takto postihnutych jedincov nachddzame 7,8
kb deléciu v 4. introne génu NHEJ1. V tomto vyskume sme Studovali 20 jedincov psov
patriacich medzi koliovité ale aj iné druhy plemien, ked’Ze toto ochorenie sa moze zriedkavo
vyskytnat’ aj u nich. Za pouzitia jednoduchej PCR metddy s naslednou elektroforetickou
separaciou sme boli schopni presne urCit’ jednotlivé genotypy jedincov a ich genetickd
predispoziciu na toto ochorenie. Na zaklade zisteni bolo mozné navrhnut' typy krizenia

sV v

potomkov.

UvoD

Anomalia oka kolii, taktiez nazyvand ako syndrom skleralnej ektdzie kolii, je dedicne
podmienena porucha zraku u psov. Prvy krat bola popisana v roku 1953 (Magrane 1953).
Ochorenie je spOsobené chybnou mezodermalnou diferenciaciou fibréznej a vaskularnej
tuniky v zadnej polarnej oblasti oka (Vit a Beranek 1994). U takto postihnutych jedincov
mozeme pozorovat’ zmeny na tkanivach skléry, cievovky, sietnice a optického disku (Bedford
1982). Ochorenie sa najcastejSie vyskytuje u koliovitych plemien ako dlhosrsta a kratkosrsta
kolia, borderska kolia a setlandsky ov¢iak. AvSak bolo zaznamenané aj u inych plemien ako
napriklad australsky ov¢iak, dlhosrsty vipet, nemecky ov¢iak, toy pudel, beagle a u niektorych
krizencov (Bedford 1998).

MATERIAL A METODIKA

Od jednotlivych psov boli odobrané vzorky biologického materialu. Pouzivala sa bud’
invazivna metdda odberu vzorky krvi, alebo neinvazivna metdda sterov z bukalnej sliznice
jedinca. Krv bola odobratd do sterilnych skimaviek s pridavkom antikoagula¢ného ¢inidla
kyseliny etyléndiamintetraoctovej (EDTA). Miesto odberu bola vena cephalica antebrachii,
popripade u mensich druhov, u ktorych by nebolo mozné odobrat’ pozadované mnozstvo krvi
Z tejto vény, sa pouzila vena jugularis. Stery bukalnej sliznice sa vykonavali kefkami podl'a
priloZeného navodu vyrobcu (Genomia, Ceska republika). Aby sa zamedzilo kontaminacii
vzorky, vySetrovany jedinec nesmel v predchadzajucich 15 minatach konzumovat’ ziadnu
potravu alebo vodu. Ster po dobu 5 sekdnd s pravidelnou zmenou smeru pohybu po sliznici
bol vykonany bilaterdlne za pouzitia dvoch kefiek pre ziskanie dostatocného mnozstva
epitelovych buniek. Takto ziskané vzorky boli oznacené, sterilne ulozené a prevezené do
laboratoria na vySetrenie. Na izoldciu DNA z krvi bola poZitda komerc¢na stprava (kit)
ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System (Promega, Wisconsin USA). Rovnaka sUprava
bola pouzita aj pri bukalnych steroch s mensimi upravami v protokole izolacie z dévodu
rozdielnej povahy vzorky. Interval inkubacie vzorky vo vodnom kupeli bol predizeny z
povodnych 10 minGt na 30 minat pre zabezpecenie dokladnej lyzy epitelovych buniek.
Ziskané vzorky DNA boli analyzované spektrofotometricky pre zistenie kvality a kvantity
nukleovych kyselin. Vzorky boli podrobené PCR reakcii za pouzitia komerénej sady primerov
(Eurofins Genomics, Nemecko), ktora bola popisand Parkerom a kol. (2007). Sada obsahuje
dva pary primerov, a to primery pre amplifikaciu neporuseného tseku génu (NHEJ1-F17, 5°-
TCTCACAGGCAGAAAGCTCA-3” a NHEJ1-R17, 5’-CCATTCATTCCTTTGCCAGT-3’)
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ako aj primery pre amplifikiciu mutovaného uUseku s deléciou (NHEJ1-F20, 5°-
TGGGCTGGTGAACATTTGTA-3> a NHEJ1-R23 5’-CCTTTTTGTTTGCCCTCAGA-3’).
Tieto primery boli pridané do PCR reakénej zmesi v mnozstve 0,625 pl pri koncentracii 100
pM. Zmes bola vySetrena v termocykleri, kde po inicia¢nej denaturécii pri 95°C (2 min.)
pokracovalo 35 opakovani denaturécie pri 95°C (40s), hybridizacie pri 50°C (50s) a elongéacie
pri 72°C (90s). PCR bola ukonéena kone¢nou syntézou pri teplote 72°C (5 min.). Amplikony
boli elektroforeticky separované v 1,5% agar6zovom géli, pri elektrickom napéti 75V po dobu
60 — 65 mindt.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Amplikény ziskané pomocou PCR reakcie a ich naslednej separacii na agar6zovom géle boli
analyzované a na ich zaklade boli ur¢ené genotypy vysetrovanych jedincov. Ked'Ze sa jedna
0 monogénny typ dedi¢nosti, po vySetreni jedinca pomocou oboch péarov primerov vieme
jednozna¢ne urcit’ genotyp jedinca. Pri zdravych jedincoch, ktori su genotypovo dominantni
homozygoti (AA) nachddzame fragmenty len pri pouZiti primerov F17/R17. Naopak ak sa
jedna o jedincov postihnutych, genotypovo sl to recesivni homozygoti (aa) a fragmenty
nachadzame len pri pouziti primerov F20/R23. V pripade ze jedinec je prenaSacom daného
ochorenia (heterozygot Aa), nachadzame fragmenty amplikénov pri oboch paroch primerov.
Skupina 20 psov zlozena z plemien rodézsky ridgeback, labradorsky retriever, borderska
kolia, dlhosrsta kolia, Setlandsky ovciak, bavorsky farbiar, francizsky buldocek a bernsky
salasnicky pes bola postupne analyzovand touto metdodou. Aj ked’ ochorenie vécSinou
postihuje koliovité plemend, vynimocne sa moéze vyskytnut' aj u inych plemien. Z toho
dévodu boli do vyskumu zahrnuté aj iné plemena. U 15 jedincov nebola potvrdena mutacia
v géne NHEJ1 a fragmenty amplikonov sa na agar6zovom géli objavili len pri pouziti
primerov F17/R17, ktoré amplifikuju neporuseny tsek génu (t.j. usek bez mutacie). To
potvrdilo fenotypovy nalez u tychto jedincov, ked'ze oftalmologicky nevykazovali Ziadne
zmeny. Jednalo sa hlavne o jedince nezaradené do koliovitych plemien, ako aj dve borderské
kolie a jedného Setlandského ovéiaka. Vzorky odobraté od rodinky dlhosrstych kolii (otec,
matka a ich dvaja potomkovia—sucky) s oftalmologicky potvrdenou CEA boli vySetrené
rovnakou metodou. U celej rodiny sa objavili charakteristické fragmenty o velkosti 872
bazovych parov (bp), pri pouziti primerov F20/R23. Tento nalez potvrdzuje pritomnost
delécie v 4 introne génu NHEJ1 (Obr. 1, vpravo). Pri vySetrovani vzorky od samice
Setlandského ovc€iaka, ktora fenotypovo nevykazovala ziadne priznaky dané¢ho ochorenia,
doslo ku vytvoreniu fragmentov pri pouziti oboch parov primerov (Obr. 1, vlavo). Tym sa
jednoznacéne potvrdil heterozygotny genotyp jedinca, charakteristicky pre prendSacov tohto
ochorenia. Genetickéd detekcia prendsacov je vel'mi dolezita z dovodu Ze fenotypovo sa tieto
jedince javia ako zdravé, no je pri nich riziko narodenia postihnutych mlad’at. Ked’ze sa jedna
0 geneticky podmienené ochorenie, lie¢ba nie je mozna. V pripade vyskytu kolobémov alebo
odchlipenia sietnice je mozné indikovat transpupilarnu laserovii retinopexiu. AvsSak tuto
metodu je mozné pouzit’ iba u jedincov, u ktorych este nedoslo ku tplnému oddeleniu sietnice
(Gelatt 2013). Tento zakrok vSak iba zmierni priznaky ochorenia u daného jedinca, ¢o ni¢
nemeni na jeho schopnosti prenasat’ zmutovant alelu na svoje potomstvo. V minulosti bola
pri¢ina ochorenia predmetom Spekuldcii. Az Parker a kol. (2007) jednozna¢ne potvrdili
monogénny typ dedi¢nosti, kde pri¢inou bola pritomna delécia v 4 introne genu NHEJ1. Na
zaklade tohto zistenia je mozné uréit’ jednoduché pravidla krizenia takto postihnutych plemien
s cielom znizit’ frekvenciu zmutovanych alel v ich populacii. Vyskyt ochorenia u jednotlivych
plemien je prili§ vysoky. Yakely a kol. (1972) potvrdili CEA wu 70-97% hrubo-
a hladkosrstych kolii v USA. Rovnako Wallin-Hakanson a kol. (2000) pozorovali CEA u 68%
hrubosrstych kélii vo Svédsku. Z tohto dévodu je nemozné postihnuté jedince uplne vylagit
S plemenitby. Je vSak potrebné genetické vySetrenie jedincov pred ich zaradenim do
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plemenitby. NajidealnejSie by bolo krizenie dvoch zdravych jedincov, ¢ize dominantnych
homozygotov. Avsak to z dovodu vysokej incidencie ochorenia CEA nie je mozné. Preto na
zaklade jednoduchej Mendelovskej dedi¢nosti druhym najlepSim modelom je krizenie
zdravého jedinca (AA) s prenasatom (Aa), ¢o nam dava Stiepny pomer 1:1 (zdravi :
prenasaci). Z takéhoto krizenia nevznikne klinicky chory jedinec.

Setlandsky ovéiak - Anesa (neriedend vzorka) Fi7/R17

ZDRAVY (603 bp)

F17/R17 F17/R17
LADDER F20/R23 F20/R23

e — <——— 603 bp
- B <— 872bp

Setlandsky ovéiak - Anesa (riedené 1:10)

e

CHORY (872 bp)

17/R17 F17/R17
LADDER F20/R23 F20/R23

«——— 603bp

E €—— 872 bp

Llumm u-m

Obr. 1. Elektroforetickd separdcia vzoriek od prendsatel’a (vI’avo) a chorych jedincov (vpravo)
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ANOPLOCEFALIDOZA U KONI NA SLOVENSKU: IMUNOLOGICKA DETEKCIA
PROTILATOK V SLINACH A KRVNOM SERE V POROVNANI S
KOPROLOGICKYMI DIAGNOSTICKYMI TECHNIKAMI
Burcakova .12, Konigova A.%, Austin C. 3, Lightbody K. 3, Peczak
N.3, Matthews J.3, Varady M.!

YLaboratérium terapie parazitarnych infekcii, SAV, Kosice
2Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmacie v Kosiciach, UVLF, Kosice
SAustin Davis Biologics, Great Addington, Northamptonshire, UK

ABSTRAKT

Koprologicka a sérologicka $tadia na stanovenie prevalencie a rizikovych faktorov infekcie
pasomnicami Anoplocephala spp. bola vykonana na 15 farméach vychodného a stredného
Slovenska. Analyzované boli sparované vzorky trusu, krvného séra a slin (n=143) od koni vo
veku 9 mesiacov az 28 rokov. Koprologické metody, MiniFLOTAC a dvojita centrifugac¢na /
kombinovana sedimentacno-flotatnd metoda, boli porovnavané s ELISA analyzou vzoriek
krvného séra a slin na stanovenie protilatok proti Anoplocephala spp. 12/13 kDa
exkrecno/sekre¢nym (E/S) antigénom. Hodnoty 62%, 43% a 4% pre vzorky slin, krvného séra
atrusu poukazuju na najvySSiu prevalenciu pasomnic v slinnych vzorkach. Inovativny
EquiSal® Tapeworm Test Kit (Austin Davis Biologics, Ltd, Northamptonshire, UK)
spolahlivo stanovuje sérové IgG(T) protilatky na zadklade slizni¢nej imunitnej odpovede.
Pomocou EquiSal® testu je mozné diagnostikovat’ anoplocefalidozu v ranych fazach infekcie
pri nizkej parazitarnej infestacii, vyhnat sa rozvoju klinickych priznakov u infikovanych
zvierat a odporucit’ indikovany terapeuticky postup anticestodikami.

UuvoD

Definitivna lokalizacia pasomnic Anoplocephala spp., klasifikuje anoplocefalidozu, ako
pri¢inu vzniku kolik u koni. Diagnostické postupy opierajuce sa o0 koprologicku detekciu
vajicok su v parazitologickej praxi najdostupnejSie, avSak nedokazu zachytit' infekciu pri
absencii klinickych priznakov. Nedostato¢na citlivost’ metdd na detekciu poctu vajicok v truse
viedla k zavedeniu citlivejSich imunologickych diagnostickych technik stanovujicich hodnoty
sérovych IgG(T) protilatok (podtriedy IgG3 a IgG5). Ur€ujucimi faktormi presnosti
koprologickych, ako aj imunologickych metdd st hodnoty citlivosti a Specificity. Pouzitim
dostatocne citlivej a Specifickej metody je mozné detegovat’ nielen aktudlne prebiehajicu
infekciu, ale aj odporucit’ pouzitie anticestodik, ako praziquantel a pyrantel pamoat, ktoré su v
stcasnosti dostupné ako jediné u¢inné latky v ramci antiparazitarnej terapie anoplocefalidozy
(Jurgenschellert a kol. 2020; Lightbody, Davis a Austin 2016). Vzhl'adom na uvedené
aspekty, cielom naSho prispevku bolo poukédzat na rozdiely prevalencie anoplocefalidozy
stanovenej koprologickymi metodami, MiniFLOTAC a dvojita centrifugaéna / kombinovana
sedimentac¢no-flotatnd metdda, v porovnani s imunologickymi, Horse Tapeworm ELISA z
krvného séra a EquiSal® (Austin Davis Biologics, Ltd, Northamptonshire, UK) zo slinnych
vzoriek koni (Jurgenschellert a kol. 2020; Lightbody, Davis a Austin 2016).

MATERIAL A METODIKA

Vyskum bol realizovany od oktébra do decembra 2021 na 15 farmach koni v rdmci
vychodného a stredného Slovenska. Odobrany bol biologicky material (krv, trus, sliny) od
143 koni vo veku 9 mesiacov az 28 rokov. V chovoch koni sa pocet sparovanych vzoriek
pohyboval od 4 do 18. V ramci dopliujiacich informacii bol zostaveny anamnesticky dotaznik
(iniciale, parazitarna anamnéza a antiparazitarny program) vyplneny pocas konzultacie
s majitelom v denl odberu. Farmy koni boli vybrané na zéklade intervalu pouZitia anticestodik
>4 mesiace. Na stanovenie pritomnosti vajicok Anoplocephala spp. boli pouzité dve
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koprologické diagnostické techniky, metéda MiniFLOTAC a dvojitd centrifugacna /
kombinovana sedimenta¢no-flotatna metdda (Jurgenschellert a kol. 2020). Rozbor vzoriek
krvného séra bol uskutoéneny Horse Tapeworm ELISA metddou a vzorky slin boli odobrané
a analyzované testovacim kitom EquiSal® Tapeworm Saliva Test (Austin Davis Biologics,
Ltd, Northamptonshire, UK) (Lightbody, Davis a Austin 2016).

VYSLEDKY A DISKUSIA
Hodnoty prevalencie anoplocefalidozy detegovanej koprologickymi a imunologickymi
metddami su zhrnuté v Tab. 1.

Tab. 1. Vysledky prevalencie sérologickej a EquiSal 1® analyzy v porovnani s koprologickymi metédami.
Hodnoty optickej denzity pre sérum skore: <2,7 = negativny; 2,7-6,3 = hraniény/pozitivny; >6,3 = pozitivny.
Pre saliva skore: <-0,09 = negativny negativny, 0,09-0,6 = hranicény/pozitivny; >0,6 = pozitivny

Saliva Sérum ELISA Koprolégia—n/ %P

Farma N | Slinnéskére n %P Sérum n %P | MiniFLOTAC DC/KS-F
skore

1 10 |-0,09-13,71 7 70 -0,20- 5 50 negativny negativny
14,79

2 10 |-0,09 0 0 -0,79-3.46 0 0 negativny negativny

3 10 | 2.64-71.98 10 100 0.93-42.99 8 80 negativny negativny

4 5 -0,09-10.75 4 80 0.18-4,35 2 40 negativny negativny

5 10 |-0,09-6.11 -+ 40 -0,70-6,61 1 10 negativny negativny

6 10 |-0.09-31,08 7 70 -0,50-5.73 3 30 negativny negativny

7 10 |-0,09-2,75 5 50 -0,65-2,29 0 0 negativny negativny

8 9 0,78-22,94 9 100 0.53-41,72 7 78 1/11 1/11

9 11 |-0.09-4.55 -+ 36 -0.68- 2 18 negativny negativny
15,87

10 10 | -0,09-0.83 2 20 -0,49-5.34 2 20 negativny negativny

11 10 |-0,09-4.63 4 40 -0,33-9.66 2 20 negativny negativny

12 5 21,23-4298 5 100 21,07- 5 100 | negativny negativny
52,75

13 18 |1,08-140,04 18 100 0,51-53.85 17 94 5/28 5/28

14 7 -0,09-59.86 6 86 -0,31- 3 43 negativny negativny
32,36

15 8 -0,09-10,71 - 50 -0,45- - 50 negativny negativny
14.24

Celkovy 890 62% 61 43% |(6/4% 6/4%

pocet

vwe

ohl'adu na typ pouzitej metdédy. Tento fakt moze byt vysvetleny biolégiou vylucovania
Anoplocephala spp. vaji¢ok a ich nerovnomernou disperziou v truse. Najvyssia hodnota 62%
ziskana zo slinného skore je v stlade s idajmi valida¢nej $tadie od Lightbody a kol. (2016),
kde sa zistilo, Ze na zdklade imunitnych mechanizmov su slinné testy najpresnejSie a dokazu
diagnostikovat’ anoplocefalidozu v poéiatoénych fazach infekcie (Obr.1). Protilatky sa
Vv slinach objavujii na zdklade slizni¢nej imunitnej odpovede, zatial ¢o impulz na elevaciu
protilatok do krvného obehu wvznikd zo systémovej imunitnej odpovede. Rozdiely
v prevalencii zo slinnych a krvnych vzoriek mézu byt vysvetlené pritomnostou <20 pasomnic
na miestach predilekénej lokalizacie (tenké Crevo, ileo-cekalna chlopna). Z uvedeného
dovodu, pomocou stanovenia protilatok zo slin je zvySend pravdepodobnost’ zachytenia
infekcie nizkej intenzity pred zahajenim systémovej imunitnej odpovede, pricom neddjde k
rozvoju zapalovych reakcii spojenych s infekciou. Sucastou vyskumu bol aj prieskum
parazitarnej anamnézy a manazmentu pastvy od majitel'ov fariem (Tab. 2).

22



90,00
R*=0,7164
80,00 .

70,00 oot mimo rozpatia

60,00
o . S
= ® :
< 50,00 2 e o o v ~ ae
<4 e® ° e .
5 40,00 ™ 3 o e
@ 2 @ g

30,00 e ° .

20,00 ° ® .

'S )
1000 @ H 2
0,00 ‘ L]

20 [ 20 40 60 80 100 120 140 160

slinné skére

Obr. 1. Korel&cia vysledkov analyzy vzoriek krvného séra a slin.

~Tab. 2. Vybrané data antiparazitdrnej anamnézy a manaZmentu chovu

Frekvencia Praziquantel Podet koni Velkost pastvy/
Farma dehelmintizicie iti rencia/ i - nafarme  kofi/ha
dehelminfizacie| pouzitie frekvencia/rok interval
1 2x ano 1x 1 rok 10 3
2 2x ano 2x 4 mesiace 40 0.4
3 2x ano 1x 6 mesiace 16 4
4 2x nie . . 9 neznamy
5 3-4x ano 1x 6 mesiace 20 0.9
6 2-4x ano neznamy neznamy 12 0.7
7 2-4x ano 1x 9 mesiacov |13 1.5
8 0-1x nie - - 9 neznamy
9 2x ano 2x 6 mesiacov |40 0.15
10 2x ano 1x 10 mesiacov | 14 neznamy
11 34x ano . . 30 0.6
12 2-3x ano 1x 7 mesiacov |11 0.6
13 2x ano 1x T mesiacov |56 1.8
14 2x ano 1x T mesiacov |12 0.4
15 1x neznamy - - 11 1

Podl'a Jirgenschellert a kol. (2022), velkost’ pastvy a koncentracia zvierat s hlavnymi
rizikovymi faktormi infekcie z dévodu per o0s nakazy podnymi rozto¢mi Oribatidae.
KIicovou informaciou bolo pouzitie praziquantelu a ¢asovy interval od jeho posledného
pouzitia. Z dévodu perzistencie postterapeutickych protilatok v krvnom obehu (5 mesiacov) je
dolezité zvazit, ako postupovat’ pri monitoringu anoplocefaliddézy. Po uplynuti tejto periody
sa zvySuje predpoklad ziskania skuto¢ného obrazu o aktualne prebiehajucej infekcii, ak
uvazujeme diagnostiku EquiSal® testom. Z nasho vyskumu vyplyva, ze EquiSal® test je z
diagnostického hl'adiska najpresnejsi, kvoli vysokej citlivosti pri terénnom prieskume.
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POSOBENIE KRMNYCH ADITIV V CHOVE HYDINY NA KONCENTRACIU
CREVNYCH BAKTERIi A ANTIMIKROBIALNU REZISTENCIU
Danc¢ova N., Gregova G., Szabéova T.

Katedra verejného veterinarskeho lekarstva a welfare zvierat, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Ciel'om naSej prace bolo skiimanie vplyvu probiotik, huminovych latok a ich kombinacie na
vyskyt fekalnych baktérii a antibiotikorezistentnych E. coli. Z exkrementov brojlerovych
kur¢iat bola zistovana mikrobidlna kontaminacia a z E. coli izoladtov bola stanovena
minimalna inhibi¢na koncentracia (MIC) na antibiotikd. Pridavkom huminovych kyselin
a probiotik doslo k miernemu zniZeniu poctov baktérii v exkrementoch (o0 1-2 logaritmické
rady). Na zaklade ziskanych vysledkov mozno konStatovat, Ze pridavok probiotik
a huminovych latky u skimanych kuréiat nemal vplyv na pokles antimikrobialnej rezistencie
u E. coli izolatov. Je vSak potrebné d’alsie skimanie tychto latok na zistenie vhodnej davky
pridavku huminovych latok a probiotik.

UuvoD

Hydinarsky priemysel predstavuje jeden z najvacsich, rychlo sa rozvijajacich a prosperujucich
priemyselnych odvetvi na svete. Problém vSak predstavuje pomerne vysoka spotreba
antibiotik. Hydinari podavaju zvieratdm antibiotika pri terapii a prevencii infekénych ochoreni
a V minulosti sa pouzivali aj pri stimuldcii rastu (Muhammad a kol., 2020). Nadmerna
a nespravna aplikacia lie¢iv v zivociSnej produkcii prispieva k zvySovaniu selekéného tlaku
na baktérie, Co vedie Kk vzniku rezistencie voc¢i uc¢inkom medikamentov. Pritomnost
antibiotikorezistentnych bakterialnych kmenov a rezidui antibiotik v krmivach, zivo¢isnych
produktoch a v prostredi méze ohrozit’ zdravie I'udi a zvierat (Roth a kol., 2019). Preto je
V sucasnosti zvySeny zaujem o skimanie vhodnych alternativ, ¢im by sa zachovala G¢innost’
antibiotik aj do budicna. V chovoch hydiny sa antibiotika najéastejSie nahradzuju prirodnymi
aditivami, akymi su organické kyseliny, probiotika, prebiotikd, fytogénne skupiny latok,
enzymy a ich derivaty (Mehdi a kol., 2018). Bolo preukazané, ze v optimalnych mnozstvach
a kombinaciach zlepSuja kvalitu krmiva a dostupnost’ zivin, zvySuju uzitkovost’, podporuju
rast a zdravie zvierat a negativne neovplyviiuju zdravie spotrebitel'ov ani Zivotné prostredie
(Ayalew a kol., 2022).

MATERIAL A METODIKA

160 kusov jednodnovych brojlerovych kuréiat plemena ROSS 308 (Hydina Slovensko s.r.o.),
bolo rozdelenych do troch experimentélnych a jednej kontrolnej skupiny. Kurcata boli
chované po dobu 42 dni na podstielke za dodrziavania poziadaviek tykajicich sa hygieny
chovu, welfare, vyzivy a kimenia daného plemena. Pristup ku krmivu a vode bol ad libitum.
Vsetky skupiny boli kfmené rovnakymi zdkladnymi kfmnymi zmesami BR, BR2 (od 11. dia)
aBR3 (od 28. dna). Jedna skupina dostdvala pridavok probiotického kmena
Limosilactobacillus fermentum v davke 1ml/kura/deni do vody. Druha skupina mala v krmive
priddvané huminové latky vo forme pripravku Humac Natur AFM Mycotoxsorb (Humac
s.r.o., Kosice) v koncentracii 0,7 %. V tretej experimentalnej skupine boli s krmivom
podavané huminové latky (Humac Natur AFM Mycotoxsorb v koncentracii 0,7 %) a vo vode
probioticky kmen (Limosilactobacillus fermentum; 1ml/kura/den). Vzorky exkrementov boli
zriedené a naockované na mésopeptonovy agar (celkové pocty baktérii — CPB), endoagar
(koliformné baktérie — KB a fekalne koliformné baktérie — FKB) a Slanetz-Bartley agar
(fekalne enterokoky — FE). Minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC) na 20 ATB u E. coli
izolatov bola stanovend mikrodilu¢nou platnickovou metédou podl'a Gattringera a kol. (2002)
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a prostrednictvom automatizovaného diagnostického systéemu Bel-MIDITECH (Bratislava,
Slovensko).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V skupinach kuréiat kimenych s pridavkom probiotik alebo s pridavkom huminovych kyselin
a probiotik doslo k najvidite'nejSiemu poklesu (o 2 log rady) vsetkych skimanych baktérii
v exkrementoch (Obr. 1).

Huminové latk g Huminové latky+probiotika

Kontrola ! Probiotika

3T 6 3.7 B6.1

Obr. 1. Priemernéd mikrobialna koncentracia v exkrementoch brojlerovych kurciat

Na zéklade naSich vysledkov mozno skonstatovat’, ze aplikacia probiotik, huminovych latok
ani ich kombinacie nemala G¢inok na zniZenie antibiotickej rezistencie izolatov E. coli. Boli
zistené len malé rozdiely v rezistencii E. coli kmenov. Z 20 ATB bola zachytena rezistencia

voCi ampicilinu, ampicilinu so sulbaktamom, ciprofloxacinu, tetracyklinu a kotrimoxazolu
(Obr. 2).
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Obr. 2. Percentudlne vyjadrenie rezistencie E. coli izolovanych 7 exkrementov brojlerovych kuréiat voéi ATB

Viaceré prace preukazali vyhody probiotickej a huminovej suplementéacie v chove hydiny.
Obe priaznivo ovplyviiuju rast, hmotnostné prirastky, metabolizmus Zivin, morfoldgiu Criev
a imunitni odpoved’ organizmu. Taktiez znizuju stres, hladiny toxinov a inych zdraviu
Skodlivych latok a potlacaju rast neziadicich mikroorganizmov (Zhang a kol., 2021; Arif
a kol., 2019). Vysledky autorov na uc¢inky huminovych latok na ¢revni mikrofloru st znacne
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odlisné. Niektori autori popisuji ich posobenie na stabiliziciu mikrobidmu, narast
prospesnych druhov baktérii a pokles patogénov (Enterobacter cloacae, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium, Staphylococcus spp.) znemoznenim
adhézie v organizme (Arifa koll., 2019). Ini naopak zaznamenali narast baktérii, hlavne
populacie E. coli. Tento jav pravdepodobne zavisi od typu danej baktérie, ako aj od zloZenia
huminovych substancii (Shermer a kol., 1998). Nase vysledky v8ak preukazuju, ze pridavok
huminovych latok do krmiva neznizil vyskyt bakteridlnej populacie patogénnej E. coli
Vv Crevach kurciat. HL tvori po chemickej stranke aromatické jadro s alifatickymi retazcami
aroznymi funkénymi skupinami alebo mostikmi (karboxylové, fenolické, enolové,
chindénoveé, hydrochinénové, laktonove, éterove, alkoholové a v mensej miere aj dusikové,
sirové a fosforové) a tym st schopné viazat’ polarne aj nepolarne zliceniny. NajpevnejSie sa
viazu toxické kovy, ¢im sa biogénny prvok v organizme vyuZzije a Skodlivy sa stane
nepristupnym a z organizmu sa vyluc¢i (Skokanova a Dercova, 2008). Tento mechanizmus
slazi  len na eliminaciu  Skodlivych  zlG¢enin anie a na  vyviazanie
a vylucéenie patogénov z organizmu zvierat. Probiotikd podavané v chove hydiny maju okrem
vysSie  spomenutych  pozitivnych  vlastnosti, schopnost’”  vytlac¢itt  a vylucit
z gastrointestindlneho traktu patogénne baktérie (Bhogoju a Nahashon, 2022). Ako uvadza
Ouwehand a kol. (2016) probiotika sa nepodiel’ajii na Sireni antibiotickej rezistencie a mozu
ju az znizovat. Do akej miery je to mozné je stale predmetom skiimania. Nase vysledky
ukazuji, ze aj pri podavani probiotik bola zaznamenana zvySena rezistencia E. coli izolatov
na ampicilin, ciprofloxacin, tetracykliny a kotrimoxazol. Stupajdcu rezistenciu izolatov E. coli
sme zaznamenali aj uvzoriek kurCiat, ktorym bola podavana kombinacia probiotik
S huminovymi latkami. Vzhl'adom na neustale stupajici trend bakterialnej rezistencie vo svete
ana pritomnost’ rezistentnych baktérii v zZivo¢iSnych produktoch, je potrebné uskuto¢nit’
d’al§ie skimanie vhodnych latok prirodného poévodu vo vyzive brojlerovych kurciat.
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ABSTRAKT

Chorioalantoickda membrana (CAM) je vysokovaskularizovana vtaéia extraembryonalna
membrana pouzivana ako in vivo model na $tidium angiogenézy a jej inhibicie v reakcii na
tkaniva, bunky alebo rozpustné faktory. V poslednych rokoch sa pouzivanie CAM stava
integralnou su¢astou procesu testovania biokompatibility pri vyvoji inovativnych materialov
urcenych pre regeneracné stratégie a aplikacie tkanivového inZinierstva. V predkladane;j Stadii
sme pouzili CAM test na hodnotenie angiogénneho potencialu aceluldrneho biopolyméru na
baze polyhydroxybutyratu a chitosanu (PHB/CHIT), ktory je uréeny pre klinické pouzitie v
oblasti regeneracie defektov tvrdych tkaniv, v zavislosti od pridania vaskularneho
endotelového rastového faktora (VEGF-A), fyziologického roztoku (PHY) a inhibitora
tyrozinkindz (SU5402). Na 7. embryonalny deni (ED) bol testovany material implantovany na
CAM samostatne alebo s pridavkom VEGF-A, PHY alebo SU5402. Pritomnost’ a tvorba ciev
v poroch implantatu a v okolitej CAM bola analyzovand 72 hodin po aplikdcii materialu
markermi embryonalneho endotelu (WGA, SNA), myofibroblastov (a-SMA) a makrofagov
(KUL-01). Morfologickd a histochemicka analyza ukézala silny angiogénny potencial
neoSetren¢ho biomateridlu v porovnani s materidlom s angiogénnym faktorom VEGF-A a
expresia proangiogénnych rastovych faktorov (VEGF-A, ANG-A a VE-CAD) bola zvySena
V neoSetrenom biomateriali a indikovala proangiogénne prostredie. Dospeli sme k zaveru, zZe
PHB/CHIT ma silny endogénny angiogénny potencial a mohol by byt slubnym
biomaterialom pri liecbe defektov tvrdych tkaniv.

UvoD

Chorioalantoickd membrana (CAM) je vysokovaskularizovana extraembryonalna membrana,
ktora vznika fuziou dvoch extraembryonélnych membran, chorionu a alantoisu, na $tvrty den
embryonalneho vyvinu (ED4; Valdes akol.,, 2002). Predstavuje primarny respiraény a
exkreCny organ vtaCieho embrya, ktory v priebehu embryonalneho vyvinu zabezpecuje
dychanie embrya, transport sodika a chloridu z alantoisu, ako aj transport kalcia z vaje¢nej
Skrupiny do embryondlnej vaskulatiry. Podiela sa na mineralizdcii kosti, udrziava
acidobazickd rovnovahu, formuje stenu alantoisového vaku kumulujldceho odpadové
produkty exkrécie, a zabezpecuje reabsorpciu idnov a vody z alantoisu (Maina 2017). CAM
V sucasnosti reprezentuje alternativny modelovy systém, ktory predstavuje medzistupen
medzi jednoduchym modelom (in vitro) a komplexnym systémom in vivo (hlodavce, velké
zvierata). Uplatiiuje sa pri $tadiu biologickych procesov, experimentov pre tumorové
transplantaty a toxicitu. Vdaka rozsiahlej vaskularizacii umozZnuje sledovat’” priebeh
angiogenézy, ktord je odrazom tvorby cievnej siete. V poslednych rokoch sa stadium CAM
kuracieho embrya stalo popularnym vramci vedeckych S§tadii v oblasti tkanivového
inzinierstva, ktoré su orientované najmd na vyuzitie jej potencidlu pre Stidium
biokompatibility materidlov. Biokompatibilita materialu je skimana z hl'adiska angiogénnej
odpovede CAM vo vztahu k implantovanému materialu na z&klade makroskopického
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a mikroskopického hodnotenia neovaskularizacie v mieste implantacie materidlu, resp.
aplikécie testovanej latky alebo zmesi (Nowak-Sliwinska a kol., 2014). Neoangiogénny
uéinok sa prejavi prerastanim radialne usporiadanych ciev v smere od $tepu 72-96 hodin od
stimulacie CAM (Baiguera a kol., 2012). V ramci $tudie sme hodnotili angiogénnu odpoved
CAM  kuracieho embrya po implantovani acelularneho  materidlu na  baze
polyhydroxybutyratu a chitosanu, ur¢eného pre klinické pouzitie v oblasti regeneracie tvrdych
tkaniv, ako nevyhnutného predpokladu stanovenia biologickej kompatibility.

MATERIAL A METODIKA

Polyhydroxybutyrat-chitosanovy kompozit (PHB/CHIT) bol pripraveny podla metddy
Medvecky a kol. (2013). Na posudenie biokompatibility a angiogénneho potenciélu
testované¢ho materialu na CAM sme pouzili modifikovani metdédu podl'a Ribatti a kol. (2006).
Na pokus boli pouzité oplodnené vajcia kury domacej (Gallus gallus domesticus, Lohmann
Brown breed, n = 194), ktoré boli do laboratérnych podmienok prepravené z certifikovaného
chovu Parovské Haje, Nitra, Slovensko. Vajcia boli o¢istené 70 % etanolom a umiestnené do
liahne za $tandardnych inkuba¢nych podmienok (37,5 £ 0,5 °C, 60 % relativna vlhkost). Po
72. hodinach od zaciatku inkubéacie (ED3) boli vajcia vybrané z inkubatora za ucelom
vyklopenia embryi metodou ex ovo. Na ED7 bol testovany material implantovany na CAM
samostatne alebo s pridavkom rastoveho faktora VEGF-A (aplikacna davka 25 ng,
ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), fyziologického roztoku (PHY;
Sodium Chloride 0,9 %) a inhibitora tyrozinkindz (koncentracia 5 mM, SU5402, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Testované¢ materialy sme vySetrovali vo vztahu
biokompatibility k okolitym cievam CAM na ED10. Pre vizualizaciu vaskularnej denzity a
prerastania ciev CAM do materidlu bol pouzity stereomikroskop Olympus SZ61 (Olympus,
Tokyo, Japan) s kamerou (PROMICAM 3-3CP, Olympus, Tokyo, Japan). Pocet ciev radialne
vrastajucich do materialu bol hodnoteny v programe ImageJ (1.53e., National Institutes of
Health, MD, USA). Vzorky PHB/CHIT s okolitou CAM boli fixované (Dent’s) a nasledne
histopatologicky a imunohistochemicky spracované. Morfometricky sme hodnotili pocet a
priemer ciev, ako aj hrabku jednotlivych vrstiev CAM v §tandardne pouzivanych H-E rezoch.
Tvorbu ciev v okoli a v péroch materiadlu sme hodnotili markermi embryonalneho endotelu
(WGA, SNA), myofibroblastov (a-SMA) a makrofagov (KUL-01). Génova expresia pro- a
antiangiogénnych markerov bola hodnotena metédou PCR. Ziskané data sme analyzovali
pomocou $tatistického programu GraphPad Prism 9.3.1 (One-way ANOVA, Sidak’s multiple
comparisons test a Dunett’s multiple comparisons test). Vysledky su vyjadrené ako priemer +
Standardna odchylka (SD). Hodnoty p < 0,05 boli povaZzované za §tatisticky vyznamné. Vtacie
embryd, ktoré boli pouzité v predkladanej stadii ako ex ovo experimentalny model, su vynaté
z legislativy na ochranu zvierat pouzivanych na vedecké ucely (2010/63/EU).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Chorioalantoicka membrana vyvijajiceho sa vtacicho embrya predstavuje v suc¢asnosti l'ahko
dostupny a cenovo efektivny alternativny modelovy systém, ktory je vdaka rozsiahlej
vaskularizacii vhodny nielen ako experimentalny model na §tidium angiogenézy, ale aj na
predklinické testovanie biokompatibility a funkénosti materialov (Baiguera a kol., 2012;
Maina 2017). Umoziuje rychly dokaz prerastania krvnych ciev do materialu pred jeho
testovanim v podmienkach in vivo na zvieratach, a hodnoti tak jeho regenera¢ni schopnost’
z hladiska angiogenézy a biokompatibility (Mangir a kol., 2019). Biologickd kompatibilitu
testovaného acelularneno PHB/CHIT sme posudzovali na zaklade hodnotenia in vivo
angiogénnej aktivity PHB/CHIT pomocou CAM modelu, v zavislosti od pridania VEGF-A,
PHY a SU5402. Morfologicka a histochemickd analyza ukazali vyss§i angiogénny potencial v
neoSetrenom materiali (77,51 £ 3,31 %) v porovnani s materialom s angiogennym faktorom
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VEGF-A (74,70 = 4,06 %) a PHY (51,24 £ 8,04 %). Najnizs$i angiogénny potencial bol
pozorovany v materidli po pridani SU5402 (19,69 + 6,83 %). Morfometrickou analyzou sme
dokazali signifikantne vyssi pocet ciev CAM v okoli neoSetrené¢ho materidlu (42,72 + 7,18)
v porovnani s materidlom s VEGF-A (31,44 + 5,07), PHY (33,22 + 1,11) a SU5402 (13,28 +
0,89). Najviac zastUpenou skupinou ciev boli cievy s priemerom do 50 pm. Hrabka
ektodermu CAM bola signifikantne niz§ia v okoli materidlu s SU5402 (9,91 + 4,33 um)
v porovnani s PHB/CHIT (14,62 + 7,49 um). Hrubka mezodermu v materidly s VEGF-A
(154,96 + 72,11 um) bola signifikantne vysSia a v materialy s SU5402 (74,33 £+ 20,61 um)
signifikantne niz§ia v porovnani sPHB/CHIT (120,22 + 52,81 pm). Markermi
embryonalneho endotelu (WGA, SNA), myofibroblastov (a-SMA) a makrofagov (KUL-01)
sme detegovali tvorbu ciev na povrchu ako aj v poroch materialu. Pritomnost’ endotelovych
buniek vo vnuatri kompozitu je znakom biokompatibility a bioaktivity testovaného materialu
Génova expresia pro- a antiangiogénnych markerov potvrdila histologické vysledky.
Angiogénny ucinok materialov sa 1i§i kvantitativne v angiogénnej indukcii a kvalitativne
v bunkovej odpovedi (Oates a kol., 2007). Biomaterialy sa lisia schopnostou ovplyvnit
angiogénnu odpoved CAM predovsetkym na zdklade rozli¢nej povrchovej aktivity, ako aj
odlisnych fyzikalno-chemickych charakteristik. Niektoré materialy (homogénne) pésobia
angiogénne, Cim tvorbu novych ciev podporuju, iné (nehomogénne) modzu posobit
antiangiogénne, Co sa prejavi inhibicnym ucinkom na tvorbu novych ciev (Zwaldo-
Klarwasser akol., 2001). Z délezitych chemickych charakteristik, ktoré ovplyviuja
biokompatibilitu a angiogénny potencial testovaného materialu, je rozhodujica porovitost.
V naSom pripade mal testovany porovity material PHB/CHIT z 90 % velkost’ poérov do 30 um
(Giretova a kol., 2019). Detekcia zmien v procese angiogenézy robi z CAM modelu vhodny
modelovy systém pre rychly skrining biokompatibility poréznych materidlov Specialne
navrhnutych pre oblast tkanivového inzinierstva pred ich pouzitim na vysSich
experimentalnych zvieratach.

Praca bola podporené projektom APVV 20-0073 a VEGA 1/0050/19.
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ABSTRAKT

Uplatiiovanie prospesnych baktérii v chove koni je pomerne neznamou oblastou a uz vobec
neznamou je aplikovanie bakteriocinov. AvSak chovatelia sa dozaduji inovacii pre
udrziavanie zdravého statusu v chovoch koni. V nasSich predchadzajacich experimentoch boli
zaznamenané povzbudivé vysledky po aplikéacii kmena Enterococcus faecium EF 412 a jeho
enterocinu u koni plemena slovensky teplokrvnik. Rozhodli sme sa preto pre aplika¢né
overenie uéinku nového bakteriocinu-mundticinu EM41/3, t. j. substancie s antimikrobi&lnou
aktivitou produkovaného autochtonnym kmenom E. mundtii EM41/3 z trusu zdravého kona
plemena norik muransky na mikrobiotu a niektoré d’alSie parametre. Pocty enterokokov
a stafylokokov poklesli len u niektorych jednotlivych koni. AvSak, zaznamenana bola
redukcia koliformnych zarodkov a pseudomondd (matematicky rozdiel 0,76-1,20
logaritmického cyklu). Podédvanie mundticinu nevyvolavalo oxida¢ny stres. Ostatné parametre
su v procese vyhodnocovania.

UvoD

Zo strany chovatel'ov hospodarskych, ale 1 spoloc¢enskych zvierat oraz viac narastd zaujem
0 praktické vyuzitie prospeSnych substancii produkovanych baktériami. Ide o bioaktivne
substancie, ktoré st l'ahko dostupné, ucinné, neskodné, prirodného charakteru, ¢o chovatelia
radi uvitaju pre zachovanie dobrého zdravotného stavu zvierat. VV chovoch hospodarskych, ale
aj spoloCenskych zvierat sa takéto prospesné (probiotické) baktérie pouzivaju ako doplnky
vyzivy (Cooke akol., 2021). Medzi tieto prospesné baktérie patria aj enterokoky (rod
Enterococcus, kmei/fylum Firmicutes). Na jednej strane st povazované za mikroorganizmy,
ktoré mozu sposobovat’ ochorenia, avsak na druhej strane su to tiez baktérie, ktoré moézu mat’
prospesné vlastnosti, medzi ktoré patri napr. produkcia bakteriocinov - enterocinov. Ich
priaznivy vplyv bol zaznamenany u réznych zvierat; napr. u brojlerovych kralikov, hydiny, ¢i
psov (Laukova akol., 2003, 2012, 2015, 2018, 2020; Szabodva akol., 2011; Pogany
Simonova akol.,, 2013, 2020; KubaSova akol.,, 2020). Stale vSak existuji obmedzené
informacie tykajiice sa pouzitia prospesnych kmenov a bakteriocinov u koni. Laukova a kol.
(2020) popisali po podavani neautochtonneho kmenia kmena Enterococcus faecium
AL41=CCM 8558 (produkuje Ent M) redukciu aeromonad a zvySenie fagocytarnej aktivity.
Po podavani Ent M bol zaznamenany aj pokles koliformnych zarodkov (Laukova a kol.,
2018). Vzhl'adom na vysSie zmiefiovant skutocnost’ bola tato Studia zamerand na testovanie a
overenie prospe$ného uc¢inku novej bakteriocinovej substancie-mundticinu EMA41/3
produkovanej autochtonnym kmefiom Enterococcus mundtii EM 41/3 v chove koni.

MATERIAL A METODIKA

Autochtonny kmenn E. mundtii EM 41/3 (izolovany z trusu norika murénskeho)
bol nao¢kovany do MRS bujonu (De Man-Rogosa-Sharpe, Merck, Nemecko). Po 6-7
hodinovej kultivacii pri teplote 37°C bola bujénova kultdra centrifugovana pri 10 000 x g 30
minut. K supernatantu bol pridany chelaton-EDTA I1ll. Supernatant bol vystaveny teplote
80°C po dobu 10 minit na zni¢enie neziaducich latok. Takto upravena kultira bola nasledne
precipitovana siranom amonnym pri teplote 4°C pocas 18 hodin (40% saturédcia). Ziskany
precipitat bol resuspendovany v minimalnom objeme fosfatového pufru (10 mM, pH 6,5).
Inhibi¢na aktivita bola testovana metdédou podla de Vuysta a kol. (1996) proti hlavnému
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indikatorovému kmetu Enterococcus avium EAS a proti kmenu Listeria monocytogenes LMP
7223 (Statny veterinarny tstav Olomouc, Ceské republika). Do experimentu bolo zahrnutych
13 klinicky zdravych koni-kobyl plemena Norik Muransky rézneho veku (n=13). Zvierata
boli ustajnené v mastali, kimené senom, dostavali tiez ovos alebo sa pasli na pastve. Mali
pristup k vode ad libitum. Experiment trval 42 dni a bol schvaleny Etickou komisiou ako aj
prislu$nymi $tatutarmi a veterindrnym lekarom. Odber vzoriek bol realizovany na zaéiatku
experimentu pred aplikdciou mundticinu EM41/3 (den 0/1.), na 21. den (3 tyzdne aplikécie
mundticinu EM 41/3) a na konci experimentu (21. deni po ukonceni aplikdcie mundticinu EM
41/3). Davka pre kazdého kona bola 100 pl mundticinu EM 41/3 v boluse z krmiva denne, po
dobu 21 dni. Odoberali sa vzorky trusu z recta pre zistenie po¢tov baktérii a krv z vena
jugularis na biochemicku analyzu (glutathion peroxiddza - GPx) aostatné parametre. Na
urcenie GPx bola heparizovana krv testovana pomocou komeréného kitu Randox (Anglicko).
Vzorky boli okamzite oSetrené¢ a/alebo odlozené na prislusni analyzu. Ako kontrolné
zvierata si slizili kone samotné, teda kazdy kon slizil ako kontrolné zviera kazdému
vzorkovaniu. Ich stav na zaciatku experimentu (den 0/1) sa porovnal s ich stavom po
podavani mundticinu, a potom po 21 diioch od ukonéenia jeho podavania. Vzorky trusu (1g)
z kazdého koma boli oSetrené Standardnou mikrobiologickou metodou - riedenie v
Ringerovom roztoku (Merck, Nemecko), v pomere 1: 9, pH 7,0; homogenizované pomocou
Stomacher IUL (Instruments, Spanielsko) podla Medzinarodnej organizacie pre
Standardizaciu. Média boli kultivované pri teplote 37 °C a pri laboratornej teplote pocas 24-
48 hodin. Pocty baktérii boli vyjadrené v (log 10) jednotkach tvoriacich kolonie na gram
(KTJ/g) = SD. Na §tatistické vyhodnotenie bol pouzita ,,one-way* analyza (ANOVA) a Tukey
post-test.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pocty enterokokov u jednotlivych koni boli pred podavanim mundticinu EM41/3 vyrovnané
a dosahovali v priemere 5.65 + 0.38 KTJ/g (log 10). Na 21. den poklesli po¢ty enterokokov
u 3 koni oproti odberu v deni 0/1; u kona ¢. 6 (8-ro¢na kobyla) bol rozdiel 2,36 log cyklu,
U kona ¢. 9 (7-ro¢na kobyla) bol tento rozdiel 1,7 log cyklu a u kona ¢. 13 (7-ro¢na kobyla)
bol rozdiel az 2, 68 log cyklu. To znamena, Ze aj ked’ v priemernom vyhodnoteni sa neprejavil
inhibi¢ny u¢inok mundticinu EM41/3 na enterokoky, u 3 koni doslo ku inhibi¢nému Gc¢inku.
Na 42. dent boli pocty enterokokov opédt vyrovnané a U koni ¢. 6, 9 a 13 dosiahli takmer
iniciacné hodnoty. U koni ¢. 11 a 12 bola vSak na 42. deil (aj napriek tomu, Ze na 21. den sa
pokles nepreukazal) zaznamenand redukcia enterokokov s matematickym rozdielom 2,56 log
cyklu (kon €. 11) a u kona €. 12 bol rozdiel 1,92 log cyklu. Celkové pocty stafylokokov na
den 0/1. dosiahli v priemere 3,90 + 0,97 KTJ/g a ich pocty neboli ovplyvnené mundticinom
EM 41/3. Avsak, ukoni €. 1, 2, 7 a 8 a 12 boli zistené nizSie pocty na 42. den (teda 3. tyZzdne
od nepodadvania) nez to bolo na 21. den (kedy boli nezmenené¢). Usudzujeme na tzv.
prolongovany u¢inok mundticinu EM 41/3. Pocty KMPB boli vysoké (6,68 + 0,50) na den
0/1. ako aj na 21. deni a 42. den. K ich poklesu doslo len u kona ¢. 6 (2,54 log cyklu) a ¢. 9
(2,18 log cyklu) ako j u kona ¢. 13 (1,29 log cyklu) na 21. den. Poéty koliformnych zarodkov
boli na 0/1. deni u jednotlivych koni vyrovnané a dosiahli v priemere 5,78 + 0,40 KTJ/g (log
10). Mundticin EM 41/3 prejavil inhibi¢ny ucinok na koliformné zarodky, ked’ na 21. den
bola zaznamenana ich redukcia o 1,20 log cyklu oproti diu 0/1. Skutoénost’, ze redukciu
sposobil mundticin potvrdzuje aj fakt, Ze na 42. den, teda ked” sa uzZ mundticin nepodéval, sa
pocty koliformnych zarodkov zvysili o 1,31 cyklu oproti 21. ditu a boli vysSie nez na den 0/1.
Podobne vysoké a vyrovnané boli aj pocty Pseudomonas spp., v priemere 5,73 + 0,39 KTJ/g.
Na 21. den bol zaznamenany pokles pseudomonad oproti diiu 0/1. 0 0,76 log cyklu a opat’
mozeme hovorit’ o inhibicnom U¢inku mundticinu, ked’ na 42. den, teda 3. tyzdne po
nepodavani, boli poéty pseudomonad vyssie nez v den 0/1. Laukova a kol. (2018) publikovali
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redukciu koliformnych zé&rodkov, kampylobakterov a klostridii po aplikéacii Ent M u koni
rozneho plemena (p < 0,05). Podavanie mundticinu nevyvolavalo oxidac¢ny stres, ked’Zze na
21. deni boli namerané nizsie hodnoty GPx (129,5 + 40,12 U/g Hb) nez v deni 0/1. (205,6 +
10,32 U/g Hb), a potom na 42. dent sa opat tieto hodnoty zvysili (168,3 + 39,23 U/g Hb),
teda doslo ku signifikantnému poklesu (p<0,0001). Ostatné parametre sU vo vyhodnocovani.
Jedna sa o originalne vysledky ako z hl'adiska moznosti mundticinu EM 41/3 a hlavne o jeho
potencialnom vyuziti v chove koni. Pokra¢ujeme v d’alSich testovaniach.

Préaca bola podporena projektom (Doktogrant) APP0253 (2022).
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ABSTRAKT

Ischemicka cievna mozgova prihoda (CMP) je zavazny stav vznikajici redukciou krvného
prietoku mozgovym tkanivom. Ide o akltne poSkodenie nervového tkaniva mozgu patriace
celosvetovo k najcastejSim pricinam Umrti a invalidity. Ischemicka tolerancia (IT) je
neuroprotektivny fenomén schopny redukovat ischemické poskodenie. Jeho presny
mechanizmus G¢inku vSak pre svoju komplexnost’ doposial’ nie je znamy. Navodenie IT je
mozné dosiahnut’ aplikdciou réznych typov stresorov na subletalnej urovni, a to vratane
samotnej ischémie. Karotickd endarterektomia (CEA) je chirurgickym odstranenim
arterosklerotického platu z karotidy, pricom prietok krvi karotidou je pocas zakroku
pozastaveny. Tato praca ma za ciel objasnenie vplyvu CEA na navodenie ischemicke;j
tolerancie. Uspesnost’ navodenia IT sme detegovali na zdklade modifikicie génovej expresie
ADM. ADM je hormon regulujuci vazodilataciu a stimulujiici angiogenézu. Okrem toho tieZ
zvySuje bunkovll odolnost’ vo¢i oxidaénému stresu a hypoxickému poskodeniu. Pacientov
podstupujucich CEA sme rozdelili do skupin na zaklade toho, ¢i uz prekonali CMP a ako
davno. Odber krvnych vzoriek sme situovali pred CEA a po nej. Z krvnych buniek sme
izolovali RNA, reverznou transkripciou ju prepisali do cDNA a nasledne analyzovali
pomocou kvantitativnej RT-PCR. Nase vysledky potvrdzuja vplyv CEA na navodenie IT,
pricom Statisticky najvyznamnejsi efekt bol pozorovany u skupin pacientov po ischémii.
Verime, ze uvedené vysledky prispeji k detailnejSiemu objasneniu mechanizmov
navodzujucich IT na molekularnej Grovni. Predkladana praca patri do SirSicho vyskumného
projektu so zameranim na popisanie mechanizmov kondicionovania na molekularno-
proteomickej drovni.

uvoD

Cievna mozgova prihoda (CMP) je akutnym poskodenim buniek mozgového tkaniva v
urcitom regione. Ischemicky typ CMP tvori az 80% vSetkych pripadov CMP. Ischémia vznika
ako nasledok nedostatoéného prekrvenia postinnutej oblasti  nervového tkaniva
mozgu. Dévodom je zvyc€ajne prekazka blokujica prisun okyslicenej krvi k
nervovym bunkdm mozgu (Donnan a kol., 2008). Ischémiu z molekularneho pohladu
tvori cely rad biochemickych kaskad veducich az ku smrti postihnutych buniek. Terapeutické
postupy, ktoré sa zamerali iba na jeden mechanizmus v rdmci komplexnej patofyziologickej
odpovede sa doposial' nepreukazali ako U¢inné. Pozornost’ sa tak obracia k telu vlastnym
endogénnym neuroprotektivnym mechanizmom a ich vyuzitiu pri lie¢be ischémie. Navodenie
ischemickej tolerancie spada do tejto kategorie neuroprotektivnych mechanizmov a je pre fu
charakteristické zvySenie bunkovej odolnosti voc¢i ischemickému poskodeniu. Molekularny
mechanizmus navodzujlci toleranciu stale nepatri k Uplne prebadanym fenoménom.
Dovodom je vysokd miera komplexnosti a zlozitosti jednotlivych drah. Z aktudlnych
poznatkov vieme, ze poOsobenie stimulu indukujuceho toleranciu sp6sobuje tvorbu
efektorovych molekdl, ktoré nasledne menia génovii expresiu, pripadne posttranslaéne
upravuju uz existujice proteiny. Proces navodzujtci toleranciu (kondicionovanie) je mozné
uskutocnit’ pdsobenim réznych stimulov s moznostou vyuzitia viacerych kondiciona¢nych
stratégii, pricom aplikacia subletalneho ischemického ataku je jednym z mnohych toleranciu
indukujucich stimulov (Gidday, 2006; Kirino, 2002; Koch a kol., 2014; Lehotsky a kol.,
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2009; Wang a kol., 2015). Tato praca je zamerana na karotick( endarterektémiu (CEA). Ide o
chirurgicky zékrok spliiajuci kritérium jemného ischemického ataku, ked’ze pri nej dochadza
k do¢asnému uzatvoreniu jednej z karotid zasobujucich nervové tkanivo mozgu okysli¢enou
krvou. Docasné uzatvorenie priechodnosti jednej z karotid je nevyhnutné pre chirurgicke
odstranenie arterosklerotického platu nahromadeného na vnutornej stene dotyCnej karotidy.
Mozog je tak pocas zakroku zasobovany krvou len prostrednictvom jednej z karotid, ¢o ma
vplyv na stimulaciu neuroprotektivnych kaskad a nasledné navodenie ischemickej tolerancie
(Howell, 2007). Tento vplyv sme detegovali na zaklade zmien v expresii génu ADM. Ten
okrem toho, Ze reguluje vazodilaticiu a stimuluje angiogenézu, zvySuje tiez bunkovu
odolnost’ vo¢i oxidacnému stresu a hypoxickému poskodeniu (Furman a kol., 2021). Cielom
naSej Stadie bolo objasnenie vplyvu CEA na indukciu ischemickej tolerancie na zaklade
kvantifikécie zmien v expresii génu ADM.

MATERIAL A METODIKA

Pacientov c¢akajucich na planovany chirurgicky zakrok karotickej endarterektomie sme
rozdelili na tri skupiny na zaklade toho, ¢i v minulosti uz prekonali ischemicki CMP a ak
ano, ako davno. Asymptomaticka skupina (Asym) prekonala CMP ddvnejSie nez 6 mesiacov
pred CEA, resp. ju neprekonala vobec, Symptomaticka skupina (Sym) prekonala CMP 7 dni
az 6 mesiacov pred CEA a Akutna skupina (Akut) prekonala CMP do 7 dni pred CEA. Kazda
skupina pacientov podstUpila odober vzoriek krvi pred karotickou endarterektomiou
(oznagené -1) a nasledne 48 hodin po nej (oznagené -3). Dalsou samostatnou skupinou bola
negativna kontrola (NEGAT) obsahujuca vzorky krvi zdravych l'udi.

Po odobrati vzoriek periférnej celej krvi sme z krvnych buniek izolovali RNA. Procesom
reverznej transkripcie sme tuto RNA prepisali do cDNA s vyuzitim High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA). Pomocou programu Geneious
(Biomatters, Ltd., New Zealand) sme nadizajnovali sekvencie pre forward a revers primery k
nami zvolenému markeru ischemickej tolerancie (ADM) a pre housekeeping gén (18S). Podl'a
pokynov vyrobcu Kitu (PowerUp SYBR Green Master Mix, Thermo Fisher Scientific, USA)
sme pripravili reak¢ni zmes a vykonali qRT-PCR s vyuzitim pristroja BioRad CFX96.
Podmienky reakcie boli: UDG aktivacia (50°C 2 minuty) iniciatna denaturacia (95T 2
minuty), nasledovalo 60 cyklov (95C 15 sekund, 62°C 1 minata). Namerané data sme
Statisticky analyzovali s vyuzitim Standardnych vzorcov pre vypocet smerodajnej odchylky s
mierou spol’ahlivosti 95% a Statistického vyznamu prostrednictvom T-testu. Tato stadia bola
schvélend Etickou komisiou Vychodoslovenského udstavu srdcovych a cievnych chordb
(30/07/2018) pre studie na I'ud’och a tito pacienti podpisali informovany stihlas.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Gén ADM, ktorého modifikaciu Urovne expresie posobenim endarterektémie sme pozorovali,
bol zvoleny vzhl'adom na jeho antihypoxicky efekt a vplyv na zvySenie tolerancie buniek voci
oxidativnemu stresu. ZvySena miera expresic ADM oproti negativnej (NEGAT) kontrole bola
pozorovana u vsetkych skupin s vynimkou skupiny Asym-1, ktora bola zniZzena. TaktieZ sme
pozorovali zvySovanie miery expresic ADM vo vzorkdch 48 hodin po CEA (-3) oproti
vzorkam pred CEA (-1). Tento trend sa prejavil u vsetkych troch skupin, pricom bol
pozorovany V $tatisticky najvyznamnejSej miere u Sym skupiny, menej vyrazne u Akut
skupiny a statisticky najmensi vyznam ma posun v expresii ADM u Asym skupiny. Celkovo

vwe
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Obr. 1. Uroveii expresie génu ADM oproti negativnej kontrole (NEGAT)

Z vysledkov je vidite'né, ze po CEA nastava zvySenie miery expresie ADM. CEA teda plni
funkciu  kondicionovania aindukuje tak aktivaciu ischemickej tolerancie. Tento
neuroprotektivny efekt sa prejavil u vSetkych skupin. V najvyssej Statistickej miere sa tato
neuroprotektivita prejavila v Sym skupine, v mierne mensej miere v Akut skupine
a Vv najnizsej miere v Asym skupine. V Asym skupine, ktord ischemicki CMP neprekonala
vbbec, alebo pred viac nez 6 mesiacmi sa po CEA miera expresic ADM dostala na troven
zdravych jedincov negativnej kontroly, pricom pdvodne znizena miera expresic ADM pred
CEA moze suvisiet’ s procesmi tvorby arterosklerotického platu neovplyvnenymi ischemickou
fazou, ¢iuz v podobe CMP alebo CEA.

Publikacia vznikla realizaciou SK-VEGA grantu 2/0054/20 ministerstva Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu
Slovenskej republiky as podporou operacného programu Integrovand infrastruktira, IMTS: 313011V344,
spolufinancovaného z Eurdpskeho fondu regionalneho rozvoja.
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ABSTRAKT

Chronicka choroba obli¢iek (CKD) je beznou diagnézou u star§ich maciek a jej prevalencia sa
zvySuje s vekom. Konvencné nepriame biomarkery rychlosti glomerularne; filtracie (GFR)
majui svoje obmedzenie a nie st u¢inné pri detekcii skorého poklesu rychlosti glomerularne;j
filtracie. Nedavno boli navrhnuté koncentracie symetrického dimetylargininu (SDMA) ako
novy biomarker GFR na v€asni detekciu CKD. Téato Studia pojedndva o vztahu medzi
SDMA, FGF 23 a predtym pouZivanymi indikdtormi funkcie obli¢iek, najmi kreatininom,
mocovinou a fosfaitom. Do tejto Stadie bolo zahrnutych 99 maciek. Na zaklade ich hodndt
SDMA malo 48 maciek CKD a zvySnych 51 maciek sa pouzilo ako zdrava kontrolna skupina.
Sérum tychto maciek sa testovalo na koncentracie kreatininu, mocoviny a fosfatu, ako aj
hodnoty FGF23 a vyhodnotili sa koreldcie medzi nimi. Macky s CKD mali vyssie
koncentracie FGF 23 ako zdravé macky a nezistila sa Ziadna korelacia medzi FGF 23 a
SDMA, ani FGF 23 a fosfatom. Na druhej strane fosfat silne koreluje s SDMA, mocovinou a
kreatininom, ¢o z neho robi mozny nezavisly faktor progresie CKD.

UuvoD

Chronické ochorenie obli¢ick maciek (CKD) ma progresivny charakter a jeho prevalencia sa
zvySuje s vekom, pricom je postihnutych az 80 % maciek starSich ako 15 rokov (Chen a kol.,
2020). Na diagnostiku sa v sucasnosti pouzivaji nepriame markery glomerularnej filtracie
(GFR), ako je sérovy kreatinin a urea, priCom kazdy z nich ma svoje vlastné obmedzenia
(Brown a kol., 1996). V poslednych rokoch sa na nepriame meranic GFR pouZiva novy
biomarker, symetricky dimetylarginin (SDMA). S chronickym ochorenim obli¢iek
asociovana porucha mineralov a kosti je systémova porucha ovplyvitujuca hormonalny a
minerdlny metabolizmus v désledku poruchy kalcium-fosfatovej homeostazy, ku ktorej
dochadza v doésledku straty renalnej vylucovacej schopnosti fosfatov (Locatelli a kol., 2002).
Fibroblastovy rastovy faktor 23 (FGF 23) sa primarne vylucuje oblickami a u l'udi sa
predpoklada, 7e je markerom GFR (Filler a kol.,, 2011), ale aj prediktorom progresie
renalneho ochorenia. Predpoklada sa, Ze u maciek sa FGF 23 zvySuje s progresiou CKD a je
zvyseny u pacientov s hyperfosfatémiou (Geddes a kol., 2013).

MATERIAL A METODIKA

Pacienti zaradeni do tejto S$tudie boli vybrani z maciek vySetrenych v Univerzitne]
veterinarnej nemocnici v priebehu jedného roka. Zahrnuti boli vSetci pacienti starSi ako 10
rokov. Na zaklade odportcani IRIS bola u kazdého pacienta merand SDMA. Macky bez
predchédzajicej anamnézy akttneho poskodenia obli¢iek, bez abnormalit zobrazovania a
SDMA v referenénom rozsahu boli klasifikované ako klinicky zdravé. Diagndza CKD bola
zaloZzena na anamnéze, biochemickych abnormalitach séra a priznakoch oblickove;j
nedostato¢nosti a/alebo abnormalit zobrazovania alebo zvySenych hodnét SDMA (SDMA >
14). Biochemické analyzy boli vykonané v den prijatia pre kazdii macku. Zostatkové sérum
bolo pouzité na stanovenie FGF 23 metédou ELISA.
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VYSLEDKY

Do analyzy bolo celkovo zaradenych 99 maciek starSich ako 10 rokov (12,6 & 2,4), z toho 48
maciek malo zvySené sérové koncentrdcie SDMA abolo zaradenych do skupiny CKD.
Zvysnych 51 maciek s SDMA Vv referencnom rozmedzi bolo pouzitych ako kontrolna skupina.
U maciek s CKD bola koncentracia FGF 23 v sére vyznamne vysSia v porovnani s kontrolnou
skupinou (Obr. 1). Korelacie su znazornené na obrazku 2 pre macky s CKD. Sérovy kreatinin
a mocovina vykazovali pozitivnu korelaciu (r2 = 0,86; p = 0,001) v CKD skupine maciek.
Okrem toho sa v skupine s CKD nasli vyznamné pozitivne korelacie aj medzi sérovym
kreatininom a fosfatom (12 = 0,70; p < 0,001) a mocCovinou a fosfatom (r2 = 0,93; p < 0,001).
SDMA pozitivne korelovala s fosfatom (r2 = 0,84; p <0,001) a mocovinou (12 = 0,75; p
<0,001). Pozitivna korelacia bola zistena aj medzi kreatininom a SDMA (r2 = 0,56; p <0,05).
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Obr. 1. Porovnanie FGF23 medzi zdravymi macékami a mackami s CKD

Udaje sii vyjadrené ako medidn + SD. Ramdek oznacuje dolny a horny kvartil a strednd Ciara je medidan. Body
na koncoch si hodnoty 2,5 a 97,5 %. Graf ukazuje hladinu FGF23 v sére u zdravych maciek a maciek s CKD.
Hladina FGF23 u zvierat s CKD je vyrazne vysSia ako u zdravych kontrol. Vyznam v porovnani so zdravymi
zvieratami je uvedeny ako: *p < 0,05

DISKUSIA

Ciel'om nasSej Studie bolo zhodnotit’ vzt'ah medzi SDMA, FGF 23, kreatininom, mocovinou a
fosfatom u geriatrickych maciek s CKD. Pretoze predtym publikovana studia (Finch a kol.,
2013) prisla s hypotézou, ze FGF 23 by sa mal zvySovat’ so zvySujucou sa SDMA a mal by
pozitivne korelovat’ s koncentraciami fosfatov, hodnotili sme aj tieto dva parametre. Sttdie
naznacuju, ze FGF 23 sa zvysuje s progresiou CKD u l'udi, psov a maciek (Geddes a kol.,
2013; Dittmer a kol., 2017), a preto by mohol byt biomarkerom pre v¢asnu detekciu CKD
(Lin a kol., 2021). SDMA spolu so sérovym kreatininom st oba povazované za nepriame
biomarkery GFR, o bolo tiez preukazané v nasej Studii pozitivnou korelaciou medzi tymito
dvoma parametrami v CKD skupine zvierat. Rovnako ako v mnohych predchadzajucich
Stidiach sme tiez zistili, Ze FGF 23 sa zvySuje u maciek s CKD na rozdiel od zdravych
neazotemickych maciek. V naSej Studii nebola Ziadna vyznamné koreldcia medzi FGF23 a
fosfatom v skupine CKD. Zistili sme vSak pozitivhu koreldciu medzi SDMA a sérovym
fosfatom, o naznacuje, ze porucha metabolizmu fosfatov sa moze vyskytnit' na zaciatku
ochorenia. Preukazanie pozitivnej korelacie medzi fosfatom a sérovou mocovinou,
kreatininom a SDMA naznacuje, Ze koncentracie fosfatov by sa mohli pouzit’ ako nezavisly
prediktor progresie CKD. Predchédzajuce stidie naznacuji, Ze zvySujuca sa zdvaznost' a
frekvencia hyperfosfatémie moze naznacovat’ zavaznejSie CKD a kratsi ¢as preZzitia pacienta
(Marsell a kol., 2008). V humannej medicine sa plazmatické koncentracie FGF 23 a PTH
zvySuju u pacientov s CKD pred rozvojom hyperfosfatémie (Finch a kol., 2012). Nezistili sme
ziadnu korelaciu medzi FGF 23 a koncentraciami fosfatu v sére u maciek s CKD. Podobne
Stidia uskuto¢nend Sargentom a kol. zistili signifikantne vys$Sie koncentracie FGF 23 napriek
ziadnemu rozdielu v koncentracidch PTH alebo fosfatov u maciek so zvySenou SDMA
(Sargent a kol., 2019).
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Obr. 2. Analyza koreldcii (korelogramov) medz uroviiami vybranych parametrov v skupine maciek s CKD.
CREA, kreatinin; P, fosfat; Ca, vapnik; SDMA, symetricky dimetylarginin; FGF23, fibroblastovy rastovy
faktor 23. Uvadza sa Pearsonov korelaény koeficient. Vyznamnost’ je dand *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <
0,001.
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RETROSPEKTIVNA ANALYZA VYBRANYCH PARAMETROV PACIENTOV
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ABSTRAKT

Zber dat aich nasledna deskripcia prinaSa informacie o zdravotnom stave danej
populacie, o vyskyte ochoreni arizikovych faktorov pre zdravie. Monitorovanie
epidemiologickych ukazovatelov v rdmci nemocniénych oddeleni poskytuje poznatky
o profile hospitalizovanych pacientov a formuluje priority pre zdravotnu starostlivost’.
Vykonali sme zber dat pacientov hospitalizovanych na V. internej klinike Lekéarskej fakulty
Univerzity Komenského (LF UK) a Univerzitnej Nemocnice v Bratislave (UNB) v rokoch
2010 a 2021. Do vysledného suboru sme zaradili iba tych pacientov, ktori po¢as hospitalizacie
zomreli. Cielom naSej prace bol popis dat a ich nasledné vzajomné porovnanie pomocou
zakladnych epidemiologickych metod. Mali sme k dispozicii Gdaje 396 pacientov z roku 2010
a 501 pacientov z roku 2021. Popisali sme ich vek pri umrti, dizku hospitalizécie a hlavni
diagnozu. Nakolko V.Interna klinika LF UK a UNB patri k oddeleniam sluZiacim na liecbu
pacientov aj s infekciou virusom SARS-CoV-2, sme sledovali odlisnosti v popisanych
udajoch v suvislosti s pandémiou COVID-19. V roku 2010 najvacsiu Cast’ zomrelych tvorili
pacienti s hlavnou diagnoézou zo skupiny ,,Ochorenia obehovej sustavy* (55,6%), v roku 2021
zomierali Vv najvdéSej miere pacienti s diagndozou COVID-19 (29,3%). Priemerny vek
zomretych pacientov v roku 2010 bol 73,26 rokov u muzov a 78,27 rokov u zien. V roku 2021
hodnoty klesli na 73,10 rokov u muZov a 76,76 u Zien. Priemerna dizka hospitalizacie
(ALOS) pred umrtim sa pohybovala v oboch rokoch na Urovni 7 dni, variabilita jednotlivych
hodndt vSak bola vysoka. Spracovany popis dat bude sluzit’ v d’alSom vyskume ako zaklad
k analyze korelécie a kauzality jednotlivych parametrov.

UvoD

V. Interna Kklinika Univerzitnej Nemocnice v Bratislave predstavuje najvac¢siu internu kliniku
v hlavnhom meste a ma vyznamné postavenie v celoslovenskom meradle. Klinika poskytuje
komplexnu starostlivost’ o pacientov s réznorodymi ochoreniami, ktori ¢asto trpia viacerymi
diagndzami naraz.

V nasej praci sme sa zamerali na zomrelych pacientov, popisali sme ich vek pri amrti, dizku
hospitalizacie a hlavni diagnézu pri Gmrti. Vybrali sme rok 2010, ktory predstavuje
prvopociatky elektronizacie zdravotnictva a rok 2021, ktory bol rokom doposial najviac
poznacenym pandémiou COVID-19.

Zasah pandémie do globalnych ukazovatel'ov je zrejmy a nahle zmeny su badatelné aj na
Statistickych tidajoch zo Slovenska. V. Interna klinika UNB v obdobi pandéemie COVID-19
lie¢ila aj pacientov s infekciou virusom SARS-CoV-2. Predpokladame, Ze pri porovnavani
sledovanych rokov sa v parametroch objavia odliSnosti v sOvislosti s pandémiou.
Jednym z ukazovatel'ov, zasiahnutym pandémiou je stredna dizka Zivota (life expectancy).
Udéva priemerny ocakévany vek, ktoré¢ho sa doZiju ¢lenovia populacie v rovnakom veku.
Stredna diZka Zivota na Slovensku predstavovala 71,6 rokov u muzov a 78,8 rokov u zZien
vroku 2010. Hodnoty tohto ukazovatela postupne rastli do roku 2019. U muZov bol
zaznamenany vyraznej$i narast na 74,31 rokov, kym u Zien doSlo k narastu na 80,84.
Vypuknutie pandémie virusu SARS-CoV-2 a vysoka umrtnost’ na toto ochorenie sposobilo
nahly pokles strednej dizky Zivota. Na Slovensku, v roku 2020 hodnoty klesli na 73,47 rokov
u muzov a 80,17 rokov u zien. V roku 2021 sa pokles prehibil na tirovei hodnot z roku 2010
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(71,16 rokov u muzov a 78,13 rokov uzien) (Statisticky urad SR, n.d.)
Cas, ktory pacienti strdvia na nemocni¢nom 16zku sa udava ako priemerna dizka pobytu v
nemocniciach (ALOS). Tento udaj sa Casto pouziva ako ukazovatel' efektivnosti zdravotnej
starostlivosti. Pri rovnakych podmienkach krat§i pobyt znizi naklady na prepustenie a
presunie starostlivost’ z 16zkovych zariadeni do menej nakladnych post-akutnych zariadeni.
ALOS sa vztahuje na priemerny pocet dni, ktoré pacienti stravia v nemocnici. Vo
vSeobecnosti sa meria vydelenim celkového poctu dni pobytu vsetkych hospitalizovanych
pacientov pocas roka poctom prijati alebo prepusteni. Hodnoty ALOS maji globalne
Klesajucu tendenciu. Na Slovensku hodnota ALOS predstavovala 7,3 dni v roku 2010 a 6,5
dni v roku 2021. (NCZI, n.d.).

V prepustacej sprave alebo v sprave o imrti sa stretdvame s pojmom hlavna diagnéza. Hlavna
diagnodza je po analyze stanovena ako t4, ktord bola hlavnou pri¢inou hospitalizacie pacienta.
Stanovuje sa na zdklade vyhodnotenie vysledkov vySetreni pri ukonéeni hospitalizacie (alebo
pri imrti) za a€elom stanovenia toho ochorenia, ktoré vyvolalo potrebu hospitalizacie.

MATERIAL A METODIKA

V naSej praci sme Studovali data pomocou deskriptivnych epidemiologickych metdd. Cielom
bol zber Gdajov a ich nasledny spracovani popis. Nasledné porovnanie hodnot bude slazit’ na
d’alsiu analyzu korelacie a kauzality. Zdrojom dat boli chorobopisy pacientov ziskané
Z nemocni¢ného informacného systému UNB. Do vysledného suboru sme zaradili pacientov,
ktory po hospitalizacii zomreli na klinike. V roku 2010 sme popisovali Udaje 396 pacientov,
kde zeny predstavovali 51,8%. V roku 2021 bolo hospitalizovanych takmer o tretinu viac
pacientov, poctom 501. V tomto roku bolo hospitalizovanych mensi podiel Zien (49,3%).
Zamerali sme sa na ich vek pri umrti, na dizku hospitalizacie a na hlavnii diagnézu. Vyuzili
sme zakladné Statistické metody a deskriptivnu matematiku. Vyskum je schvaleny Etickou
komisiou Nemocnice Ruzinov Bratislava.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Celkovo z oboch skumanych rokov bolo do S$tadie zaradenych 897 pacientov, ktori
vyhovovali kritériam. Vysledky st zhrnuté v tabul’ke 1 a 2.

Tab. 1. Vek pri Umrti a di¢ka hospitalizdcie pacientov v rokoch 2010 a 2021

V}'/sledky_ , 2010 2021

Eé’ﬁﬁﬁi?e“’dam muzi zeny spolu | SR muzi zeny spolu | SR
vek pri amrti | 73,76 | 78,27 | 75,77 75 2 73,1 76,76 | 7493 | 5,1
(roky) +12,5 +11,6 +12.1 : +12,0 +12,7 +12,3 ’
dizka

hospitalizacie 7.8 6.4 7,1 7.3 7,9 7,2 7,6 6.5

+8,9 +8,2 8,5 9,9 8,7 9,3

(dni)

V Tab. 1 je uvedeny vek pacientov pri amrti na V. Internej klinike a pre porovnanie
uvadzame aj strednu dizku Zivota na Slovensku v danom roku. V roku 2010 sme zaznamenali
vyssie hodnoty ako v roku 2021.

V Tab. 1 popisujeme priemerna dizku hospitalizacie (ALOS). V pandemickom roku sa
zaznamenal maly narast oproti roku 2010 z 7,3 na 7,6 dni. Variabilita jednotlivych hodnot je
vSak vel'mi vyraznd, ¢o sa ukdzalo na smerodajnej odchylke. Z vypoctov vyplyva, Ze az
Stvrtina pacientov zomrelo v prvy den po prijati na oddelenie (v roku 2010 takto zomrelo
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26,9% pacientov, v roku 2021 24,6%). Najdlhsie hospitalizovany pacient v roku 2010 bol

v nemocnici 65 dni a v roku 2021 74 dni.
Tab. 2. Polet iumrti podl’a hlavnej diagndzy pri hospitalizacii

Skupina diagn6z podl'a MKCH-10 2010 2021
A00-B99 Infekéné a parazitové choroby 12 27
C00-D48 Nadory 55 10
E00-E90 Endokrinné, nutricné a metabolické choroby 18 30
FO0-F99 Dusevné poruchy a poruchy spravania 2 3
G00-G99 Choroby nervovej sustavy 2 1
100-199 Choroby obehovej sUstavy 220 80
J00-J99 Choroby dychacej ststavy 36 95
K00-K93 Choroby traviacej sustavy 38 16
L00-L.99 Choroby koze a podkozného tkaniva 0 1
NOO0-N99 Choroby mocopohlavnej sustavy 8 25
R00-R99 Subj. a obj.priznaky, abnormalne nélezy,|...] 3 65
U00-U99 Kody na osobitné ucely (COVID-19) 0 147
S00-T98 Poranenia, otravy a iné nasledky vonk. pri¢in 2 0
V01-Y98 Vonkajsie pri€iny chorobnosti a imrtnosti 0 1
Pocet diagnoz spolu 396 501

V Tab. 2 je wuvedeny suhrn hlavnych diagn6z pacientov v ¢ase hospitalizacie.
NajfrekventovanejSie diagnézy boli choroby obehovej sustavy vroku 2010, ktoré
predstavovali 55,6% vSetkych diagnoéz, na druhom mieste boli nadory (13,8%), nasledovali
choroby traviacej sustavy (9,5%).

V roku 2021 prevazovali diagnézy s kodmi na osobitné ucely, medzi ktoré je zaradené
ochorenie COVID-19. Pacienti s touto diagndézou predstavovali 29,3%. Druha najCastejSia
diagndza boli choroby dychacej sustavy (19,9%). Choroby obehovej sUstavy predstavovali
16% zo vsetkych diagnéz.

Vysledky prace poukazuji na odliSnosti v parametroch zomrelych pacientov na V.Internej
klinike v rokoch 2010 a2021. Udaje zroku 2021 st ovplyvnené pandémiou ochorenia
COVID-19. Popisané tidaje budu tvorit’ zaklad pre naSe d’alsie analyzy. Finalne vysledky by
potom mohli poniknut’ moznost’ navrhnat’ intervencie, prostrednictvom ktorych by mohlo
dojst’ k optimalizacie starostlivosti o pacientov na internej Klinike.
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ABSTRAKT

Najnovsie poznatky dokazuji, ze multipotentné mezenchymové stromalne kmeniové bunky
(MSC) dokazu ovplyvnit' rozne patologické stavy, vratane ochoreni nervoveého systému.
Mechanizmus akym tieto bunky prispievaju k neuroprotekcii vSak nie je jasny. Je zndme, Ze
MSC sprostredkivaji svoj U¢inok najmd vd’aka parakrinnej aktivite. Skimanie interakcie
sekretomu MSC s modelovymi bunkovymi liniami teda méze poskytnit’ dolezité informacie,
ktoré su nevyhnutné pre pouZitie kmenovych buniek a ich sekretomu v klinickej praxi. V tejto
Studii sme skimali G¢inok sekretomu z MSC izolovanych z 'udského Whartonovho résolu
(WJ-MSC) na viabilitu bunkovej linie humannych neuroblastomov SH-SY5Y. WJ-MSC boli
izolované z [l'udskej pupoc€nej Snury, charakterizované podla kritérii Medzindrodnej
spolo¢nosti pre bunkovu terapiu (ISSCR) a nésledne boli pouZzité na ziskanie sekretomu WJ-
MSC CM. Uginok sekretomu WJ-MSC na viabilitu a prolifera¢na aktivitu buniek SH-SY5Y
bol hodnoteny pomocou xCelligence RTCA analyzy. Sekretdm WJ-MSC vyznamne zvysil
viabilitu a proliferdciu SH-SY5Y, ¢o naznacuje, Ze s podrobnejSimi Stadiami a klinickym
skriningom by terapia sekretomom MSC mohla byt novou stratégiou lieCby ochoreni
nervoveho systému.

UuvoD

Mezenchymové stromalne kmenové bunky (MSC) st podskupinou heterogénnych
nehematopoetickych buniek, ktoré dokazeme ziskat z rdznych tkaniv. Hoci sa za zlaty
Standard zdroja MSC povazuje kostna dreni (BM), perinatalne tkaniva, napriklad pupocnikova
krv (UCB) alebo Whartonov rosol (WJ), sa povazuju za atraktivne zdroje MSC, pretoze ich
mozno ziskat’ menej invazivnymi metdédami bez poskodenia donorov (Kabatas a kol., 2018).
Podla ISSCR musia MSC spliiat’ minimalne kritéria, a to mat’ schopnost’ prilnat’ k plastovym
kultivaénym miskam, ako aj triliniovy diferencia¢ny potencial (osteogénny, adipogénny a
chondrogénny); a musia exprimovat" povrchové markery CD29, CD90, CD105 a CD73 a
nesmu exprimovat’ antigény bunkového povrchu CD45, CD34, CD14 alebo CD11b, CD79a
alebo CD19 a HLA-DR (Dominici a kol., 2006).

Najnovsie Studie s zamerané na bioaktivne molekuly produkované MSC, vSeobecne
oznacované ako sekretom (kondiciované médium, CM). Medzi tieto subory faktorov/molekul
produkovanych MSC moézeme zaradit' rozpustné proteiny (napr. cytokiny, chemokiny a
rastové faktory), lipidy a extracelularne vezikuly, ktoré st zndme svojou schopnost'ou
podporovat’ prezivanie buniek, ich proliferaciu a diferenciaciu, ale aj chranit’ bunky pred
oxidaénym stresom alebo dokonca regulovat’ zapalové procesy (Mendes-Pinheiro a kol.,
2019).

MATERIAL A METODIKA

Izolacia WJ-MSC

Vyskum prebichal v spolupraci s Nemocnicou AGEL Kogice-Saca, a.s.. Pacienti poskytli
informovany pisomny sthlas s pouzitim tkaniva na vyskumné ucéely (schvalené etickou
komisiou Nemocnice AGEL Kogice-Saca, a.s.). Humanne tkanivo pupo¢nika bolo ziskané za
sterilnych aseptickych podmienok po porode placenty donoseného plodu v tretom trimestri
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cisarskym rezom. Pupoc¢nik bol dvakrat premyty pufrovanym fosfatom (PBS, Sigma) s
obsahom antibiotika (Penicilin, Streptomycin, Sigma). Tkanivo bolo rozdelené na mensie
kuasky (5-10 mm?®) a po odstraneni ciev a izolacii Whartonovho rosolu sme explantaty vlozili
do kultiva¢nych Petriho misiek, kde sa kultivovali v podmienkach 5% CO, a 37°C v
kultivatnom médiu (DMEM F12, 10 % fetalne bovinné sérum, 2 % antibiotikd), kym bunky
nemigrovali z explantatov. Bunky boli stiahnuté po dosiahnuti 70 — 80 % konfluencie a
charakterizécia prebiehala v tretej pasazi.

Trojliniova diferenciécia

Pre dokazanie chondrogénnej, osteogénnej a adipogénnej diferenciacie sa WJ-MSC
kultivovali v. STEMPRO® (STEMPRO, Life Technologies) diferenciacnych médiach s
diferencia¢nymi suplementmi podl'a pokynov vyrobcu kitu. Testované bunky boli kultivované
Vv 24-jamkovych platnickach a boli nasadené v koncentracii 30 x 10 buniek na jamku. Média
boli menené kazdé dva-tri dni. Diferenciacia prebiehala po dobu 21 dni, nasledne sme bunky
fixovali v 4 % paraformaldehyde a ofarbili Alizarinovou Cervenou (Specifické farbivo pre
osteocyty), Alcidnovou modrou (chondrocyty) a Oil red O (adipocyty).

Povrchové CD markery

Cistota a homogenita MSC bola overena pouzitim fluorescenéne oznaéenych protilatok na
prietokovom cytometri, kde sme izolované bunky v tretej pasazi najskér po premyti
kultivovali s fluorescen¢ne zna€enymi protilatkami CD29 (PE), CD44 (PE) a CD90 (PE) voci
antigénom Specifickym pre MSC. Pritomnost” povrchovych markerov bola hodnotend
pomocou prietokového cytometra BD FACSCanto ™ (Becton Dickinson Biosciences),
analyza dat prebehla pomocou softvéru BD FACS DivaTM.

Priprava sekretomu

Bunky v tretej pasazi sme kultivovali do 90 % konfluencie v Standardnom kultivacnom
médiu, ktoré sme potom nahradili médiom bez séra zlozenym z DMEM F12 (Sigma) s 2 %
antibiotikami (Penicilin/Streptomycin). Bunky sme inkubovali pri 37 °C a 5 % CO2. Po 30
hodinach sa médium zozbieralo a oznacilo ako MSC-CM, ktoré sme nasledne centrifugovali
pri 2700 rpm a uskladnili pri -80 ° C az do pouzitia.

xCELLigence

xCELLigence (Roche) je mikrofluidny systém navrhnuty tak, aby umoznoval nepretrzité
monitorovanie bunkovej adherencie v in vitro systéme pomocou merania impedancie
v podobe tzv. bunkoveého indexu, ktory predstavuje bunkovi adhéziu v jamkach. Nase data
sme ziskali pouzitim softvéru XCELLigence verzie 1.2.1.. Po kalibracii pristroja sme SH-
SY5Y bunky nasadili vdenzite 2x10® buniek na jamku a E-stripy sme vlozili do
XCELLigence systému po dobu 130 hodin.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Nasa praca sa zamerala na $tidium vplyvu WJ-MSC sekretdmu na SH-SY5Y bunkach.
Nasim prvym krokom bolo izolovat WJ-MSC bunky z 'udského pupo¢ného povrazca, ktoré
sme nasledne charakterizovali pomocou kritérii ISSCR, ¢ize sme dokazali schopnost
adherencie, expresie vybranych povrchovych markerov (94,6 % pre CD29, 92,4 % pre CD44
a 60,0 % pre CD90, negativna kontrola 2,9 %) a schopnost’ trojliniovej diferenciacie in vitro.
Nésledne sme z nasich buniek ziskali sekretom, ktorym sme ovplyviiovali rast SH-SY5Y
buniek.
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Obr. 1. U¢inok WJ-MSC CM na viabilitu bunkovej linie SH-SY5Y

XCelligence RTCA analyza ukazala, ze sekretom z WJ-MSC buniek signifikantne zvySuje in
vitro viabilitu a proliferaciu SH-SY5Y (Obr. 1.). Tieto vysledky koreluja s mnohymi
proteomickymi analyzami dokazujucimi obsah trofickych faktorov a aktivnych biomolekul
(BDNF, GDNF, NGF, IGF-I) v sekretome MSC (Kupcova Skalnikova, 2013). Celkovo nase
vysledky naznacuju, zZe pouzitie sekretomu WJI-MSC mobze byt efektivnou lieCebnou
stratégiou na liecbu ochoreni nervového systému, pretoze sekretom je schopny modulovat
viabilitu a proliferaciu SH-SYSY, ktora je ¢asto vyuzivanym modelom rdznych napr.
neurodegenerativnych ochoreni. Efektivita sekretdmu MSC je popisana v mnozstve in vitro
ako aj in vivo stadii, ¢o potvrdzuje potencial sekretomu ako inovativnej formy lieCby
(Mendes-Pinheiro a kol., 2019; Wu a kol., 2020). Stadium a pochopenie zloZenia a funkcii
sekretomu MSC, ako aj jeho funkéného ucinku a efektivity v klinickej liecbe je rozhodujice
pre vyvoj acelularnej terapie na bdze MSC pre r6zne ochorenia.

Tento vyskum bol podporeny: APVV-19-0193, VEGA 1/0376/20, VEGA 1/0285/22.
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ABSTRAKT

Vo vybranych oblastiach Dolného Zemplina (okresy Michalovce, Sobrance a TrebiSov) sa
sledoval vyskyt endoparazitdz u domovych zvierat a ludi. Zaroven sa na pritomnost
vyvinovych $tadii parazitov vysetrila aj péda. V priebehu sledovaného obdobia (9/2021 —
6/2022) sa celkovo vySetrilo 649 vzoriek trusu psov, 426 vzoriek l'udskej stolice a 133
vzoriek pody. Parazitarna infekcia sa potvrdila v 47,15% vzoriek trusu psov. NajCastejSie sa
v truse detegovali vajicka Toxocara canis, Trichuris vulpis, Toxascaris leonina, Ascaris spp.
a vajicka z ¢el'ade Ancylostomatidae. Sanca nakazy psov spominanymi parazitmi bola vyssia
v meste nez na vidieku. Vynimku v8ak predstavovali vajicka Ascaris spp., u ktorych bola
pravdepodobnost’ ndkazy vysSia na vidieku, ¢o poukazuje na vyznamn( Ulohu domécich
zvierat v mechanickom prenose pre ne inak neSpecifickych parazitdrnych zarodkov. Tymto
skutoCnostiam odpovedala aj 12,71-krat vySSia pravdepodobnost’ kontaminacie pody
vaji¢kami helmintov v segregovanych osadach nez v mestach Dolneho Zemplina. Vaji¢ka
endoparazitov boli detegované v 10,56 % vySetrenych vzoriek stolice, pricom v nich
dominovali vajicka Ascaris lumbricoides a Trichuris trichiura. Pozitivne vzorky stolice 'udi
boli len z minoritnej populacie. Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, ze nakaza ¢revnymi
parazitmi je v lokalite Dolného Zemplina spojend s chudobou, nizkym hygienickymi
Standardmi a taktieZ obmedzenym pristupom k Cistej vode.

UuvoD

Vyskyt érevnych parazitarnych ochoreni na Slovensku nie je prili§ vysoky. Crevné parazity sa
U l'udi vyskytuji najmé tam, kde sa na obmedzenom priestore sustreduje vacSie mnozstvo
0s6b a kde je absencia zdrojov pitnej vody a kanalizacie (Papajova a kol., 2020). Podl'a Atlasu
Rémskych komunit 2019 (Ravasz, 2020) sa najviac takychto lokalit nachadza v KoSickom
kraji, v ktorom sa nachadza aj oblast Dolného Zemplina. Tato oblast’ je etnicky zmieSana
a marginalizované skupiny obyvatelov Zziji povéésine v chudobe v lUzkom kontakte so
zvieratami, s ¢im je spojeny niz$i hygienicky Standard a koexistencia s environmentalnym
odpadom. To celkovo ovplyviiuje ich zdravotny stav a taktiez zvysuje riziko nakazy crevnymi
parazitmi. Za urcitych podmienok to mdze predstavovat’ riziko aj pre celi spolo¢nost.
Cielom prace bolo preto zistit' aktudlnu epidemiologickti a epizootologickd situaciu na
Dolnom Zempline.

MATERIAL A METODY

Z vybranych urbannych a rurdlnych lokalit a z oblasti s prevahou marginalizovaného
obyvatel'stva na Dolnom Zempline bolo celkovo vySetrenych 649 vzoriek trusu psov. Vzorky
boli ziskané v spolupréci s veterindrnymi lekarmi a majitel'mi zvierat alebo boli zozbierané na
verejnych priestranstvach, z volnych ploch v blizkosti 'udskych obydli, preto nebolo vzdy
mozné zistit' epizootologické udaje. Vzorky trusu boli na pritomnost zarodkov parazitov
vySetrované Standardnou flotaénou metédou podla Juraska, Dubinského a kol. (1993) za
pouzitia Sheatherovho a Faustovho flotaéného roztoku. Vzorky stolice obyvatel'ov Dolného
Zemplina boli odoberané v spolupraci s detskymi lekarmi, socidlnymi pracovnikmi a
dobrovolnikmi. Odberové skimavky boli rozdanné respondentom spolu s informovanym
sthlasom. Vzorky stolice boli oznacené Specifickym ¢islom. Osloveni respondenti poskytli
taktiez aj daje o veku, pohlavi, mieste bydliska, prisluSnosti k menSine alebo k majoritnej
skupine obyvatel'stva. Na diagnostiku vyvinovych §tadii endoparazitov vo vzorkach humanne;j
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stolice bol pouzity komer¢ne vyrabany kit Paraprep L (Diamondal — Franclzsko). Vzorky
pddy boli odobrané v blizkosti 'udskych obydli, z pieskovisk a v blizkosti vencovisk. Vetky
vzorky boli vySetrené podl'a Kazacoska (1983). Vzorky trusu, stolice aj pody boli po odbere
skladované bez konzervacie pri 4 °C a vySetrené do 24 hodin Vv laboratoriu. Vysledky
parazitologickych vySetreni boli spracované pomocou tabul’kovych a Statistickych nastrojov
MS Excel.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Doteraz sa vyskytu ¢revnych parazitarnych ochoreni na Dolnom Zempline venovala len mala
pozornost’. Povodcovia tychto ochoreni cirkuluju pri vhodnych podmienkach prostredia a za
pritomnosti definitivnych hostitelov, ¢ medzihostitefov v prostredi, ¢im predstavujd
permanentné riziko nakazy pre cloveka. Celkovo sa na pritomnost vyvinovych Stadii
endoparazitov vySetrilo 426 vzoriek I'udskej stolice od minoritnej (142 vzoriek) a majoritnej
populacie (284 vzoriek) na danom tUzemi. Vajicka helmintov sa detegovali v 10,56%
vySetrenych vzoriek. Vo vzorkdch majoritnej populacie, ktord zije v Standardnych
hygienickych podmienkach, sme podobne ako Pipikovd akol. (2017) nezistili ziadne
vyvinové $tadia endoparazitov. Vel'mi nizku prevalenciu endoparazitov (0,59%) u majoritnej
populécie na vychodnom Slovensku zaznamenali Papajova a Soltys (2020). Odlisna situacia
bola u obyvatel'ov z minoritnej skupiny (Tab. 1). V tejto skupine boli v stolici zaznamenané
vajicka Ascaris lumbricoides (13,38%) a Trichuris trichiura (6,69%). Zla hygiena, zivotny
Styl, koexistencia so zvieratami bez adekvatnej veterinarnej kontroly a S environmentalnym
zneCistenim znaCne zvySila riziko nakazy parazitarnym ochorenim. Podobné vysledky
uvadzaju vo svojich pracach aj Pipikova a kol. (2017) a Papajova a kol. (2021).

Tab. 1. Vyskyt vivinovych Stddii endoparazitov vo vzorkdch stolice obyvatel’ov Dolného Zemplina

LCudia Podet vzoriek (n) Pozitivne vzorky (n) Pozitivita (%) 95% konfiden¢ny interval (CI)
Trichuris trichiura M{ijori_ta 142 0 0 0

Minorita 284 19 6,69 13,28
Ascaris lumbricoides Mfijori_ta 142 0 0 0

Minorita 284 38 13,38 8,75

V stcasnosti st psy (ale aj iné domdace zvieratd) vnimané ako c¢lenovia rodin a spolu
s Clovekom zdielaju jeho zivotné prostredie asu snim vuzkom kontakte. Toto
spolunazivanie teda moze predstavovat dolezity zdroj kontaminacie prostredia vyvinovymi
Stadiami endoparazitov. Z celkového mmnozstva 649 vzoriek trusu bolo na pritomnost
zarodkov endoparazitov pozitivnych 47,15%. V truse sa vyskytovali vaji¢ka Toxocara canis,
Trichuris  vulpis, Toxascaris leonina, Ascaris lumbricoides a vajicka z ¢elade
Ancylostomatidae (Tab. 2).

Tab. 2. Vyskyt vivinovych $tidii endoparazitov vo vzorkdch trusu psov na Dolnom Zempline

Psy Pocet vzoriek Pozitivne vzorky Pozitivita 95% konfidenény interval Pomer $anci Relativny risk
(n) (n) (%) (&) (OR) (RR)
Toxocara canis M_es_to 572 145 25,35 71,86 1,67 1,50
Vidiek | 77 13 16,88 18,64 0,56 0,66
Ascaris spp. Mesto 572 4 0,70 2,25 0,12 0,13
Vidiek | 77 4 519 573 7,78 742
Cel’. Mesto 572 76 13,28 35,40 2,79 2,55
Ancylostomatidae Vidiek | 77 4 5,19 5,73 0,35 0,39
Trichuris vulpis M_es_to 572 85 14,86 32,49 1,50 1,43
Vidiek | 77 8 10,40 9,40 0,66 0,69
Toxascaris leonina M_es_to 572 22 3,84 6,16 3,04 2,96
Vidiek | 77 1 1,30 1,43 0,32 0,33

Zaujimavym bolo zistenie, Ze u psov z miest Dolného Zemplina bol zisteny vyssi vyskyt
vajicok helmintov nez u psov z vidieka, ¢o mohlo byt sposobené aj tym, Ze len madlo
majitelov psov na vidieku si dalo vySetrit' svoje zvieratd. Naopak Papajova a Soltys (2020)
zistili vy$si vyskyt endoparazit6z u psov z rurdlnych, nez urbannych lokalit. NajvyraznejSie
rozdiely v§ak vo vyskyte endoparazitov u psov st podla Pipikovej a kol. (2017) medzi psami
z urbanneho prostredia a psami z rurdlnych oblasti s niz§im hygienickym Standardom.
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Vysledky statistickej analyzy poukazuju na to, Ze v mestskom prostredi je aj pomer Sanci
nakazy u psov z mesta vyssi, nez na vidieku. Naopak, pri Ascaris spp. bola pravdepodobnost’
nakazy u psov tymto parazitom z ruralneho prostredia 7,78-krat vyssia nez u psov z mesta. Je
to aj oCakavany vysledok, pretoZze v tejto skupine psov sa nachédzali aj zvierata z lokalit
S nizkym hygienickym Standardom.

Dolezitym faktorom, ktory ovplyviiuje pritomnost’ endoparazitov u l'udi a zvierat, je péda
kontaminovana zarodkami endoparazitov. Vysetrilo sa preto celkovo 133 vzoriek pody
z roznych oblasti Dolného Zemplina a pritomnost vyvinovych $tadii endoparazitov sa
potvrdila az v 57,89% vySetrenych vzoriek. Najviac zastupené boli v pozitivnych vzorkéach
vajicka Ascaris spp., Toxocara spp. a Trichuris spp. (Tab. 3). Najvyssi vyskyt vajiCok
endoparazitov (72,44 %) bol vo vzorkach pody z oblasti s nizkym hygienickym Standardom
(Tab. 3). Podobné vysledky uvadzaju aj Pipikova a kol. (2017), ako aj Papajova a Soltys
(2020). Aj spominani autori potvrdili vyskyt vaji¢ok Ascaris spp. iba v pédnych vzorkach
z lokalit s prevahou marginalizovanej skupiny obyvatel'stva. V porovnani s pbdou
Z mestského prostredia, bola pravdepodobnost’ kontaminacie pddy vajickami endoparazitov v
oblastiach s nizkym hygienickym S§tandardom az 12,71 — krat vysSia. Vyrazne na vyskyt
zarodkov endoparazitov v tychto oblastiach wvplyvaju viaceré faktory — chudoba,
nedostacujuca hygiena a dezinfekcia, nizka uroven zdravotného povedomia a zla veterinarna
starostlivost. V mestach prispieva k nizSiemu vyskytu zarodkov endoparazitov v pdde aj
obmedzeny a kontrolovany pohyb psov, ¢im sa vyrazne znizuje kontakt s prostredim
kontaminovanym divo zijucimi zvieratami, ako aj lepSia hygiena l'udi.

Tab. 3. Vyskyt vyvinovych stddii endoparazitov vo vzorkdch pédy z lokalit na Dolnom Zempline

Poda Podet vzoriek Pozitivne vzorky Pozitivita 95% konfidenény interval Pomer $anci Relativny risk
(n) (n) (%) (&) (OR) (RR)
Toxocara spp. Mesto | 35 6 2,87 6,35 0,03 0,06
Osada | 98 42 42,85 20,07 25,5 15
el Mesto | 35 3 8,57 19,05
Ancylostomatidae Osada | 98 0 0 0 0 0
X . Mesto | 35 2 571 12,70 5,88 5,6
Toxascarisleonina 17042 | o8 1 1,02 143 0,17 0,18
Trichuris spp. Mesto | 35 1 2,85 6,35 0,04 0,06
Osada | 98 42 42,85 24,50 25,5 15
Ascaris spp. Mesto | 35 0 0 0 0 0
Osada | 98 55 56,12 18,80

Z nasich vysledkov vyplyva, ze ¢revné endoparazity predstavuju vazny problém na Dolnom
Zempline najmd u l'udi z chudobnych a segregovanych komunit. Preto je dolezité zamerat’ sa
v danej lokalite aj na vplyv r6znych faktorov na vyskyt a Sirenie endoparazitéz, vyhodnotit’
oblasti s vysokym riskom nakazy a prevenciu ¢revnych parazitarnych infekcii v rizikovych
skupinach populacie.

Praca bola podporena grantovym projektom VEGA 2/0138/21 a APVV-18-0351.
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ABSTRAKT

V poslednych rokoch bolo na celom svete pozorované vyrazné zhorSenie zdravotného stavu
vCiel. Jednym z najzavaznejSich faktorov ovplyvitujucich zdravie vCelstiev na celom svete je
mor vcelieho plodu. Toto ni¢ivé ochorenie bez znameho vylieenia je sposobené Gram-
pozitivnou spory tvoriacou baktériou Paenibacillus larvae. V stc¢asnosti sa na identifikaciu a
typizéciu P. larvae pouzivaju metody zalozené na DNA. V naSej praci boli porovnavané dve
najaktualnejSie technologie zalozené na DNA (rep-PCR a 16S rRNA) s MALDI-TOF MS
fingerprintingom na vyhodnotenie variability P. larvae v strednej Europe. Zatial’ ¢o analyza
16S rRNA ukézala ve'mi obmedzené variacie medzi kmenmi, zistilo sa, ze MALDI-TOF MS
je tcéinnejSia pri diferenciacii P. larvae. Prekvapivo sa nepozorovala ziadna jasna korelacia
medzi odtlackami prstov rep-PCR celého gendému a typizaciou zaloZzenou na MALDI-TOF
MS. Nase udaje naznacuju, Ze profilovanie proteinov pomocou MALDI-TOF poskytuje
presnu a nakladovo efektivnu metddu rychlej identifikacie kmenov P. larvae a poskytuje novy
pohlad na diverzitu kmenov ako konvencné pristupy genotypizacie zalozené na DNA.

UvoD

Véely medonosné (Apis mellifera) zohravaji dolezita ulohu v celom ekosystéme.
V poslednych rokoch dochadza k ich poklesu na celom svete. Pri¢inou je mnoZstvo faktorov
vplyvajucich na v€ely, jednou z nich su choroby. NajzavaznejSou je mor véeliecho plodu.
Ochorenie je spdsobené Gram-pozitivnou baktériou — Paenibacillus larvae (Genersch, 2010).
Epidemiologickymi Stidiami sa zistilo, Ze epidémie moru vceliecho plodu si sposobené
klonovo pribuznymi baktériami, ktoré zdiel'aji biochemické a genetické vlastnosti. Aj napriek
tomu pozorujeme medzi nimi diverzitu na drovni druhu, ktora vedie k variaciam vo virulencii
P. larvae. Na prevenciu voc¢i ochoreniam je potrebné lepsie poznat’ mikrobialnu biodiverzitu
pod urovilou druhu (Ashiralieva, 2006). Pri subtypizacii P. larvae sa v§eobecne pouziva PCR
amplifikacia opakujucich sa elementov DNA. PCR s pouzitim ERIC primérov odhalila 5
genotypov P. larvae s réznou virulenciou (De Carolis, 2014; Genersch, 2006; Genersch,
2010). Fingerprintingové metddy zalozené na DNA na genotypizaciu P. larvae st ¢asovo
naro¢né a pracne. Pred niekolkymi rokmi spoOsobila revoliciu v identifikacii vzoriek pri
diagnostike v klinickej mikrobioldgii metdda s nazvom MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted
Laser Desorption/ lonization Time of Flight Mass Spectrometry), ktora je rychla, nizko-
nakladova a ucinna pri identifikacii mikroorganizmov priamo z kolénii (De Carolis, 2014).
MALDI-TOF MS umoziluje aj typizaciu baktérii, ktorl je mozné vyuzit pri
epizootologickych stadiach a pri kontrole pred vypuknutim ochorenia. Na identifikaciu
konkrétnych genotypov a subtypov slazia ako markery pri MALDI-TOF MS analyze typovo
Specifické proteinové maxima v hmotnostnom spektre (Cabrolier, 2015). Ciel'om tejto prace
bolo porovnat MALDI-TOF MS amolekulové fingerprintingové metody na rozlisenie
genotypov P. larvae.
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MATERIAL A METODIKA

V praci boli pouzit¢é 4 kmene P. larvae (CCM 38, CCM 4484, CCM 4488, CCM 5680)
z Ceskej zbierky mikroorganizmov v Brne, boli izolované v Ceskej republike. 5 kmefiov P.
larvae bolo izolovanych z infikovanych tl'ov na vychodnom Slovensku, 2 z nich (D3 a D4)
pochadzaju z Velkej Lodiny a 3 z nich (5S, 10S a M1) z Kosic. Pomocou $paradla boli mitve
larvy vybraté z plastov a homogenizované v 1 ml 0,9% NaCl. Alikvoty homogenizatu boli
inokulované na MYPGP agar (Mueller Hinton Broth, Yeast extract, KoHPO4, Glucose,
Sodium pyruvate; Las, CZ) a kultivované pri 37°C po dobu 48 hodin. Na izolaciu DNA boli
kmene P. larvae kultivované 48 hodin v tekutom MYPGP médiu pri 37°C. Primarne boli nase
kmene identifikované pomocou MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization Time Of Flight). Genémova DNA bola izolovand pomocou Gen Elute Bacterial
Genomic DNA kit (SIGMA Aldrich, USA). PCR amplifikacie boli uskutocnené pomocou
C1000TM Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA). Za uc¢elom genetického
fingerprintingu bola uskuto¢nend ERIC-PCR analyza, pri ktorej boli pouzité priméry ERICIR
a ERIC2. Na posudenie fylogenetickej pribuznosti bol 16S rRNA gén amplifikovany
S pouzitim univerzalnych primérov fD1 a rP2. DNA fragmenty boli sekvenované dideoxy
sekvena¢nou metddou v laboratoriach Eurofins Genomics (Eurofins Genomics Europe Shared
Services GmbH, Konstanz, Germany). Ziskané sekvencie 16S rRNA boli porovnavané
s databazou GenBank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Program MEGA 7 bol
pouzity na porovnavanie viacerych sekvencii. Na porovnanie pribuznosti ERIC genotypov
boli z GenBank databazy stiahnuté celé gendomové sekvencie genotypov ERIC I-IV.
Priemerna nukleotidova identita bola vypocitana s pouzitim nastroja ANI/AAI-Matrix (volne
dostupny na http://enve-omics.ce.gatech.edu/ani/).

VYSLEDKY A DISKUSIA

P. larvae, ako povodca ochorenia moru vceliecho plodu, sa povazuje za jednu z najvacésich
hrozieb pre populaciu v¢iel. Pri prevencii a kontrole infekcie je subtypizacia P. larvae
podstatnym a dolezitym epidemiologickym nastrojom, nakol’ko izolaty sposobujuce epidémie
nie st nevyhnutne geneticky identické. Na genotypizaciu P. larvae sa pouzivaju r6zne metody
zalozené na DNA ako je aj ERIC-PCR, ktora sa povazuje za najvhodnejsiu (Genersch, 2006;
Beims, 2020). NaSe vysledky ukazali, ze vd¢Sina P. larvae z naSej zbierky patri medzi
genotypy | all na zéklade vzniknutych fragmentovych vzorov. U izolatu 10S, ktory bol
klasifikovany ako genotyp Il, chybal fragment o velkosti 2800 bp a mal namiesto toho
pritomny fragment o vel’kosti priblizne 4200 bp. Aby sme mohli povedat, Ze sa jedna o novy
doposial’ nepopisany genotyp je potrebné uskuto¢nit’ d’alSie Studie. Izolat CCM38, ktory
predstavuje referenény kmen pre genotyp ERIC IV, sa lisil vo fragmentovom vzore od
ostatnych naSich izolatov. Alternativnym sposobom na identifikaciu a subtypizaciu
mikroorganizmov, oproti Standardnym a pouzivanym metoédam zalozenym na DNA, su
techniky zalozené na unikatnych proteinovych znakoch. Medzi tieto techniky patri aj
MALDI-TOF MS, ktor4 je rychla a jednoducha v porovnani s metddami zalozenymi na DNA
(Culebras, 2018). Doposial’ bola MALDI-TOF MS pouzita na analyzu poddruhov P. larvae
len v studii Schéfer a kol. (2014). Vsetky nase izolaty P. larvae boli na zadklade MALDI-TOF
MS identifikované ako P. larvae s hodnotou skére medzi (>1,7 a <2). Sekven¢na analyza
potvrdila identifikaciu pomocou MALDI-TOF MS, t.j. vSetky nase izolaty boli identifikované
ako P. larvae s podobnost'ou vysSou ako 99,4% v porovnani so sekvenciami 16S rRNA P.
larvae v GenBank databaze. Komparativna sekvencnad analyza naznacuje, Ze variabilita P.
larvae pozorovana pri ERIC-PCR gendmovom fingerprintingu nie je sprevadzana diverzitou
na urovni 16S rRNA a vo vSeobecnosti su vsetky kmene P. larvae velmi podobné na
gendémovej Udrovni (priemerna nukleotidova identita medzi gendémovymi sekvenciami
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reprezentujucimi ERIC genotypy I-IV bola extrémne vysokd — 99,6%). Vytvorili sme
dendrogram zaloZeny na MALDI-TOF hmotnostnych spektrach MSP, ktory sme porovnali
s vysledkami ERIC-PCR. MSP dendrogram rozdelil nase izolaty na trovni vzdialenosti 400
aviac do 4 biotypov. Nepozorovali sme vSak ziadnu korelaciu medzi ERIC genotypmi
a MALDI biotypmi. lzolat CCM38 patriaci do genotypu ERIC IV wvytvoril samostatni
skupinu s extrémne vysokou vzdialenostou od ERIC IV referen¢ného kmena P. larvae DSM
3615. Zvysné nase izolaty patriace na zaklade ERIC-PCR medzi ERIC | a ERIC Il genotypy
boli rozdelené do dvoch pribuznych MALDI biotypov s uroviiou vzdialenosti mierne nad 400.
Tento vysledok vSak nekoreluje s vyskumom uskutoénenym Schéifer a kol., ktory vo svojej
praci uvadza, ze ERIC TaERIC II genotypy mdézu byt identifikované na zaklade
hmotnostnych spektier. V nasich experimentoch sme boli schopny prostrednictvom MALDI-
TOF MS techniky odlisit’ genotyp ERIC IV od ERIC I a ERIC Il genotypov, ale nie genotyp
ERIC 1 od ERIC II, ¢o mohlo byt spdsobené pouzitim rozliénych nastrojov pri analyze
MALDI-TOF (Bruker Ultraflextrem alebo v naSom pripade pouzity Microflex mass
spectrometer) alebo odliSnou kvalitou biologického materidlu. Nase vysledky naznacujt, Ze
MALDI-TOF MS dokaze odhalit’ va¢$iu biodiverzitu medzi izolatmi P. larvae v porovnani s
metodami zalozenymi na DNA (ERIC-PCR a 16S rRNA analyza) a teda méze byt vhodnejsia
pri epizootologickych stidiach.

Téato praca vznikla s podporou projektu VEGA 2/0100/19.
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PODNE ROZTOCE AKO MEDZIHOSTITELIA PASOMNIC A FAUNISTICKE
POZNATKY O VYBRANYCH SKUPINACH PODNEJ FAUNY ALPINSKEHO
STUPNA TATIER

Jaszayova A.12, Chovancova G.3, Hurnikova Z.!
YParazitologicky tistav SAV, v. v. i., KoSice
2Univerzita veterinarskeho lekarstva a farméacie v Kosiciach
3Sprava TANAP-u so sidlom v Tatranskej Lomnici

ABSTRAKT

V' ramci prebiehajuceho vyskumu gastrointestinalnych parazitov tatranskych endemitov
kamzika vrchovského tatranského (Rupicapra rupicapra tatrica) asvista vrchovského
tatranskeno (Marmota marmota latirostris) boli u tychto druhov Zivocichov potvrdené
pasomnice ¢elade Anoplocephalidae. MedzihostiteI'mi v Zivotnom cykle pasomnic si pddne
roztoce radu Oribatida. Cielom S$tadie bolo molekuldrnymi metdédami identifikovat
zastipenie infikovanych roztoCov v prirodnych podmienkach a wurcit skladbu fauny
panciernikov alpinskeho stupnia na 4 lokalitach: v Lomnickom sedle, Tomanovej, Velickej
a Waksmundzkej doline a chrobakov alpinskeho stupfia aj na lokalite Furkotska dolina v
Tatranskom narodnom parku. Molekuldrnymi metédami sme potvrdili, ze 0,07%
panciernikov radu Oribatida bolo infikovanych larvalnymi S$tadiami anoplocefalidnych
pasomnic. Na zaklade morfologickej identifikacie sme infekéné Stadium potvrdili u 5 druhov
panciernikov Ceratozetes gracilis, Edwartzetes edwartsi, Trichoribates novus, Tectocepheus
velatus sarakensis a Scheloribates laevigatus. Identifikovali sme 22554 jedincov
panciernikov v 101 druhoch a 33 celadiach. Potvrdili sme alpské a karpatské endemity
Oribatella dudichi (1,7%) a Metrioppia helvetica (0,1%). Najviac zastipenym druhom bol
xerotolerantny druh Tectocepheus velatus velatus (11,9%). Na 5 lokalitach sme zaznamenali
332 chrobakov v 55 druhoch a7 ¢eladiach. Najviac zastapenou bola ¢elad” Staphylinidae
(80%). V nasich vzorkach sme zaznamenali dva eudominantné druhy Anotylus hamatus
(19,3%) a Alpinia lohseiana (18,4%), dva dominantné druhy a 8 subdominantnych druhov.
Potvrdili sme novy vzacny druh pre faunu Slovenska, Ptiliolum sahlbergi (Ptiliidae).

uUvoD

Tatry st najvy$$im horskym masivom v strednej Eurépe medzi Alpami a Kaukazom a vd’aka
svojmu pravému vysokohorskému razu predstavuju pre vedu a vyskum velmi hodnotna
a zaujimava oblast. Na pomerne malom uzemi sa stretavame s vysokou diferenciaciou
a diverzitou stanovisk a biotickych podmienok. V horskej oblasti sa zachovali vekovo
diferencované refugid a izolované populacie rastlin a zivoéichov. Tatry st hodnotnym
centrom endemizmu v strednej Eurépe (Chovancova a Cichocki, 2010). Okrem typickych
vysokohorskych druhov zivocichov ako kamzik vrchovsky tatransky a svist vrchovsky
tatransky sa na Gzemi zachovali nie len glacialne relikty, ale aj endemické druhy Zivoéichov.
NajvyznamnejSia, hoci druhovo najchudobnejSia, je fauna bezstavovcov alpinskeho stupia.
Nachadzaju sa tu druhy arkto-alpinske, alpinske a boreo-montanne. Ked’ze niektoré druhy
podnych roztocov radu Oribatida pdsobia ako medzihostitelia v zivotnom cykle pasomnic
z ¢el'adi Anoplocephalidae a Mesocestoididae, zamerali sme sa v nasom vyskume na zistenie
zastupenia jedincov infikovanych larvalnymi S$tadiami tychto péasomnic v prirodnych
podmienkach a na faunisticku identifikciu podnych roztocov a chrobakov alpinskeho stupia
Tatier.

MATERIAL A METODIKA

Pbdne vzorky sme odoberali ndhodne z miest, kde sme nasli kamzi¢i a svisti trus. Vyskum
sme realizovali na Styroch lokalitach: Lomnické sedlo, Tomanova, Velicka a Waksmundzka
dolina. Chrobaky sme zbierali aj z Furkotskej doliny. Material sme odoberali po¢as rokov
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2018-2021. Odobrané vzorky pddy (350 g) sa presusali v Berleseho-Tullgrenovom aparate po
dobu 4 dni. Z prepadnutej fauny sme vyseparovali pancierniky a na ich determindciu sme
pouzili kIai¢e podla Kunsta (1971) a Weigmanna (2006). Na molekularne analyzy sme
optimalizovali protokol pre nedestruktivnu izolaciu gDNA podla Katza (2018). Zozbierané
chrobaky sme determinovali podl'a urcovacich klicov (Assing a Schilke, 2012; Benick
a Lohse, 1974; Besuchet, 1974; Besuchet a Franz, 1971). Pre spolo¢enstvo chrobakov bola
stanovend dominancia druhov na jednotlivych lokalitach.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Celkovo sme na 4 lokalitach identifikovali 22 554 panciernikov, v 101 druhoch a v 33
celadiach. Najviac zastipenymi celad’ami boli Tectocepheidae (20,9%), Scheloribatidae
(11,6%) a Oppiidae (9,5%). V ramci alpinskeho stupiia sme zaznamenali velku rodovu
rozmanitost. Potvrdili sme 35 druhov spolo¢nych pre vSetky lokality, s najvic¢Sou druhovou
rozmanitostou v lokalite Velicka dolina (30 druhov). Najviac jedincov panciernikov sme
zaznamenali v Lomnickom sedle (31%). Najviac zastupenym druhom bol xerotolerantny druh
Tectocepheus velatus velatus (11,9%). Niektoré druhy, potvrdené naSim vyskumom, su
svojim vyskytom limitované iba na stredoeurdpske pohoria (Metrioppia helvetica, Conoppia
palmicincta, Mycobates carli a Oromurcia sudetica). Potvrdili sme aj vyskyt alpskych
a karpatskych endemitov Oribatella dudichi (1,7%) a Metrioppia helvetica (0,1%).
Molekularnymi  metédami sme spracovali 630 zmieSanych vzoriek panciernikov,
zozbieranych pocas sezon 2020 a 2021. Vo vySetrenych vzorkach bola potvrdena pozitivita
nakazenia cysticerkoidmi 0,07%. V naSich zberoch sme zaznamenali druhy, ktoré su
v literatUre uvadzané ako medzihostitelia pasomnic a to Scheloribates laevigatus, S. latipes,
Ceratozetes gracilis, Oppiella nova, Liebstadia similis, Achipteria coleoptrata, my sme vsak
infekciu u tychto druhov panciernikov nezistili. Infek¢né stadium sme pocas morfologickej
identifikacie potvrdili u druhov Ceratozetes gracilis, Edwartzetes edwartsi, Trichoribates
novus, Tectocepheus velatus sarakensis a Scheloribates laevigatus, pricom T. v. sarakensis
sme ako medzihostitel'’ky druh potvrdili prvykrat.

Na 5 lokalitich sme zozbierali 332 chrobakov v 55 druhoch a7 c¢eladiach. Najviac
zastupenou bola celad’ Staphylinidae (80%). Zaznamenali sme dva eudominantné druhy
Anotylus hamatus (19,3%) a Alpinia lohseiana (18,4%), dva dominantné druhy a8
subdominantnych druhov. Zistili sme vyskyt koprofagneho druhu Platystethus laevis, ktory
sme nasli na odberovom mieste spod trusu kamzika v Tomanovej doline. Z literatiry je tento
druh zndmy z vapencovych lokalit a Manti¢ a Benedikt (2011) ho uvadzaju prave z oblasti
S pritomnostou kamzic¢ieho trusu. Druh sa vyskytuje v suchSich hniezdach Zivoc¢ichov ale aj
svistich nordch (Horion 1963). Na§ vyskum potvrdil pre faunu Slovenska novy, vzacny druh
Ptiliolum sahlbergi (Ptiliidae). Celad’ Ptiliidae vo vSeobecnosti obyva vietky typy
rozkladajucej sa organickej hmoty, napr. podstielku, kompost, zdochliny alebo hniezda
vtakov, cicavcov, mravcov. Su to velmi malé jedince s velkostou tela 0,4-1,3 mm
(Komosinski a Marczak 2016). Identifikované spolocenstvd chrobdkov na jednotlivych
Studovanych lokalitach vykazovali zna¢né druhové rozdiely v zAvislosti od abiotickych a
biotickych faktorov charakterizujucich jednotlivé lokality. Napriek doterajSim poznatkom
0 druhovom zlozeni fauny chrobakov Tatier neexistuju Udaje o rozsireni endemickych,
boreoalpinskych a boreomontannych druhov, podobne si nedostato¢ne preskiimané niektoré
biotopy napr. podmacané alpinske luc¢ne biotopy. Budlci vyskum fauny tychto biotopov
nepochybne prinesie d’al$ie nalezy novych druhov bezstavovcov.

Préca bola financovana projektom VEGA/1/0043/19.
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VPLYV SFINGOIDNEJ BAZY 2-EPI-JASPINU NA ADENOKARCINOM KRCKA
MATERNICE IN VITRO
Keéel’élgové A., Nosalova N., Bago Pilétovév M., Kello M.
Ustav farmakologie, Lekarska fakulta, UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Nadorové ochorenia zostavaju aj nad’alej jednou z najvacSich hrozieb pre I'udské zdravie.
V priebehu poslednych desatro¢i bola pozornost’ vyskumu smerovana na prirodne produkty.
Morské prostredie sa len nedavno stalo cielom zaujmu ako bohaty zdroj Strukturdlne
jedine¢nych aktivnych metabolitov. V naSej praci sa venujeme zlacenine 2-epi-jaspinu (M1),
ktora je Strukturalnym derivatom jaspinu B pochadzajuaceho z morskej hubky Jaspis sp. M1
vykazuje antiproliferativnu aktivitu v koncentracii 1Cso = 6,5 umol/L na bunkovej linii HeLa,
ktora bola potvrdena cytometrickou analyzou Cell Trace ™ Yellow. Z cytomorfologického
hl'adiska sme pozorovali znizena proliferaciu a adherenciu buniek s morfologickymi zmenami
so signifikantnym néarastom buniek v skorej a neskorej apoptdze po inkub&cii s danou
zluceninou. Detekcia zvySenej aktivity kaspazy 3, 7 a 8 naznacuje, Ze bunky prechadzaju
exekucnou fazou apoptdzy, ktord mohla byt aktivovand vonkajSou signdlnou drahou.

UvoD

Adenokarcindbm kréka maternice je druhym najcastej$im malignym ochorenim u zien
s vysokou mortalitou (Sung akol., 2021). Aj napriek dostupnej terapii, vratane resekcie
nadoru ¢i radioterapie, boli pozorované slabé vysledky chemoterapeutickej lie€by (Marth
a kol., 2017). Zlyhanie terapie a nasledna recidiva st hlavnymi faktormi, ktoré prispievaju
k zvySenej mortalite, preto sa vyskum zameriava na vyvoj novych terapeutickych moznosti
(Florean akol., 2020). Zna¢ny pocet metabolitov pochadzajicich z morskych zdrojov
vykazuje protinddorovy efekt prostrednictvom inhibicie rastu l'udskych nadorovych buniek
vin vitro, in vivo (mySacich) modeloch a klinickych $tadiach (Newman a kol., 2014).
Stucastou mechanizmu antiproliferativneho posobenia je podpora tvorby volnych radikalov,
zvySeného stresu endoplazmatického retikula, indukcia apoptdzy a modulacia signalnych drah
zapojenych do prezivania nadorovych buniek (Alves a kol., 2021). 2-epi-jaspin (M1) je
izomér aktivneho prirodného produktu jaspinu B izolovaného z morskej hubky Jaspis sp.,
ktory mozno Strukturdlne povazovat’ za derivat anhydrofytosfingozinu. Fytosfingozin
V l'udskych nadorovych bunkédch vyvoldva apoptéozu od kaspaz zéavislym aj nezavislym
spésobom (Park a kol., 2003). M1 sa javi ako potencidlne antiproliferativna molekula a jej
mechanizmus uc¢inku je predmetom nasho vyskumu.

MATERIAL A METODIKA
Testovana zlucenina: (2R,3S,4S)-4-amino-2-tetradecyltetrahydrofuran-3-ol hydrochloride
(M1, Obr. 1)

CHHzN,  OH
Obr. 1. 2-epi-jaspine
Bunkova linia: HeLa (adenokarcinom kréka maternice). Metddy analyzy antiproliferativnej
aktivity in vitro: Cell Trace ™ proliferation kit, detekcia apopt6ézy prostrednictvom AO/PI
farbenia. Metody Stidia mechanizmu U¢inku antiproliferativneho pdsobenia: prietokova
cytometria (detekcia externalizacie fosfatidylserinu, detekcia aktivity kaspazy 3 a 7). Western
blot analyza: kvalitativna a kvantitativna detekcia proteinov (kaspaza 3, kaspaza 8)

VYSLEDKY A DISKUSIA
Analyza proliferativnej aktivity pomocou Cell Trace ™ proliferation kit
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Cell Trace Yellow je vysoko priepustné farbivo Stiepené intracelularnymi esterdzami za
vzniku fluorescenénych zlicenin. Tie sa viazu na aminy v bunke a poskytujd stabilny signal
o proliferécii buniek. Vysledky na Obr.2B ukazali, ze M1 (IC50 = 6,5 umol/L) inhibuje
proliferaciu HeLa buniek v porovnani s nelie¢enou kontrolnou skupinou po 72hod.
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Obr. 2. Prietokovéa cytometricka analaza proliferacie HeLa buniek farbivom Cell Trace ™ Yellow.

A: neliecené skupiny HeLa buniek; B: HeLa bunky lie¢ené M1 (IC50 =6,5 pmol/L)

Analyza antiproliferativnej aktivity pomocou dvojitého AO/PI farbenia

Akridinova oranz (AO) a propidiumjodid (PI) su farbiva viaZziice sa na nukleové kyseliny.
Zatial’ ¢o, AO je permeabilna a vytvara zelent fluorescenciu, Pl prechadza len cez membréanu
S narusenou integritou a poskytuje ¢erveny fluorescenény signal. Na zaklade toho je mozné
bunky rozdelit’ na zivé, apoptotické a mrtve bunky. Po lieCeni HeLa buniek so zla¢eninou M1
sme pozorovali redukciu buniek a inhibiciu proliferacie uz po 24h. Po dlhsej inkubécii
(48h,72h) bol viditeI'ny aj vyrazny narast poc¢tu apoptotickych a mitvych buniek v dosledku
iniciacie a progresie apoptozy vplyvom pdsobenia testovanej zlaceniny (Obr.3).

24h 48h 72h
- - - -
N . - -
SA NA ~B

Obr. 3. Mikroskopickéa detekcia apopt6zy prostrednictvom AO/PI farbenia.

Zelenad= Zivé bunky, ZJlta= skord apoptoza, oranZovd = neskord apoptoza, cervend = mrtve bunky

Detekcia apoptdzy prostrednictvom externalizacie fosfatidylserinu

Fosfatidylserin (PS) je lokalizovany na vnutornej strane plazmatickej membrany. V pripade,
ak bunky prechadzaju apopt6zou PS je externalizovany a dostupny na detekciu konjugatom
Annexin V, zatial’ ¢o PI prechadza porusenou membranou buniek. Annexin V a Pl sa preto
pouzivaju ako markery programovej smrti. HelLa bunky vystavené pdsobeniu testovanej
zlu¢eniny M1 vykazovali signifikantny narast skorej (An+Pl-) a neskorej fazy (An+PI-)
apoptdzy po 48h. Zaroven bol pozorovany vyrazny pokles zivych buniek (An—Pl-) uz po 24h
inkubécii (Obr. 4).
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Obr. 4:Analyza vyskytu apoptézy buniek ovplyvnenych litkou MI1. A: Tabulka prezentujuca ddta analy; 3
nezavislych experimentov so smerodajnymi odchylkami. Statisticka vyznamnost’: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <
0,001.

B: Reprezentativny bodovy graf po 72 hod inkub&cii HeLa +M1 analyzovany pomocou Annexin V; An-Pl-=fivé
bunky, .An+PIl-=skora apopt6za, An+Pl+=neskora apoptoza, An-PI+=mjstve bunky

Detekcia aktivacie kaspaz pomocou prietokovej cytometrie a western blot analyzy

Apoptéza je charakterizovand aktivaciou kaspaz prostrednictvom vonkajSich alebo
vnatornych signaliza¢nych drah. Vnatorné a vonkaj$ie drahy sa zbiehaju a podporuju
Stiepenie exekucnych kaspaz 3 a 7, ktorych zvySena aktivita je zodpovednd za morfologické
zmeny buniek pocas apoptézy. Pomocou prictokovej cytometrie sme testovali aktivitu
exekucnych kaspaz 3 a 7. Uz po 24 hod sme pozorovali signifikantny narast apoptotickych
buniek s so zvySenou aktivitou kaspaz, zatial ¢o po 72 hod boli pritomné prevazne mitve
bunky bez aktivity (Obr.5). Aktivitu kaspazy 3 sme potvrdili aj western blot analyzou, ktora
vykazovala signifikantny narast jej aktivnej formy uz po 24hod (Obr.6A). Takisto sme
zaznamenali aj signifikantny narast aktivnej formy kaspéazy 8 (Obr.6B), z ¢oho vyplyva, ze
apoptoza by mohla byt aktivovana aj vonkajSou cestou.

ctrl_72h M1_72h

Collfvent ™ Caspase 37 Groe Comtvert ™ Caspas

Obr. 5: Reprezentativny bodovy graf analyzy aktivity exekucnych kaspdz 3 a 7; ZB= fivé bunky, AB+A=apoptotické
bunky s aktivitou, MB+A=mitvé bunky s aktivitou, MB= mrtvé bunky
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Obr. 6: Western blot analyza Stiepnych foriem kaspaz. A: Graf znazorfiujuci narast Stiepnej kaspazy 3 po inkubacii s
M1. B: Graf znazoriiujuci stapanie aktivnej formy kaspazy 8. C: Doplitujuci reprezentativny obrazok western blot
analyzy porovnavajlci vyskyt kaspaz v HeLa bunkach lieGenych M1 oproti Standardu Beta-actin.
Tato studia vznikla vd'aka podpore grantovej agentiire Ministerstva Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu Slovenskej
republiky a Slovenskej akadémie vied (VEGA 1/0653/19, 1/0513/21).
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ELEKTRICKA STIMULACIA AKO MOZNOST REGENERACNEJ TERAPIE
PRI TRAUMATICKOM POSKODENI MIECHY
Kokavcova M., Bacova M., Galik J.

Neurobiologicky ustav Biomedicinskeho centra SAV, Kosice

ABSTRAKT

Trauma miechy je zdvazné neurologické ochorenie, predstavujice d’alekosiahly problém, a
vylepSenie stavu pacientov patri medzi priority mnohych vedeckych timov po celom svete. Aj
napriek intenzivnemu usiliu, stale neexistuje klinicky schvéalena a u¢inna forma terapie na
regeneraciu a funkénli obnovu miechy po jej poskodeni. Nasim cielom je skimanie moznosti
regeneracnej terapie zaloZenej na kombinacii metod elektrickej stimuldcie a podpornej
farmakologickej liecby. V experimente sme pozorovali behaviordlne a proteinove zmeny u
potkanov po kompresii miechy (15 minat/sila 40g), po ktorej sme zvieratim podkozne
implantovali elektricky stimuldtor (50 pA). Analyzovali sme 4 skupiny zvierat: zvierata po
kompresii miechy Th9 s funkénym elektrickym stimulatorom (OFS+SCI), zvieratd so SCI a
nefunkénym elektrickym stimulatorom (nOFS+SCI), a dve skupiny SCI zvierat, ktorym bol 7
dni po kompresii sucasne s -elektrickou stimuldciou podavané protizapalové liecivo
atorvastatin (OFS+SCI+ATR, nOFS+SCI+ATR). Behavioralne testy potvrdili progresivne
zlepSenie motorickych a senzorickych funkcii u zvierat, ktoré mali implantovany funkény OF
stimulator. Proteinové analyzy ukézali, ze podavanie atorvastatinu v kombinacii s OF
stimuldciou malo synergicky Uc¢inok na proteiny pre neurofilamenty. Hladina proteinov pre
novoprerastajice vlakna (Gap-43) nepotvrdila synergicky t¢inok OF stimulacie s ATR.

uvoD

Poranenie miechy (spinal cord injury, SCI) je definované ako poSkodenie, ktorého désledkom
moze byt’ Ciasto¢na az tiplna strata senzorickych a motorickych funkcii (Ahuja a kol., 2017).
Traumatické SCI je charakterizované dvoma na seba nadvazujacimi fazami. Priméarne
kompresia alebo transekcia nervoveho tkaniva). Patofyziologické zmeny objavujlice sa po
primarnom mechanickom poskodeni mézu pretrvavat’ tyzdne az mesiace a oznacuji sa ako
sekundarne poSkodenie. Medzi sekundarne mechanizmy radime napriklad edém, oxidativny
stres, ischémiu, zapalova reakciu a produkciu volnych radikalov (Anwar a kol., 2016;
Rowland a kol., 2008).

V stcasnosti sa vedecka komunita zaoberd vyvojmi roznych lieCebnych postupov, ktoré by
zlepsili funkény stav pacientov po tomto zavaznom poraneni. Prikladom je podavanie
atorvastatinu, ktory svojimi pleiotropnymi G¢inkami posobi preventivne voc¢i osteolyze, ma
protizapalové a imunomodula¢né ucinky a podporuje vaskulogenézu (Pannu a kol., 2005).
Hlavnym limitujicim faktorom funkénej regeneracie je neschopnost’ poskodenych axénov
znovu obnovit' svoje prepojenie s cielovymi vlaknami na opacnej strane miesta lézie. Ak
nenastane opitovnd inervacia, axondlne spojenie sa prerusi natrvalo a ddjde k intenzivnej
degeneracii buniek a okolitého tkaniva. SI'ubnym prikladom terapie zameranej na podporu
prerastania nervovych vlaken je elektricka stimulacia, ktorej cielom je obnova prenosu
nervového signalu. Na regeneraciu ascendentnych a descendentnych nervovych drédh sa
vyuziva technika stimulacie oscilujucim elektrickym polom (OF stimulécia), ktorej cielom je
podpora prerastania axonov cez miesto lézie v mieche oboma smermi. Zmena polarity
elektrického pol'a nastdva kazdych 15 minut tak, aby doSlo k prerastaniu senzorickych aj
motorickych axdnov (Borgens a kol., 1999; McGinnis a Murphy, 1992; McCaing, 1987).
Jednym zo zakladnych kritérii uc¢innosti lieby SCI je obnovenie motorickych a senzorickych
funkcii, preto behaviordlne testovanie patri medzi jedny zo zakladnych prvkov
experimentalnych studii (Fouad a kol., 2020). Medzi najvyuzivanejsie testy patri hodnotenie
motorickych funkcii zadnych koncatin pomocou BBB (Basso, Beattie and Bresnahan)
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neurologického skére (Basso a kol., 1995) alebo test horucej platne na urcenie vnimania
bolesti (Sedy a kol., 2008).

MATERIAL A METODY

Experimenty sme vykondvali na trojmesa¢nych laboratornych potkanoch kmenia Wistar.
Pocas experimentu bola potkanom vykonana laminektomia, a po odhaleni 9. hrudnikového
stavca (Th9) bola navodena kompresia miechy pomocou 40g zdvazia po dobu 15 mintt. Po
navodeni traumy bol zvieratdm implantovany elektricky stimulator (50 pA) pre aplikaciu
elektrickej stimulacie cez miesto lézie. Stimulator bol kvdli ochrane elektrickych obvodov
pred implantaciou zaliaty do biokompatibilného silikonového materidlu (Duosil Express,
SHERA). Polarita stimulatora sa menila kazdych 15 mintt, po dobu 6 tyzdiov. K stimulatoru
boli pripojené dve inertné elektrody (Pt/Ir), ktoré boli implantované do epidurdlneho
priestoru, a to dva segmenty kranialne a kaudalne od miesta lézie (Th9). Stimulator bol
umiestneny pod kozu zvierata a zafixovany pomocou tkanivového lepidla histoacryl
(B.Braun). V priebehu siedmych dni po kompresii bol zvieratam sucasne s OF stimulaciou
podavany atorvastatin (ATR), ktory znizuje zépalovi odpoved. VSetkym zvieratdm v
experimente bola vykonand kompresia miechy a boli rozdelené do 4 skupin: zvieratd s
funkénym stimulatorom (OFS+SCI, n=5), zvieratd s nefunkénym stimuldtorom (nOFS+SCI,
n=5), zvierata s funkénym stimulatorom, ktorym bol podavany atorvastatin (OFS+SCI+ATR,
n=5), zvierata s nefunkénym stimuldtorom, ktorym bol podavany atorvastatin
(NOFS+SCI+ATR, n=5). Pocas 6 tyzdnovej doby prezivania bol zdravotny stav zvierat
monitorovany prostrednictvom vybranych behavioralnych testov, ktorymi sme sa zameriavali
na motorické (BBB neurologické skore) a senzorické funkcie (test horucej platne). Na konci
prezivania boli zvieratd humanne usmrtené dekapitaciou. Odobraté tkanivo bolo
homogenizované a supernatanty, ktoré sme ziskali centrifugaciou sme pouzili na stanovenie
hladin proteinov prostrednictvom Western Blot analyzy. Stanovené boli hladiny pre
neurofilamenty (Nf-1) a novoprerastajuce nervové vldkna (Gap-43). Pokus bol schvaleny
Statnou veterinarnou a potravinovou spravou Slovenskej republiky, C.zaznamu 4148/2021-
220, dia 3.5.2021.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Z pozorovani a ziskanych dat sme dospeli k zaveru, ze samotnd implantacia stimulatora
nespdsobovala ziadne formy obmedzenia, nebola zaznamenand pritomnost zapalovych
procesov ani nekroza okolitého tkaniva. Na zdklade doterajSich vysledkov mo6zeme potvrdit,
ze implantacia OF stimulatora je bezpe¢nou metddou, ktord v rdmci kombinovanej terapie
napomaha funk¢nej obnove a regeneracii poSkodené¢ho nervového tkaniva (Bacova a kol.,
2019).

Pocas 6 tyzdilovej doby prezivania sme u vSetkych zvierat hodnotili motorické funkcie
pomocou BBB neurologického skdre a senzorické funkcie pomocou testu horucej platne (hot
plate). NajvyraznejSie zlepSenie motorickych aj senzorickych funkcii sme zaznamenali v
skupine zvierat OFS+SCI+ATR, ¢o nasvedCuje tomu, Ze poddvanie atorvastatinu na
zmiernenie zapalovej odpovede ihned” po kompresii v kombinécii s OF stimuléciou
napomohlo rychlejSej regeneracii poSkodeného tkaniva. V skupine OFS+SCI sme pozorovali
vyrazné zlepsenie lokomo¢nych schopnosti v porovnani so skupinami zvierat, ktorym bol
implantovany nefunkény stimulator. Ziskané hodnoty v jednotlivych skupinach boli:
OFS+SCI+ATR - BBB: 13, hot plate 8,8 s; OFS+SCI . BBB: 11, hot plate 10s ; nOFS+SCI -
BBB: 8, hot plate 11,5 s; nOFS+SCI+ATR - BBB: 9, hot plate: 11s. Vo vSeobecnosti platilo,
ze v skupinach zvierat s funkénym OF stimulatorom (OFS+SCI+ATR, OFS+SCl) zotavenie
prebiehalo bez vyraznejSich komplikacii a rychlejSie, v porovnani so skupinami zvierat, ktoré
mali implantovany nefunkény stimulator (nOFS+SCI+ATR, nOFS+SCI).
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Neurologické zlepSenie moze byt sposobené aj modulaciou zapalovej odpovede. Z tohto
dovodu sme vykonali analyzy, ¢i OF stimulacia a podavanie ATR pocas 7 dni po kompresii
ovplyvnili regeneraciu axénov na drovni proteinov. Pomocou metddy Western Blot sme
analyzovali hladiny proteinov pre neurofilamenty (Nf-I) a novoprerastajice vlédkna (Gap-43).
Podavanie protizdpalového lieCiva poOsobilo na neurofilamenty neuroprotektivne, kedZze
zvySenie optickej denzity sme zaznamenali vo vSetkych miechovych segmentoch skupin
zvierat, ktorym bol podavany ATR. Platilo to pre experimentélne skupiny s funkénym aj
nefunkénym stimulatorom, optickd denzita v jednotlivych skupindch klesala v poradi
OFS+SCI+ATR, nOFS+SCI+ATR, OFS+SCI a nakoniec nOFS+SCI. Protein $pecificky pre
novoprerastajuce vlakna (Gap-43) sme detegovali hlavne v skupine OFS+SCI v porovnani so
zvySnymi troma skupinami. Tento trend sme sledovali v oblasti miesta poSkodenia,
kranialnych a kaudalnych spindlnych segmentoch.

Z vysledkov mozeme konstatovat’, ze pre novoprerastajuce vlakna (Gap-43) sme nepozorovali
synergicky efekt podavania ATR a OF stimulacie. Naopak, v pripade proteinu pre
neurofilamenty (Nf-I) mozno hovorit' o synergickom u¢inku liecby OF stimulaciou v
kombinacii s ATR. Vysvetlenim moze byt fakt, Ze OF stimulicia napomahala prerastaniu
novych nervovych vladken, av§ak synergicky u¢inok nebol preukdzany.

Préaca bola podporena grantom VEGA 2/0098/20.

POUZITA LITERATURA

Ahuja CHS, et al. Traumatic spinal cord injury. Nat. Rev. Dis. Primers, 2017; 3: 1-21.

Anwar MA, et al. Inflammogenesis of Secondary Spinal Cord Injury. Front. Cell. Neurosci. 2016; 10: 1-24.

Bacova M, et al. Epidural oscillating field stimulation as an effective therapeutic approach in combination
therapy for spinal cord injury. J. Neurosci. Methods. 2019; 311: 102-110.

Basso DM. A Sensitive and Reliable Locomotor Rating Scale for Open Field Testing in Rats. J. Neurotrauma.
1995;12 (1): 1-21.

Borgens RB, et al. An imposed Oscillating Electrical Field Improves the Recovery of Function in Neurologically
Complete Paraplegic Dogs. J. Neurotrauma. 1999; 16:7: 639-657.

Fouad K, et al. Behavioral testing in animal models of spinal cord injury. Exp. Neurol. 2020; 333: 1-9.

McCaig CD. Spinal neurite reabsorption and regrowth in vitro depend on the polarity of an applied electric field.
Development. 1987.100 (1): 31-41.

McGinnis ME, et al. The lack of an effect of applied d.c. electric fields on peripheral nerve regeneration in the
guinea pig. Neuroscience. 1992 ; 51 (1): 231-244.

Pannu R, et al. Attenuation of acute inflammatory response by atorvastatin after spinal cord injury in rats. J.
Neurosci. Res, 2005; 79 (3): 340-350.

Rowland JW, et al. Current status of acute spinal cord injury pathophysiology and emerging therapies: promise
on the horizon. Neurosurg Focus. 2008; 25 (5).

Schuhfried O, et al. Non-invasive neuromuscular electrical stimulation in patients with central nervous system
lesions: an educational review. J Rehabil Med. 2012; 44 (2): 99-105.

Sedy J, et al. Methods for behavioral testing of spinal cord injured rats. Neuroscience & Biobehavioral Reviews.
2008; 32 (3): 550-580.

59



POTENCIALNE ANTIPROLIFERACNE UCINKY
NOVEHO 3,5-DIARYLIZOXAZOLU
Majirska M. 1, Taka¢ P. 2, Kello M.%, Kudli¢kova Z.3
YUstav farmakolégie, Lekdrska fakulta, UPJS, Kosice
2Katedra farmakoldgie a toxikologie; UVLF, KoSice
3 Ustav chemickych vied, UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Inovativna lieCba nadorovych ochoreni je stale aktualnou problematikou s naliehavou
potrebou novych selektivnych lie¢iv. V nasich experimentoch sme sa zamerali na $tidium
izoxazolovych derivatov, ktoré disponuju najroznejSimi biologickymi u¢inkami s uz
uspeSnym zavedenim v klinickej praxi. NaSim cielom bolo skimanie antiproliferativnej
aktivity 3,5-diarylizoxazolu v in vitro podmienkach. Metabolickym testom MTT sme
preukazali, Ze testovana zlucenina DHI:1 u¢inne inhibovala proliferaciu buniek Jurkat (akutna
T-lymfocytova leukémia). Na ostatnych nadorovych a nenadorovych liniach cytotoxicky efekt
do 100 pumol.I* pozorovany nebol, ¢o naznaduje vysoku selektivitu. Pomocou prietokovej
cytometrickej analyzy sme zistili, ze DHI1 prispieva k zastaveniu bunkového cyklu buniek
Jurkat vo faze G2/M s naslednou indukciou apoptoézy. Nase vysledky naznauju, Ze tento
derivat 3,5-diarylizoxazolu ma potencialne antiproliferativne ucinky v in vitro podmienkach
a stdva sa tak atraktivnym podkladom pre vykonanie d’al$ich experimentov.

uvoD

Prirodné alkaloidy s izoxazolovym jadrom (1,2-oxazol) predstavuju malG skupinu latok
nachadzajucich sa v baktériach, hubach, rastlinach ¢i morskych hubkach. Napriek tomu, ze
ide o mensSiu skupinu latok, niektoré z nich su davno zname a pouzivaju sa aj v klinickej praxi
(Rahbaek a Christophersen, 2001). Skupina izoxazolovych derivatov je charakteristicka
rozlicnymi biologickymi aktivitami ako su antimikrobidlne, protizdpalové, antivirusové c¢i
protinadorové (Sysak a Obminska-Mrukowicz, 2017; Arya a kol., 2021). Okrem toho bolo
publikovanych viac ako tridsat’ patentov popisujicich mozné pouzitie izoxazolovych zlucenin
na lie¢bu viacerych ochoreni, obzvlast’ malignit (Aissa a kol., 2021). Znizenie timrtnosti na
nadorové ochorenia je hlavnou vyzvou, ktorej spolo¢nost’ ¢eli v tejto dobe, preto sme sa
rozhodli pre blizSie poznanie a Stadium tychto zaujimavych zltcenin.

MATERIAL A METODIKA
Testovana latka (Obr. 1):
¢ 5-(1-Methyl-1H-indol-3-yl)-3-(4-bromophenyl)-4,5-dihydroisoxazole (DHI1)
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Obr. 1. Chemicka Struktira testovanej zluceniny DHI

Q

MTT test je kolorimetricka metéda na meranie bunkovej metabolickej aktivity. Bunky s
poétom 5 x 10%/jamku boli kultivované 24 h pred pridanim testovanych zlicenin v 96-
jamkovej platni (SARSTEDT, Niimbrecht, Nemecko). Na skrining sme pouZzili rdzne
koncentrécie latok (100, 50, 10 umolL.It) v celkovom objeme 100 ul/jamku. Po 72h inkubacii
(37 °C, 5 % CO2) sme pridali do kazdej jamky 10 ul roztok MTT (5 mg/ml, Sigma-Aldrich
Chemie, Steinheim, Nemecko). Po 4h inkubéacii pri 37°C v tme sme pridali 100 pl roztoku
SDS (10 % sodium dodecyl sulfat) na rozpustenie vzniknutych kryStdlov formazanu a
nasledne opat’ inkubovali 24h. Farebné zmeny sme nasledne vyhodnotili spektrofotometricky
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pri 540 nm na Cytation™ 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader (Biotek, Winooski, VT, USA).
Ur¢ili sme hodnoty ICsg testovanej latky z troch nezévislych experimentov.

Dalsie analyzy sa uskutoénili pomocou prietokového cytometra FACSCalibur (BD
Biosciences). Jurkat bunky boli nasadené v poéte 5 x 10° na stredne velké Petriho misky (60
x 15mm) (SARSTEDT, Numbrecht, Germany) a inkubované s DHI1 v koncentrécii

30 pmol.It 24, 48, 72h (37°C, 5% CO,). Na analyzu bunkového cyklu sme pouzili roztok
Triton X-100 (0,1 %), ribonukledzu A (0,5 mg/ml) a Pl (propidium jodid, 0,025 mg/ml,
Sigma-Aldrich). Apopt6za bola detegovana pomocou kitu Annexin V-Alexa Fluor® 647
(1:300, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) aPIl. Na sledovanie mitochondrialneho
potencidlu bol pouzity roztok TMRE (Tetrametylrhodamin etyl ester perchlorat) (0.1 pmol.1*
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Na analyzu proteinu PARP bola pouzita protilatka
Cleaved-PARP ((Asp214) Rabbit mAb), 1:300, Cell Signaling Technology®, Danvers, MA,
United States).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Analyza metabolickej aktivity buniek Jurkat

Z naSich vysledkov vyplyva, ze DHI1 vykazuje antiproliferativny efekt voci bunkovej linii
Jurkat s hodnotou I1Csp 21,83+2,35 umol.I?, pri¢om tato aktivita je vysoko selektivna, pretoZze
na ostatnych bunkovych liniach proliferacia potla¢ena nebola (tab. 1). Nasledujlca pracovna
koncentracia DHI1 bola stanovena na 30 pmol.I™.

Tab.1. Hodnoty 1Cso (umol.I?) testovanych latok

Jurkat HCT116 Hela MCE-7 MDA-MB- BJ-5ta Cos-7
231
DHI, 21,83+2,35 >100 >100 >100 >100 >100 >100

Analyza bunkového cyklu buniek Jurkat

Zistili sme, ze DHI1 po 24 hodinach vyvolala signifikantné zastavenie vo faze G2/M (néarast o
20,6% buniek vo faze G2/M v porovnani s kontrolou). Suc¢asne sme zaznamenali vyznamny
narast sub-GO populacie buniek, ktoré su typicky povazované za apoptotické, s najvy$Sim
vrcholom po 72 h inkubacii. Viacero $tadii zameranych na ovplyvnenie bunkového cyklu
prostrednictvom derivatov izoxazolov preukazalo, Ze ho inhibujd v G2/M faze (Arya a kol.,
2021; Sysak a Obminska-Mrukowicz, 2017).
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Obr. 2. Grafické znazornenie analyzy zmien bunkového cyklu v bunkéch Jurkat po p6sobeni DHI1 24, 48 a 72
hodin v porovnani s kontrolou

Experiment bol uskutoéneny trikrdt nezavisle od seba a uvedené hodnoty su priemerom tychto merani so
Statistickou signifikanciou: *p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001

Analyza apoptozy

Potvrdili sme proapoptoticky u¢inok sledovanej latky s vyznamnym nérastom poctu skorych
apoptotickych buniek so sprievodnym postupnym poklesom poctu zivych buniek s ¢asovou
zavislostou (Obr. 3).
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Obr. 3. Grafické znazornenie cytometrickej detekcie apoptdzy prostrednictvom farbenia Annexinom V a Pl v
nadorovych bunkach Jurkat exponovanych DHI;

Uvadzaju sa priemerné udaje troch nezavislych experimentov so Statistickou signifikanciou: *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001

Analyza mitochondrialnych funkcii a proteinu PARP

Klacovym indikatorom mitochondrialnej aktivity je rozdiel v elektrickom potencidli medzi
vonkajSou a vnatornou mitochondridlnou membranou, zndmy ako mitochondridlny
membranovy potencial (MMP). Znizenie MMP je spajané s poruchou nielen
mitochondrialnych funkcii ale aj apoptozou. V nasich experimentoch sme zistili, ze DHI;
sposobuje vyznamny Casovo zavisly narast poctu buniek so znizenym MMP vo vsetkych
troch expozicnych ¢asoch. PARP (poly (ADP-rib6za) polymerdza) plni ddlezitu ulohu v
réznych bunkovych procesoch, vratane opravy DNA. Jeho Stiepenim dochadza k inhibicii
funkcii tohto enzymu. DHI1 spdsobuje Stiepenie PARP u Jurkat buniek, priCom v Case 72
hodin pdsobenia DHI1 dosahovalo percento buniek so Stiepenou formou PARP 50,87 %.
Hodnoty st uvedené na obr. €. 4.

ok L 120 Hoxk

S 60 o e
L8 50 g S 100 _
3E 40 x= 80 =
$La SE g0 *kx
95 30 * 52 -
522 20 2§ 40
2 ¢ o N
s o S50 _ . .
b 0o = - - 0

o o o8 LA AR o o\ o A% o\ I o\

Obr. 4. Grafické zndzornenie analyzy MMP a proteinu PARP po oSetreni buniek DHI1 v ¢asoch 24, 48 a 72

hodin v porovnani s kontrolou
Hodnoty sit  vysledkom priemeru troch experimentov vykonanych nezavisle od seba so Statistickou
signifikanciou: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001

Ako prvi sme opisali tento novy derivat diarylizoxazolu ukazujdc jeho vyznamné potenciélne
protinadorové Ucinky, ktoré je ale potrebné d’alej skamat ako v in vitro tak aj in vivo
podmienkach.

Tato Studia vznikla vd'aka podpore grantovej agenture Ministerstva skolstva, vedy, vyskumu a Sportu Slovenskej
republiky a Slovenskej akadémie vied (VEGA 1/0653/19, 1/0513/21).
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MIKROKLIMA A TOPOGRAFIA KRASOVYCH ZAVRTOV MAJU PODSTATNY
VPLYV NA PODNE SPOLOCENSTVA CHVOSTOSKOKOV (HEXAPODA,
COLLEMBOLA)

Marcin M.
Ustav biologickych a ekologickych vied, UPJS, Kosice

ABSTRAKT

V stadii sme analyzovali diverzitu a Struktiru spolocenstiev pddnych chvostoskokov
(Collembola) na topograficky a mikroklimaticky odliSnych stanoviStiach nezalesnenych
krasovych zavrtov a taktiez sme posudzovali a identifikovali mozné mikrorefugia pre podne
taxony Collembola. Chladné (a vlhké) habitaty reprezentovali dna zavrtov, zatial ¢o
najteplejSie (a suché) habitaty predstavovali stanovistia na strmych juznych svahoch.
Mikroklimatick& heterogénnost’ prostredia zavrtov prispela k vy$sej diverzite chvostoskokov
V krasovom Uzemi. Bolo pozorované, Ze pddna mikroklima a topografia maji vyraznejsi
vplyv na pddne spologenstva Collembola ako obsah pddneho organického uhlika. Struktira
spolo¢enstiev Collembola bola v stlade s mikroklimatickym charakterom jednotlivych
stanoviSt. V krasovych zéavrtoch boli identifikované mikrohabitaty pre rozlicné funkéné
skupiny pddnych chvostoskokov, pri€om hygrofilné a mezofilné druhy preferovali chladné
dna a planiny a xerofilné/xerorezistentné a teplomilné druhy skor teplé planiny a svahy
orientované na juh. Pritomnost’ endemickych a reliktnych druhov v Studovanych zavrtoch
poukazuje na dblezitost’ tychto prirodnych krasovych utvarov z hl'adiska ochrany prirody.

uvoD

V sucasnosti sa ¢oraz viac pozornosti venuje lokalitdm oznacovanym ako mikrorefugid, ktoré
moézu slazit ako utoCisko pre terestrické clankonozce, kde napr. Specializované druhy
prispdsobené¢ chladnym a vlhkym podmienkam prostredia mézu prezit nepriaznivé
podmienky v ramci dlhého obdobia (Dobrowski, 2011; Suggitt a kol., 2018; Batori a kol.,
2019). Napriek pribadajucej literatare tykajucej sa problematiky refugii pédnej fauny je
potrebné viest’ d’alSie vyskumy zamerané na prieskum menej prebadanych krajinnych utvarov
a réznych taxonov pddnych zivoc¢ichov, ktoré ich obyvaji. V stadii predpokladame, Ze podne
spolo¢enstva chvostoskokov sa na jednotlivych stanovistiach zavrtov budu lisit' v désledku
odlisnych (topografickych, mikroklimatickych a p6dno-chemickych) podmienok prostredia.
Dalej predpokladame, Ze patterny distribacie funkénych skupin Collembola jednotlivych
stanovist’ budu koreSpondovat’ s mikroklimatickym charakterom ich habitatov. Posudena bude
refugialna kapacita krasovych zavrtov pre ubiquistickl a zna¢ne abundantna skupinu pédnych
¢lankonozcov, Collembola.

MATERIAL A METODIKA

V prostredi troch nezalesnenych zavrtov rozneho tvaru, velkosti a hibky pri obci Ke¢ovo bolo
v transekte z juhu na sever vybranych 5 stanovist' (2 na okolitej planine (PA, PB), svah
orientovany na juh (S) asever (N), adno (B) (t.j. v poradi PA, N, B, S, PB). Po odbere
podnych vzoriek boli jedince extrahované vo vysokogradientnom extraktore (Crossley a Blair,
1991), néasledne boli fixované v 96% benzylalkohole a identifikované pomocou fazovo-
kontrastného mikroskopu na udrovni druhu. V ramci stanovist’ zavrtov sme zaznamenali
nadmorskt vysku, sklon svahov a ich expoziciu a tiez parametre ako topograficky index,
mnozstvo slne€ného Ziarenia, pocet hodin priameho slne¢ného Ziarenia, vegetacné
spoloCenstvd, teplotu pody a pddno-chemickée parametre (obsah organického C, celkového N
a pédneho pH/H20). Teplota pddy stanovist bola kontinudlne merana kazdé 4 hodiny
pomocou dataloggerov v hibke pédy 3 cm od 8. novembra 2020 do 7. novembra 2021.
Analyzované boli kvantitativne (priemerna abundancia; pocet druhov) a kvalitativne
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(Shannonov index diverzity; Pielouov index equitability) parametre spolocCenstiev
chvostoskokov. Podobnosti spolocenstiev Collembola zavrtov a stanovist' boli analyzované
pomocou ordina¢nej analyzy NMS (Non-metric multidimensional scaling). Klasifikovanych
bolo 6 funkénych skupin podla ich afinity k pddnej vlhkosti (hygrofilné¢, mezofilné,
xerofilné/xerorezistentné) a teplote (eurytermné, adaptované na chlad a teplomilné). Patterny
distribacie funkénych skupin (pre poéty druhov a priemerné abundancie) boli testované
analyzou vSeobecného linedrneho modelu (GLM).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Boli zistené signifikantné rozdiely v priemernej pbdnej teplote medzi jednotlivymi
stanovistami skiimanych zavrtov. Dna dolin mozno povazovat’ za chladné (a vlhké) habitaty,
¢o bolo jednoznacne potvrdené Specifickymi topografickymi (t.j. nizka hodnota slne¢né¢ho
ziarenia a vysoky topograficky index naznacujuci vyssiu pravdepodobnost’ akumulacie vody)

cvwe

cvve

ako ich dna a zaroven teplejSie ako planiny (PA). NajteplejSie (a relativne suché) habitaty
predstavovali stanovistia na strmSich svahoch orientovanych na juh. Tieto vysledky st v
sulade s Udajmi z predchadzajacich studii (Vilisics a kol., 2011; Kemencei a kol., 2014;
Batori a kol., 2019, 2022). Okrem toho, stanovistia na dndch zavrtov sa vyznacovali vel'mi
nizkym mnozstvom pddneho organického uhlika pri¢om najvyssi obsah bol zaznamenany na
relativne teplych stanovisStiach na planine (PB). Mikroklima a heterogenita habitatov st
povazované za dolezité faktory, ktoré mozu znacne ovplyvnit spolocenstvd pddnych
zivoc¢ichov z hl'adiska ich abundancie, druhového bohatstva a Struktury (Vilisics a kol., 2011;
Kemencei akol. 2014; Batori a kol., 2022). Vaicsie rozdiely v mikroklimatickych
podmienkach vykazovali najmi stanovistia kruhového zavrtu (2) so strmymi svahmi, ¢o
pravdepodobne viedlo k vadc¢Sim rozdielom v parametroch spolocenstiev Collembola v
porovnani s ostatnymi zavrtmi. Vyraznej$ie bol viditeIny nielen mikroklimaticky, ale aj
vegetacny gradient, dno tohto zavrtu bolo asociované s vegetaciou horskych a podhorskych
oblasti (Hegediisova-Vantarova a Skodova, 2014). Signifikantné rozdiely v poéte druhov boli
zistené medzi mikroklimaticky kontrastnymi stanovistami dvoch susednych kruhovych
zavrtov, v ktorych bol zaznamenany stipajuci trend poc¢tu druhov Collembola smerom od
planiny s vysokym obsahom organického uhlika k vnatornym ¢astiam zavrtu s nizkym
obsahom organického uhlika. Zhritujeme, Ze na stanovistiach ako chladné dno a teply svah
orientovany na juh boli zaznamenané vyssie poc¢ty druhov a abundancie Collembola ako na
okolitej planine ato v dosledku priaznivejSej pddnej mikroklimy. Vo vdc¢Som a elipticky
tvarovanom zavrte bol naznaceny opacny pattern, t.j. stipajuci trend poc¢tu druhov a indexov
diverzity smerom K planine, avSak signifikantné rozdiely v parametroch spoloéenstiev
Collembola sa tu nepotvrdili. Susedné zavrty s podobnou morfolégiou a velkost'ou ukazali aj
najvyssiu podobnost’ v Strukture spolocenstiev podnych Collembola, hlavne v pripade teplych
a suchych svahov a planin asociovanych s charakteristickymi xerotermofilnymi druhmi.
Jedenast’ druhov Collembola sa vyskytovalo vylu¢ne len v zavrtoch a predstavovali skor
druhy s nizkou abundanciou. Takéto malé populacie mozu byt T'ahSie ohrozené extinkciou v
dosledku klimatickych zmien. Co sa tyka distribicie funkénych skupin Collembola,
hygrofilné a mezofilné skupiny vykazovali signifikantnli preferenciu pre najchladnejSie Casti
zavrtov (t.j. dna) ahygrofilné tiez pre stanoviStia na planine (PA). Naopak
xerofilné/xerorezistentné a teplomilné skupiny vykazovali jasni preferenciu pre najteplejsSie
Casti zavrtov (t.j. svahy orientované na juh) a stanoviStia na planine (PA). To poukazuje na to,
ze zavrty si miestom zaujimavej funkénej a pddnej diverzity pddnych clankonozcov,
vyznamne prispievaju k celkovej biodiverzite krasovej krajiny, ¢o zdoraznuje ich dolezitost’ v
programoch ochrany a manazmentu prirody (Dobrowski, 2011). V tejto s§tadii boli
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zaznamenané vzéacne karpatské a zapadokarpatské endemity na severne orientovanych
planindch (PA), a to chladnomilny a hygrofilny druh Orthonichiurus rectopapillatus a
teplomilny a mezofilny druh Pumilinura loksai. Pritomnost’ takychto vzacnych prvkov podne;]
fauny s charakteristickym uzkym rozsirenim poukazuje na jedineC¢nost' tychto krasovych
depresii. Zatial’ co globalne otepl'ovanie vystavuje mnohé druhy nebezpecenstvu vyhynutia v
dosledku zmeny regionalnych teplét a rezimu zrazok, topografické variacie terénu v rdmci
zavrtov moézu tlmit' takéto ucinky vytvorenim Specifickych mikroklimatickych podmienok,
ktoré mézu faune poskytnit’ vhodné podmienky prostredia k prezitiu. Takéto topograficky
heterogénne utvary mozu slizit' ako mikrorefigia jednak pre rdzne xerotermofilné druhy,
ktoré by sa mohli rozsirovat’ v désledku oteplovania a jednak pre druhy adaptované na chlad
prostrednictvom akumulacie chladnejSicho vzduchu na dne takychto ttvarov.

Stidia bola realizovand za podpory Slovenskej Vedeckej Grantovej Agentiiry, projekty VEGA 1/0346/18 a
1/0438/22 a Agentlry na Podporu Vyskumu a Vyvoja, projekt APVV-21-0379.
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TAJOMNE B CHROMOZOMY V KARYOTYPE HACIKOHLAVCA
ACANTHOCEPHALUS LUCII: VPLYV PCB KONTAMINACIE?
Markova A.%?, Orosova M.!

YParazitologicky vistav SAV, Kosice, Slovensko
2Katedra zooldgie, UNIBA, Bratislava, Slovensko

ABSTRAKT

Ciel'om predkladanej prace bola detailna karyologicka analyza ha¢ikohlavca Acanthocephalus
lucii (Acanthocephala: Echinorhynchidae), ¢revného parazita ryb z priemyselne znecCistene]
vodnej nadrze Zemplinska Sirava. Karyotyp A. lucii pozostava zo Siestich autozomalnych
chromozomov, dvoch (2) alebo jedného (&) gonozomalnych chromozdémov X, a jedného az
troch nadpocetnych B chromozémov (2n = 8/7, n = Im + 2sm + la(X) + 1-3B). Metddou
FISH bol detegovany pocet a umiestnenie lokusov ribozomalnych génov (18S rDNA).
Kombinaciou CMAs a DAPI farbenia bola zistena lokalizacia heterochromatinu a farbenim
dusi¢nanom striebornym potvrdend aktivita génovych klastrov pre rRNA. Pritomnost’ malych,
metacentrickych B chromozomov bola zistena vo vidéSine buniek u vSetkych Studovanych
jedincov A. lucii. Na zaklade predchadzajucich §tadii, naznacujucich spojitost medzi
pritomnostou B chromozémov a znecCistenim prostredia predpokladdme, ze vysoka hladina
chemickej kontaminacie vodného ekosystému Zemplinska Sirava je pri¢inou vzniku tychto
karyologickych zmien u Studovanej populacie rybich endoparazitov A. lucii.

UuvoD

DIh¢é roky prevadzky podniku Chemko Strazske a najmi kontinualne vypustanie odpadove;j
vody obsahujucej vysoké koncentracie polychlérovanych bifenylov (PCB) do vodnej nadrze
Zemplinska Sirava spdsobili, Ze toto rozsiahle vodné dielo patri v su¢asnosti medzi najviac
PCB kontaminovany ekosystém v Eurépe (Salgovicova a Zmetakova, 2006). Chromozomy st
nachylné na poskodenie toxickymi faktormi znecCisteného prostredia; mézu byt indukované
poruchy opravného mechanizmu buniek a nasledne poskodené Struktiry chromozomov
(lannuzzi akol.,, 2009). Vysledkom su aberantné bunky sroznymi Struktarnymi
alebo funkénymi poruchami genetického materidlu, a taktiez vyskyt ,,nadpocetnych“ B
chromozomov (Ludewig a Robertson, 2013). Pri hodnoteni vplyvu environmentalneho
znecistenia mozu byt nagpomocné biomarkery, akymi si prave cytogenetické zmeny (Nielsen
a kol., 1996).

Parazitické organizmy sa zacali Coraz CastejSie vyuzivat’ v environmentalnych Studiach vd’aka
svojej schopnosti akumulovat’ kontaminanty o koncentradcii mnohonasobne prevysSujucej
koncentraciu polutantov v tkanivach hostitel'a (Sures a kol., 2017). Ako bioindikétory kvality
prostredia sa Casto Studuji haéikohlavce (Acanthocephala). Z pohl'adu karyologie su tieto
endoparazity zriedka $tudovanou skupinou; udaje o chromozomoch st zname len u 13 druhov
z celkového poétu 1327 hacikohlavcov (Spakulova a Casanova, 2004). Diploidny podet
variruje od 2n = 5 do 2n = 16 a mechanizmus determinéacie pohlavia je XX u samiciek a X0 u
samcov. Moderné metody ako fluorescenéna in situ hybridizacia (FISH), bola aplikovana len
u dvoch druhov rodu Pomphorhynchus (Bombarova a kol., 2007).

V predkladanej praci sa zameriavame na posudenie mozného vplyvu zne€isteného vodného
prostredia na mikro- a makrostruktiru chromozomov érevného parazita ryb A. lucii a zaroven
na detailn cytogenetick( analyzu technikami molekularnej cytogenetiky.

MATERIAL A METODIKA
Po vypitvani 55 ostriezov zelenkavych (Perca fluviatilis) z vodnej nadrze Zemplinska Sirava
bolo ziskanych 39 hac¢ikohlavcov A. lucii. Z nich bolo na cytogenetické stidium pouzitych 21

samcov a 14 samic, 4 dalsie jedince boli fixované v 100% etanole a pouzité na izolaciu
genomickej DNA (gDNA). Zivé parazity boli inkubované v 0,025 % kolchicine (1 hod),
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nasledne v hypotonickom roztoku 0,075 KCl (4 az 6 hod) a fixované v zmesi kyseliny octovej
a metanolu (1:3) po dobu 15 - 30 minut. Preparaty boli pripravené ,hot plate* technikou
(Orosové a Spakulova, 2018), farbené boli po dobu 25-35 min v5% roztoku Giemsa,
oplachnuté destilovanou vodou a vysusené pri izbovej teplote. gDNA A. lucii bola izolovana
pomocou CTAB extrakcie. 18S rDNA sonda bola pripravena PCR amplifikaciou (35 cyklov:
94 °C, 30s; 60 °C, 30s; 72 °C, 90s) pomocou Specifickych primerov a znacend nick
translaciou s biotinom-16-dUTP. Metdda FISH bola realizovana podla prace Orosova
a Spakulova (2018) - eliminacia RNA prebehla pdsobenim 100 ug/ml RNase A v 2x SSC (1 h
pri 37 °C) a denaturacia DNA vplyvom 70 % formamidu v 2x SSC (3 min 30 s pri 68 °C).
Pripravend hybridizatnd zmes (oznacena sonda, kompeticna DNA a dextran sulfat),
denaturovana pri teplote 90 °C, bola v objeme 10pul aplikovana na kazdé podlozné sklicko.
Hybridizécia prebiehala vo vihkej komérke pri 37 °C pocas noci (~20 h). Detekcia signalu
bola zabezpetena Cy-3-konjugovanym streptavidinom a chromozémy boli kontrastne
zafarbené 0,5 ng/ml DAPI v DABCO antifade médiu. Diferencialne farbenia (DAPI, CMA;3,
AgNO3) prebehli podl'a prace Orosova a kol. (2021).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zakladna diploidna sada chromozdémov A. lucii pozostava z 6smych chromozémov (2n = 8) u
samic a siedmych chromozomov u samcov, priCom Sest’ je autozomalnych (metacentrické a
submetacentrické) ajeden (samec) alebo dva (samicka) st pohlavné chromozomomy X
(akrocentrické); 2n = 8/7; n = Im + 2sm + la (X). Dizka chromozoémov klesala plynule,
najvacsi par chromozémov meral 2,9 um a najmensi 1,7 pm. Na Ziadnom pare chromozémov
nebola zretel'na sekundarna konstrikcia. Kazdé Studované individuum A. lucii obsahovalo
okrem Standardnej sady chromozomov aj malé nadpocetné metacentrické B chromozémy,
ktorych pocet v jednotlivych bunkéch kolisal od jedna, dva, po najCastejsie tri.

Doteraz existuju informacie o karyotype troch geograficky vzdialenych populacii A. lucii,
z Bulharska (Mutafova a kol., 1997), z vodnej nadrze Ruzin (Spakulovd a kol., 2002)
a sti¢asna §tudia z nadrze Zemplinska Sirava (obe lokality SR). Zakladny stibor chromozémov
vykazuje relativne vysoku podobnost’ ako v diploidnom pocte, celkovej morfologii prvych
dvoch autozomalnych chromozdémovych parov a pohlavného chromozomu X a aj typ uréenia
pohlavia XX/XO0 je rovnaky. Populacie sa vSak prekvapivo lisia v polohe centroméry tretieho
paru autozomalnych chromozomov. Kym u oboch slovenskych populacii hacikohlavcov je
tento par submetacentricky, u bulharskych parazitov je definovany ako subtelocentricky.
Jednou z hypotetickych moznosti evolucnej reStrukturalizacie chromozému ¢. 3 je
intrachromozomdlna zmena bez vplyvu na pocet chromozoémov, t. j. pericentrickd inverzia,
vysledkom ktorej je chromozdm s posunutou centromérou do submetacenrickej polohy.
Pericentrické inverzie su v cytogenetickej divergencii zivo¢isnych druhov celkom bezné
a boli zdokumentované aj u hacikohlavcov Pomphorhynchus laevis a P. tereticollis
(Bombarova a kol., 2007). Rozdiely st zretelné aj pri porovnavani absolitnych dizok
odpovedajiicich chromozémov. AvSak tie pravdepodobne predstavuji ndhodnli varidciu
sposobenu kondenzaénym efektom (Preeti a Saiyad, 2011) ataktieZz vysokou mierou
subjektivity pri meraniach jednotlivych chromozomov.

Studované populicie A. lucii sa vsak markantne li§ia v podtoch nadpocetnych B
chromozomov. U oboch slovenskych populacii A. lucii, v oboch pripadoch pochadzajlcich zo
silne zneCistenych vodnych nadrzi, boli zaznamenané B chromozomy. V gendémoch sa
vyskytovali v réznych poctoch, od 1 po 5 u parazitov z Ruzina a od 1 po 3 u nami $tudovane;]
populacie. U haéikohlavcov A. lucii pochadzajucich z relativne ¢istej bulharskej rieky Iskar
neboli B chromozémy v bunkach najdené. Hypotéza 0 moznej spojitosti vyskytu
nadpocetnych B chromozémov a znelistenim zivotného prostredia bola diskutovana
v nickol’kych pracach, prevazne uryb amysi (Camacho, 2004), ale aj u parazitickych
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organizmov (Spakulova a Casanova, 2004). Hacikohlavce sGi zndme svojou schopnostou
kumulovat’ v tkanivach vysoké koncentracie tazkych kovov a PCB zlucenin (Brazova a kol.,
2012). Vysoko pravdepodobnou moznostou generovania nadpocetnych B chromozémov v
genome A. lucii, méze byt dlhodoby mutagénny vplyv kontaminovaného ekosystému
Zemplinskej Siravy na chromozoémovy komplement. Tuto hypotézu podporuji aj vysledky
prace Spakulové a kol. (2002) realizované na populacii A. lucii z Ruzina.

Diferenciaéné farbenie odhalilo len ve'mi malé bloky heterochromatinu. CMAs* signaly boli
pozorované na koncoch vsetkych chromozémov. V ramci B chromozdmov, pre ktoré byva
typicky vysoky podiel heterochromatinovych oblasti, DAPI a CMAs farbenie vyskyt tychto
repetitivnych oblasti nepotvrdilo. Originalne bola u druhu A. lucii aplikovana metdéda rDNA-
FISH, ktor4 prvykrdt odhalila jeden hybridiza¢ny signil na pohlavnom chromozéme
u samcov a dva u samic. Organizator jadierka (NOR) je preto u druhu A. lucii lokalizovany na
pohlavnom chromozdéme. Pouzitim striebrenia sa potvrdila funk¢nost’ a aktivita organizatora
jadierka, ¢o sa prejavilo existenciou jediného jadierka pocas meiotického delenia. AgNOs3
taktiez pozitivne zvyraznil NOR na univalente pohlavného chromozému, teda v mieste
identifikovanom pomocou 18S rDNA FISH.

Praca bola podporena projektmi APVV 18-0467, VEGA 2/0126/20 a SAV-AV CR-21-03.
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POROVNANIE SEROVYCH KONCENTRACII VITAMINU D U PACIENTOV
DISPENZARVIZOVANYCH NA INTERNEJ KLINIKE V ROKOCH 2019 A 2021
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ABSTRAKT

O sirokej Skale vyznamnych biologickych u¢inkov vitaminu D sa vd’aka pocetnym Studidm
dozvedame stale viac. Pre organizmus je to nevyhnutny steroidny hormén, ktorého hladinu
v8ak ovplyviuje cely rad faktorov. Vysoka prevalencia deficiencie vitaminu D v populécii je
problémom, pretoze predstavuje zvySené riziko vyskytu rbéznych ochoreni, vréatane
civilizanych, ich zédvaZnejSieho priebehu aj vySSej mortality. Cielom tejto prace bolo
porovnat’ hladiny vitaminu D u pacientov v roku 2019 a v roku 2021 aoverit hypotézu, ¢i
s narastom informovanosti o dolezitosti vitaminu D a miery suplementacie, aj kvoli pandémii
SARS-CoV-2, doslo k zlepSeniu jeho statusu u pacientov. Vyhodnotili sme Udaje
z chorobopisov pacientov dispenzarizovanych na V. internej klinike LF UK v Bratislave —
Ruzinove. Okrem porovnania oboch rokov sme skimali aj vztah medzi hladinami vitaminu D
a vekom, respektive BMI pacientov, kde sme predpokladali negativnu korelaciu. Vysledky
vzt'ahu medzi vekom a hladinou vitaminu D vySli nejednozna¢ne. Negativna korelacia medzi
BMI ahladinou vitaminu D vySla bez Statistickej vyznamnosti. Hlavni hypotézu sme
nepotvrdili, nakol’ko rozdiel medzi statusom vitaminu D u pacientov roku 2019 a 2021 nie je
Statisticky vyznamny, hoci vplyvom celosvetovych udalosti, paradoxne, nestupol, ale klesol.

UuvoD

Vitamin D, napriek tomu, Ze je znamy ako jeden zo Styroch vitaminov rozpustnych v tukoch,
je steroidny hormon. Existuje v dvoch forméach: ako vitamin D3 zivo¢isneho pdvodu a vitamin
D2 rastlinného povodu. Len 10 az 20 % vitaminu D ziskava organizmus z potravy, zvySok by
mal byt zabezpeCeny endogénnou syntézou v kozi. Jej efektivitu vSak moéze negativne
ovplyviiovat cely rad faktorov od veku, genetickej vybavy, farby pleti, cez pocasie,
zemepisnu Sirku, znecistenie ovzduS$ia, az po spOsob obliekania, pouzivanie opal'ovacich
krémov a dobu stravenu v exteriéri (Holick, 2020; Martens a kol., 2020).

KTlacovou funkciou vitaminu D je zachovavanie rovnovahy vapnika a fosfatov ateda
udrzovanie zdravia kosti. V poslednych rokoch je vSak vitamin D predmetom intenzivneho
vyskumu vdaka jeho pleiotropnym extraskeletdlnym U¢inkom. Tie su sprostredkované
genomovou cestou, kedy pésobenim vitaminu D dochadza k regulacii expresie vel'kého poctu
génov s dopadom na mnohé systémy v organizme. NajéastejSie je nedostatok vitaminu D
spajany s civilizatnymi ochoreniami ako onkologické ochorenia ¢i diabetes mellitus,
s ochoreniami kardiovaskularneho a nervového systému. Zdoraziiované su predovsetkym
imunomodula¢né vlastnosti vitaminu D, ked’ze imunitny systém zohréva rolu aj pri vSetkych
vyssie uvedenych ochoreniach (Saponaro a kol., 2020).

Aj z tychto dévodov je deficiencia vitaminu D v populacii celosvetovym problémom. Viac
nez 40 % Eurdpanov trpi nedostatkom vitaminu D (< 20 ng/ml) a z toho 13% ma hladinu
vitaminu D kriticky nizku (< 12 ng/ml). Pri kriticky nizkych hladinach vitaminu D sa vyrazne
zvySuje riziko vyskytu mnohych ochoreni, vratané infekcii, ¢i rizika vdznejSieho priebehu
ochoreni a aj mortality (Amrein a kol., 2020).

Odporucania americkej Narodnej akadémie mediciny z roku 2011 patria medzi tie, na ktoré sa
autori najcastejSie odvolavaji. Podl'a nich sa méd hladina vitaminu D udrzovat" davkou 600
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IU/denne u dospelych do 70 rokov a 800 IU/denne u starSich nad 70 rokov (Institute of
Medicine, 2011).

S néarastom poctu dokazov o pleiotropnych ucinkoch vitaminu D sa vSak ozyva viac hlasov
kritizujicich tieto odporucania a presadzujicich uzivanie vyss$ich dédvok (vacsinou 1000 az
2000 IU/denne), za G¢elom udrzania celkového zdravia organizmu a nielen prevencie chorob
kosti. Popularita vitaminu D stdpla medzi odbornikmi, ale aj u laickej verejnosti, a po
vyzivovych doplnkoch bezne dostupnych v davkach vyssich nez 600 1U/den je v poslednom
obdobi silny dopyt.

MATERIAL A METODIKA

V naSej praci sme porovnavali hodnoty sérovych koncentracii 25-hydroxyvitaminu D, ktory
sa pouziva ako marker statusu vitaminu D, stanovenych u pacientov dispenzarizovanych na
V. internej klinike LF UK a Univerzitnej nemocnice Bratislava — Ruzinov v roku 2019
a Vv roku 2021. Hodnoty, spolo¢ne s dalsimi Udajmi o pacientoch (vek, pohlavie, BMI), boli
stiahnuté z chorobopisov z nemocni¢ného informa¢ného systému Medea. Ziskané data boli
Statisticky vyhodnotené v programe GraphPad Prism s vyuzitim neparového t-testu
a korelacie podl'a Pearsona. Statistickti vyznamnost' vysledku podmiefiuje p < 0,05.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V ramci prace boli vyhodnotené daje spolu 0 310 pacientoch (111 z roku 2019 a 199 z roku
2021) z toho 54 % boli muzi (56 % v roku 2019 a 52 % v roku 2021). Priemerné hodnoty
hladin vitaminu D, BMI a veku su zhrnuté v Tab. 1.

Tab. 1. Priemerné hodnoty hladin vitaminu D, BMI a veku pre roky 2019 a 2021

2019 2021

muzi zeny spolu muzi zeny spolu
‘(’ri];a/rlg‘i“ Dl 258041261 |19,63+10,06 | 21,40 +11,61 | 19,17 10,97 | 20,01 +11,79 | 19,57 +11,35
BMI (kg/m?) |29,624558 |27,624507 |28,504508 [29,78+7,25 |30,71%7,82 |30,26 +7,53
vek (roky) 61,65 +13,79 | 62,84 +1573 | 62,17 +14,61 | 73,13 +11,89 | 76,57 +11,25 | 74,77 +11,69

Priemerna hladina vitaminu D u pacientov v roku 2019 bola 21,40 £11,61 ng/l a v roku 2021
19,57 11,35 ng/l. Rozdiel nie je Statisticky vyznamny (p = 0,1785). Pacientky v roku 2019
mali hladinu vitaminu D priemerne 19,63 £10,06 ng/l oproti 20,01 +11,79 ng/l v roku 2021.
Muzski pacienti v roku 2019 mali hladinu vitaminu D priemerne 22,80 £12,61 ng/l oproti
19,17 £10,97 ng/l vroku 2021. Rozdiel nie je Statisticky vyznamny ani vo vysledkoch
oddelene pre Zeny (p = 0,8471) amuzov (p = 0,0531). VSetky priemerné koncentracie
vitaminu D sa pohybovali na hranici deficiencie (< 20 ng/ml). Hranicu mierne prekracuje
hodnota celkovej priemernej koncentracie vitaminu D za rok 2019 (21,40 +11,61 ng/l)
a priemernej koncentracie u muzov v roku 2019 (22,80 £12,61 ng/l).

V hodnotach veku pacientov z roku 2019 a 2021 je statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,0001)
a rovnako aj vo veku skupiny zien a muzov (v oboch pripadoch p < 0,0001).

Statisticky vyznamny rozdiel je v hodnotach BMI zien (p = 0,0306), ktoré z priemerngj
hodnoty 27,62+5,07 v roku 2019 vzrastlo na 30,71 +7,82 v roku 2021. Medzi celkovymi
hodnotami BMI (p = 0,0508) ahodnotami BMI muzov (p = 0,9044) nic je Statisticky
vyznamny rozdiel.
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Negativna korelacia vo vztahu medzi hladinou vitaminu D a hodnotou BMI sa sice potvrdila
pre udaje muzov a zien oddelene aj spolu v oboch rokoch, vani jednom pripade vSak
vysledok nie je Statisticky vyznamny.

Vek Statisticky vyznamne negativne koreluje s hladinou vitaminu D (muzi a zeny spolu)
vroku 2019 (R? = 0,2157; p < 0,0001) (Obr. 1). Naopak, Statisticky vyznamna pozitivna
korelacia je medzi hladinou vitaminu D a vekom (muZi a Zeny spolu) v roku 2021 (R? =
0,04609; p = 0,0023) (Obr. 1).

1001 2019 150

2021

vek

0 I I I 1
0 20 40 60 80
vitamin D vitamin D
[ne/1] [ng/1]

Obr. 1. Negativna korelacia hladiny vitaminu D aveku vroku 2019 a pozitivnha korelacia tych istych
parametrov v roku 2021

Vysledky korelacie hladiny vitaminu D aveku muzov a zien oddelene pre oba roky su
nekonzistentné. Parametre pozitivne korelujd, okrem skupiny muZov v roku 2019. Statisticky
vyznamna je viak len korelacia vitamin D a vek v skupine muzov v roku 2021 (R? = 0,1024;

p = 0,0009).

Rok 2021 bol zna¢ne ovplyvneny pandémiou SARS-CoV-2. Hypotézu o tom, Ze zvySena
miera suplementacie vitaminu D v populacii poméze zlep$it' status vitaminu D sme
nepotvrdili — rozdiel oproti roku 2019 nie je Statisticky vyznamny. Silnymi faktormi su vSak
aj heterogenita vitaminu D v populacii a efektivita suplementacie vitaminu D vo zvySovani
jeho koncentracie v organizme, ktoré si pre problematiku vitaminu D charakteristické.
Negativna koreldcia hodnoty BMI a hladiny vitaminu D sa prejavila bez Statistickej
vyznamnosti.

Tato praca bola podporena z prostriedkov UK/96/2022.
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MONITORING VYVOJA SILAZNEJ ZRELOSTI ROZNYCH HYBRIDOV
KUKURIC
Mitrik A.1, Mitrik T.2, Maskal'ova 1.1
Katedra vyZivy a chovu zvierat, UVLF, Kosice
2FEEDLAB s.r.0. , Spisska Nova Ves

ABSTRAKT

Ciel'om tejto prace bolo identifikovat” a kvantifikovat vztahy medzi zaradenim hybridov
kukurice (Zea mays L.) do zrelostnych skupin FAO a medzi obsahom suSiny v dynamike
vegetacného vyvoja v podhorskej oblasti. V praci su zhrnuté vysledky z 9 pokusov (2016 az
2021: 140 réznych hybridov, 20 zrelostnych skupin FAO). Obsah suSiny sme stanovovali
kombinéciou gravimetrického stanovenia a merania obsahu vody vo vysuSenych vzorkach
metodou NIRS. Dynamiku vyvoja obsahu suSiny sme hodnotili na Grovni kalendarnych dni.
Hodnotenie na trovni kalendarneho dna (d’alej ,,deni*) ma dostatocnti vypovednu hodnotu a je
pre praktické pouzitie vhodnejSie. Silaznu zrelost’ sme definovali terminom dosiahnutia
obsahu susiny 30%. V jednotlivych pokusoch bola v priemere dosiahnuta na 273. den, avSak
v Sirokom rozsahu 40 dni. Z vysledkov vyplyva, ze pouzivanie zrelostnych skupin FAO
nepredstavuje vhodnt zakladnu pre odhad silaznej zrelosti.

uvoD

Sildzna zrelost’ kukurice je charakterizovana obsahom su$iny ( a koncentraciou zivin, avSak
obsah suSiny predstavuje prvy a zakladny faktor. Cielom pestovatelov silaznej kukurice je
dosiahnut’ na kazdej parcele v Gase zberu obsah susiny okolo 300 g.kg?. Pri tomto obsahu
susiny celej rastliny dosahuje susina zrna hodnotu 500 g.kg™ (Daynard a Hunter, 1975) a so
stupajucim obsahom suS$iny klesa stravite'nost’ Skrobu aj neutralne detergentnej vlakniny (Di
Marco a kol., 2002). Vtedy je dosahované aj optimalne vegetacné Stadium (zrelosti) nielen z
hl'adiska produk¢nej ucinnosti (Ferraretto a Shaver, 2012), ale aj z hl'adiska minimalizacie
strat odtokom silaznych $tiav (Bastiman a Altman, 1985). V tejto praci sme sa zamerali na
gravimetrické meranie obsahu susiny na réznych urovniach skupin zrelosti FAO a na r6znych
urovniach vegetacnej zrelosti v priebehu niekol’kych pestovatel'skych sezén v podhorske;j
oblasti. Zakladnym cielom tejto prace bolo charakterizovat a vyhodnotit vztah medzi
zaradenim hybridov do zrelostnych skupin FAO a dosahovanim silaznej zrelosti v priebehu
vegetacného vyvoja. Sledovali sme silaznu zrelost’ (dent dosiahnutia obsahu susiny 30%) ako
rozhodujici parameter na 2 urovniach: 1. silaznej zrelosti a kalendarneho dna; 2. sildZna
zrelost’ a skupina FAO.

MATERIAL A METODIKA

V priebehu Siestich pestovatel'skych sezon (2016 — 2021) sme v spolupréci s producentmi a
predajcami osiv sildznych hybridov kukurice vykonali 9 skupinovych pokusov na troch
lokalitach v regione stredného a severného Spisa (Nova Lubovia, Poprad, Smizany). Vyber
hybridov do kazdého jednotlivého pokusu urcovali dodéavatelia osiv (16 spolo¢nosti). Celkom
bolo testovanych 140 roznych hybridov silaznych kukuric s rozsahom skupin FAO od 120 do
400 (priemernd opakovatelnost’ zaradenia hybridov do pokusov dosiahla hodnotu 1,96).
Celkom bolo vykonanych 1 320 analyz v nasledujucom rozé¢leneni: Poprad 2016: 91 analyz;
Nova Lubovna: 2016 — 2021: 1 025 analyz; Smizany: 2020 — 2021: 204 analyz. Termin
vysevu hybridov zéavisel vzdy na aktudlnych podmienkach danej pestovatel'skej sezony a
realizoval sa v prvom moZnom termine, kedy uz boli dosiahnuté vhodné podmienky pre vysev
kukuric. Vysevy sa uskutoc¢nili v intervale 35 kalendarnych dni (od 24.4. do 20.5. t. j. medzi
108. a 143. kalendarnym diom) pneumatickymi sejackami v rozsahu 4 — 8 riadkov s
rozostupom 75 ¢cm na dizku minimalne 100 metrov a s hustotou vysevu 75 — 85 tisic jedincov
na hektar. Odbery vzoriek celych rastlin sa zacinali v obdobi zaciatku mliecnej zrelosti a
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pokracovali v cca 7 — 10 diovych intervalov do ¢o najvyssieho stupna zrelosti a vegetacného
vyvoja. Do pokusov boli zaradené hybridy silaznych kukuric, ktoré boli zaradené do 20
roznych skupin FAO (Tab. 1). Najviac merani obsahu susiny (Tab. 1) bolo vykonanych v
skupinach FAO od 170 do 260 (>70 merani/skupina - viac ako 5%-ny podiel z celkového
poctu merani). Po viac ako 100 merani obsahu susiny (7,5% podiel) bolo vykonanych v
skupindch FAO: 170, 200, 210, 220, 230 a 240. Absolitne najviac meranou a hodnotenou
bola skupina FAO 230 s celkovym poctom 236 merani. Jednotlivé vzorky tvorilo 5 — 20
reprezentativnych rastlin (priemerny pocet 8,78) nasledujucich za sebou v strednych riadkoch
vysevnéeho pasu odrezanych 15-20 cm nad zemou. Odobraté vzorky boli ihned’ transportované
do laboratéria, kde boli na origindlnom technickom zariadeni vlastnej konStrukcie
mechanicky posekané na Gastice s maximalnou dizkou 3 cm. Posekana hmota bola dokladne
mechanicky zhomogenizovana (premies$and), a az potom boli odoberané laboratérne vzorky s
hmotnostou 500 — 750 gramov, ktoré boli vysuSené pri teplote do 60°C v suSiarfiach
Memmert UFE 500 a UFE 700. Po suSeni (16 — 24 hodin) boli vzorky odvazené a bol
vypoc¢itany laboratorny obsah suSiny. Vysusené vzorky boli pomleté na mlynoch RETCH
SM-100 a TWISTER (prepad na 1mm site). Nutriéné parametre (obsah susiny, dusikaté latky,
hruby tuk, popol, NDV, ADV, $krob, vodorozpustné cukry a straviteInost’ NDV 30 hod. in
vitro) boli analyzované NIRS pristrojom Antaris Il FT-NIR Analyzer (vyrobca THERMO
SCIENTIFIC) s vyuZitim vlastnych validovanych kalibracnych modelov. Celkovy obsah
suSiny bol vyhodnoteny na zaklade laboratorneho obsahu suSiny a na zaklade obsahu suSiny
meraného metdédou NIRS. Statistické vyhodnotenia sme vykonali programom NCSS 12
(2022; 64 bit) - verzia 12.0.18 - NCSS LLC (pouzité metody: ANOVA, linearna regresia,
nelinedrna polynomicka regresia).

VYSLEDKY A DISKUSIA
Tab.1. Obsah susiny FAO skupin, rozsah sledovaného obdobia a silaina zrelost’
SUSINA (g.kg™) KALENDARNY DEN SILAZNA ZRELOST
I (5] SD [950¢ DIS*|950¢ HIS*| MIN MAX rozsah (5] MIN MAX | rozah kalendarny den

120 | 10 [32830 sifklmnp [ 5811 287 370 241 414 173 257 236 279 43 248 =4739
130 | 12 (28092 67.33 238 324 191 425 234 251 228 283 55 259 = 146,45
140 | 14 300,71 Jkmnar | 7157 259 342 200 440 240 246 228 268 40 247 =104,10
160 | 24 (281,17 m=nar | 7319 250 312 162 413 251 253 228 283 55 259 = 89.06
170 (100 (259,11 65,02 246 272 156 412 256 250 217 204 77 263 = 66,90
180 | 92 |278,50 siiklmnar| g2y 264 203 163 445 282 251 221 204 73 256 =0926
g 190 | 75 (24348 “ 51,55 232 255 145 346 201 248 217 283 66 27 =4349
% 200 |[137 |258.46 5753 249 268 155 422 267 252 221 204 73 269 = 8349
- 210 | 102 (24141 af 5225 231 252 147 381 234 251 221 283 62 277 = 64,40
E 220 | 154 235,01 ﬁ_‘_f 5164 227 243 152 386 234 251 217 204 77 277 =5483
% 230 [236 |239,69 act 5125 233 246 154 361 207 252 217 283 66 274 +51.85
5 |240 [117 |24037 af 50,46 231 250 147 373 226 251 21 204 73 278 =358.77
O (250 |86 |22814 “dﬂ‘ 4458 219 238 154 337 183 251 21 294 73 291 =35920
E 260 | 72 [22598 =cdfh | 4333 216 236 157 329 172 251 221 283 62 291 =5792
270 | 35 (228,71 acf 4558 213 244 134 319 185 255 227 283 56 284 = 46,69

280 | 10 (21231 = 39,78 184 241 157 288 131 252 227 280 33 =300

290 | 19 21485 acdf | 3963 196 234 146 273 127 250 221 283 62 =300

300 |14 |208388 ’Cd’ 3873 187 231 155 273 118 250 221 280 39 =300

340 | 6 203,04 [ 36,27 163 241 146 248 102 247 217 274 57 =300

400 [ 5 ([197.02 = 2026 172 22 172 216 44 251 227 280 33 =300

o |218 245,11 5344 233 257 134 445 222 251 217 294 69 =300

*DS a HIS: dolny a horny intervalspoFahlivosti; SD— standaradna odchyilka; MIN— minimum; MAX — maximum;
hodnotyv stipcoch s identickym indexovwm oznacenim su vyznamne odlisné (P<0,01)

Obsah susiny sa medzi jednotlivymi skupinami FAO S§tatisticky vyznamne odliSoval (P<0,01)
s velkymi rozdielmi medzi jednotlivymi skupinami. V meraniach 746 hybridov z
najpocetnejsie zaradenych skupin FAO (200 — 240) sme v obsahu suSiny nezistili Statisticky
vyznamnu rozdielnost’ (Tab. 1), ¢o ilustruje aj rovnomerné rozlozenie hodnét Standardnych
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odchylok, intervalov spolahlivosti, minimalnych a maximalnych hodnét. Tieto vysledky
zretel'ne naznacuju, ze zaradenie do skupiny FAO nevystihuje a nepopisuje vyvoj sildznej
zrelosti. Vyvoj obsahu suSiny bol sledovany v rozsahu od 217. po 294. kalendarny den.
Priemerny obsah suSiny za jednotlivé sledované obdobia kazdej skupiny FAO bol v rozsahu
134 az 445 g kg s celkovym priemerom 245,11 g.kg* (Tab. 1). Priemerné obsahy susiny na
urovni jednotlivych hybridov sa vyznamne Statisticky odliSovali (P<0,01). Nase vysledky su v
stilade so zmenami obsahu su$iny nameranymi v priebehu vegetacného vyvoja dvoch
hybridov s 10 dnovym rozdielom v rychlosti dozrievania (7 merani/21 dni) v experimente
Row (2015), ktoré taktiez vykazovali vysoko vyznamné Statistické rozdiely na Urovni obsahu
susiny (P<0,01). Silazna zrelost’ na urovni jednotlivych hybridov bola dosahovana relativne
rovnomerne rozdelend, avSak vo vel'mi Sirokom Casovom tseku: od 236. po 290. kalendarny
den (44 dni). 17 hybridov zo 140 (12%) nedosiahlo hranicu silaznej zrelosti do 290.
kalendarneho dna. Priebeh vegetacného vyvoja u jednotlivych hybridov na trovni
kalendarnych dni dosahuje $tatisticky vyznamne rozdielnu mieru nerovnosti kriviek (P 0,00).

skupina : SM S:\I rozsa}h Charaktgristika kalgndémv poﬁet pra_covm"
minimum  maximum dni skupiny priemer hybridov nazov

1 236 250 14 vel'mi skoré 246 10 SM250

2 253 263 10 skoré 259 21 SM260

3 265 276 11 stredné 271 41 SM270

4 277 289 12 neskoré 282 42 SM280

5 =290 vel'mi neskoré 209 26 SM290

Pre vsetky hybridy sme na zaklade regresnych vztahov vyhodnotili termin dosiahnutia
silaznej zrelosti (SM — silage maturity) t.j. poradovy (kalendarny) den roku, v ktorom je
predpoklad, ze bude dosiahnuty obsah susiny 30% (cely stibor 1 320 merani). Na rovnomerné
rozdelenie hybridov do skupin podla silaznej zrelosti sme pouzili techniku rozdelovania
(zhlukovania/klastrovania) , ktora je Standardnou metddou v Statistickej aplikdcii NCSS 12.
Ziskali sme tak rovnomerné rozdelenie do piatich skupin (SM 250 — SM 290) a rozsahy
skupin sa pohybuju od 10 do 14 dni (Tab. 2). Vztah medzi FAO skupinou jednotlivych
hybridov a medzi ich hodnotou silaZznej zrelosti je velmi volny a dosahuje vel'mi nizky
a nepreukazny koeficient nelinearnej polynomickej regresie R? 0,428. U vietkych hybridov je
vztah medzi novovytvorenou silaznou skupinou (SM) a hodnotou priradenej FAO skupiny
vel'mi vol'ny. Vel'mi jasne dokumentuje slabiny pouzivania skupiny FAO pre odhad silaznej
zrelosti.
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POTENCIALNE PROTINADOROVE UCINKY NOVEHO SYNTETIZOVANEHO
PYROLIDINU V IN VITRO PODMIENKACH NA MODELI KOLOREKTALNEHO
KARCINOMU

Nosélova N., Bago Pilatova M., Kesel'dkova A., Kello M.
Ustav farmakoldgie, LF UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Kolorektalny karcindm patri medzi najéastejSie pri¢iny amrtnosti suvisiace s nadorovymi
ochoreniami. Pyrolidiny pre svoj antiproliferativny potenciél patria k mnohym $tudovanym
molekuldm, ktoré by sa mohli vyuzit' na liecbu kolorektalneho karcindmu. Ciel'om nasej
prace bolo skamat' G¢inok zla¢eniny SS13 ((2S,3S,4R)-2-tridecylpyrolidin-3,4-diol
hydrochlorid) na nadorovej bunkovej linii HCT116. BrdU proliferaény test potvrdil
antiproliferativny U¢inok SS13 s hodnotou IC50 6,46 + 2,84 umol/L. V dbsledku zniZzeného
mitochondridlneho potencidlu a uvolnenia cytochromu c¢ do cytozolu bol pyrolidin SS13
schopny aktivovat’ vnitorni apoptoticku drdhu. NavySe SS13 indukoval poSkodenie DNA
v bunkdch HCT116, ¢o je pravdepodobne vysledkom oxidativneho stresu spdsobeného
akumulaciou volnych radikalov kyslika a dusika v bunke. Na zaklade prezentovanych
vysledkov predpokladame, Ze pyrolidin SS13 by mohol predstavovat’ zla¢eninu so sl'ubnym
antiproliferativnym potencialom.

UvoD

Kolorektalny karcindm je maligne ochorenie, ktorého prvotnymi priznakmi su polypy
vyskytujice sa na epiteli hrubého ¢reva alebo konec¢nika (Rustgi, 2007). Vo svete pribuda
kazdoro¢ne priblizne 1,36 milionov pripadov (Sung a kol., 2021). Pyrolidiny su cyklické
aminy patriace do skupiny molekul, ktoré su v sucasnosti Studované na liecbu nadorovych
ochoreni. Ich pyrolidinova Struktira je stcastou mnohych prirodnych alkaloidov,
aminokyselin, liekov ainych prirodnych latok (National Center for Biotechnology
Information, 2004). Vo viacerych stidiach bol pozorovany antiproliferativny potencial
pyrolidinov a ich derivatov. Tieto nasytené organické zluceniny su schopné indukovat’ rozne
formy bunkovej smrti ako napr. apoptdézu (Kumar a kol., 2019), paraptozu (Park a kol., 2018),
¢i autofagiu (Bello a kol., 2018). V naSej praci sme sa zamerali na $taddium potencialneho
antiproliferativneho efektu molekuly s pyrolidinovou $trukturou na in vitro modeli buniek
kolorektalneho karcinomu.

MATERIAL A METODIKA

V préci sme testovali u¢inok (2S,3S,4R)-2-Tridecylpyrolidin-3,4-diol hydrochlorid (SS13),
ktory bol syntetizovany na Katedre organickej chémie Ustavu chemickych vied UPJS
(Fabianova a kol., 2021) na naddorovu bunkovu liniu kolorektalneho karcinomu HCT116. Bol
pouzity BrdU proliferacny test, prietokovd cytometria (stanovenie mitochondridlneho
membranového potencialu, detekcia volnych radikalov kyslika a dusika, stanovenie hladin p-
H2A.X a 2-oxoguaninu), western blot analyza (detekcia cytochromu c, detekcia enzymov
SOD1 (superoxid dismutaza) a SOD2, stanovenie hladin p-ATM kinazy), Statisticka analyza.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na urcenie inhibi¢nej koncentracie (ICso) a na overenie antiproliferativneho efektu testovanej
zlu€eniny bol vykonany BrdU prolifera¢ny test, ktory je zaloZeny na inkorporacii 5-bromo-2-
deoxyuridinu (BrdU) do novosyntetizovanej DNA a jeho odovzdavani dcérskym bunkam
pocas bunkového delenia. Vysledok tohto testu ukézal, ze pyrolidin SS13 inhibuje
proliferaciu nadorovych buniek HCT116 v koncentraciach 2-15 umol/L (Obr. 1). Z vysledkov
bola vypoc¢itana hodnota ICsp: 6,46 & 2,84 pmol/L.
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Obr. 1 Efekt pyrolidinu SS13 na proliferaciu buniek HCT116. Data ukazuju priemerné hodnoty + smerodajna
odchylka troch nezavishich experimentov. Statistickd vyznamnost’: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001

Pocas aktivacie vnitornej drahy apoptdézy dochadza k zvySeniu permeability vonkajSej
mitochondridlnej membrény s naslednym uvolnenim cytochromu ¢ do cytozolu. Prvym
naznakom, Ze mdze ist’ o vnitorni cestu bolo znizenie mitochondrialneho membranového
potencialu (MMP), ¢o stvisi s poSkodenim mitochondrii. Pomocou prietokovej cytometrie sa
analyzoval vplyv pyrolidinu SS13 na MMP v nadorovych bunkach, pricom bol pozorovany
signifikantny narast populacie buniek so znizenym MMP v zavislosti od ¢asu inkubacie
nadorovych buniek s testovanou zli¢eninou (Obr. 2A). Ako dosledok znizeného MMP
dochédza k uvolneniu apoptogénnych proteinov, ku ktorym patri aj cytochrom ¢, do cytozolu.
V nadorovych bunkach kolorektalneho karcinomu inkubovanych s pyrolidinom SS13 boli
dokazané zvysené hladiny cytochromu ¢ (Obr. 2B).
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Obr. 2 Efekt testovanej zluceniny SS13 na MMP pomocou prietokovej cytometrie (A). Western blot analyza
cytochrému c¢ (B). Data ukazuju priemerné hodnoty + smerodajna odchylka troch nezavislych experimentov.
Statistickd vyznamnost’: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

Poskodenie mitochondrii méze stvisiet’ aj s oxidativnym stresom v bunke, ktory moze byt
vyvolany aj radikalmi kyslika a dusika. Tieto vol'né radikaly sa podiel'aji na poskodeni DNA
a bunkovych organel. Z nasich vysledkov vyplyva, Ze v bunkach inkubovanych s pyrolidinom
SS13 dochddza k akumulacii vol'nych radikdlov uz po 6 h inkubécie, pricom sa mnoZzstvo
volnych radikalov kyslika (Obr. 3A) adusika (Obr. 3B) signifikantne zvySuje s ¢asom
inkubacie. V bunkach, ktoré boli predliecené NAC (N-acetylcystein) a troloxom dochadzalo k
menej vyraznej akumulacii volnych radikalov, vdaka ich antioxidaénému pdsobeniu (Obr.
3A, B). Nésledkom oxidativneho stresu dochadza v bunkach k aktivacii antioxidaénych
enzymov ako napr. SOD, kataldza a pod., ktorych ulohou je vychytavat’ vol'né radikaly. Ak st
tieto enzymy inhibované, dochadza k nerovnovahe medzi tvorbou a vychytdvanim volnych
radikélov, ¢oho dosledkom je akumulacia volnych radikdlov v bunke. NaSe vysledky
preukazali signifikantn( inhibiciu enzymu SOD2 a miernu inhibiciu enzymu SOD1 najma po
72h inkubécii buniek HCT116 s testovanou zlu¢eninou (Obr. 3C).
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Obr. 3 Efekt SS13 na hladiny superoxidovych radikdlov (4), vol’nych radikdlov dusika (B) a antioxidac¢nych
enzymov SOD (C). Data poukazuju na priemerné hodnoty + smerodajna odchylka troch nezavislych
experimentov. Statistickd viznamnost’: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. kontrola; + p < 0.05, ++p <
0.01, +++ p < 0.001 vs. SS13.

Oxidativny stres spdsobeny ucinkom testovaného pyrolidinu SS13 moze byt spojeny aj
s poskodenim DNA. Ako hlavny biomarker poskodenia DNA je 8-oxoguanin, ktorého
hladiny boli v nadorovych bunkdch HCT116 zvySené uz po 24h inkubacii buniek
S pyrolidinom SS13. Nasledkom poSkodenia DNA dochadza k zvysSeniu fosforylacie d’alSich
proteinov, ku ktorym moézeme zaradit’ kindzu ATM a histon H2A.X. Z naSich vysledkov
vyplyva, Ze hladiny vSetkych biomarkerov boli v nddorovych bunkach kolorektalneho
karcindmu signifikantne zvysené (Obr. 4).
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Obr. 4 Analyza 8-oxoguaninu (A) a fosforylovaného H2A.X (B) v bunkach po SS13 pomocou prietokovej
cytometrie. Western blot analyza fosforylacie kinazy ATM (C). Déata poukazuju na priemerné hodnoty +
smerodajnd odchylka troch nezdvislych experimentov. Statistickd vyznamnost’: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001 vs. kontrola; +p < 0.05, ++p <0.01, +++p < 0.001 vs. SS13.
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VPLYV MODULACIE VNUTROBUNKOVYCH SIGNALNYCH DRAH
NA AKTIVITU TRANSPORTNEHO PROTEINU BCRP A UCINOK
FOTODYNAMICKEJ TERAPIE S HYPERICINOM

Romanovova M., J endie}ovské Z., Majernik M., Barcakova 1., Jendzelovsky R., Fedorocko P.
Katedra bunkovej biologie, Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedecka fakulta, Univerzita Pavla
Jozefa Safarika v Kosiciach

ABSTRAKT

Mnohé predklinickeé a klinické $tidie poukazujii na prinos rastlinnej latky, hypericinu (HY),
vo fotodynamickej diagnostike (PDD) a terapii (PDT) nadorovych ochoreni. Avsak bolo
dokdzané, zZe transportny protein BCRP, ktory je cCastokrat nadmerne exprimovany
v nadorovych bunkach, je zodpovedny za znizent akumulaciu HY, ateda aj za pokles
efektivity samotnej fotodynamickej terapie s hypericinom (HY-PDT). Bliz$ia identifikacia
interakcii medzi HY a proteinom BCRP by tak mohla prispiet’ k optimalizovaniu t¢inku tejto
perspektivnej protinadorovej lieCby. V naSich experimentoch sme sa zamerali na potencidlnu
ucast’ troch signalnych protein kinaz (PKC3, INK1, EGFR) v regulacii aktivity transportného
proteinu BCRP s vyuzitim $§tyroch I'udskych nadorovych bunkovych linii s r6znou mierou
expresie BCRP (A549, HT-29, RPMI-8226, RPMI-8226/MR20) a piatich modulatorov
vybranych signadlnych molekul s inhibiénym (Rot, Tyr, SP, Lico) alebo indukénym efektom
(TPA). Jednym zo stanovenych ciel'ov bolo overit’, ¢i inhibicia alebo indukcia signalnych
molekal moéze ovplyvnit mieru akumulacie HY v nadorovych bunkach a naslednd
fotocytotoxicitu HY-PDT. V leukemickych bunkach RPMI-8226 a RPMI-8226/MR20 sme
pozorovali signifikantny narast cytotoxického u¢inku HY-PDT po pdsobeni inhibitorov
molekdl EGFR (Tyr) a JNK (SP, Lico). Avsak posobenim modulatorov kinazy PKCd (TPA,
Rot) nebola efektivita HY-PDT v tychto bunkach ovplyvnena. V pripade buniek A549 bol
najvyraznejsi u¢inok na HY-PDT zaznamenany vplyvom Lico, inhibitora JNK1, a v pripade
buniek HT-29 pbsobenim Rot, inhibitora kinazy PKC3. Okrem toho sme vo vsetkych
bunkovych linidch po pdsobeni danych modulatorov zaznamenali aj signifikantny narast
intracelularnej hladiny HY. Na zéaklade dosiahnutych vysledkov predpokladame, ze zvySena
efektivita HY-PDT mohla byt' désledkom potladenia expresie a/alebo aktivity transportného
proteinu BCRP. Ziskané vysledky tak poukazuji na moznu ucast’ vSetkych vybranych
signalnych proteinov v regulécii proteinu BCRP v zavislosti od konkrétnej bunkovej linie.

uvoD

Nedavno bolo preukazané, ze nadmerna expresia transportného proteinu BCRP z rodiny ABC
prenaSacov vedie k zniZenej intracelularnej akumulacii fotosenzibilnej latky, hypericinu (HY)
(Vargova a kol., 2018; Jendzelovsky a kol., 2019), ktory mé& potencial vo fotodynamickej
diagnostike (HY-PDD) a terapii (HY-PDT) niektorych nadorovych ochoreni (JendZelovska
na HY-PDD a HY-PDT, k ¢omu pravdepodobne dochadza cez priame a/alebo nepriame
interakcie prostrednictvom vnutrobunkovych signalnych drah. Objasnenie podstaty
a intracelularnej lokalizacie interakcii medzi HY a proteinom BCRP by mohlo zvysit
efektivnost’ a selektivnost HY-PDD, resp. HY-PDT.

MATERIAL A METODIKA

Reagencie. Hypericin (HY; HPLC grade), TPA (induktor PKC3), rottlerin (Rot; inhibitor
PKC9), tyrfostin AG1478 (Tyr; inhibitor EGFR), SP600125 (SP; inhibitor JNKI1, JNK2
a JNK3), likochalkén A (Lico; inhibitor INK1).

Bunkové linie. Ako experimentalny model boli pouzité I'udské nadorové bunkové linie
plicneho adenokarcindmu (A549), kolorektalneho adenokarcindomu (HT-29) a myeldému
(senzitivna bunkova linia RPMI-8226; odvodena bunkova linia rezistentna na mitoxantrén
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RPMI-8226/MR20). Bunkové linie boli kultivované v médiu RPMI 1640 obohatenom o 10%
FBS za standardnych podmienok (teplota 37°C, 95% vlhkost, 5% CO2). Pre stanovenie
vplyvu modulatorov na efektivitu HY-PDT aakumuldciu HY boli bunky nasadené do 6-
jamkovych platni a predinkubované s modulatormi po dobu 30 min. Nasledne bol pridany HY
vo vybranych koncentraciach (0,1 a0,5 pM) a po 16 hod od pridania HY boli bunky
vystavené jednorazovej davke svetla (3,15 J.cm?) o vlnovej dizke 595 nm (fotoaktivacia HY
= HY-PDT). Po 24 a 48 hod bol analyzovany celkovy pocet buniek, viabilita a bunkova smrt’.
Obsah HY v bunkéch bol analyzovany po 16 hod od jeho pridania (bez fotoaktivacie).
Analyza celkového poctu buniek a viability. Poéty buniek a ich viabilita boli stanovené s
vyuzitim pristroja Beckman Coulter Vi-Cell™ XR Cell Viability Analyzer.

Externalizacia fosfatidylserinu a viabilita. Na analyzu vplyvu jednotlivych zasahov na
externalizciu fosfatidylserinu a viability bol pouzity komerény kit BD Pharmingen™ FITC
Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences). Bunky zozbierané 24 a 48 hod po
HY-PDT boli oplachnuté v roztoku HBSS, inkubované v pufri s obsahom Annexin V-FITC
a farbené propidium jodidom (PI). VVzorky boli analyzované pomocou prietokového cytometra
BD FACSCalibur.

Intracelularna akumulécia hypericinu. Intenzita fluorescencie HY bola analyzovana 16 hod
po pridani HY k bunkam prietokovym cytometrom BD FACSCalibur v FL-2 kanali (585/42
nm).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zvysend rezistencia naddorovych buniek na HY-PDT méze byt okrem iného spojena so
zvySenou aktivitou efluxnych systémov, ¢o zapriCiluje nedostatocni intracelularnu
akumulaciu hypericinu (HY), ktory je substratom efluxnej pumpy BCRP (JendZelovsky
a kol., 2019). S cielom obmedzit’ rezistenciu a podporit’ zlepSenie terapeutickych postupov
Vv PDT a PDD sme sa zamerali na blizS$iu identifikdciu mechanizmov a signdlnych molekul
zapojenych do regulacie transportného proteinu BCRP, predovsetkym v kontexte interakcii
medzi HY a proteinom BCRP. Ked'Ze viacero $tudii (Ding a kol., 2021; Harris a kol., 1995;
Porcelli a kol., 2014) vratane naSich predoSlych vysledkov poukazali na moZnost' 0casti
signalnych molekal PKCs, EGFR aJNK1 vregulacii expresie BCRP, v dalsich
experimentoch sme sa zamerali na sledovanie efektivity HY-PDT a miery intracelularnej
akumulacie HY po 30 min predinkubéacii buniek s modulatormi danych signalnych molekal.
Nase vysledky poukazali na signifikantny narast cytotoxicity HY-PDT vplyvom inhibitorov
EGFR (Tyr) a JNK (SP, Lico) v leukemickych bunkach RPMI-8226 a RPMI-8226/MR20. Po
posobeni uvedenych inhibitorov vyrazne klesla viabilita (~35% a menej) u oboch bunkovych
linii v porovnani so samotnou HY-PDT (~60% v bunkach RPMI-8226 a ~95% v bunkéch
RPMI-8226/MR20). Tento pokles viability bol sprevadzany znizenim celkového poctu buniek
a koreloval aj svysledkami analyzy externalizacie fosfatidylserinu a viability, kde sme
zaznamenali signifikantny a vel'mi vyrazny pokles percenta Zivych buniek a nérast percenta
mitvych a sekundarne nekrotickych buniek. Moduldtory kinazy PKCé (TPA, Rot) vyrazne
neovplyvnili t€¢inky HY-PDT v leukemickych bunkach. AvSak prave Rot ako inhibitor PKCS
mal najvyraznej$i dopad na cytotoxicky, aj cytostaticky ucinok HY-PDT v bunkéch
kolorektalneho karcinomu HT-29, kde znacne znizil viabilitu spolu s celkovym poctom
buniek a signifikantne zvysil percento apoptotickych a sekundarne nekrotickych buniek
v porovnani so samotnou HY-PDT. V bunkach plicneho karcinomu A549 mal rovnaky efekt
inhibitor kinazy JNK1, Lico.

Ked'ze tuspesnost PDT zavisi aj od mnozstva fotosenzibilizatora v nadorovych bunkach
(Kiesslich a kol., 2006), bolo nasim d’al§im ciel'om overit’, ¢i za narastom efektivity HY-PDT
stoji vy$si obsah HY. Zistili sme, Ze za vyssi cytotoxicky efekt HY-PDT v bunkovych liniach
RPMI-8226 a RPMI-8226/MR20 po pdsobeni Tyr, SP a Lico moze byt zodpovedna prave
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vysSia miera intracelularnej akumulacie HY. Zaznamenali sme priblizne 3-ndsobny narast
obsahu HY v tychto bunkach vplyvom vsetkych troch modulatorov (Obr. 1B). Nizsi, ale
signifikantny nérast intracelularnej hladiny HY sme pozorovali aj v bunkach A549 po
predinkubécii s Rot a Lico a v bunkach HT-29 po predinkubacii s Rot (Obr. 1A). Aj v tomto
pripade vysledky koreluji s narastom u¢innosti HY-PDT. Na zéklade dosiahnutych vysledkov
predpokladame, ze za ndrastom intracelularneho obsahu HY, a teda aj vyssej efektivity HY-
PDT, by mohlo stat’ potlacenie expresie a/alebo aktivity transportného proteinu BCRP. Okrem
toho je mozné predpokladat, ze na regulacii BCRP v nddorovych bunkéch sa mézu podielat
vsetky tri signalne molekuly, avSak ucast’ konkrétnej kindzy zavisi od konkrétnej bunkovej
linie (RPMI-8226 a RPMI-8226/MR20 — EGFR a JNK1; A549 — JNK1; HT-29 — PKC5).

NaSe predpoklady vSak bude potrebné potvrdit’ v d’alSich experimentoch.

A N =m asae B 4q
B8 HT-29

31 oo

B3 RPMI-8226/MR20

w
1

Obsah hypericinu
(nasobok hypericinu)
Obsah hypericinu
(nasobok hypericinu)
N
1

Obr. 1. Obsah nefotoaktivovaného HY v bunkach A549, HT-29 (A), RPMI-8226 a RPMI-8226/MR20 (B)
Vysledky suU prezentované ako priemer £ SD z troch nezavislych opakovani a su vyjadrené ako nasobky
skupiny ovplyvnenej samotnym HY. Experimentalne skupiny ovplyvnené kombinovanym zasahom boli
Statisticky porovnané so skupinami ovplyvnenymi samotnym hypericinom (ep < 0,05; eep < (,01; eeep <
0,001)

Prdca bola podporend Vedeckou grantovou agentiirou MSVVaS SR a SAV ¢. VEGA 1/0022/19.
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OVERENIE RELEVANTNOSTI IN VITRO MODELOV POLARIZACIE
MAKROFAGOV NA ZAKLADE TRANSKRIPTOMICKEJ ANALYZY
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ABSTRAKT

V stcasnej dobe sa Coraz viac skima uloha makrofagov v patoldgii mnohych ochoreni,
vratane rakoviny. Ked’ze tieto vyskumy su casto realizované in vitro, je potrebné pouzit
protokoly polarizacie M1 a M2 makrofagov, ktoré budu ¢o najlepsie reflektovat’ stav in vivo.
Z tohto dovodu sme si za ciel’ tejto Studie zvolili porovnanie dvoch najviac vyuZivanych
protokolov na polariziciu makrofdgov. Ked'Zze zmeny v expresii génov st povaZované za
spolahlivy indikator polariza¢ného stavu bunky, makrofagy sme porovnavali na drovni ich
transkriptomov. NaSa $tadia preukazala vyznamné rozdiely v génovej expresii medzi
zvolenymi modelmi. Na zaklade porovnania diferencialnej génovej expresie a “GO
enrichment* analyzy predstavuji M1 makrofagy polarizované podl'a Halvorsen a kol. (2015)
vhodnejsi model klasicky aktivovanych makrofagov. Ked'ze expresia génov spojenych s M2
fenotypom bola nizka v oboch zvolenych modeloch, je potrebné optimalizovat’ polarizaény
protokol alternativne aktivovanych makrofagov.

UvoD

Makrofagy predstavuju dolezité bunky vrodené¢ho imunitného systému a maju nezastupitel'na
ulohu v likvidacii patogénov, ale aj v odstranovani poskodenych buniek (Mills a Ley, 2014).
Coraz viac sa zdoraziiuje ich uloha v patogenéze mnohych ochoreni, ako napriklad
aterosklerdza, chronické zapalové ochorenia a rakovina. Funkcia a diferenciacia makrofagov
sa najcastejSie skama in Vitro s vyuzitim monocytov izolovanych z periférnej krvi alebo
imortalizovanych monocytarnych linii. Z monocytov vznika vplyvom stimulov pritomnych
Vv mikroprostredi viacero funkcnych subtypov makrofagov, avSak zjednodusene ich mdézZeme
rozdelit’ na dva zékladné typy: klasicky aktivované (M1), ktoré sa podiel’aji predovsetkym na
likvidacii patogénov a obrannych reakciach, a alternativne aktivované (M2), ktoré maji tlohu
v reparacii tkaniva (Shapouri-Moghaddam a kol., 2018). Na diferenciaciu makrofagov z
monocytov Vv in vitro podmienkach sa vyuzivaju dva zakladné protokoly, pricom vo vedeckej
komunite stale nie je jednotny nazor, ktory protokol je spolahlivejsi na Stadium
prozapalovych M1 areparacnych M2 makrofagov. Prvy protokol vyuziva pre vznik Ml
makrofagov aktivator PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate), zatial ¢o vznik M2
makrofagového subtypu je vysledkom poésobenia vitaminu D3 (1,25-(OH)z-vitamin D3).
Druhy protokol vyuZiva na polarizaciu makrofagov predovSetkym cytokinové stimuly.
Utinkom PMA na monocyty sa indukuje tvorba ,M0“ makrofigov, z ktorych sa nasledne
posobenim kombinacie lipopolysacharidu (LPS) a interferonu gama (INF-y) polarizuji M1
makrofagy a pésobenim interleukinov (IL) 4 a IL-13 sa polarizuje M2 subtyp. Sledovanie
zmien génovej expresie predstavuje vhodny spdsob ako urcit polarizacny status bunky
(Murray, 2017). KedZze vyskum makrofagov stale prebicha predovsetkym vin vitro
podmienkach, vhodne zvoleny model je nevyhnutny na spravnu simuléciu in vivo podmienok
a pochopenie funkcii makrofagov a ich tlohy v patogenéze ochoreni.

MATERIAL A METODIKA

Bunky [ludskej monocytarnej linie THP-1 (ECACC, Salisbury, Velka Britania) boli
kultivované v RPMI médiu s 10 % FBS (Biosera, Nuaille, Franctzsko) pri 37°C a 5 % COs..
Nésledne boli THP-1 bunky polarizované na M1 a M2 makrofagy podl'a dvoch zvolenych
protokolov: protokol A (Hradicka a kol., 2020), ktory vyuziva PMA a vitamin D3, a protokol

81



B (Halvorsen a kol., 2015), ktory vyuziva PMA na polarizaciu M0 makrofagov a nasledne
cytokinové stimuly na polarizaciu M1 a M2 makrofagov. RNA bola extrahovana z buniek
podla optimalizovaného protokolu (Toni a kol., 2018), pricom boli vykonané tri
chloroformové extrakcie. Koncentricia a Cistota RNA bola stanovena pomocou
spektrofotometra NanoDrop™ One® UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Integrita RNA bola vyhodnotena na zklade elektroforézy na 1,5 % agar6zovom géli.
Vsetky vzorky boli uskladnené pri -20°C az do naslednej analyzy. Priprava RNA kniznice,
sekvenovanie a statisticka analyza RNA-seq dat bola zabezpecena komer¢ne dostupnou NGS
firmou Novogene Europe (Cambridge, Vel'ka Britania).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V analyze diferencidlnej génovej expresie sme sa zamerali predovSetkym na gény, ktoré st
asociované s M1 a M2 polariza¢nym statusom makrofagov a su popisované v literatdre (Tab.
1). Gény NOS2 a CD80 a ich produkty st povazované za vyznamné markery M1 makrofagov
(Shapouri-Moghaddam a kol., 2018). Gén NOS2 bol najviac exprimovany v M1 bunkéach
modelu A. Kym po pridani M1 cytokinovych stimulov k MO bunkdm v modeli B nedoslo
k zvySeniu expresie tohto génu, v M2 bunkdch bol gén NOS2 upregulovany. Podla
predpokladu bola expresia génu CD80 zvysena v M1 aznizena v M2 bunkach modelu B.
V spominanom modeli vSak vykazovali M0 makrofagy vys$Siu expresiu CD80 ako plne
diferencované M1 makrofagy v modeli A. Medzi vyznamné markery M2 makrofagov
zarad'ujeme gény ARG1 a MRC1 (Murray, 2017). Model A preukazal o¢akavant upregulaciu
ARG1 v makrofagoch M2 oproti M1. Avsak v modeli B nebol zisteny rozdiel v expresii
ARG1 medzi MO, M1 a M2 makrofagmi. Napriek tomu, Ze je receptor MRC1 typicky pre M2
makrofagy, zvySent expresiu jeho génu sme zaznamenali len v M1 A bunkéch.

Tab. 1. Diferencidlna expresia génov typickych pre M1 a M2 fenotypy
M1 Avs. M1 Bvss M2Bvs. M1Avs. M1Bvs. M1Avs. M2 _Avs.

Gén MO0_B MO0_B MO_B M2_A M2_B M1_B M2_B
M1 NOS2 6,38 4,01 6,02 -2,14 4,47
CD80 -2,35 4,52 -3,32 7,85 -6,94
IL1A 2,84 514 2,6 -2,68 -5,29
IL1B 2,85 3,48 1,37 14,33 2,12 -12,96
IL23A -1,98 2,67 -1,73 1,25
TNF 1,46 55 -1,25 1,5
CCL1 6,37 5,58 9,64 8,93
CXCL9 4,82 19,51 -19,32
CXCL10 9,43 14,84 -13,24 -3,75
CXCL13 4,29 -3,63
M2 ARGl -6,25 -6,11
MRC1 3,74 3,58
CCL8 11,83 12,26 -11,19
CCL18 6,57 2,9
CCL22 -4,54 -4,72 -3,13 -1,58
CCL24 -7,4 -5,82 -6,87

Hodnoty v tabul’ke sii vyjadrené ako log: FC. FC — Fold Change; IL — interleukin; TNF — faktor nadorovej
nekrézy; CCL — C-C chemokin; CXCL — C-X-C chemokin; NOS2 — syntiza oxidu dusnatého 2; ARG1 —
arginaza 1; MCR1 — mandzovy receptor makrofagov 1

Expresia genov pre M1 cytokiny a chemokiny bola vyraznejsie upregulovana v M1 bunkéach
modelu B. V pripade expresie génov pre M2 chemokiny a cytokiny sme pozorovali mensie
rozdiely nielen medzi makrofagovymi subtypmi, ale aj zvolenymi modelmi. V M2
makrofagoch oboch modelov bol z M2 génového bloku upregulovany len gén CCL22
v porovnani s M1 makrofagmi, ale jeho expresia bola znizena v porovnani s MO makrofagmi.
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V pripade modelu B je moznym vysvetlenim nizkej expresie génov typickych pre M2 fenotyp
pouzitie pomerne vysokej koncentracie PMA (61,68 ng/ml) na polariziciu MO buniek,
z ktorych boli nasledne polarizované M2 makrofagy. PMA spdsobuje polarizdciu monocytov
na makrofagy, avSak koncentracia vyssia ako 50 ng/ml inhibuje polariziciu M2 makrofagov
(Baxter a kol., 2020). Podl'a protokolu A sme na polarizdciu M2 makrofagov pouzili aktivny
vitamin D3, ktory sa bezne povazuje za stimulant polarizacie M2 makrofagov (Wasnik a kol.,
2018). Niektor¢ stadie vSak uvadzaju jeho vplyv na zvySent produkciu inflama¢nych
cytokinov a zvySenie antimikrobidlnej odpovede, ¢o je bezne asociované s M1 fenotypom
(Muvva a kol., 2020). Pravdepodobne preto nebudi mat’ bunky stimulované vitaminom D3
profil génovej expresie typicky pre M2 makrofagy.

Na zéklade “GO Enrichment* analyzy sa M1 B bunky javia ako vhodnej$i model klasicky
aktivovanych makrofagov oproti M1 _A. Gény podielajlice sa na zapalovej odpovedi a obrane
organizmu voc¢i patogénom (GO:0098542, GO:0051607, GO:0009615, GO:0002253,
G0:0009617, GO:0002757, GO:0031349, GO0:0002694 ai.) boli viac zastupené
v makrofagoch M1_B v porovnani s M1_A. Pravdepodobne je to z dovodu, ze PMA vytvara
fenotyp, ktory je len podobny M1 fenotypu (Baxter akol., 2020). Zatial' ¢o sa v modeli
A makrofagové subtypy od seba vyrazne neodliSovali, v modeli B mali makrofagy M2 oproti
M1 upregulované gény suvisiace s organizaciou extracelularneho matrixu (G0O:0043062,
G0:0030198, GO:0005581) a oproti MO gény savisiace s angiogenézou (GO:0048514,
GO:0001525). Tieto procesy su potrebné pre uspeSni regeneraciu a reparaciu poskodeného
tkaniva, ¢o st funkcie Standardne asociované s alternativne aktivovanymi M2 makrofagmi
(Mills a Ley, 2014).

Vysledky transkriptomickej analyzy naznacuju, ze samotné PMA nie je dostatoénym
stimulantom pre vznik M1 fenotypu, preto je model polarizacie B vyuzivajici naslednu
stimulaciu pomocou cytokinov spolahlivejsi na ziskanie M1 makrofdgov. Diferencidlna
expresia génov aj “GO Enrichment” analyza preukazali, ze M2 makrofagy polarizované
podl'a oboch protokolov nemajii zvySenu expresiu génov asociovanych s M2 fenotypom.
Zaroven sa vel'mi neodliSuji od buniek, ktoré¢ vznikli stimulaciou pomocou PMA (MO B,
M1_A). Z tohto dévodu usudzujeme, Ze ani jeden zo zvolenych protokolov nie je vhodny na
diferencovanie spolahlivych M2 makrofagov. Moznym rieSenim je optimalizacia protokolu
B, predovsetkym koncentracie a Casu posobenia PMA.

Tato $tudia bola financovand z grantovych projektov VEGA 1/0393/20 a VVGS-2022-2195.
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DETEKCIA CHROMOZOMOVYCH TRANSLOKACII METODOU FISH
PO EXPOZICII MIKONAZOLU NA BOVINNE LYMFOCYTY
Sedlakova S., Schwarzbacherova V., Bucan J., HoleCkova B., Galdikova M.
Katedra bioldgie a fyziolGgie, Univerzita veterindrskeho lekérstva a farmdcie v Kosiciach

ABSTRAKT

Ciel'om stadie bolo zistit’ potencidlny genotoxicky u¢inok mikonazolu na bovinné lymfocyty
in vitro. Lymfocyty dvoch donorov boli exponované mikonazolu v koncentréaciach 5 pg.ml™;
10 pg.mlt a 25 pg.ml po dobu 24 h a 48 h. Metodou fluorescenéne;j in situ hybridizacie sme
zistovali pritomnost chromozémovych translokacii. Ziadna z testovanych Kkoncentracii
mikonazolu neindukovala vznik chromozémovych translokéacii. Pozorované vSak boli
numerické aberdcie. U donora ¢€.1 boli zaznamenané pri 24 h in vitro expozicii a koncentrécii
mikonazolu 5 pg.ml* dva pripady trizémii 1. paru chromozémov. U donora ¢. 2 bola bola
jedna trizomia 1. paru chromozému pritomna pri koncentracii mikonazolu 25 pg.ml? po
expozicii 24 h aj 48 h. Po 48 h boli detegované u donora €. 1 tri trizomie 1. (p < 0,05) a dve
trizomie 5. paru chromozémov pri koncentréacii mikonazolu 10 pg.ml? a pri koncentracii 25
ug.ml bola v jednom pripade pozorovana trizémia 5. paru chromozémov. Trizdmia 5. paru
chromozémov bola v jednom pripade pozorovana pri koncentréacii mikonazolu 10 pg.ml* (48
h) u donora ¢. 2.

UuvoD

In situ hybridizacia je cytogeneticka technika umoziujiuca detekciu, kvantifikaciu
a lokalizaciu nukleovych kyselin vo wvnutri buniek alebo tkaniv s vysokym rozlisenim.
Fluorescen¢na in situ hybridizacia (FISH) je cytogenetickd metdda pouzivana na detekciu
chromozomovych abnormalit (Bishop a kol., 2010). Podstata je zalozena na hybridizacii
sondy DNA s jej komplementarnou sekvenciou na chromozdémovych preparatoch, ktoré boli
predtym fixované na podloznych sklickach (Volpi a kol., 2018). Dve komplementarne vilakna
nukleovych kyselin sa za vhodnych podmienok l'ahko navzajom rekombinuju a vytvaraju
duplex (DNA:DNA alebo RNA:RNA) znamy ako hybrid (Young a kol., 2020). Sondy su
znacené fluorescenénym farbivom, tzv. fluorochromom. Metdda sa pouziva na chromozomy
v Stadiu metafazy, pri sledovani jadier v interfaze, ale aj pri vysetreni z Cerstvych materialov,
napr. odtlackov bioptatov alebo kultivovanych bunieck (Repiska a kol., 2020). FISH sa
uplatiiuje pri detekcii genetickych zmien, ktoré zapri¢inuju vznik nadorov (Gozzetti a kol.,
2000), pri hodnoteni genotoxicity (Sivikova a kol., 2013), ale aj na zistenie moZnych
infekénych mikrobov a parazitov, napr. malarie v l'udskych krvnych bunkach (Ciu a kol.,
2016).

MATERIAL A METODIKA

V pokuse bola pouzita vendzna krv sterilne odobrana od dvoch donorov — teliat (Bos taurus),
samCicho pohlavia, krizencov slovenského strakatého a holsteinsko-frizskeho dobytka.
Kultivacia. Kultivacia lymfocytov periférnej krvi dobytka prebiehala pri 37 °C po dobu 72 h
zmieSanim kultivaéného média a 0,2 ml krvi. 24 h a/alebo 48 h pred ukon¢enim Kultivacie
bola pridana testovana latka — mikonazol v koncentraciach 5 pg.ml; 10 pg.mlt a 25 pg.mi,
Po ukonceni kultivicie a spracovani sme si na podlozné sklo kvapli kvapku bunkove;j
suspenzie a nechali dokladne uschntit’ preparat. Skla sme si dokladne prezreli pod fazovym
mikroskopom a diamantovym perom vyznacili oblast obsahujiicu najviac metafaz.
Denaturacia preparatu. Nasledne sme skla so vzorkami denaturovali v 2 x SSC po dobu 30
min pri 72 °C a nakoniec po 1 min v 0,1 x SSC (laborat6rna teplota); 0,07 mol.I* NaOH (lab.
teplota); 0,1 x SSC (4 °C); 2 x SSC (4 °C); 70 %, 85 % a 96 % etanole (lab. teplota).
Prehybridizacia sondy. Hybridizaéni zmes pozostavajiicu zo 7 pl master mixu (MM); 0,5 ul
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salmon DNA,; 1,2 ul cot DNA a 1,2 pl sondy (zelené pre 1. par chromozdémov, ¢ervena pre 5.
par) sme vlozili do termocykléra (30-45 min) na prehybridizaciu sondy.

Hybridizacia. Nakoniec sme prehybridizovanu hybridizaéni zmes aplikovali na sklo so
vzorkou, prikryli krycim sklom, okraje oblepili lepidlom a nechali hybridizovat vo vlhkej
komorke pocas noci pri 37 °C.

Vymyvanie a farbenie. Na druhy den sme vymyli neSpecificky naviazani sondu v 2 X SSC pri
izbovej teplote pocas 5 min; v 0,4 x SSC + 0,3 % Igepale pocas 2 min pri 72 °C a nakoniec
sme skl& ponorili do 2 x SSC laboratornej teploty na 1 min. VVzorky sme zafarbili pomocou
fluorescencného farbiva (DAPI) a pozorovali pod fluorescenénym mikroskopom pri 100 x
zvac¢Seni. U oboch zvierat sme pri kazdej testovanej koncentracii mikonazolu vyhodnotili 500
metafaz a vysledky sme porovnali s negativnou kontrolou — DMSO (dimetylsulfoxid).
Statisticka analyza numerickych aberacii bola vykonana pomocou chi kvadratového testu.
Hodnoty st uvedené ako % trizomii (+ Standardna odchylka).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Za translokdcie su povazované vymeny urcitych casti tsekov medzi chromozémami.
Jednoduché translokacie su charakteristické prenosom urcitého segmentu z jedného miesta na
druhé. Tento proces je uskutoéneny v ramci jedného chromozému alebo medzi
homologickymi, pripadne nehomologickymi chromozémami (Holeckova a kol., 2021).
V naSom experimente s mikonazolom neboli pozorované ani u jedného zo zvierat
chromozomove translokacie v ziadnej z uvedenych koncentracii v oboch expozi¢nych dobach
(24 h,48h). Vo vseobecnosti sa chromozomové abnormality rozdeluji na numerické
aberacie (euploidie — monoploidie, polyploidie a aneuploidie — monozomie, trizGmie)
a Strukturalne prestavby (HoleCkova a kol., 2021). V naSom pokuse boli pozorované
numerické aberacie (zmeny v poéte chromozoémov).

Tab. 3. Vysledky numerickych aberacii — trizomii po 24 h in vitro expozicii mikonazolom na bovinné
lymfocyty

24 h
% trizémii (+ SD)
DMSO 5 ug.ml? 10 pg.ml? 25 pg.ml?
chromozoém ¢. 1 5 1 5 1 5 1 5
donor €. 1 0+0,00 | 0+0,00 | 0,4+0,063 | 0%0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 00,00
donor €. 2 0+0,00 | 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 | 0,2+0,045 | 0£0,00

DMSO - dimetylsulfoxid (negativna kontrola) 0,1 %

U zvierata ¢.1 boli zaznamenané pri 24 h in vitro expozicii a koncentracii mikonazolu 5
ug.ml dva pripady trizomii 1. paru chromozémov. U zvierat’a ¢. 2 bola bola jedna trizomia 1.
paru chromozdmu pritomna pri koncentracii mikonazolu 25 pg.ml* po expozicii 24 h aj 48 h.

Tab. 4. Vysledky numerickych aberacii - trizémii po 48 h in vitro expozicii mikonazolom na bovinné lymfocyty

48 h
% trizémii (+ SD)
DMSO 5 pg.ml? 10 pg.ml? 25 pg.ml?
chromozom ¢. 1 5 1 5 1 5 1 5
donor ¢. 1 0+0,00 | 00,00 | 0+0,00 | 040,00 | 0,6+0,077* | 0,4+0,063 | 00,00 | 0,2+0,045
donor ¢. 2 0+0,00 | 0+0,00 | 0+0,00 | 00,00 0+0,00 0,240,045 | 0,240,045 | 0£0,00

DMSO - dimetylsulfoxid (negativna kontrola) 0,1 %
* - Statistickd vyznamnost’ (p < 0,05), pouzity chi kvadratovy test

Po 48 h boli detegované u zvierata ¢. 1 tri trizomie 1. (p < 0,05) adve trizdmie 5. péaru
chromozémov pri koncentracii mikonazolu 10 pg.ml* a pri koncentrécii 25 pg.mlt bola
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v jednom pripade pozorovana trizomia 5. paru chromozomov. Trizomia 5. paru chromozémov
bola v jednom pripade pozorovana pri koncentréacii mikonazolu 10 pg.ml (48 h) u zvierata ¢.
2.

Obr. 1. Trizémia 1. paru chromozémov Obr. 2. Trizémia 5. paru chromozémov
(c 25 pg.ml, 48h) (c 25 pg.ml2, 48 h)

Vysledky sme porovnali s inymi konazolmi. Podl'a Galdikova a kol. (2010) tebukonazol
obsiahnuty v pripravku Orius 25W testovany pri koncentracii 6 pg.ml™ najéastejsie sposobuje
monozomie a trizdmie 5. paru choromozémov hovadzeho dobytka. Toto tvrdenie potvrdzuje
aj Sivikova a kol. (2013), ktori zistili, Ze testovany tebukonazol v koncentraciach 6 - 15
ug.mlt spdsobuje trizomie a monozomie identifikované v stvislosti s chromozémami 5 a 7.
Produkt Prosaro pozostavajici z prothiokonazolu a tebukonazolu, ktory bol testovany
v koncentraciach 1,5 a 3 pg.mlt indukoval vznik monozdémii a trizémii chromozémov 1 a 5
(Holeckova a kol., 2013).

Zo ziskanych vysledkov vyplyva, ze mikonazol sice nespésobil chromozomove translokécie,
avSak boli pozorované numerické aberacie, na zéklade ktorych mozeme uvaZovat o
genotoxickom ucinku.
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VYSKYT BAKTERIOCIN-PRODUKUJUCICH KMENOV STREPTOCOCCUS
SALIVARIUS V QENTALNYCH BIOFILMOCH LUDI NA SLOVENSKU
Sondorova M., Surin Hudakova N.%, Kagirova J.1, Tamasova M.2, Kucera J.2, Mad’ar M.

'Katedra mikrobioldgie a imunoldgie, UVLF, Kosice
2Klinika stomatoldgie a maxilofacidlnej chirurgie, UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Streptococcus salivarius je bezne sa vyskytujuci ¢len humannej oralnej mikrobioty, ktory
kolonizuje oralnu dutinu a horné dychacie cesty v priebehu niekol’kych hodin po narodeni.
Niektoré kmene S. salivarius aj vd’aka produkcii bakteriocinov su schopné konkurencie
a uspesne inhibuji bakteridlne patogény podielajice sa na réznych oralnych ochoreniach.
Ciel'om tejto Studie bolo zistit’ pritomnost’ bakteriocin-produkujucich kmenov S. salivarius
s inhibi¢nou aktivitou v dentdlnych biofilmoch Slovékov. Vzorky dentdlneho biofilmu
odoberané od 40 zdravych l'udi boli kultivované na Mitis Salivarius agare a krvnom agare.
U izolatov bola hodnotend inhibi¢na aktivita pre potencial produkcie bakteriocinov na zéklade
antagonistického testu voci indikatorovému kmeiiu Micrococcus luteus DSM 1790. Izolaty
vykazujlce inhibi¢nu aktivitu boli podrobené identifikacii pomocou PCR metody s pouzitim
parov primerov pre 16S rRNA gén a druhovo Specificky gtfK gén pre S. salivarius. Okrem
toho boli identifikované kmene S. salivarius analyzované na pritomnost’ Strukturalnych génov
kodujucich salivariciny A, B a 9. Z vyselektovanych 55 izolatov iba 15 izolatov vykazovalo
inhibi¢nu aktivitu voci indikatorovému kmenu, pricom 13 z nich bolo identifikovanych ako S.
salivarius na zaklade sekvenovania 16S rRNA a gtfK génu. U dvoch kmenov S. salivarius
boli detegované gény pre salivaricin A, zatial' ¢o u ostatnych neboli preukazané ziadne zo
skamanych salivaricinov. Vysledky tejto Stadie sice poukazuju na nizsi vyskyt bakteriocin-
produkujucich kmenov u Slovakov, avsak kmene, u ktorych neboli detegované sledované
salivariciny, moézu byt potencialnymi producentmi inych alebo dokonca novych
bakteriocinov so sl'ubnou inhibi¢nou aktivitou.

uvoD

Oralna dutina poskytuje biotop pre viac ako 700 bakterialnych druhov, ktoré sa nachadzaju
Vv prirodzenej homeostatickej rovnovahe so svojim hostitelom. Tieto bakteridlne druhy
zohravaju zasadnu Ulohu v rdmci zachovania oralneho zdravia (Zhang a kol., 2022). Oréalne
komenzalne druhy, ako je napriklad S. salivarius, su bohatym zdrojom bakteriocinov
vykazujacich cely rad r6znych bioaktivnych vlastnosti. Expresia bakteriocinov sa povazuje za
dolezitti probiotickil vlastnost’ vzhladom na ich schopnost’ priamo inhibovat’ patogénne
baktérie (Li akol., 2021). Vac¢sina bakteriocinov produkovanych kmenimi S. salivarius,
nazyvanych aj salivariciny, bola charakterizovand ako lantibiotick¢é peptidy. NavySe je
pozoruhodné, Ze niektoré kmene S. salivarius st schopné produkovat viac ako jeden
salivaricin, priCom kazdy z nich ma odlisné genetické determinanty pre produkciu, jedine¢nt
Strukturu peptidu a Specifické spektrum antimikrobialnej aktivity (Barbour a kol., 2020). Na
zaklade viacerych charakteristik vratane produkcie salivaricinov si kmene S. salivarius
sl'ubnymi kandidatmi na vyvoj oralnych probiotickych pripravkov proti infekénym ordlnym
ochoreniam (Masdea a kol., 2012).

MATERIAL A METODIKA

Do studie bolo zaradenych 40 zdravych dospelych I'udi bez systémovych a orélnych ochoreni
s priemernym vekom 26 + 5 rokov. Vsetci participanti poskytli informovany sthlas s Gc¢astou
na Studii. Realizacia tejto Stidie bola schvalend Etickou komisiou Lekérskej fakulty
Univerzity Pavla Jozefa Safirika v Kosiciach a Etickou komisiou Univerzitnej nemocnice
Louisa Pasteura v Kosiciach (¢islo rozhodnutia 2021/EK/11068). Vzorky dentalneho biofilmu
boli odoberané pomocou sterilnej kyrety do 400 ul fosfaitom pufrovaného fyziologického
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roztoku. Pred pripravou jednotlivych desiatkovych riedeni boli vzorky dokladne vortexované
(Vortex V-1 plus, Biosan, Riga, LotySsko) az do ich uplnej homogenizacie. Ako selektivne
pevné médium bol pouzity Mitis Salivarius agar (MSA), ktory slizi na izolaciu niektorych
druhov streptokokov vratane S. salivarius. Na MSA platne bolo naockovanych 25 pl
suspenzie z jednotlivych riedeni a platne boli kultivované v termostate pri 37 °C pocas 48
hodin za aerébnych podmienok. Nésledne boli selektované solitarne koldnie s mukoidnym
rastom, ktoré boli preockované na krvny agar (KA). Po 48 hodinovej aerébnej kultivacii pri
37 °C boli ziskané izolaty mikroskopicky a makroskopicky charakterizované. Pred ich
identifikaciou bol vykonany antagonisticky test vo¢i M. luteus DSM 1790, kde bola sledovana
inhibi¢na aktivita jednotlivych izolatov. V rdmci antagonistického testu bola pripravena
Standardizovana  suspenzia, ato resuspendovanim  solitdirnych  kol6nii  izolatov
a indikatorového kmena M. luteus DSM 1790 v 3 ml fyziologického roztoku, pricom bola
dosiahnuta turbidita 0,5 McFarland pri vlnovej di’ke 565 nm (DEN-1 McFarland
denzitometer, Biosan, Riga, LotySsko). Potom bolo 100 pl suspenzie s indikatorovym
kmeniom naockované na Mueller Hinton Agar (MHA) a néasledné bolo na jednotlivé Stvrtiny
kvapnutych na povrch agaru 25 pl suspenzie izolatov. Okrem toho bola zahrnuta do tohto
testu aj pozitivna (S. salivarius K12) a negativna kontrola (fyziologicky roztok). I1zolaty, ktoré
vykazovali inhibi¢nu aktivitu, boli identifikované¢ pomocou PCR na zéklade génu 16S rRNA
(univerzélne primery) a $pecifického gtfK génu (kodujuci glukozyltransferazu K) pre S.
salivarius. Zaroven izolaty, ktoré boli identifikované ako S. salivarius boli podrobené detekcii
bakteriocinov, konkrétne salivaricinu A (salA), B (sboB) a 9 (sivA). Pouzité primery a PCR
podmienky su uvedené v Tab. 1.

Tab. 1. Primery a PCR podmienky pre detegované gény

Gén Sekvencie primerov (5’ to 3°) PCR podmienky
16S rRNA AGAGTTTGGATCMTGGCTCAG 94 °C 5 min, 30x [94 °C 1 min, 55 °C
CGGTTACCTTGTTACGACTT 1 min, 72 °C 3 min] 72 °C 10 min
K GTGTTGCCACATCTTCACTCGCTTCGG  95°C 13 min, 30x [95°C 305, 66 °C
g CGTTGATGTGCTTGAAAGGGCACCATT 30s,72°C 1 min] 72 °C 5 min
salA GTAGAAAATATTTACTACATACT 95 °C 10 min, 30x [94°C 30, 55 °C
GTTAAAGTATTCGTAAAACTGATG 30, 65°C 30s] 70 °C 5 min
shoB GTGAATTCTCTTCAAGAATTGACTCTT  95°C 10 min, 30x [95°C 30s, 40 °C
AAAATATTCATACCGCTCTTCC 30s,65°C 305s] 65°C5min
SiVA AAAAAGGCGCTTCTATATCCATGA 95 °C 5 min, 30x [95°C 30, 55 °C
ATCTTTACCTCAAACTTTTAAGTCCATT 1 min, 65 °C 30s] 70 °C 5 min

Na vsetky PCR reakcie sa pouzila DNA izolovana pomocou Quick-DNA Fecal/Soil Microbe
Miniprep Kit (Zymo Research, Irvine, USA). Kvalita a kvantita extrahovanej DNA bola
analyzovand spektrofotometricky s pouZzitim NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) pred vykonanim PCR. Amplifikacia prebiehala v termocykléri
(TProfessional Basic, Biometra GmbH, Gottingen, Nemecko), priCom reakéna zmes (50 pl)
obsahovala 2 pl (100 ng) templatovej DNA, OneTaq 2X Master Mix so Standardnym pufrom
(New England Biolabs, Foster City, USA), vodu bez nukledz a prislusné primery v
koncentracii 33 uM. V ramci kazdej PCR reakcie bola zahrnuta negativna kontrola (voda bez
nukledz). Ako pozitivna kontrola v pripade salivaricinu A a B bol pouzity kmen S. salivarius
K12 a u salivaricinu 9 kmen S. salivarius M18. Produkty amplifik&cie boli vizualizované
elektroforézou na agar6zovom géli s pouzitim GelRed pod UV svetlom a néasledne sa odoslali
na Sangerovo sekvenovanie do spolo¢nosti Microsynth (Vieden, Rakusko). Ziskané sekvencie
sa spracovali v programe Geneious 8.0.5 a porovnavanie sekvencii bolo vykonané online
nukleotidovym algoritmom BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Z dentalnych biofilmov 40 T'udi bolo izolovanych celkovo 55 izolatov Gram-pozitivnych
kokov s typickym retiazkovym usporiadanim, pricom pritomnost’ a-hemolyzy na KA bola
variabilna. Aj ked’ sa sekvenovanim potvrdia gény pre produkciu salivaricinov, skuto¢ne nie
vSetky salivariciny musia byt produkované ako aktivne peptidy. Napriklad u S. salivarius
NUI10 boli detegované Strukturne gény kodujice salivaricin A a 9, avSak bol schopny
produkovat’ iba salivaricin 9 v jeho aktivnej forme (Barbour a kol., 2014). Z désledku toho
bol v tejto Stadii najprv vykonany antagonisticky test, pri¢om spomedzi 55 izolatov len 15
vykazovalo inhibi¢na aktivitu vo¢i indikatorovému kmeniu. Nésledne bolo 15 izolatov
podrobenych identifikacii, kde sa preukazalo, Zze 12 bolo identifikovanych ako S. salivarius.
Na zéklade BLASTn analyzy v pripade 16S rRNA génu vykazovali bakterialne izolaty
homolégiu v rozmedzi 99,28% az 99,82% v ramci porovnania v oboch nr/nt aj 16S rRNA
databazach s viacerymi kmenimi S. salivarius. AvSak na definitivne potvrdenie identifikacie
izolatov sa pouzila PCR s druhovo-$pecifickymi parmi primerov pre gtfK gén. Produkty PCR
s velkostou priblizne 544 bp boli pritomné u 13 testovanych kmenov a ziskané sekvencie
mali 99,78 az 100% podobnost’ s viacerymi kompletnymi genémami a viacerymi gtfK génmi
kmenov S. salivarius. Na druhej strane iba pri detekcii génu kdédujuceho salivaricin A bol
pozitivny produkt u dvoch testovanych kmenov S. salivarius, pricom vykazovali 99,38%
2 99,08% homoldgiu v ramci BLASTn analyzy. Doposial’ s zname salivaricin A a jeho
varianty, ktoré sa vzajomne liSia substiticiou niektorych aminokyselin (SalAl — SalAS), d’alej
salivaricin B, G32, 9, E a D (Hols a kol., 2019). Na zaklade toho mozno predpokladat’, Ze
kmene, u ktorych neboli detegované skumané salivariciny, mohli produkovat iné uz
spominané alebo nove bakteriociny, pripadne iné antimikrobialne latky.

Tato publikécia vznikla v rdmci riesenia projektu VEGA 1/0788/19.
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MIKROBIOTA KOZE PSOV — ZLOZENIE A MOZNOSTI JEJ PROSPESNEJ
MODULACIE
Stempelové L.?
WUstav fyziolégie hospoddrskych zvierat, Centrum biovied SAV v.v.i., Kosice
2Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmdcie v Kosiciach

ABSTRAKT

Dermatologické ochorenia psov asnimi spojené kozné infekcie s mnohokrat pri¢inou navstev
veterinarnych ambulancii. Naviac, liecbu tychto ochoreni komplikuje antibioticka rezistencia baktérii.
Z tychto dovodov sme sa zamerali na Stidium mikrobioty koze zdravych psov a psov trpiacich
dermatologickymi ochoreniami. Nasledne sme sa zamerali na hodnotenie antimikrobialneho u¢inku
organickych kyselin, rastlinnych zloziek a medov, ktoré by mohli byt potencialne aplikovatelné v
ramci lokalneho manazmentu dermatologickych ochoreni psov. V naSej $tadii sme z koZze zdravych
psov kultiva¢nymi metédami vyizolovali pestri §kalu bakterialnych druhov, predovsetkym koagulaza-
pozitivne a koagulaza-negativne stafylokoky, zriedkavo streptokoky a gramnegativne baktérie.
Z koznych 1ézii psov, ktorym bolo diagnostikované dermatologické ochorenie bolo vyizolovanych 21
bakterialnych kmenov, z ktorych najcastejSie identifikovanym bol Staphylococcus pseudintermedius
(13/21). Na zaklade fenotypovych a genotypovych vlastnosti vSetkych ziskanych izolatov boli vybrané
bakteridlne kmene proti ktorym sme testovali antimikrobialny u¢inok latok naturalneho pévodu. Na
zaklade hodnét MIC boli najefektivnejSie organické kyseliny, predovSetkym kyselina octova
a propiénova. Zrastlinnych zloziek preukazala najvyraznejsi antimikrobialny u¢inok kyselina
taninova. Z testovanych medov boli najnizsie hodnoty MIC zistené pri mede manuka.

UuvoD

Koza psov je kolonizovana rozmanitou bakteridlnou populaciou (Hoffmann a kol., 2014). Mnoho
vonkajSich, ale aj vnutornych faktorov, alergické kozné ochorenia, endokrinopatie alebo pritomnost’
ektoparazitov mozu zapri¢init' rozvoj koznych infekcii a dermatitidy (Loeffler and Lloyd, 2018).
Kozné izolaty psov sa vyznaCuju pritomnostou dolezitych faktorov virulencie a tieZ antibiotickou
rezistenciou, ¢o zna¢ne komplikuje terapiu dermatologickych ochoreni (Bertelloni a kol., 2021).

MATERIAL A METODIKA

Kozné stery boli odobraté od 30 zdravych psov (z 8 ¢asti tela) a z koznych 1ézii 14 psov, ktorym bolo
diagnostikované dermatologické ochorenie. Stery boli inokulované na selektivne a neselektivne zivné
média: Brain Heart Infusion, Mannitol Salt Agar, MacConkey Agar (Becton Dickinson, USA),
Pseudomonas Agar (Himedia, India) a kultivované za aerébnych podmienok. Izolaty boli
identifikované pomocou MALDI-TOF hmotnostnej spektrometrie  (Bruker Daltonics MALDI
Biotyper, Nemecko), ktorej predchadzala izolacia proteinov podl'a metodiky autorov Besséde a kol.
(2011). Na stanovenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC) antimikrobialnych latok boli pouzité
testovacie stripy Liofilchem MIC (Taliansko). Na vyhodnotenie rezistencie boli pouzité tabulky
hrani¢nych hodnét EUCAST v. 11 (2021). Na hodnotenie vlastnosti baktérii ako je tvorba Zelatinaty,
protedz, lipazy, slizu, DN&zy, hemolyzinov a schopnost’ hydrolyzovat’ $krob boli pouzité zivné média
s pridavkom testovanych zloziek. Stanovenie produkcie biofilmu sa uskutocnilo pomocou
spektrofotometrického testu kryStalovou violetou podl'a predtym publikovanej metédy Toledo-Arana
a kol. (2001) s malymi modifikaciami, ako popisala Bujidkova a Kmet’ (2012). Enzymaticka aktivita
bola stanovena pomocou komercénej supravy API ZYM (bioMérieux, Francuzsko). Na testovanie
antimikrobidlnej aktivity organickych kyselin, medov a rastlinnych zloZiek bola pouzita mikrodilu¢na
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koncentracia kyseliny, ktora inhibovala rast v jamke a nevykazovala ziadny viditelny rast na platni.
Hodnoty MIC a MBC boli vyjadrené ako aritmetické priemery trojitych testov a Standardna odchylka.
Podl'a pomeru MBC/MIC bola stanovena antibakteridlna aktivita. Pomer MBC/MIC < 4, uc¢inok sa
povazoval za baktericidny, ale ak bol pomer MBC/MIC > 4, ucinok bol definovany ako
bakteriostaticky.
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Z koze zdravych psov bolo vyizolovanych 136 bakteridlnych kmenov. NajvacSie mnozstvo
izolatov predstavovali stafylokoky 66,9 % (91/136), ostatné grampozitivne baktérie
predstavovali 14,7 % (20/136) a gramnegativne baktérie 18,9 % (25/136) Nasledne sme sa
zamerali na stanovenie vlastnosti 74 stafylokokovych kmenov, ktoré boli vybrané na zaklade
MSP dendrogramu. Pri testovani rezistencie na antibiotika bolo najviac kmenov rezistentnych
na chloramfenikol (73 %), penicilin (67 %), nasledovala rezistencia na erytromycin (42 %),
teracyklin (26 %) a oxacilin (20 %). Pouzitim stipravy API ZYM bola najvyraznejsia aktivita
pozorovana pri kyslej a alkalickej fosfataze. S vynimkou jedného kmena (S.capitis) bola
zistena schopnost’ tvorby biofilmu u vSetkych testovanych kmetnov. Metodikou s pouzitim
Congo red agaru bola tvorba slizu zistena u 82,4 % kmeniov. Hemolyticka aktivitu sme
pozorovali u 63,5 % kmenov, pricom B-hemolyza bola zistend u vsetkych testovanych
kmenov (36/36) druhu S. pseudintermedius, 4/6 kmenov druhu S. aureus a 2/3 kmenov druhu
S.epidermidis. Tvorba DNazy bola potvrdena u 84 %, tvorba lipdzy u64 % a tvorba
Zelatinazy u 54 % testovanych stafylokokov. Z koznych 1ézii psov bolo odobratych 16 vzoriek
(9: atopicka dermatitida, 3: otitida, 4: iné kozné ochorenia). Viac ako polovica izolatov 13/21
bola identifikovana ako S. pseudintermedius, 2 kmene ako S. aureus, 1 kmen S. hominis, 1
kmen S. epidermidis, 2 kmene Pseudomonas aeruginosa, 1 kmen Bacillus megaterium, 1
kmen Enterobacter cloaceae. p-hemolyza bola potvrdena u 15/17 stafylokokovych kmefiov
al kmena P. aeruginosa, a-hemolyza bola pozorovana ukmena B. megaterium. Pri
stanovovani ostatnych fenotypovych vlastnosti sme sa zamerali na stafylokokové kmene.
Zistili sme, e 88,2 % kmetiov bolo schopnych tvorit DNAzu, rovnaké percento kmefiov
tvorilo lipazu, 53 % kmenov tvorilo Zelatinazu a proteazy. Na testovanie antimikrobiélnej
aktivity bolo vybranych 14 koznych izolatov (Tab. 1.).

Tab. 1. Testované bakterialne kmene

Testované baktérie Kmeri Vlastnosti
Staphylococcus aureus CE24 |B-hemolyza, DN Aza, Zelatindza, biofilm, kazeindza, lipaza
BO4 B-hemolyza, DN Aza, Zelatiniza, biofilm, lipaza, E+C rezistencia
S. capitis ME17 |DNAza, biofilm, lipaza, CD rezistencia
S. epidermidis AL7 Sliz, biofilm, kazeindza, lipaza, P+E+OX rezistencia, mecA gén
S. hominis AG3 Sliz, biofilm, E+C rezistencia
S. haemolyticus RI3 Sliz, biofilm, DNaza, Zelatinaza, lipaza, E+C+OC rezistencia
S. pseudintermedius TB13 |B-hemolyza, DN Aza, Zelatinaza, sliz, biofilm, kazeinaza, lipaza, P rezistencia
OG9 B-hemolyza, DNAza, Zelatinaza, sliz, biofilm, kazeinaza, lipaza, P+E+TE+C+OC rezistencia
Enterococcus faecium AA14 [nezistena rezistencia na antibiotika
Streptococcus canis BS10 |TE+ E rezistencia
Pseudomonas aeruginosa |BAS1 |lasl - lasR acyl-homoserine lactone quorum-sensing systems, rhll - rhR acyl-homoserine lactone
quorum-sensing systems, lasB elastase, plc phospholipase C, CIP+COT resistance
Bacillus cereus AE13 [TE rezistencia
Escherichia coli EL13 |fyuA siderophore yersiniabactin, Tsh temperature-sensitive hemaglutinin, iroN siderophore
salmochelin
Klebsiella oxytoca AX10 [Ybts yersiniabactin, EntB enterobactin, AMP resistance

Napriek vyuzivaniu organickych kyselin ako potravinovych konzerva¢nych latok a kfmnych
prisad (Papatsiros a kol., 2012; Stanojevi¢-Nikoli¢ a kol., 2016), antimikrobialne spektrum
mnohych z nich stéle nie je dostato¢ne preskimané. Tiez chybaju informacie tykajuce sa ich
vyuzitia vo veterinarnej dermatologii. Testované organické kyseliny su prirodzene sa
vyskytujuace kyseliny pritomné v mnohych potravindch, mliecnom cukre, Vv
gastrointestinalnom trakte alebo na kozi l'udi a zvierat. Vysledné hodnoty MIC organickych
kyselin proti testovanym baktériam st uvedené v tabulke ¢. 2. VSetky testované organické
kyseliny vykazovali baktericidny u¢inok proti baktériam koze psov s vynimkou ich
bakteriostatického uc€inku proti kmetiu B. cereus. Na zaklade hodnoét MIC mozno hodnotit’, Ze
najsilnej$i ucinok bol zisteny u kyseliny octovej a kyseliny propionovej. Naopak, najslabSou
kyselinou bola kyselina L-askorbova. Najcitlivejsimi izolatmi boli: S. capitis (MIC 1,7 mg/ml +
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1,0) a S. hominis (MIC 1,9 mg/ml + 0,9). Naopak, najrezistentnej$imi baktériami boli oba kmene
druhov S. aureus (BO4 MIC 4,7 mg/ml + 4,5; CE24 4,4 mg/ml £ 4,5).

Tab. 2. Minimdlna inhibiéna koncentrdcia organickych kyselin, medov a rastlinnych zloZiek proti
bakteridlnym kmeiiom izolovanym z koZe psov

Organické kyseliny  |MIC rozsah (mg/mi)l MIC priemer| V1€ Gram-pozit. IMIC Gram-negat.

baktérie baktérie
Kyselina L-mlie¢na 13-40 22408 22+03 22409
Kyselina propionova 0,8-20 1,6 £0,7 1,7+0,7 1,3+0,5
Kyselina octova 05-20 1,4+ 0,5 1,5+0,6 1,0+ 0,0
Kyselina maslova 0,4-2,7 20+08 21+08 1,7+0,5 ] MIC Gram+ | MIC Gram-
Kisc]jna alykolova 10-2,0 1,705 1,705 17505 Medy MIC rozsah (%) | MIC priemer | bakterie |negat. baktérie
Kyselina jantarova 0,8-4,0 26+ 1,1 24+1,0 33409 Med kvetovy 23,3 - 46,7 355459 359+ 6,6 33,9+ 1,6
Kyselina L-askorbova 4,0-16,0 79+45 72+44 10,7 +3,8 Med lipovy 10,0 - 30,0 20,7+5,8 19,5+ 6,1 25,0+ 0,0
Kyselina citrénova 08-53 27413 23+12 4,0+ 0,0 Med agitovy [25,0 - 45,0 362+7,1 364+73 35,6+ 63
Rastlinné zlozky Med manuka (8,3 - 45,0 13,7+09,1 13,0+ 10,1 16,1 +£0,8
Betulin 6,7- 16,0 123+4,1 135+39 85+1,7 Med lesny _ |16,7 - 40,0 262+ 6,1 255463 289=42
Guaiazukn 10,7 - 32,0 203 +7,1 219+73 151+ 1,3
Chinin 0,3-16,0 2,7+4,1 13+14 73+6,1
Kurkumin 1,7-16,0 4,7+5,0 22+07 129+44
Kyselina glycirhizinova 17-160 9.8+4,5 87:4,1 133:38
Kyselina taninova 0,04 - 8,0 1,0+ 2,0 0,4+0,3 33+33
Piperin 12-320 22,2+10,8 252+10,1 121+55
Quercetin 8,0- 26,7 16,0+ 5,8 16,5+ 6,4 142+25

Medy boli vyuzivané uz v minulosti na liecbu ran, ekzémov a zapalov. V sti¢asnosti so stupajucim
vyskytom rezistencie baktérii na antibiotika st opdt’ predmetom mnohych $tadii (Mandal a
Mandal, 2011). Antimikrobialny efekt testovanych medov sme pozorovali v pomerne
vysokych koncentraciach, a preto z praktického hladiska ich aplikacie na kozu nemaju velky
vyznam. Z testovanych medov preukazal najvyraznej$i antimikrobialny G¢inok med manuka.
Najnizsie hodnoty MIC boli zistené u kmena S. canis (MIC 8,3 % =+ 2,4), naopak najvyssie
hodnoty MIC boli zistené u kmena E. faecium (45,0 % = 0,0).

Z testovanych rastlinnych zloziek bola najucinnejSia kyselina taninova a chinin (otestovanych 13
kmenov (okrem E. faecium)). Kyselina taninova je pritomna v mnohych potravinach vratane ¢aju,
kakaovych bobov, hrozna ajahdd (Chung a kol., 1993). Najnizsie hodnoty MIC kyseliny
taninovej boli zistené u kmena S. hominis (MIC 0,04 mg/ml), najrezistentnej$im kmefiom bola K.
oxytoca (MIC 8,0 mg/ml = 0,0).

Praca bola podporena grantom VEGA 2/0006/20.
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“7ZA TO MOZE LISAJNIK!“ ALEBO ZMENY SPRAVANIA LABORATORNYCH
ZVIERAT PO PODAVANI ATRANORINU

Simko P., Urbanska N., Leskani¢ova A., Kiskova T.
Katedra fyziolégie Zivocichov, PF UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Atranorin (ATR) je sekundarnym metabolitom niektorych liSajnikov. V nasom experimente
sme skumali jeho ucinok na zdravy organizmus in vivo. Pracovali sme s potkanmi kmena
Sprague-Dawley (n=24), ktoré sme si rozdelili do $tyroch skupin. Prva a druha skupina boli
kontrolné. Prva skupina (n=6) pozostavala zo zdravych intaktnych (JINT) samcov. Druht
skupinu (9n=6) tvorili zdravé intaktné (INT) samice. Tretiu a $tvrta skupinu (ZATR/n=6
a QATR/n=6) tvorili zvierata, ktorym sa na dennej baze podaval ATR per os v koncentracii
10 mg/kg hmotnosti v roztoku 10% etanolu po dobu jedného mesiaca. Zvierata sme vo veku
troch mesiacov podrobili behavioralnemu testovaniu. Skumali sme taktiez prirastok
hmotnosti s tym sdvisiaci. Z naSich vysledkov vyplyva, Ze ATR ovplyviluje spravanie
laboratornych zvierat. ATR v davke 10 mg/kg hmotnosti nie je toxicky a mohol by byt
vyuzity v budicom vyskume.

UvoD

LiSajniky tvoria skupinu symbiotickych organizmov zloZenych zo zelenej riasy, alebo sinice
a huby. Po staro¢ia st vyuzivané v medicine, alebo inych odvetviach a st zdrojom potravy pre
Sirokti $kalu T'udi azvierat (Crawford, 2015). Atranorin (ATR), produkt sekundarneho
metabolizmu liSajnikov, je aromaticky depsid vykazujici Sirokt Skélu pozitivnych vlastnosti,
akymi je napriklad antibakteridlny, antifungdlny, antiinflamacny, cytotoxicky, antivirdlny
¢i imunomodula¢ny uc¢inok (Studzinska-Sroka akol., 2017). Niektoré Stadie sa zaoberaju
vplyvom ATR najmé na nadorové modely in vitro. Jednym z takychto prikladov je i Stadia od
Majchrzak-Celinskej a kol. (2022), zaoberajtica sa podpornou lie¢bou glioblastomu pomocou
ATR. V nej, autori preukazali pozitivny efekt ATR v davke 25 uM na viabilitu A-172 buniek,
v davke 50 uM na viabilitu T98G a v davke 25 puM na viabilitu U-138 MG nadorovych
bunkovych linii mozgu (Majchrzak-Celinska a kol., 2022). V sucasnosti vSak nie je
k dispozicii ziadna Studia, ktora by sa zaoberala vplyvom ATR na zdravy zivy organizmus in
Vivo.

MATERIAL A METODIKA

ATR bol vyextrahovany z lisajnika Pseudovernia furfuracea. Experimentalnu vzorku tvorilo
24 laboratornych potkanov kmena Sprague-Dawley rozdelenych do Styroch skupin. Prvé dve
skupiny tvorili intaktné samce a samice, tretiu a stvrtt skupinu tvorili samce a samice, ktorym
sa podaval ATR na dennej baze v koncentracii 10 mg/kg hmotnosti per os pocas jedného
mesiaca. Laboratorne potkany sme vo veku troch mesiacov podrobili behavioralnemu
testovaniu za Ucelom zmerania stupna Uzkosti a aktivity exploraéného spravania. Na tento
ucel sme si zvolili vyvySeny krizovy labyrint (EPM) a test otvoreného pol'a (OFT). V EPM
sme sledovali ¢as v otvorenych ramenéch, frekvenciu defekacie, pocet vztyceni, komfortné
spravanie a pocet prechodov cez stred labyrintu. V OFT to boli udalosti ako celkova prejdena
draha, priemernd rychlost,, ¢as straveny na perifériach a v strede pol'a, taktiez pocet vztycent,
komfortné spravanie a defekaciu. Udaje sme vyhodnocovali v $tatistickom programe
GraphPad Prism 8.0.1 ato na zaklade normalneho rozdelenia dat prislusSnym testom
a posttestom. Hodnoty s vyjadrené ako aritmeticky priemer + smerodajna odchylka (SD).
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TELESNA HMOTNOST A PRIRASTOK HMOTNOSTI

Sledovanie prirastku telesnej hmotnosti je vel'mi uZzitoénym indikatorom zdravotného stavu
organizmu (Khanna a kol., 2022). ATR neovplyvnil telesni hmotnost’ laboratérnych zvierat
pocas experimentu, avSak pocas niektorych tyzdnov ju signifikantne znizil (tyzdne 9 a 10;
Obr. 1). Myslime si, ze prave administracia ATR (pocas 8 az 12 experimentalneho tyzdna)
spbsobila pokles hmotnosti. Spotreba vody ani potravy ovplyvnend nebola (data nie su
zobrazene).
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Obr. 1. Telesna hmotnost’ (A,B) a prirastok hmotnosti (C, D) u samcov (A, C) a samic (B, D) v INT a ATR
skupinéch. Data s vyjadrené ako aritmeticky priemer + SD. Signifikancia vs INT * P<0.05, ** P<0.01 a ***
P<0.001

BEHAVIORALNA ANALYZA

V EPM signifikantne vzrastol pocet prechodov cez stred v oboch ATR skupinach (P<0.05).
Cas straveny v otvorenych ramenach bol taktie? znaéne predlzeny v oboch ATR skupinach
(P<0.001 aP<0.05). Pocetnost’ defekacie sa zvySila po administracii ATR pri oboch
pohlaviach v porovnani s INT skupinami (P<0.01). Tieto vysledky sved¢ia o znizeni hladiny
Uzkosti experimentalnych ATR zvierat v porovnani s INT skupinami. DIh§i ¢as straveny
V otvorenych ramendch a zvySeny pocet prechodov zvierat stredom labyrintu znamena nizsi
stupen uzkosti u zvierat (Belovicova a kol., 2017). ZvySena frekvencia defekacie pri oboch
ATR skupinach pocas behaviordlneho testovania mdze indikovat anabolicky efekt ATR
v kostrovom svalstve.

Tab. 5. VyvySeny krizovy labyrint

o 2

INT ATR INT ATR
vItyiovanie 2133878 225x11498 23B3+109 2717x11B6
tistenie 333186 283+147 200141 167121
defekacia 117 x0.72 2,08 £051** 0.00 £0.00 1.00 = 0.89**
prechody cez stred 367 £3.01 6.00 + 2 B3* 7.B3£3.43 13.17 £ 6.77*
tasvonmrenych 117 +286 35.17 £ 47 20"** 16.17£1545 5283 %3893+

ramenach
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Data su vyjadrené ako priemer = SD. Signifikancia vs INT * P<0.05, ** P<0.01 a *** P<0.001. VztyCovanie,
Cistenie, defekacia a prechody cez stred st vyjadrené poétom opakovani, ¢as v otvorenych ramenach je
vyjadreny v sekundéach.

V OFT sme zaznamenali vo zvysSenej miere pocet vztyCovani pri oboch ATR skupinach
(P<0.01 a P<0.001). Frekvencia defekacie sa zvysila po podavani ATR pri oboch pohlaviach
v porovnani s INT skupinami (P<0.05 a P<0.01). Pocet Cisteni, Cas straveny v strede pola a na
perifériach, prejdena dréha a priemerna rychlost’ zostali nezmenené.

Tab. 6. Test otvoreného pol'a

o g

INT ATR INT ATR
wvtyfovanle §.33+£757 19.00 + 8.05** 12.00 = 6.00 2417 £ 3 60%=*
Zistenle 5.33+2.80 5.17+2.23 517:172 433+1.03
defekicla 017041 117+£117* 0.67 £ 082 217 +£1.47%=
£as v centre 0.70x0591 111£151 080072 2B81+3. 83
£as na perifériach 360.40 £ 28.76 37158 £ 659 Ip2.22£2458 37416 £ 15.48
prejdend driha 29088+ 1pB.58 26655+ 13455 3418513672 400658826
priemernd rychlost 0.79+0.43 071036 055 +0.44 0.79+0.29

Data s vyjadren¢ ako aritmeticky priemer + SD. Signifikancia vs INT * P<0.05 a ** P<0.01. VztyCovanie,
Cistenie a defekacia st vyjadrené poétom opakovani. Cas v strede a ¢as na perifériach s vyjadrené v sekundach.
Prejdena draha je vyjadrena v metroch a priemerna rychlost’ v m.s’

Tento vyskum bol podporeny vdaka grantovej schéme VEGA (VEGA-1/0658/20) a schéme VVGS (VVGS-PF-
2022-2136).
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TRANPORT Mn CEZ EPITEL TENKEHO CREVA HYDINY POMOCOU IN VITRO
MODELU USSING CHAMBER
’ Tokarc¢ikova K.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat CBv SAV, Kosice

ABSTRAKT

Stopové prvky zdiel'aju pocas prestupu bunkovou stenou spolo¢né transportné mechanizmy,
o ovplyviuje ich absorpciu z traviaceho traktu aich utilizaciu v organizme. Studia bola
zamerana na sledovanie transportu Mn cez Crevny epitel hydiny v ex vivo podmienkach.
Kinetika transportu réznych koncentrécii Mn (0, 10, 20, 50, 100 ppm) bola sledovana a
porovnavanad Vv roznych tusekoch tenkého ¢reva dospelych nosnic (duodenum, jejunum,
ileum). Ako model ¢revnej absorpcie sme pouzili komdrkovy systém Ussing chamber, kde
sme sledovali transcelularny a paracelularny transport Mn cez Erevny epitel pomocou
indikatorov (kofein a Lucifer yellow - LY) pocas 120 min. inkubacie. Vitalitu a integritu
Creva sme sledovali meranim transepitelidlneho odporu membrany (TEER) a pripravou
histologickych preparatov. Nase vysledky ukazali, Ze transport Mn a celkovy koeficient
¢revnej permeability Mn nebol ovplyvneny jeho koncentraciou ani segmentom tenkého creva,
aj ked’ bol zaznamenany trend vysSej akumulacie Mn v epiteli ilea. ZvySena permeabilita
markerov a hodn6t TEER, a naruSenie integrity ¢revného epitelu (histologické vyhodnotenie)
boli zaznamenané po 120 min. inkubacie ¢revného epitelu v komérkach Ussing chamber. Zda
sa, ze Studie transportu stopovych prvkov pouzitim systému Ussing chamber umoziujua
sledovat’ prestup stopovych prvkov cez ¢revny epitel ex vivo a predpovedat ich ¢revnu
absorpciu v in vivo podmienkach.

UuvoD

Mangan je esencialny stopovy prvok nevyhnutny pre spravnu funkciu fyziologickych a
biochemickych procesov v organizme (McDowel, 2003). Vyuzitie Mn v organizme zavisi od
jeho chemickej formy, od absorpcie z traviaceho traktu a jeho biovyuzitelnosti. Hlavnym
miestom absorpcie Mn ako aj ostatnych stopovych prvkov je tenké c¢revo (Tufarelli
a Laudadio, 2017). Na posudenie absorpcie stopovych prvkov, prestupu latok cez ¢revnu
bariéru, a sledovanie r6znych biologickych procesov v ¢reve sa vyuzivaji rézne in Vitro
modely minimalizujiice pouZitie zvierat v experimente. Medzi takéto modely patri aj model
Ussing chamber vyvinuty na meranie transportu idnov, Zzivin a liekov naprie¢ réznymi
epitelovymi tkanivami (Tor, 2015). Tento model mozno definovat’ ako systém zaloZeny na
difdzii a pouziva sa na meranie transepitelialneho transportu rozpustenej latky cez membranu.
Vyhodou tejto metddy je moznost pouzitia roznych Casti ¢reva v ex vivo podmienkach,
moznost” sledovania absorpcie roznych latok pri zachovani morfologickych a fyziologickych
vlastnosti ¢reva a pouzitie minimalneho poctu zvierat. Nevyhodou je kratky cas vitality
¢revného epitelu (do 150 min.) a velké medzidruhové a individualne rozdiely v sledovanych
parametroch (Nunes, 2015).

Ciel'om naSej Stadie bolo pomocou modelu crevnej absorpcie Ussing chamber sledovat
paracelularny a transceluldrny transport Mn cez ¢revnl stenu hydiny a porovnat’ prestup
roznych koncentrécii Mn cez jednotlivé tseky tenkého ¢reva hydiny (duodenum, jejunum,
ileum). Integrita a priepustnost’ crevného epitelu pocas inkubdacie bola posiidena na zaklade
biofyzikdlnych parametrov ¢revnej steny (transepitelidlna elektrickd rezistencia (TEER))
a pomocou indikatorov (LY a kofein) po¢as 120 min. inkubacie. Kazdych 30 min. inkubécie
boli sledované aj histologické zmeny v tenkom creve.
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MATERIAL A METODIKA

Ex vivo model ¢revnej absorpcie Ussing chamber je komdrkovy systém zlozeny z 2 Casti,
akceptorovej adonorovej casti. Kazda cast' je pripojena k obehovému systému
zabezpecujuceho udrziavanie teploty komorok na 37 °C a neustaly privod zmesi plynov (95%
02 a5 % COy) pre zachovanie vitality tkaniva. Zakladnym roztokom, v ktorom sme ¢revo
pocas celej inkubacie udrziavali bol Krebs-Henseleitov timivy roztok (KHB) s pH 7,4. Do
KHB roztoku v donorovej Casti sme pridavali indikatory (LY, kofein) a 4 r6zne koncentrécie
Mn (0, 10, 20, 50, 100 ppm). Do strednej ¢asti komorky, ktora slazi ako semipermeabilna
membréna, sme vlozili ¢ast’ ¢revného tkaniva zbaveného serdzy o velkosti 1,5 — 2 cm.
Pouzité segmenty tenkého creva z dospelych nosnic (duodenum, jejunum, ileum) sme
odoberali postupne pocas celkovej anestézie zvierat, ¢im sme zabezpecili Cerstvost’ tkaniva.
Kvéli eliminovaniu individudlnych rozdielov medzi zvieratami, sme z jedného zvierata
pouzili vSetky useky tenkého ¢reva, ktory sme inkubovali pri vSetkych koncentraciach Mn
(n=6). V roztoku akceptorovej ¢asti komorky sme merali koncentraciu Mn a indikatorov
prestupujicich cez ¢revni stenu kazdych 30 min., po¢as 120 min. inkubacie. V pravidelnych
¢asovych intervaloch bola merana TEER pomocou elektrod vyrobenych z chirurgickej ocele
vloZenych do oboch casti Ussing chamber. Na konci inkubdacie bolo ¢revo odobraté na d’alSie
analyzy- histologické vySetrenie alebo uchovavané na -20°C.

Koncentracie Mn v akceptorovej a donorovej ¢asti a v tkanive ¢reva sme stanovili pomocou
atbmovej absorpcnej spektrometric (AAS, Shimadzu AA-7000, Kyoto, Japonsko).
Koncentracie fluorescenéného indikatora LY sme namerali pomocou spektrofluorimetra
(Lumina fluorescence spectrometer, Thermo sceintific) a koncentracie kofeinu v timivom
roztoku pomocou vysokotlakovej kvapalinovej chromatografie s reverznou fazou a UV
detekciou (RP-HPLC, Ulitimate 3000, Dionex). V jednotlivych casovych intervaloch boli
Casti Creva odoberané a fixované vo formaline a histologicky vyhodnotené svetelnou
mikroskopiou. Na zaklade ziskanych koncentracii Mn a indikatorov boli vypocitané
koeficienty relativnej permeability Mn, LY a kofeinu. Experiment bol schvaleny rozhodnutim
SVPS SR, ¢islo rozhodnutia o schvaleni projektu: Ro 3098/2020-220 z 27.8.2020.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Prestup markerov paracelularneho a transcelularneho transportu (LY akofein) cez érevny
epitel duodena a jejuna a ich koncentracie v akceptorovej Casti komorky pocas inkubacie su
zndzornené na Obr. ¢ 1 az 4. Vytaznost' oboch markerov transportu varirovala od 96 az
104%. Koeficient relativnej permeability (Papp) paracelularneho markera LY sa pohyboval
v rozmedzi od 3,8 do 9,7 x 10° pM/cm/s, o poukazuje na neporusenie integrity ¢revného
epitelu pocas inkubacie. Signifikantné rozdiely Papp 0boch markerov transportu sme medzi
jednotlivymi tsekmi ¢reva nezaznamenali.

Koeficient relativnej permeability Mn nebol ovplyvneny koncentrdciami Mn a ani sa neliSil
medzi jednotlivymi tsekmi tenkého creva (Obr. 5). Koeficient depozicie Mn v érevnom
epiteli nebol ovplyvneny usekom creva ani koncentrdciami Mn (Obr. 6), avSak bol
zaznamenany trend vy$Sej akumulacie Mn v epiteli ilea v porovnani s duodenom a jejunom,
hlavne pri koncentracii Mn 50 ppm. Scitanim oboch koeficientov (koeficient relativne;j
permeability Mn a koeficient depozicie Mn v tkanive) sme vypoéitali celkovy koeficient
crevne] permeability Mn (Obr. 7), ktory nebol ovplyvneny ziadnym zo
sledovanych parametrov (koncentracie Mn, tseky tenkého ¢reva- duodenum, jejunum, ileum).
Na zaver moZeme konStatovat, Ze pouzZité markery paraceluldrneho a transceluldrneho
transportu a vitality ¢revného epitelu st vhodné na $tudium transportu Mn a niektorych
stopovych prvkov. Systém Ussing chamber tak umoZznuje bliz§iu aproximaciu priepustnosti
a mbze predpovedat’ ¢revnli absorpciu stopovych prvkov in vivo podmienkach. Na zaklade
histologického poskodenia ¢revného epitelu, narastajicich Papp transportnych ukazovatelov
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a zvySenych hodnot TEER bola potvrdend naruSend integrita ¢revného epitelu po 120 min.
inkubacie v KHB, preto je potrebné dobu znizitt na 90 min. arovnako sme vylucili
koncentracie Mn 100 ppm, ktoré poskodili epitel. Celkovy koeficient érevnej permeability Mn
nebol ovplyvneny jeho koncentraciou ani segmentom tenkého ¢reva zrejme kvoli znacnym

individudlnym rozdielom v sledovanych parametroch, ¢o znamena zvySenie poctu
sledovanych vzoriek.

Obr. &. 1: Transport indikéora LY cez duodenum

Obr. €. 2: Transport indikatora LY cez jejunum
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Obr. €. 3: Transport kofeinu cez duodenum
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Obr. €. 4: Transport kofeinu cez jejunum
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VYSKYT CLOSTRIDIOIDES (CLOSTRIDIUM) DIFFICILE
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ABSTRAKT

Clostridioides difficile (CD) sa v sucasnosti povazuje za jednu zhlavnych pricin
nozokomialnych infekcii ziskanych v nemocnici a predstavuju zavazny zdravotny problém.
CD je sporulujuca tyCinka variabilnej velkosti, ktorej spory su odolné voci vysokym
teplotam. Tento patogén je sucast'ou &revnej mikroflory u 5% zdravych jedincov. Pri¢inou
vysokej incidencie azavaznych foriem infekcie Clostridioides difficile (CDI) su
hypervirulentné kmene CD medzi, ktoré patria 027, 176, 106, 078, 017, produkuju toxiny
(toxin A, toxin B, pripadne aj treti tzv. binarny toxin). Maju schopnost’ epidemicky sa Sirit’
v nemochniciach. V tejto $tadii bolo cielom potvrdit’ pritomnost’ CD od pacientov, ktori boli
hospitalizovani v UNLP v Kosiciach.

UvoD

Nozokomialne infekcie sp6sobené grampozitivnou, anaerébnou, sporulujdcou baktériou CD
maju nielen celosvetovo, ale uz aj na Slovensku rasttci trend vyskytu. K rizikovym faktorom
vzniku CDI zarad’'ujeme vek pacientov nad 65 rokov, polymorbiditu, dlhodobU hospitalizéciu,
zédkroky na hrubom c¢reve a mnoho dalSich faktorov  (Krehelovd a Sinajova, 2018).
Toxigénne aj netoxigénne kmene CD sa vyskytuju bezne v prirode v odpadovych
a povrchovych vodach asu sucastou c¢revnej mikroflory zvierat aludi. CD méze byt
povodcom patologickych stavov v hrubom éreve, ktoré vznikaji ako nasledok lieCby
Sirokospektralnymi antibiotikami, ktoré eliminuji crevnii mikrofloru creva. Klostridie
adheruju na sliznicu hrubého c¢reva a produkuju toxiny. Toxin A (enterotoxin) a toxin B
(cytotoxin), ktoré poskodzuja epitel a postupne aj hrubsie vrstvy ¢revnej steny, ¢o sa prejavi
gastrointestinalnymi  tazkostami  réznej zdvaznosti od miernej hnacky cez

pseudomembrandznu kolitidu az po toxicky megakolon (Hurych a kol., 2021, Liptdkova
a kol., 2019).

MATERIAL A METODIKA

Do stadie bolo zaradenych 50 vzoriek stolice od pacientov s podozrenim na klostridiovu
infekciu, ktori boli hospitalizovani v Univerzitnej nemocnici Louisa Pasteura (UNLP)
v KoSiciach. V laboratoriu klinickej mikrobiolégie UNLP boli vzorky vySetrené na
pritomnost’ enzymu glutamatdehydrogenazy (GDH) a toxinov A/B imunochromatografickym
(ICH) testom (Intermedical CLOSTRIDIUM TRIO TOXIN A/B/GDH). Pre d’alSie testovanie
boli pouzité GDH pozitivne a toxin A/B pozitivne/negativne vzorky stolic, ktorych bolo
celkovo 50. Vzorky stolice boli az do kultivacie uskladnené pri -20 °C. Kultivacia CD je
vel'mi naro¢ny a zdihavy proces. V sucasnosti sa pre kultivaciu CD vyuZiva tzv. metoda
alkoholového Soku. Vzorka stolice sa zmiesa spolu s 96% etanolom v pomere 1:1 a nésledne
je zvortexovand. Inkubuje sa po dobu 45 az 60 mintt pri izbovej teplote. Suspenzia o objeme
500 pl je inokulovanad na selektivny agar pre CD (Brazier, Oxoid) s obsahom cykloserinu
a cefoxitinu. CD sa kultivuje v anaerostate (Whitley A35 Anaerobic workstation, Don
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Whitley Scientific) pri teplote 35-37 °C po dobu 48-72 hodin. Vyrastené koldnie boli
identifikované metodou hmotnostnej spektrometrie MALDI TOF (Bruker Daltonics).
Nésledné vsetky kmene CD boli testované multiplexnou PCR s cielom zistit’ pritomnost’
génov tcdA, tcdB, cdtA, cdtB a 16S rDNA, ktora slizi ako pozitivna kontrola DNA izolacie.
Pomocou agardzovej elektroforézy boli analyzované vsetky PCR produkty vysSetrovanych
génov. Vyhodnotené boli prostrednictvom systému Gel DocTMEZ System (BIO-RAD).
Citlivost kmeniov CD bolo vyhodnocovand pomocou kvalitativnej metody diskového
difuzneho testu. Testovali sme 6 AL (metronidazol, vankomycin, tigecyklin, doxycyklin,
teicoplanin, rifampicin). Antimikrobialna citlivost’ bola vyhodnotena pomocou automatického
analyzatora inhibi¢cnych zon BACMED 6iG2, ktory zmeral pozadovanu inhibi¢na zoénu.
Vysledni hodnotu prepocital na hodnotu MIC a vysledok bol ulozeny v systéme fotografii
PACS spolu s terapeutickym t¢inkom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Ciel'om na8ej prace bolo potvrdit’ pritomnost’ CD od pacientov, ktori boli hospitalizovani na
10 oddeleniach v UNLP v Kosiciach. U pacientov bola CDI diagnostikovana na zéklade
vySetrenia stolice rychlotestom CD pre enzym GDH a toxin A/B. Do §tudie boli zahrnuté
GDH pozitivne atoxin pozitivne/negativne stolice. Pozitivny vysledok Kkultivacie bol
zaznamenany pri  vSetkych 50 pacientoch. Zhoda v detekcii toxinov — medzi
imunochromatografickym testom a PCR met6dou bola zaznamenana pri 26 vzorkach (52%).
Multiplexnou PCR boli u izolatov CD detekované 3 toxiny (toxin A, toxin B a binarny toxin).
Toxin A a toxin B bol potvrdeny pri vSetkych izolatoch CD. Binarny toxin bol potvrdeny v 34
vzorkach stolice. V nasom analyzovanom subore pacientov dominoval RT 176 (n=34), ktory
patri medzi hypervirulentné RT. Dal§imi potvrdenymi ribotypmi boli RT 001 (n=11), RT 005
(n=1), RT 020 (n=1), RT 014 (n=2), RT 010 (n=1). K najcastejsie vyskytujucim RT patria RT
176, RT 027, RT 001, &o potvrdzuje aj stadia z Ceskej republiky, kde dominuju RT 176 a RT

Obr.1. BACMED 6iG2 automaticky Obr. 2. Testovana ATB zostava CD
analyzdtor inhibicnych zon
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001 akoreluje snasimi vysledkami (Kritova a Ny¢, 2017). Vtejto §tadii sme testovali
antimikrobialnu citlivost’ diskovou difiznou metédou pomocou automatického analyzatora
inhibi¢nych z6n BACMED 6iG2. Pri vSetkych izolatoch bola stanovend antimikrobidlna
citlivost’ na 6 antimikrobidlnych latok (metronidazol, vankomycin,, teicoplanin, tigecyklin,
doxycyklin, rifampicin).

List of results

Results for sample 111351 (unknown name, 11. 4. 2022)

POWERED BY

SENTINEL  Test 2PW [11] (Clostridium difficile , cicd)) <<
Disc Zone size MIC Result
METRONIDAZOLE MTR-5 22,08 0,859 )
VANCOMYCIN VA-5 12,08 4 R
TEICOPLANIN TEC-30 26,69 0,033 )
TIGECYCLINE 15 17,54 0,24 R
DOXYCYCLINE D-30 27,54 0,586 )
RIFAMPICIN RA-5 6,92 1 R
Expert findings for sample 111351
Strain: Clostridium difficile
Findings:
Hints:

Obr. 3. Automatické meranie vel’kosti inhibiénej zony a systémové prepocitanie na hodnotu MIC (Minimdlna
inhibic¢na koncentrdcia)

Rezistencia na vankomycin atigecyklin bola potvrdend u jedneho izolatu a koreluje
s vysledkami Studie (Sholeh a kol., 2020), kde tiez uvadzuju rezistenciu na vankomycin len
VO vynimoénych pripadoch. Studia z Ciny (Tang a kol., 2016) vSak nepreukazala Ziadnu
rezistenciu na vankomycin. V naSej Stadii bola u 37 izolatov potvrdena rezistencia na
rifampicin, a potvrdzuje, tak vysledky $tadie (Mutai a kol., 2021), kde bola taktieZ potvrdena
vysoka miera rezistencie na dané ATB.

Vyskum bol realizovany s podporou projektov TRANSFEC 2019/34-UPJS-6 a VVGS-2019-1300.
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VPLYV METODY SPRACOVANIA VYBEROVEJ KAVY NA OBSAH
BIOAKTIVNYCH A AROMATICKYCH LATOK
Varady M.}, Tauchen J.2, Frafikova A.2, Klou¢ek P.?, Popelka P.!

Katedra hygieny, technolégie a bezpecnosti potravin, Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmacie, Kosice
2Katedra kvality a bezpecnosti potravin, Ceskd zemédélskad univerzita, Praha

ABSTRAKT

Cielom tejto $tadie bolo zistit' vplyv réznych metdd spracovania, ako je sucha, mokrg,
medova, anaerébna fermentacia a karbonicka maceracia na antioxida¢nu aktivitu, bioaktivne a
aromatické zla¢eniny v praZenych vyberovych kavach Coffea arabica z rdznych krajin
povodu (Nikaragua, Etiopia, Burundi, Peru). Vyberova kéva sa povazuje za najkvalitnejSiu na
trhu, avSak jej kvalita sa kazdym rokom znizuje a preto sa vyvijaju nové metody jej
pozberového spracovania. Pri kdvach spracovanych novymi metédami si zakaznik v§imne
hlavne senzorické zmeny, no nedozvie sa 0 vyznamnych bioaktivnych, zdraviu prospesnych
zlaCeninach, alebo potencidlnych nebezpelenstvach, ktoré sa v kdve nachadzaju. Preto
skimanie novych metéd spracovania k&vy aich vplyvu na obsah bioaktivnych
a aromatickych latok a zaroven poskytovanie tychto informacii farmarom, praZziarom a
zakaznikom je vel'mi ddlezité. Typ spracovania kavy v naSej praci signifikantne ovplyvnil
obsah bioaktivnych a aromatickych latok vo vyberovych kévach, a z nasich vysledkov je
zrejmé, 7e hlavne kava spracovand anaerdbnou fermentaciou si udrzala najvySSiu troven
bioaktivnych zlucenin s antioxidacnou aktivitou, avSak v zavislosti od krajiny povodu.

UuvoD

Kavové napoje st v poslednych rokoch jednou z najoblibenejSich komodit. Vyberove kavy
Coffea arabica maju Standardizovany proces vyroby charakterizovany kvalitou a
jedinecnost'ou povodu, od kritérii vyberu plantazi az po pripravu. Vyberova kava obsahuje
zmes chemickych (bioaktivnych) a aromatickych zlicenin, ktoré zohravaju dolezita ulohu vo
vyslednom kavovom néapoji a mézu byt ovplyvnené pozberovym sposobom spracovania.
Farmari, ktori spracovavaji vyberové kavy, pouzivaji nové metdédy na udrzanie kvality a
antioxida¢nej aktivity kavy. Zakladné spbsoby spracovania ako napr. suché alebo mokre,
dopliiajn v poslednom Gase nové inovativne spdsoby spracovania, napr. anaerébna
fermentécia (AF) a karbonickd maceracia (CM) (Junior a kol., 2021). Kava spracovand AF
alebo CM, ma vyrazne odli$nt chut’ od kav spracovanych tradicnymi metdédami fermentécie,
a ma pravdepodobne aj rozdielne fyzikalno-chemickeé a senzorické vlastnosti (Cortés-Macias
a kol., 2022). Spracovanie kavovych plodov je najdolezitejsi proces, ktory vedie k eliminacii
poskodenych kavovych zin, zvySeniu kvality a senzorického skdre kavovych napojov.
Predpokladame, Ze r6zne spOsoby spracovania mozu vyrazne ovplyvnit’ obsah bioaktivnych
a aromatickych zlucenin vo vyberovych kavach. Cielom bolo zistit’ vplyv metdd spracovania
(suchd, mokra, medova, anaerébna fermentacia a karbonicka macerdcia) na obsah
bioaktivnych a aromatickych latok vo vyberovych kavach z r6znych krajin pdvodu.

MATERIAL A METODIKA

V pokuse bola pouzita 100 % C. arabica. Vzorka kavy Nikaragua boli spracované mokrou
a medovou metédou. Kava Etidpia bola spracovand dvoma metdédami AF-EAO a AF-ACR,
pri AF-EAO sa kavové zrna susia priamo na africkych posteliach a pri AF-ACR sa susia pod
vakmi vysoko v horach. Kava Burundi bola spracovand suchou metédou a AF. Kava Peru
bola spracovana suchou metodou a CM. Vzorky zelenej kavy (0,25 kg) sme prazili pri 215
°C, 10 min, s dobou vyvoja 90 s v prazi¢ke kavy Probatone 5 (Probat, Emmerich am Rhein,
Nemecko). Meranie obsahu celkovych polyfenolov (TP), celkovych flavonoidov (TF)
a celkovej antioxida¢nej kapacity (AC) bolo uz popisané (Varady a kol., 2022). Kofein (CAF)
a kyselina chlorogénova (CGA) boli analyzované pomocou HPLC Ultimate 3000
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(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Aromatické zluceniny boli extrahované
mikroextrakciou v tuhej faze (SPME) a analyzované GC-MS Agilent 7200 7890 GC/Q-TOF
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). Statistické analyzy boli realizované programom
GraphPad Prism 9.2.0 (332) 2021 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA)
S pouzitim jednosmernej analyzy rozptylu a Tukeyho - post hoc testu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kavy Etiopia a Burundi spracované AF mali najvyssi obsah TP (27,3 - 31,8 ng GAE/mg)
(Tab. 1.). Spracovanie AF zvysilo AC, TP a TF, ¢o zaroven znizilo obsah taninu, ktory je
zodpovedny za adstringentné vlastnosti a horkost’ kavy. Obsah TF v kéve Peru bol vyrazne
vys§i (P<0,001) pri spracovani suchou metédou ako CM, Co suviselo s teplotou prazenia,
kvalitou kavy a krajinou pbvodu (Vérady a kol.,, 2020, 2021). Rovnovaha zla¢enin
vytvorenych a degradovanych pocas prazenia ukdzala, ze AC kav, bola vyrazne vysSia pri
kdve Peru spracovanej CM (P<0,05) ako pri suchom spracovani. Kavy Burundi mali
najvyssiu AC s vy$§imi hodnotami pre suché spracovanie (P<0,05). Pri AF zotrvavaju kavové
zrna dlhsie v kavovych bobuliach a preto bioaktivne zlaéeniny su pravdepodobne viac
chranené pred naslednou degradaciou pocas prazenia v porovnani s inymi metddami
spracovania, avSak v zavislosti od krajiny pbvodu. Metody spracovania kavy neboli
relevantné pre obsah CGA, ktory bol pravdepodobne chraneny v désledku svetlého prazenia
(215 °C, 10 minut). So zvySujicim sa stupiiom prazenia, zvycajne klesa obsah CGA a zvySuje
sa obsah CAF, ktory zavisi od krajiny pévodu a doby prazenia, pricom svetlejSie prazené
kavy obsahuju viac CAF ako tmavo prazené kavy (Krél a kol., 2020). V nasom pokuse obsah
CAF nebol ovplyvneny metodou spracovania a bol najvyssi v kdve Nikaragua.

Tab. 1. Vplyv metdd spracovania vyberovej kavy z réznych fariem na bioaktivne latky

Kava Metoda TP TF AC CGA CAF
(Mg GAE/mg) (pg QE/mg)  (pg TE/mg) (Mg/1000 pg)

Nikaragua  Mokra 26.2 2.82 72.4 8.19 12.6

Medova 26.3 3.43 64.7 7.49 12.1

Etibpia  AF-EOA 28.9 4.71 84.1 8.67 10.7

AF-ACR 27.3 4.52 70.9 7.17 9.66

Burundi Sucha 25.3 4.79 128.8 6.66 10.1

AF 31.8 4.74 105.4* 6.47 9.83

Peru Sucha 25.1 4.20** 59.5 8.74 111

CM 23.3 2.22 85.7* 7.34 10.4

SD 5.26 0.72 15.72 0.93 1.38

P 0.03 <0.001 <0.001 0.117 0.266

TP, celkové polyfenoly; TF, celkové flavonoidy; AC, antioxida¢na kapacita; CGA, k. chlorogénova; CAF,
kofein; AF, anaerdbna fermentécia; EAO, ACR, techniky susenia; CM, karbonicka maceracia. *P<0,05,
**P<(,001 rozdiely v ramci farmy.

V nasom pokuse bola latka 2-furdnmetanol (21,52 — 32,53 %) a kyselina octova (Tab. 2)
najroz$irenej$imi aromatickymi zli¢eninami v sulade s vysledkami Wu akol. (2022).
Rozdiely boli hlavne medzi spracovanim suchym, AF a CM. Pri AF existuje riziko
podkvasenia alebo prekvasenia, ¢o moZze viest k produkcii nadmerného mnozstva k. octovej,
k. butanovej, alebo k. propidonovej, o moze spdsobit’ neziaducu chut’ a vonu kavy (Haile a
Kang, 2019). Vo vyberovych kavach je ziaduca aromaticka k. 2-metylbutanova, ktoréd bola
pritomnd iba v niektorych vzorkach analyzovanej kavy a tato kyselina vytvara ovocnu, kyslu
a fermentovanu arému. Nizke zastupenie latky 2,3-butandiol (0,13 - 0,39 %) v kavach Etiopia
a Burundi je spojené s potencidlnymi defektnymi kavovymi zrnami a prekvasenim. Rozdiely
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v aromatickych latkach u kéavy Burundi a Peru v ramci jednej farmy boli pravdepodobne
spbsobené rdéznymi metddami spracovania. Vysledky ukazali, Ze spOsob spracovania kavy
ovplyvnil obsah bioaktivnych a aromatickych latok vo vsetkych vyberovych kévach, avSak pri
anaerdbnej fermentacii sa zachoval vyssi obsah bioaktivnych zlu€enin v zavislosti od krajiny
povodu kavy.

Tab. 2. Vplyv metody spracovania vyberovej kdvy z réznych fariem na aromatickeé latky

Kava Metoda C.1  C2 C3 C.4 C.5 C.6 C.7
Relativny podiel (%)
Nikaragua  Mokra 054 0.78 Nd 28.33  0.172 Nd 16.50
Medova 0.29*** Nd 0.40 32.53 0.19 Nd 15.41
Etidpia AF-EOA 0.24 Nd Nd 28.50 0.19 0.37 23.51
AF-ACR 0.22 0.45 0.44 21.52 Nd 0.39 21.33
Burundi Sucha Nd Nd Nd 2329 0.19 0.13 Nd
AF 0.2** 1.04* Nd 30.73 0.17 Nd 15.51**
Peru Suchéa 0.13 Nd Nd 23.23 0.14 Nd Nd
CM Nd Nd 1.13* 3099 0.38** Nd Nd
SD 0.02 0.05 0.05 4.45 0.01 0.02 3.72
P <0.001 <0.001 0.029 0.006 0.003 0.003 <0.001

C.1, etenylester k. propanovej; C.2, k. butanova, 2-metyl; C.3, 2,3-butandion; C.4, 2-furanmetanol, C.5, 1H-
pyrol, 1-(2-furanylmetyl); C.6, 2,3-butandiol; C.7, k. octova; AF, anaerdbna fermentéacia; EAO, ACR, techniky
suSenia; CM, karbonicka maceracia.

*P<0,05, **P<0,01 ***P<0,001 rozdiely v rdmci farmy.

Tato préca bola podporend z Ndrodného Stipendijného programu Slovenskej republiky na podporu mobilit
doktorandov (www.saia.sk) a vedeckou grantovou agentiirou MS SR a SAV (VEGA 1/0073/22).
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POHYBOVE CHARAKTERISTIKY ROPUCHY ZELENEJ V URBANNOM
PROSTREDI
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ABSTRAKT

Cielom tejto prace bolo ziskat' poznatky o dizke pohybov, vzdialenosti od reprodukénej
plochy a velkosti domovského okrsku (home range perimeter; HRP) troch populécii ropuchy
zelenej vurbannom prostredi mesta KoSice azaroven porovnat auréit rozdiely v
tychto pohybovych charakteristikdch medzi lokalitami a pohlavim jedincov. Udaje o polohach
jedincov ziskané metddou réadio-telemetrie potvrdili kratSie vzdialenosti od reprodukénej
plochy u samcov v porovnani so samicami zodpovedajuce tendencii samcov zdrziavat’ sa pri
vodnych plochach pocas obdobia parenia. Velkosti zaznamenanych pohybov sa 1isili medzi
lokalitami a obdobim v roku, ale nie medzi pohlaviami. Naopak, pohlavie bolo rozhodujdcim
faktorom pri velkostiach HRP, ktoré boli va¢sie u samic.

UvoD

Prezitie obojzivelnikov v urbanizovanom prostredi zavisi od ich ekologickych narokov
a schopnosti prisposobit’ sa novym podmienkam (Hamer a McDonnell, 2008). Ropucha
zelena (Bufotes viridis) je schopna uspesne kolonizovat’ aj velké mesta (Kaczmarski a kol.,
2019), avsak jej pohybové charakteristiky z tohto prostredia nie su zatial’ zname. V urbannom
prostredi dokazu UspeSne prezivat' na lokalitach so stalymi alebo aj docasnymi vodnymi
plochami, zvia¢Sa pokrytymi vegetaciou, s dostato¢nymi tkrytovymi moznostami a mensou
navstevnostou l'udi, ako ruSivého faktora. St to napriklad okraje miest, opustené priemyselné
zény alebo parky vystupujlice v meste ako oazy zelene (Kaczmarski a kol., 2019; Zhelev a
kol., 2021). V prirodnych habitatoch mali jedince tohto druhu limitované pohybove
schopnosti (max. celkova dizka pohybu 784 m; Sinsch a Leskovar, 2011) a mala velkost
home range-u (~0.25 ha, Indermaur et al. 2009), pricom v mestkom habitate by mohli byt
tieto charakteristiky eSte viac obmedzené kvoli bariéram, ako budovy, ploty a cesty (Hamer
a McDonnell, 2008). Ropucha zelend, podobne ako iné obojzivelniky s dvojfazovym cyklom
zivota, sa oznaCuje ako indikator kvality a zdravia prostredia, preto informacie o spdsobe jej
zivota mozu pomoct nielen k manazmentu prostredia za Ucelom jej ochrany, ale aj
k monitorovaniu a udrzaniu zdravého prostredia pre obyvatel'ov miest.

MATERIAL A METODIKA

Populacie ropuchy zelenej sa Studovali v mestskych parkoch alebo rekrea¢nych plochach
(Mestsky park — MSP, Sidlisko KVP — KVP, Zuzkin park — ZUZ; 48.7° N, 21.2° E),
Vv ktorych bola pritomné stila alebo docasnid reprodukénd vodnd plocha. Poloha a pohyb
jedincov bol sledovany radio-telemetricky s vyuzitim tri-elementovej Yagi antény, prijimaca
(Icom R20, frekvenéné pokrytie 0.150 — 3304.999 MHz) a rédio-vysielacky typov BD-2 (0,9
g; Holohil Systems Ldt., Kanada) a PicoPip (Ag379) (0,45 g; Lotek Wireless Inc., Kanada).
Vysielacky BD-2 boli adultnym jedincom osadené pomocou rucne vyrobeného opasku
zloZzeného z rybarskeho silonu (0,28 mm) prevleceného cez stredovy tunel tela vysielacky,
ktory bol dalej prevleCeny cez pruznu silikonovi hadi¢ku (s vonkaj$im @ 1,5 mm).
U vysielaciek typu PicoPip (Ag379), bez stredového tunela, bol silon nahradeny tenkou
kraj¢irskou nitou obmotanou okolo tela vysielatky. Hmotnost” vysielatky a opaska nesmela
presahovat’ 10 % hmotnosti jedinca (Bartelt a kol., 2004). Osadenie vysielaciek na ropuchy
prebiehalo pocas noci na mieste odchytu alebo v miestnosti s vhodnou teplotou (18-24 °C),
kde boli jedince po odchyte prenesené v plastovom boxe a nasledujiici ve€er vypustené spat’
na lokalitu. Poloha takto oznacenych jedincov bola kontrolovana pravidelne pocas dna aj
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noci, celkovy pocet navstev lokalit za dve sezony bol 173. V geografickom softvéri Quantum
GIS 3.16.14 boli uréené dizky pohybov jedincov (funkcia “Distance matrix*), vzdialenosti
poldh vyskytu jedincov od reprodukénej plochy (funkcia “Distance to nearest hub®), ako aj
velkosti obvodu domovského okrsku (HRP), ktoré boli vypocitané algoritmom “Minimum
bounding geometry*“. HRP nebolo uréené pre jedince s poctom zaznamov ich vyskytu menej
ako 3. Statisticka analyza dat prebehla v programe R 4.2.1 pomocou balika Recmdr (Fox a
kol., 2022). Cislo vynimky od Ministerstva Zivotného prostredia, na zaklade ktorej prebiehali
spominané vyskumné aktivity je 7278/2021-6.3.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Celkovo bolo do studie v sezéne roku 2021 (jun-oktdber) a 2022 (jul-september) pouzitych 28
vysielaciek a odchytenych 47 jedincov (22 samic, 25 samcov). Vplyv pohlavia na priemerné
dizky pohybov jedincov ropuchy zelenej (N ponybov samic=84, N pohybov samcov=95) Sa
v trojfaktorovom teste ANOVA ukazal ako nevyznamny (p<0,305), pricom boli uréené
Statisticky vyznamné rozdiely v priemernej dizke pohybov jedincov medzi lokalitami (p <
0,00005) a mesiacmi v roku (p < 0,029) Predovietkym priemerna dizka pohybov vietkych
jedincov (49 m) na lokalite MSP bola v porovnani s ostatnymi lokalitami takmer dva krat
véacésia (Tab. 1). Tieto hodnoty mohli byt ovplyvnené obdobim zberu dat, ked’Ze len na tejto
lokalite boli data zbierané navysSe pocas celého septembra a zafiatkom oktobra 2021, teda
mimo reprodukénej sezony, kedy mozu jedince migrovat’ d’alej od reprodukénej plochy.

Tab.l. Prehl’ad vyslednych hodnét pohybov samcov a samic za jednotlivé lokality

Dizky pohybov samic DiZky pohybov samcov Max celkova
Lokalita . » . ) . _ diZka pohybov
Max (m) | Priemer (m) | Median (m) | Min (m) | Max (m) | Priemer (m) | Median (m) | Min (m) | jedinca pre
lokalitu (m)
KVP 67 33 25 4 57 20 19 1 689
MSP 130 48 27 3 209 51 38 5 873
zZUz 167 33 9 1 43 20 19 2 366

Pohlavie a lokalita boli vyznamnym faktorom vysvetl'ujicim rozdiely medzi vzdialenostami
jedincov od reprodukénej plochy, spolo¢ne s obdobim v roku, kedy boli polohy jedincov od
reprodukcnej plochy zistované, ¢o dokazuje aj vysledok interakcie tychto troch faktorov
(F=6.9660, p < 0,001). Vzdialenosti samcov od vodnej plochy boli v mesiacoch jun, jul
avprvej polovici augusta kratSic v porovnani so vzdialenostami u samic (Obr. 1).
Zdrziavanie sa samcov pri vodnej ploche aj niekol'ko tyzdnov na rozdiel od samic, ktoré po
pareni a nakladeni vajicok odchadzaju, je typické pre druhy semi-akvatickych obojzivelnikov,
ako napr. Bufo bufo (Reading a Clarke, 1983). Pritomnost’ samcov v blizkosti vodnej plochy
sa zhoduje s obdobim rozmnoZovania, ktoré v strednej Eurdpe prebieha hlavne od marca do
juna, ale vzhl'adom na teplotu a vlhkost’ prostredia moze trvat’ aj dlhSie (Kaczmarski a kol.,
2019). Vzdialenosti vyskytu samcov a samic od vodnej plochy boli $pecifické pre kazdu
zodpoveda charakteru danej lokality. MSP s pribliznou plochou 13 ha je spomedzi troch
lokalit najva¢$sim parkom so suvislou zelenou plochou bez vyraznejSich bariér a ruSivého
vplyvu ¢loveka v no¢nych hodindch kvoli jeho uzatvaraniu. KdeZto zvySné dve rozlohou
mensie lokality (KVP-0.8 ha, ZUZ-2.2 ha) su ovplyvnené vy$s§im rusenim nocnej aktivity
ropuch clovekom a vyraznou zéastavbou budov a ciest, ktoré mozu pdsobit’ ako bariéry
pohybu arozptylu jedincov (Hamer a McDonnell, 2008). Priemerna velkost HRP urcena
celkovo pre 13 samic a 15 samcov, bola najvécsia pre jedince z MSP (Tab. 2). Podobne ako
pri vzdialenostiach k reprodukénej ploche, sa pohlavie ukazalo byt rozhodujucim faktorom
pre velkost’ hodndt HRP (p < 0,007), kym vplyv lokality na HRP bol hrani¢ny (p < 0,054).
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Vzdialenost’ od reprodukénej plochy v zavislosti od mesiacov v roku

Vzdialenost jedinca od
reprodukénej plochy (m)
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Obr. 1. Porovnanie hodnét vzdialenosti samcov a samic od reprodukénej plochy v priebehu jiina aZ oktébra

Vigsie velkosti obvodu domovského okrsku u samic oproti samcom si zrejme odrazom ich
CastejSiecho spdtného zachytenia vo vzdialenejSich bodoch ich vyskytu, hlavne v MSP.
Studované populécie su jediné zname Gispesne prezivajiice populacie ropuch zelenych v meste
Kosice, a ako také je potrebné poznat' ich charakteristiky, ekologické naroky a faktory
ovplyviiujace ich prezitie v danom prostredi. Vzhl'adom na rychlo meniace sa podmienky
mesta (planovanad prestavba fontdn aich okolia, udrzba ¢istoty vody vo fontane) je tato
potreba vel'mi aktualna.

Tab. 2. Prehlad priemernych hodnot a HRP (m) pre jednotlivé lokality a podl’a pohlavia

Lokalita Priemern velkost’/populiciu Priemerna vel’kost’ u samic Priemerna vePkost’ u samcov
HRP (m) HRP (m) HRP (m)
KVP 90 110 78
MSP 198 227 157
ZUZz 125 232 61

Praca bola podporend projektami Vega (1/0298/19) a wvgs-pf-2020-1437 a prebiehala v sdlade s platnou
vynimkou Ministerstva Zivotného prostredia ¢. 6598/2020-6.3.
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ZMENY AKTIVITY SULFOTRANSFERAZY 1A1V SPOJITOSTI S KARCINOMOM
PROSTATY
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Knosko Brozova M.1, Kmetova Sivotiova M.!
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ABSTRAKT

Vyznamnym enzymom druhej fazy biotransformacie je sulfotransferaza 1A1, ktora sa podiel'a
na elimindcii Sirokého spektra endogénnych, ako aj exogénnych latok. Predpokladé sa, Ze jej
aktivita sa moZze menit vplyvom genetickych variacii, najmi jednonukleotidovych
polymorfizmov (SNP). To mdze viest k nerovnovdhe medzi elimindciou a aktivaciou
karcinogénov a viest’ k rozvoju nadorovych ochoreni, vratane karcinbmu prostaty. Preto sme
sa ako prvi rozhodli $tudovat’ dva polymorfizmy SULT1A1 (rs1968752 a rs1042157) na
riziko wvzniku aKklinicko-patologické charakteristiky karcinbmu prostaty. Génové
polymorfizmy boli Studované pomocou Tagman SNP assays u 525 pacientov s karcindmom
prostaty a551 zdravych jedincov nad 50 rokov. Vysledky naSej Stadie potvrdili
protektivny/nezmeneny G¢inok polymorfnych genotypov na vznik ochorenia (rs1968752:
OR=0,89, 95% CI 0,65-1,27; rs1042157: OR=1,03, 95% CI 0,71-1,47; p>0,05), ako aj na
hladiny séroveho PSA. U vysokorizikovych pacientov s Gleasonovym skore vys§im/rovny 7
poukazala na signifikantni asociaciu s rs1042157 polymorfnymi genotypmi (CT, TT;
OR=2,87, 95% CI 1,52-5,44; p<0,05). Preto stanovenie rs1042157 polymorfizmu by mohlo
byt jednym z genetickych markerov karcindbmu prostaty najméa u jedincov s GS>7.

UvoD

PocCas zivota sme vystaveni Sirokému spektru xenobiotik, na ich detoxikaciu si nas
organizmus vyvinul komplexny systém biotransformacie (Liska akol., 1998).
Biotransformacia je proces, pri ktorom sa endogénne a exogénne zluceniny premienajii na
polarnejSie produkty, ktoré su nasledne TlahSie eliminované z organizmu (Almazroo
a kol.,2016). Formalne sa biotransforméacia deli na reakcie fazy 1. a fazy Il. Reakcie fazy I.
zahriaju transformaciu materskej zluceniny na viac polarny metabolit (metabolity) vnesenim
funkénych skupin (-OH, -NH2, -SH) (Jancova a kol.,2011). Vyznamnym enzymom fazy Il
biotransformacie je sulfotransferaza 1A1 (SULTI1AIl). Je ¢lenom rodiny sulfotransferaz
(Arslan a kol.,2011, Bardakci a kol.,2008). Gén SULT1A1L je lokalizovany na chromozome
16p12.1-p11.2 koduje enzym SULT1AL. Gén SULT1AL je polymorfny a jeho alely koduju 4
rozne alozymy SULT1Al *1, SULT1A1*2, SULT1A1*3, SULT1A1*4, ktoré sa liSia
tepelnou stabilitou a enzymovou aktivitou (Raftogianis a kol., 1997). Vedecka literatdra
naznacuje suvislost medzi zmenenou detoxikaciou a vznikom rdznych ochoreni, vratane
nadorovych (Liska a kol., 1997). Jednym z najcastejSich nadorovych ochoreni u muzov je
karcinbm prostaty. V roku 2020 bolo na celom svete odhadovanych viac ako 1 414 000
novych pripadov karcinomu prostaty. Severna Eurdopa ma najvyssiu incidenciu podl'a veku
(ASR). V roku 2020 bolo na celom svete odhadovanych viac ako 375 000 dmrti na karcindbm
prostaty (Gandagia a kol., 2021). Déleziti ulohu vo vyskume nadorovych ochoreni zohrava
charakterizicia novych markerov, ktoré by napomohli pri v¢asnej diagnostike. Preto sme sa
rozhodli Studovat’ vplyv génovych polymorfizmov SULT1AL (rs1968752 ars1042157) na
riziko vzniku karcinomu prostaty u slovenskej populacii.

MATERIAL A METODIKA
Geénové polymorfizmy SULT1A1 génu sme zist'ovali u 525 pacientov s karcinmom prostaty
a 551 zdravych jedincov nad 50 rokov, ktori boli diagnostikovani a lieCeni na Urologickej
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klinike JLF a MFN v Martine. Diagn6za karcindmu prostaty bola verifikovand na zéaklade
histopatologického vyhodnotenia biopsie prostaty. SULT1A1 polymorfizmy boli vySetrené z
DNA izolovanej zo vzoriek krvi Na amplifikaciu Usekov obsahujicich sledované
polymorfizmy sme pouzili TagMan SNP assay (Thermo Fisher Scientific, Waltman, MA,
USA). Program PCR pozostaval z nasledujlcich krokov: 30 s pri 60°C, aktivacia polymerazy
a denaturacia DNA pocas 3 minut pri 95°C, po ktorej nasleduje opakovanie 40 cyklov: 95°C
15s, 60°C 1 min a posledny krok 30 s pri 60°C. Pre porovnanie frekvencii vyskytu genotypov
a alel u pacientov s karcinbmom prostaty a u zdravych jedincov sme pouzili chi-kvadrét test.
Za $tatisticky vyznamné povazujeme tie rozdiely v proporciach, pre ktoré boli hodnoty p
mensie ako 0,05.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Priemerny vek zdravych jedincov zaradenych do Studie bol 65,7 + 9,0 rokov a u pacientov s
karcinbm prostaty 67,4 + 7,9 rokov. Porovnanim sérovych hladin PSA sme zistili
signifikantne zvySené hodnoty PSA u pacientov s karcindmom prostaty v porovnani so
zdravymi jedincami (38.3 + 4.2 ng/ml vs. 3.6 + 0.2 ng/ml; p < 0,05). U 25% pacientov
S karcindmom prostaty bolo Gleasonovo skore nizsie ako 7 a u 75% pacientov bolo vysSie
resp. rovné 7. Vyskyt frekvencii Specifickych SULT1ALl alel/genotypov u pacientov
s karcindmom prostaty a u zdravych jedincov je uvedeny v Tab. 1.

Tab. 1. Riziko vzniku karcindmu prostaty v spojitosti s SULT1A1 génovymi polymorfizmami (rs1968752
a rs1042157).

Genotyp ‘ OR (95%Cl) ] p
SULT1A1 (rs1968752)

TT 1.00 (ref.)

TG 0,92 (0.65-1.29) 0,62
GG 0,89 (0.63-1.28) 0,54
SULT1A1 (rs1042157)

cC 1.00 (ref.)

CT 1,07 (0.82-1.39) 0,63
1T 1,03 (0.72-1.48) 0,87

Ako wvyplyva ztabulky 1, sledovanim asociacie medzi rs1968752 ars1042157
polymorfizmami a rizikom vzniku karcinbmu prostaty sme zistili protektivny/nezmeneny
ucinok polymorfnych genotypov na vznik ochorenia (rs1968752: OR=0,86, 95% CI 0,65-
1,27; rs1042157: OR= 1,03, 95% CI 0,71 - 1,47; p < 0,05). Tieto polymorfizmy neboli zatial
studované u slovenskej populacie pacientov s karcinomom prostaty. Stadia Arikawa a kol.
(2021) sledovala vztah medzi polymorfizmami enzymov druhej fazy biotransformacie
vratane rs1968752 a cirkulujucim hladinami pohlavnych horménov u postmenopauzélnych
zien prevazne kaukazskej populacie. Zistili pozitivhu asociaciu medzi hladinami estronu
a rs1968752 rizikovym genotypom.

SULT1A1 rs1042157 polymorfizmus sa vyskytuje v 3"netranslatovanej oblasti SULT1Al
génu, pricom sa predpoklada, Ze vedie k znizeniu aktivity enzymu. Tato hypotéza bola
potvrdena vysledkami §tadie Xu a kol. (2010), ktori poukazali na to, ze 3'-UTR SNP (rs6839
a rs1042157) st vyznamne spojené s enzymatickou aktivitou SULT1ALl u kaukazskej
populacie, nie vsak u afroamerickej. Podobne aj neskors$ia stadia Sanchez-Spitmana a kol.
(2018), potvrdila, ze pacientky s karcinomom prsnik as nizkou aktivitou SULT1Al mali
vysSie sérové koncentracie endoxifénu a 4-hydroxytamoxifénu, ktoré si metabolizované
SULT1A1 enzymom.
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V d’alej cCasti sme sa zamerali na analyzu vplyvu SULT1A1 rs1968752 ars1042157
genotypov s hladinami sérového PSA a Gleasonovym skdre u pacientov s karcinomom
prostaty (Tab. 2). Pacientov s karcindmom prostaty sme rozdelili do dvoch skupin na zaklade
hodn6t sérového PSA (do 10 ng/ml a nad/rovny 10 ng/ml). Ani u jedného z polymorfizmov
sme nezistili signifikantn( asocidciu so zmenami v hladinach sérového PSA. Avsak zaujimavé
vysledky sme ziskali v pripade Gleasonovho skore. Analyza vplyvu rs1042157 polymorfnych
genotypov (CT, TT) na Gleasonovo skdre u pacientov s karcinomom prostaty poukazala na
signifikantn( asociaciu u pacientov s vysokorizikovym karcinomom GS > 7 ( OR = 2,87, 95
% CI 1,52 —5,44; p < 0,05).

Zaverom mozeme konStatovat pozitivnu korelaciu rs1042157 mutantnych genotypov
srizikom vzniku karcinbmu prostaty najmd u jedincov sGS>7 astanovenia tohto
jednonukleotidového polymorfizmu by mohlo byt’ jednym z genetickych markerov karcindmu
prostaty.

Tab. 2. Vzr’ah medzi SULT1AL (rs1968752) polymorfizmom a hladinami sérového PSA a Gleasonovym skore.
Vzt’ah medzi SULT1AL (rs1042157) polymorfizmom a hladinami sérového PSA a Gleasonovym skére

SULTIAI (rs1968752) SULTIAI (rs1042157)

T TG GG cC cr T
PSA PSA
<10 ng/ml 36 111 73 < 10 ng/ml 71 107 38
=10 ng/ml 36 110 79 =10 ng/ml 74 118 32
OR(95%CI) 1.00 0,99 (0,58- 1,69) 1,08 (0.62-1,89) | |OR (95% CI)  1.00 1,06 (0,69- 1,61) 0,81 (0,45-1,43)
P - 0,97 0,78 P - 0,79 0,46
Gleasonovo skore Gleasonovo skore
<7 19 46 39 <7 42 42 17
=7 54 166 103 =7 93 179 51
OR (95% CI) 1.00 1,27 (0,68-2,35) 092 (0.49-1,76) | |OR (95% CI)  1.00 0.8 (0,45-1,43) 2,87 (1.52-5.45)
P - 0,44 0,82 P - 0.46 0,001

Té&to praca bola podporend projektom VEGA ¢. 1/0014/22.
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VPLYV KYSELINY ACETYLSALICYLOVEJ NA EXPRESIU PROTEINOV BAX
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ABSTRAKT

Kyselina acetylsalicylovda (ASA) patri vdaka svojim antiflogistickym, analgetickym,
antipyretickym a antiagregaCnym uc¢inkom k najCastejSie pouzivanym lieCivam. Preukdzany
bol aj jej pozitivny efekt na diferenciaciu kmeniovych buniek zubnej drene, ¢o otvara nové
moznosti jej vyuzitia napr. v bunkovej terapii. Predpoklada sa, Ze kombinaciou bunkovej
terapie s konvencnymi lie¢ivami mozno zvysit' nielen parakrinné ucinky kmenovych buniek,
ale aj ich prezitie v mieste poskodenia. Nasim cielom preto bolo vyhodnotit’ vplyv ASA na
viabilitu Tudskych gingivalnych fibroblastov (HGF) a relativnu expresiu vybranych
regulatorov apoptozy (BAX, BCL-2) in vitro. HGF v 5. pasazi boli ovplyvnené ASA (30 uM,
100 pM) po dobu 24 hodin. Metddou prietokovej cytometrie sme HGF charakterizovali a
stanovili ich viability. Zmeny v relativnej expresii proteinov BAX a BCL-2 sme sledovali
pomocou metddy Western Blotting. Vysledky prietokovej cytometrie preukazali, ze ASA
Vv nami pouzitych koncentraciach nema negativny vplyv na viabilitu HGF. V pripade
relativnej expresie proteinov BAX a BCL-2 a ich vzajomného pomeru (BAX/BCL-2) doslo
k signifikantnému zvyseniu vo vzorkach HGF ovplyvnenych 100 uM ASA. Nase vysledky
poukazuju na fakt, ze pouzitie beznej terapeutickej davky ASA, v naSom pripade vytvorena
koncentracia 30 uM, pravdepodobne nema vplyv na indukciu apoptozy HGF, ¢o mbdze byt’
prospesné pri jej potencialnom vyuziti v oblasti bunkovej terapie.

UuvoD

Nesteroidné protizapalové lie¢iva (NSAID) predstavuju skupinu lie¢iv, ktora je roznoroda z
hladiska chemickej Struktiry a mechanizmu G¢inku (Lomakin a Gruzdev, 2011). Kyselina
acetylsalicylova (ASA) sa bezne pouziva ako nesteroidné antiflogistické lie¢ivo, ktoré
zasahuje do mnohych biologickych drah (de Souza Rendohl a kol., 2021). Ma potencial
ireverzibilne inhibovat’ enzym cyklooxygendzu 1 (COX), ktord sa zucastnuje kaskady
v syntéze tromboxanov  (TX) aochrannych prostaglandinov — a reverzibilne inhibuje
cyklooxygendzu 2, ktora sa zacastnuje na syntéze prozapalovych prostaglandinov (PG). ASA
blokuje premenu kyseliny arachidénovej na PG a brani tvorbe eikozanoidov (Biondo-Simdes
a kol., 2021), ¢im blokuje aj prejavy zapalovej reakcie a bolesti (Zafarmand a kol., 2022).
Zistilo sa, ze ASA okrem antiagrega¢ného a antiflogistického u¢inku moduluje diferenciaciu
buniek zubnej drene (Divya a kol., 2021). Stadie taktiez dokazuju, Ze lie¢ba s ASA je schopna
vyrazne zlep$it' osteogénnu diferenciaciu (Liu a kol., 2015). To podporuje predpoklad, ze
ASA by mohla podporit’ funkcie kmefiovych buniek a byt Siroko pouzivana v bunkovej
terapii (Abd Rahman, 2021). Doélezita je vSak davka, v ktorej sa ASA aplikuje aaké
koncentracie v organizme vytvori. Pri vy$sich koncentraciach dokaze indukovat’ apoptozu, ¢o
V regenerativnej terapii sice nie je Ziaduce, ale tento efekt moze byt vyuzity v liecbe
niektorych druhov onkologickych ochoreni. Apoptdza je aktivny metabolicky proces
sprevadzany zmenami v proteosyntéze. Rovnovaha medzi antiapoptotickym proteinom BCL-
2 a proapoptotickym BAX sa moze farmakologickou modulaciou narusit, ¢oho nasledkom
vznikaju antiapoptické alebo proapoptické zmeny v bunkach (Bloch a kol., 2021;
Zimmermann a kol., 2000).
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MATERIAL A METODIKA

Bunkovym modelom pouzitym v naSej praci bola kultira l'udskych gingivalnych fibroblastov
(HGF). HGF sme kultivovali pri standardnych kultivaénych podmienkach (5% CO», 37°C)
vV kompletnom kultivaénom médiu pozostdvajicom z Dulbecco’s modified Eagle’s medium-
Low glucose + 10% Fetal bovine serum + 1% 100U/ml streptomycin/ 100ug/ml penicilin
(Sigma-Aldrich). Po dosiahnuti 80% konfluencie sme HGF pasazovali. HGF v 5.pasazi boli
nasledne ovplyvnené dvomi koncentrdciami ASA po dobu 24 hod. Vzorky HGF boli
rozdelené do troch skupin, kde prva skupina predstavovala kontrolné vzorky bez ovplyvnenia
ASA, druhd skupina predstavovala vzorky ovplyvnené 30 uM koncentraciou ASA
korelujucou s beznou terapeutickou davkou 500 mg, a tretia skupina predstavovala vzorky
ovplyvnené 100 uM koncentraciou ASA, ¢o by predstavovalo terapeuticki davku viac ako
1500 mg.

Prietokovou cytometriou (MACSQuant Analyze, Miltenyi Biotec) sme analyzovali viabilitu
HGF a pritomnost” povrchovych markerov (CD73, CD90, CD105) Specifickych pre bunky
mezenchymového pdvodu. Ziskané data analyzy sme nasledne vyhodnotili v programe
MACSQuant (Miltenyi Biotec).

Metddou Western blotting sme detekovali relativnu expresiu proteinov BAX a BCL-2
normalizovant na relativnu expresiu referencného proteinu GAPDH. Na detekciu proteinove;j
expresie bola pouzitd chemiluminiscenéna reakcia s luminolom. Kvantitativne vyhodnotenie
jednotlivych nalezov na membrane sme vykonali denzitometrickou analyzou v programe
ImageQuant TL Toolbox version 8.1 (GE Healthcare, UK).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Viabilita HGF analyzovana prietokovou cytometriou sa medzi jednotlivymi skupinami
vzoriek HGF vyznamne nemenila. Vo vSetkych pripadoch percento zivotaschopnych buniek
presahovalo hodnotu 95% (Obr. 1). Prietokovou cytometriou sme analyzovali aj pozitivitu
HGF na povrchové markery typické pre bunky mezenchymového pdvodu (CD73, CD90,
CD105). Kontrolna skupina HGF, ako aj skupiny ovplyvnené ASA sa javili ako vysoko
pozitivne na pritomnost’ tychto markerov. Z hl'adiska bunkovej apoptdzy a jej mozného
ovplyvnenia ASA sme sa zamerali na sledovanie relativnej expresie proapoptického BAX
a antiapoptického BCL-2 proteinu pomocou metody Western blotting. Expresia BAX a BCL-
2 aich pomer (BAX/BCL-2) méa potencialny prognosticky a prediktivny vyznam bunkovej
apoptozy (Khodapasand a kol., 2015). Nase vysledky preukazali signifikantny narast pomeru
BAX/BCL-2 (Obr. 2). Tento pomer nam udava, ¢i doslo k antiapoptickym
alebo proapoptickym zmenadm. Nizky pomer BAX/BCL-2 je charakteristicky pre bunky
rezistentné vocéi apoptoze, zatial ¢o vysoky pomer BAX/BCL-2 je typicky pre bunky
senzitivne, nachylnejSie na apoptéozu (Raisova a kol., 2001). Podla stadie z roku 2015 sa
inhibi¢ny u¢inok ASA na viabilitu mezenchymovych kmenovych buniek pozoroval uz pri
koncentracii 50 uM, zatial’ ¢o pri bunkéch rakoviny prsnika sa signifikantna inhibicia viability
zaznamenala az pri koncentracii 1000 uM (Maity a kol., 2015). Tento vysledok moze
korelovat snaSim vysledkom, kde pri vySSej koncentracii ASA (100 pM) doslo
k signifikantnym zmenam apoptickych regulatorov BAX a BCL-2. Taktiez sa v spomenutej
Stadii analyzoval pomer BAX/BCL-2, ktorého hodnota sa podobne, ako v pripade vysledkov
nasej prace, zvySovala s rastlicou koncentraciou ASA. Dalsia $tadia, v ktorej sa aplikovala
ASAv koncentrécii 500-5000 uM po dobu 24 hodin na mezenchymové kmenové bunky,
preukazala proapoptické zmeny (Zafarmand a kol., 2022). Tento Udaj nam potvrdzuje
predpoklad vychédzajici aj z naSej prace, ze vysoké koncentracie ASA modzu podporit
indukciu apoptdzy. Koncentracia ASA 30uM, ktort sme pouzili v nasej préci, bola
prepocitana na plazmatickil koncentraciu ASA v organizme po uziti beznej terapeutickej
davky 500 mg. Nakolko naSe vysledky nepreukdzali vyznamné ovplyvnenie pomeru
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BAX/BCL-2 v pripade vzoriek HGF ovplyvnenych 30 puM koncentraciou ASA, mbzeme
predpokladat’, Ze ASA v beznej terapeutickej davke pravdepodobne nema vplyv na indukciu
apoptozy HGF. To modze byt prospesné pri jej potencialnom vyuziti v oblasti bunkovej
terapie a regenerativnej mediciny.

Viabilita
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Obr. 1. Grafické zndzornenie % Zivotaschopnych Obr. 2. Pomer relativnych expresii proteinov BAX
HGF po 24 hod ovplyvneni kyselinou a BCL-2, ktoré predikujii mozné apoptické zmeny.
acetylsalicylovou. Hodnoty su vyjadrené ako Hodnoty sU vyjadrené ako aritmeticky priemer
aritmeticky priemer +SEM, n=3. +SEM, n=3.

KON= kontrolna skupina; ASA-30= skupina ovplyvnena 30 uM ASA; ASA-100= skupina ovplyvnena 100
UM ASA.

Predlozena prdca bola financne podporend vedeckymi grantami: UK/156/2022, VEGA 1/0378/21, APVV-18-
0103
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ANALYZA VYSKYTU DEDICNYCH OCNYCH OCHORENI NEMECKYCH
OVCIAKOV A CESKOSLOVENSKYCH VLCIAKOV NA SLOVENSKU
Zubricky P., Trbolova A.

Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmacie v Kosiciach, Univerzitna veterinarna
nemocnica, Klinika malych zvierat, Komenského 73, 041 81 Kosice

ABSTRAKT

Poruchy zraku mézu byt navodené réznymi pri¢inami. Specifickii skupinu predstavuju
ochorenia, ktoré su na zaklade dedi¢nosti prenaSané z rodi¢a na potomstvo. Cielom naSej
prace bola analyza vyskytu dedi¢nych océnych ochoreni u  nemeckého ovciaka a
Ceskoslovenského  viciaka a ich porovnanie. Jedinci oboch plemien boli podrobeni
komplexnému oftalmologickému vySetreniu. Do nasej Stadie bolo zahrnutych 105 jedincov
plemena ¢eskoslovensky vi¢iak a 38 jedincov plemena nemecky ov¢iak. Z doteraz ziskanych
vysledkov vyplyva, ze napriek istému spoloénému genetickému pozadiu oboch plemien, vo
vzt'ahu K vyskytu jednotlivych o¢nych ochoreni mozno pozorovat’ uréité plemenné odlisnosti.
Kym u nemeckych ov¢iakov bola najéastejsie sa vyskytujucou dedi¢ne podmienenou o¢nou
anomaliou chronicka superficialna keratitida, u ceskoslovenského vi¢iaka to bola retinalna

dysplazia.

UuvoD

Vyskyt dedi¢nych ocnych ochoreni predstavuje vyrazne obmedzujuci faktor pre chov i
pracovné vyuzitie psov. Zakladnym predpokladom na ich potla¢enie v populdcii je presna
identifikdcia najCastejSie sa vyskytujicich sa ocnych anomalii s posudenim miery ich
zavaznosti a dedi¢nosti. V jednotlivych plemendch psov su popisované konkrétne
predispozicie k urCitym o¢nym patologiam, avSak tieto u Ceskoslovenského vicCiaka zatial
popisané neboli.

Ceskoslovensky vigiak je jedineéné plemeno psov, ktoré vzniklo hybridizaciou nemeckych
ovCiakov s divokymi karpatskymi vlkmi v 50. rokoch minulého storocia ako vojensky
experiment (Smetanova akol., 2015). Cielom krizenia bolo vytvorit novy rad psov
vykazujacich pozitivne vlastnosti nemeckého ovc€iaka (napr. temperament a ovladatelnost),
ale aj niektoré vlastnosti vlka vratane zdravia, sily a no¢ného videnia (Sommese a kol., 2021).
Genetické pozadie plemena, ktorého Cast’” pochadza od nemeckého ovcéiaka poskytlo urcité
rizikové alely génov, ktoré sposobili vyskyt urcitych dedi¢nych ochoreni akymi sd
dwarfizmus a degenerativna myelopatia respektive dysplazia bedrového kibu (Karneva a kol.,
2017). Avsak nie je zndme aky vplyv mé na vyskyt o¢nych ochoreni, kedze v tomto smere
populacia ceskoslovenského viciaka cielene skimana doposial’ nebola. K dispozicii nie st ani
udaje o o¢nych ochoreniach vlkov. Pri nemeckych ov¢iakoch st najcastejSie popisované o¢né
ochorenia distichidza, plazmom, korneédlna dystrofia, chronicka superficialna Kkeratitida
(pannus), perzistentna pupilarna membrana, katarakta, degeneracia tycCiniek, retinalna
dysplazia, mikropapila, limbalny melaném (ACVO Genetics Committee, 2019).

MATERIAL A METOTIKA

Stadia bola vykonana v subore 105 jedincov plemena ¢eskoslovensky vigiak (CSV) a 38
jedincov plemena nemecky ovc¢iak (NO). VSetky psy boli s preukazom o pévode, boli rdznej
vekovej Struktury a oboch pohlavi. U kazdého jedného psa bolo prevedené klinické
oftalmologické vySetrenie zahriiujlice nasledovné ukony: postdenie orientdcie v prostredi,
vykonanie neurooftalmologickych testov (obranna reakcia, rohovkovy reflex, pupilarny
reflex, osliujlica reakcia), meranie vntitroo¢ného tlaku za pouzitia rebount tonometru (Icare,
Tiolat, Finsko), meranie produkcie siz pomocou Shirmerovho testu (STT, Shirmerove prazky,
Dioptrix, FranclUzsko), posudenie predného segmentu oka vyuzitim biomikroskopie
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Strbinovou lampou (Kowa 17, Tokyo, Japonsko), postudenie irdidokornedlneho uhla pomocou
diagnostickych Sosoviek (Koeppe, USA), vysetrenie zadného o¢ného segmentu s pouzitim
mydriatik (1% tropicamid, Unipharma, Slovensko), priameho oftalmoskopu Heine
(Optotechnik  GmbH, Nemecko), monokularneho nepriameho oftalmolmoskopu (Pan
Opticophtalmoscope, Welch Allyn, USA) a nepriameho oftalmoskopu (Heine Omega 600,
Optotechnik GmbH, Nemecko), s dvojitou asferickou SoSovkou (Volk 20D, Volk, USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

NajcastejSie diagnostikovanym oc¢nym ochorenim u nemeckého ovciaka bola chronicka
superficidlna keratitida (CKS), ktora bola oftalmologickym vySetrenim potvrdenda u 3
jedincov (7,9 %). NO s pozitivnym nalezom boli vo veku od 3 do 6 rokov. CKS je tieZ zname
pod nazvami pannus nemeckych ové¢iakov, Uberreiterov syndrom alebo degenerativny pannus
(Ledbetter a Gilger, 2013). Wilcock a Njaa (2016) uvadzaji, ze ide o ochorenie najcastejsie sa
vyskytujlce nielen u nemeckého ovciaka, ale aj fenotypovo podobnych plemien. AvSak pri
plemene ceskoslovensky vl¢iak napriek podobnému nielen fenotypu ale aj genotypu nebol z
celého stboru doteraz nami vySetrenych jedincov potvrdeny jediny nalez CKS. K dalsim
oénym ochoreniam diagnostikovanych v plemene nemecky ov¢iak patrili 1x plazmém (2,6
%), 2x perzistentna pupilarna membrana vo forme iris to iris (5,3%), ale aj 1x subkapsularna
katarakta na zadnej kapsule SoSovky (2,6 %), 1x folikularna konjunktivitida (2,6 %) a 1x
upchatie slzného kanalika (2,6 %). Celkovo 29 (76,3%) nemeckych ovc¢iakoch bolo bez
nalezu akéhokol'vek o¢ného ochorenia a 33 jedincov (86, 8%) bez vyskytu dedi¢nej ocnej
anomalie.

V plemene Ceskoslovensky vi¢iak bolo zo 105 psov 87 jedincov z hladiska o¢ného zdravia
klinicky tplne zdravych, ¢o predstavuje 82,8 %. Bez vyskytu dedicne podmienenych oénych
ochoreni bolo az 96 CSV (91,4 %). U 18 jedincov boli diagnostikované o¢né anomalie roznej
etiologie a zavaznosti, od klinicky bezvyznamnych nalezov az po stav ovplyviiujici videnie.
Z menej zavaznych ochoreni, ktorych nositelia mézu byt podl'a odporuceni The American
College of Veterinary Ophthalmologists (ACVO, 2019) vyuzitel'ni v chove, bola u 1 psa
zistena PPM vo forme iris to iris (0,9%), u 4 jemna retindlna dysplazia (3,8%). Taktiez u 3
Steniat (2,8%). boli vo veku 8 tyzdiiov na sietnici pritomné retindlne zdhyby, avSak pri
opakovanom vysetreni v 6 mesiaci zivota bol klinicky obraz sietnice plne zdravy u vSetkych
uvedenych jedincov. U 9 starSich jedincoch (8,6%) vo veku od 8 do 14 rokov bola
zaznamenana pritomnost’ jemnej dedicne nepodmienenej subkapsularnej katarakty na
posteriornej Casti puzdra SoSovky (7,6%) a nuklearnej sklerdzy (0,95%), vo vSetkych
pripadoch bez vyrazného ovplyvnenia kvality videnia. U jednej 5 ro¢nej sucky (0,95%) boli
diagnostikované subezne viaceré zavazné diagndézy ato hypoplazia zrakového nervu,
subluxécia SoSovky a primarny glaukdém, ktoré klinicky vyustili do slepoty.

Priblizny pocet vyskytu zachytenych ocnych ochoreni (dedi¢ne podmienenych i ziskanych) je
u oboch plemien porovnatelny. Spolo¢ne diagnostikovanym ochorenim u oboch plemien bola
len PPM vo forme iris to iris a dedi¢ne nepodmienena subkapsularna katarakta na posteridrnej
Casti puzdra SoSovky. Z dedicnych oc¢nych ochoreni bol u NO najcastejSim ochorenim
pannus, u ceskoslovenskych viciakov retindlna dysplazia. Z hladiska porovnania vyskytu
oénych anomalii podl'a veku, najviac o¢nych nalezov u NO bolo vo veku 3-6 rokov, kym u
ceskoslovenskych vl¢iakov to bolo vo veku nad 8 rokov vo forme senilnej katarakty. Na
zaklade dosial' ziskanych vysledkov konStatujeme, Ze napriek istému spolo¢nému
genetickému prelinaniu, nemaju tieto plemend v si¢asnosti predispozicie k identickym o€nym
ochoreniam.

Tato praca vznikla vdaka podpore VEGA 1/0194/22.
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VPLYV EXPRESIE PROTEINOV VEGF-A A IGF-1 NA PROGNOZU PACIENTOV
) S OCHORENIM COVID-19
Zigova L.}, Vranecova K.}, Massarova P.}, Hruba O.!, Chomani¢ova N.2, Adamickova A2,

Valaskova S.2, Kuzma M.3, Jackuliak P.2, Payer J.3, Kyselovi¢ J.2%, Gazova A.
1Ustav farmakoldgie a klinickej farmakoldgie, LFUK, Bratislava
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3V. interna klinika nemocnica Ruzinov, LFUK, Bratislava
4Ustav farmakoldgie a toxikolégie, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Zavazny priebeh ochorenia COVID-19 je spajany s masivnym uvolfiovanim prozapalovych
cytokinov a proangiogénnych faktorov, medzi ktoré zarad’'ujeme aj vaskularny endotelovy
faktor-A (VEGF-A). VEGF-A ovplyviiuje permeabilitu a rast krvnych ciev a podiel'a sa na
regulécii intersticidlneho edému, ktory sa vyskytuje pri syndrome akutnej respiracnej tiesne
(ARDS). KIi¢ovu ulohu v patogenéze ARDS moze okrem zapalovych mediatorov a VEGF-A
zohravat’ aj inzulinu-podobny rastovy faktor-1 (IGF-1). Po¢etné vyskumy naznacuju zmenené
regulacie rastovych faktorov VEGF-A a IGF-1 u pacientov so zapalovymi ochoreniami pltc.
Nasim cielom bolo identifikovat’ pomocou metody Western Blot hladiny relativnej expresie
proteinov rastovych faktorov VEGF-A alGF-1, ktoré mdzu zasahovat do signalnych
molekulovych drdh ovplyviiujucich prognézu prejavov zavazného priebehu ochorenia
COVID-19. Vysledky preukazali zvySeni expresiu proteinu VEGF-A u pacientov, ktori
podlahli ochoreniu vyvolanym virusom SARS-CoV-2 v porovnani s kontrolnym siborom
pacientov a pacientmi, ktori sa z ochorenia vyliecili. Nizka hladina expresie proteinov IGF-1
bola spojena s vy$Sou mortalitou pozitivnych pacientov, ¢o moze naznaCovat' protektivnu
ulohu zvysenych hladin IGF-1 na rozvoj ARDS.

uvoD

Ochorenie COVID-19, ktorée spOsobuje virus SARS-CoV-2 vstupuje do cielovych
hostitel'skych buniek pomocou endocytdzy, ktora je sprostredkovana receptorom angiotenzin
konvertujuci enzym-2 (ACE-2). Po prieniku virusov do bunky sa virusy moézu replikovat
a 8irit do inych cielovych buniek a orgénov. Virusova zataz moze sposobit’ nadmerna
reaktivitu  imunitného  systému aviest k uvolfovaniu prozapalovych cytokinov
a proangiogennych faktorov. Cytokinova bdrka je priamo spojena so zhorSenim priebehu
ochorenia, ku ktorému sa pripaja hypoxia, zapal endotelu, narusenie vaskularnej homeostazy,
poruchy zrazanlivosti krvi, rozvinutie syndromu akutnej respira¢nej tiesne a multiorganové
zlyhanie (Jadaun a Chatterjee, 2022). Hypoxia je primarnym patofyziologickym spustacom
angiogenezy. V prostredi s nizkou koncentraciou kyslika sa v endotelovych bunkach
akumuluje a stabilizuje  hypoxiou indukovany faktor-1 (HIF-1), ktory ma
schopnost’ indukovat’ génovua expresiu vaskularneho endotelového rastového faktora (VEGF)
(Serebrovska a kol., 2020). Najviac prestudovanym je gén VEGF-A, ktorého kI'icovy vyznam
spoc¢iva v regulacii vaskularnej permeability a intersticialneho edému, ktory sa vyskytuje pri
syndrome akutneho respiraéného zlyhania - ARDS (Madureira a Soares, 2021). ARDS sa
povazuje za jednu z hlavnych komplikécii ochorenia COVID-19. Délezitt tlohu v patogenéze
ARDS hraju okrem mediatorov zapalu a VEGF aj inzulinu-podobny rastovy faktor-1 (IGF-1).
Rastovy faktor IGF-1 je polypeptidovy hormoén, produkovany najmé pecenovymi bunkami,
s roznymi biologickymi funkciami, ako je proliferacia, rast a vyvoj tkaniva a ochrana
mitochondrii. IGF-1 je tiez dolezitym mediatorom pre embryonalny vyvoj a postnatalny rast
(Martin-Estal et al. 2016). Taktiez sa zapaja do regulacie imunitného systému (Myers a kol.,
1992). Rozne studie preukazali ulohu IGF-1 pri zapalovych ochoreniach, ako je astma (Lee a
kol., 2014), plucna fibroza (Krein a Winston, 2002), obstrukéna choroba pl'ac (CHOCHP)
(Kythreotis a kol., 2009) alebo ARDS (Ahasic a kol., 2012).
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MATERIAL A METODIKA

V nasej praci sme sa zamerali na analyzu rastovych faktorov VEGF-A a IGF-1, ktoré mézu
zasahovat’ do signalnych drah ovplyvinujucich prognézu ochorenia COVID-19. Vzorky Krvi
boli odobraté pacientom vo veku od 59 do 94 rokov, ktori v tom ¢ase neprekonali ochorenie
COVID-19 atvorili kontrolnt skupinu pacientov (n=6) a COVID-19 pozitivnych pacientov
hospitalizovanych na ,,covidovom™ oddeleni V. internej klinike Univerzitnej Nemocnici v
Ruzinove (n=12). Sodstupom c¢asu sa v skupine COVID-19 pozitivnych identifikovali
pacienti, ktori aj po hospitalizacii ochoreniu podlahli (n=6) a pacientov, ktori ochorenie
prekonali (n=6). Vzorky plaziem boli podrobené stanoveniu relativnej expresie proteinov
rastového faktora VEGF-A alGF-1, normalizované na relativinu expresiu referen¢ného
proteinu GAPDH. Vzorky boli nanesené do 14% polyakrylamidového gélu a separované na
zéklade ich molekulovej hmotnosti. Separované proteiny sa néasledne odtlacili (preblotovali)
na polyvinylidénfluoridovd (PVDF) membranu. Po zablokovani membran v 5% roztoku
hovédzieho sérového albuminu (BSA) boli membrany inkubované 60 minat primarnou
protilatkou proti VEGF-A a IGF-1. Nésledne prebehla inkubécia sekundarnou protilatkou. Po
inkub&cii primarnej a sekundarnej protilatky a pridani chemiluminiscenéného substratu
Immobilon Forte Western HRP Substrate doSlo k detekcii proteinov pomocou pristroja
ImageQuant LAS 500. Denzitometrickd analyza ziskanych nalezov na membréne bola
vykonana pomocou programu ImageQuant TL. Grafické a statistické hodnotenie prebehlo
v programe GraphPad Prism. Na vyhodnotenie tidajov bola pouzita Statistickd metdda analyzy
rozptylu ANOVA a Pearsonova korelacia.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Cielom naSej prace bolo analyzovat relativnu expresiu proteinov VEGF-A alGF-1
u COVID-19 pozitivnych pacientov. NajvysSiu relativnu expresiu proteinu VEGF-A sme
pozorovali u pacientov, ktori ochoreniu COVID-19 podrlahli, v porovnani s ostatnymi
skupinami pacientov. ZvySené hladiny VEGF-A u pacientov, ktori ochoreniu podlahli, mézu
savisiet’ s hypoxiou a ulohou VEGF-A v hypoxickom prostredi ako dblezitého regulatora
angiogenezy, vaskularnej permeability a intersticialneho edému.

Nase vysledky d’alej ukazali, ze v zavaznej forme ochorenia COVID-19 spojenej s umrtim
pacientov doslo k vyznamnému poklesu relativnej expresie proteinov IGF-1 v porovnani
S pacientmi, ktori ochorenie prekonali. Zavislost’ veku a indexu telesnej hmotnosti (BMI)
pacientov s hladinou IGF-1 nebola signifikantna. Tento vysledok nasej prace je podporeny
viacerymi Stidiami, ktoré sa zaoberali skimanim hladiny IGF-1 u pacientov so zapalovymi
ochoreniami pl'uc, ako je napriklad CHOCHP. Pri akutnej exacerbaciit CHOCHP bola zistena
signifikantne niz§ia hladina rastového faktora IGF-1 v porovnani s pacientmi so stabilnou
CHOCHP (Ye a kol., 2012; Kythreotis a kol., 2009). Hladina IGF-1 bola $tudovana aj
u pacientov s ARDS. Signifikantne nizsie hladiny IGF-1 boli namerané u pacientov, ktori
ochoreniu podlahli, v porovnani s pacientmi s ARDS, ktori prezili, pricom sa naSiel aj
pozitivny stvis niz8ich hladin IGF1 s vy$$ou umrtnostou pacientov s ARDS. Vysledné Udaje
prierezovej Stiidie Ahasic a kol. z roku 2012 tiez naznacuja, ze zvySend hladina IGF-1 moze
posobit’ ako ochranny faktor pri rozvoji ARDS (Ahasic a kol., 2012), ktory patri medzi hlavné
komplikéacie zavazného priebehu ochorenia COVID-19. Preto predpokladame, Zze zvySena
hladina IGF-1 v organizme mo6ze mat’ potencial v zlepSeni prognézy pacientov s ochorenim
COVID-19. Molekularne mechanizmy, ktorymi k tomu dochadza si vSak budu vyzadovat
d’alSie podrobné skiimania.
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Obr. 1 Relativna expresia rastovych faktorov VEGF-A a IGF-1 vo vzorkdch plaziem pacientov, ktori podlahli
ochoreniu COVID-19 (n=6), pacienti, ktori prekonali ochorenie (n=6) a kontrolna skupina COVID-
negativnych pacientov (n=6).

Udaje st vyjadrené ako priemer+SEM. Pacienti, ktori ochoreniu COVID-19 podlahli mali signifikantne
niZliu expresiu proteinov rastového faktora IGF-1 v porovnani s pacientmi, ktori ochorenie prekonali.
Legenda grafu: Controls: plazma negativnych pacientov; COVID Cured: plazma pacientov vylieCenych z
ochorenia COVID-19; COVID Death: plazma pacientov, ktori ochoreniu COVID-19 podlahli.

Projekt bol sponzorovany financnou podporou APVV-20-0101, UK/165/2022.
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