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PROCESSES OF ABSORPTION, DISTRIBUTION AND EXCRETION OF THYMOL
IN THE RABBITS ORGANISM
Bagova K.', Zitterl-Eglseer K., Riauber G. K.%, Placha L.*
ICentre of Biosciences, Slovak Academy of Sciences, Institute of Animal Physiology, Kosice
%Institute of Animal Nutrition and Functional Plant Compounds, University of Veterinary Medicine, Vienna

ABSTRACT

Thymol is a major constituent of Thymus vulgaris L. with beneficial effects on the animal
organism. The purpose of this study was the detection of thymol in plasma, tissues, large
intestinal content and faeces and the investigation its bioavailability and metabolic path in the
rabbit organism. Forty-eight rabbits were divided into control and experimental group with
thymol addition (250 mg/kg feed). Thymol was administered for 21 days and then withdrawn
for 7 days. We confirmed intensive absorption of thymol from the gastrointestinal tract, our
results pointed to metabolism and accumulation in kidney tissue and intensive metabolic and
excretion processes in the liver. Some metabolic processes were present also after thymol
withdrawal as a consequence of caecotrophy. Thymol as a lipophilic substance was found
only in trace amounts in fat and muscle tissue as a consequence of its conversion into
hydrophilic metabolite and greater elimination in the rabbit organism. In this work, the
thymol metabolic path in the rabbit organism was determined for the first time after its
sustained oral administration.

INTRODUCTION

To our knowledge, bioaccessibility, bioavailability, and metabolism of phenolic compounds
have been studied in vitro in humans (Rubié et al., 2014a; Rubio et al., 2014b) and in
chickens (Ocel'ova, 2017). No information is available about absorption, distribution, and
deposition of natural compounds at target sites in the rabbit organism. One of the crucial
aspects of the beneficial effect of natural compounds is the amount present in the gut as a
result of their release from feed, and their consequent ability to pass through the intestinal
barrier. Oral bioavailability represents the fraction of administered thymol reaching the
systemic circulation and is a key parameter that affects its efficacy. Therefore, to propose
an appropriate dose, the study of its oral bioavailability has received significant attention
(Placha et al., 2022). To describe the metabolic processes of thymol in an organism, we chose
the rabbit as a model animal because it represents an appropriate model for the evaluation
of the bioavailability of nutrients. The efficiency of the rabbit’s digestion depends in large
part on the production and ingestion of caecotrophes, which must be considered as an integral
part of the rabbit’s digestion system (Hirakawa, 2001; Irlbeck, 2001).

MATERIAL AND METHODS

After weaning at 35 days of age, 48 rabbits of both sexes (meat line M91) were randomly
divided into a control group (CG) fed a standard diet and an experimental group (EG) fed
a standard diet into which 250 mg/kg of thymol was incorporated in powder form (> 99.9 %,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). The rabbits received feed with thymol addition for 21 days
(56 d of age) and for the next 7 days (63 d of age) the thymol was withdrawn. Eight rabbits
in each group were killed at 56 or 63 d of age.

To determine the thymol content in plasma, blood (1.5 ml) from eight rabbits was collected
from the marginal ear vein (vena auricularis) into heparinized Eppendorf tubes.
The gastrointestinal tract was removed from the body cavity and was divided into small
intestine, caecum, and colon. Obtained samples of gut content and intestinal wall together
with plasma, liver, kidney, muscle (musculus longissimus dorsi), spleen, fat and faeces were
immediately frozen in liquid nitrogen and stored at — 70 °C until analysis. All samples were
collected at both experimental days (56 or 63 d of age).
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Detection of thymol in samples of plasma, gut content, tissues and faeces was performed
using headspace solid-phase microextraction followed by gas chromatography coupled with
the mass spectrometry method as described Bacova et al. (2020) and Placha et al. (2019).
Data collected were analysed using the Kolmogorov-Smirnov test for normal and non-normal
distribution. The Kruskal-Wallis test with post hoc Dunn’s Multiple Comparison test was
used to determine the differences between plasma and tissues or caecal, colon content
and faeces. Results are presented as mean value + standard error of mean (SEM). Differences
were considered significant at p < 0.05. Correlations of thymol concentrations between
plasma and intestinal wall, plasma and liver, and liver and kidney were analysed using
nonparametric Spearman’s Rank Correlation and expressed as Spearman’s correlation
coefficient (rs). Statistical analyses were performed using Graph Pad Prism version 5.0
for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Significant correlation (rs = — 1.00, p < 0.01) between thymol content in the intestinal wall and
plasma in our experiment indicates intensive absorption of thymol from the intestine. Placha
et al. (2019) and Ocel'ova et al. (2018) also confirmed the intensive absorption of thymol from
all intestinal segments in broiler chickens after four weeks of diet supplementation with thyme
essential oil. They found significant correlation between thymol content in plasma
and individual intestinal segments. Although we found six times lower concentration
of thymol in plasma during its addition and seven times lower after its withdrawal (even
if only in trace amounts) in comparison with the intestinal wall, we can confirm that some
metabolic processes were still active after thymol withdrawal from feed.

Ocel'ova (2017) detected thymol in the liver at a level of 8.9 % of its concentration in the
intestinal wall and observed significant correlation between thymol concentrations in liver
and plasma, and liver and intestinal wall, which might indicate sufficient absorption of thymol
from the intestinal wall to the liver through the vena portae. We found 15 % (with thymol)
and 29 % (without thymol) of thymol in liver compared with its content in the intestinal wall,
and significant correlation between thymol concentrations in plasma and liver (rs = 0.7857,
p < 0.05). These results are in agreement with the findings of PisarCikova et al. (2017)
and Ocel’'ova (2017) who confirmed the presence of thymol metabolites in the duodenal wall
of broiler chickens after sustained consumption of thyme essential oil and confirmed the key
role of the intestine in the metabolism of thymol.

In the present study, a significantly higher level of thymol in the kidney in comparison with
liver tissue and plasma confirmed its metabolism and/or accumulation in this organ.
Our results are in agreement with our previous study (Ocelova, 2017), in which we detected
a significantly higher thymol concentration in the kidney of chickens with thyme essential oil
diet supplementation. Takada et al. (1979) and Kohlert et al. (2002) demonstrated that
although the liver is the most important organ for biotransformation, kidney microsomes
demonstrate more effective metabolic processes than liver or intestinal microsomes.
The significantly higher content of thymol in the kidney and the correlation between liver
and kidney (r; = 0.7381, p<0.05) in our study also confirm the intensive metabolism
in kidney tissue. However, further study of renal metabolism mechanisms is necessary
to confirm these findings.

Our results showed that thymol was efficiently absorbed from the intestinal lumen
and intensive metabolic processes in liver and kidney were observed, while accumulation
in fat and muscle tissue was low, probably due to its intensive biotransformation into
hydrophilic substances which were then excreted. We confirmed some metabolic processes
involving thymol even after its withdrawal from feed, as a consequence of caecotrophy.



Finally, metabolic processes of plant compounds should be understood at molecular level
to establish its suitable concentration for a benefical effect on animal health.
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STANOVENIE UCINKU SKYRINU S VYBRANYMI CHEMOTERAPEUTIKAMI
V BUNKACH KOLOREKTALNEHO KARCINOMU

Barc¢akova LJ endzelovska Z., Jendzelovsky R., Fedorocko P.
Katedra bunkovej biologie, Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedeckda fakulta, UPJS

ABSTRAKT

Konvenéna chemoterapia nadorovych ochoreni je ¢asto sprevadzana zavaznymi vedlaj$imi
ucinkami, ktoré mozu viest’ az k jej pred¢asnému ukonceniu. RieSenim by mohlo byt’ sti¢asné
pouzitie bezpeénejsich latok, schopnych zvysit' citlivost’ nadorovych buniek voci terapii.
Medzi takéto lieciva by mohol patrit’ aj skyrin, latka prirodného povodu, vyznacujica sa
niektorymi priaznivymi fyzikdlno-chemickymi vlastnostami a protinadorovymi ucinkami.
V tejto praci sme si dali za ciel preskimat vzajomny efekt skyrinu a vybranych
chemoterapeutik v nadorovych bunkéch a pokusit’ sa stanovit mechanizmus jeho ucinku.
MTT test ukézal, ze skyrin v bunkach kolorektalneho karcindmu HCT 116 s normélnym
nadorovym supresorovym proteinom p53 zvysil efektivitu 5-fluorouracilu, no takmer
eliminoval u¢inok cisplatiny. V bunkach neexprimujucich p53 (HCT 116 p53™) skyrin
Statisticky signifikantne inhiboval u¢inok cisplatiny, mitoxantronu aj doxorubicinu. Efekt
skyrinu teda do ur€itej miery zavisel od p53 statusu buniek. Nasledne sme sa mechanizmus
jeho ucinku pokusili odhalit’ s vyuzitim analyzy tvorby reaktivnych foriem kyslika (ROS)
prietokovou cytometriou. Ani Vv jednej bunkovej linii skyrin neindukoval tvorbu ROS.
Naopak, mal zna¢ny antioxida¢ny Gc¢inok. NaSe vysledky teda naznacuju, zZe by skyrin mohol
mat’ vyuzitie ako chemopreventivna latka a v niektorych pripadoch ako senzibilizator
nadorovych buniek voc¢i 5-fluorouracilu. Pre potvrdenie tychto predpokladov
a charakterizaciu jeho uc¢inku na molekularno-biologickej irovni vSak bude potrebny d’alsi
vyskum.

UvOoD

Skyrin je sekundarny metabolit syntetizovany viacerymi druhmi hub a liSajnikov, patriaci
medzi bisantrachinény. Struktirne je podobny hypericinu (HY), prirodnej latke so znaénym
potencialom vyuzitia v protinddorovej terapii ¢i diagnostike (JendZelovska a kol., 2016).
Skyrin sa v porovnani s HY vyznacuje lepSou hydrofilitou, spojenou s niZSou tendenciou
agregovat’ vo vodnych roztokoch a podobnou mierou preferen¢nej akumulacie v nekrotickom
tkanive, ktoré je beznou stcastou solidnych nadorov (Wang akol., 2016). Okrem toho
Vv poslednom obdobi pribudaju dokazy o jeho protinadorovej aktivite (Koul a kol., 2016;
Babincak a kol., 2021). Napriek tomu, Ze mechanizmus pdsobenia skyrinu nie je objasneny,
modze predstavovat’ sl'ubny senzibilizator nadorovych buniek, ktory by v kombinécii s inym
terapeutickym pristupom mohol zvysit' citlivost’ buniek voci liecbe, zvratit’ ich pripadnu
rezistenciu ¢i umoznit’ aplikaciu nizsej koncentracie toxickych lie€iv. Nasim cielom bolo teda
zhodnotit kombinovany efekt skyrinu S vybranymi chemoterapeutikami v bunkach
kolorektalneho karcindému  a identifikovat’ niektoré faktory prispievajuce k jeho
protinadorove;j aktivite.

MATERIAL A METODIKA

Reagencie. Skyrin (HPLC grade) rozpusteny v DMSO (zasobny roztok s koncentraciou 5
mM), cisplatina (CDDP), 5-fluorouracil (5-FU), mitoxantron (MTX), doxorubicin (DOX).
Bunkové linie. V experimentoch bola pouzita bunkova linia l'udského kolorektalneho
karcinomu HCT 116 a od nej odvodena bunkova linia HCT 116 p53'/', ktora neexprimuje
protein p53. Obe bunkové linie boli kultivované v inkubatore pri teplote 37°C, vlhkosti 95% a
5% CO, v atmosfére s vyuzitim kompletného média McCoy’s obohateného 0 10% FBS,
komerénu zmes antibiotik a antimykotik a gentamicin (50 pg/ml).
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Test metabolickej aktivity buniek (MTT test). S ciel'om stanovit’ vplyv kombinovaného u¢inku
skyrinu s vybranymi chemoterapeutikami na metabolicka aktivitu nadorovych buniek boli
bunky HCT 116 a HCT 116 p53” nasadené v pote 10 000 na jamku do 96-jamkovej
platnicky apo 24 h inkubacie knim bol pridany skyrin v koncentracii 10 uM. Po 24 h
predinkubdcii buniek so skyrinom k nim boli pridané jednotlivé chemoterapeutika. Pouzité
koncentracie chemoterapeutik, vybrané na ziklade vysledkov pripravnych experimentov
(udaje nie si prezentované), V ktorych samostatne inhibovali metabolicku aktivitu buniek
maximalne o 20%, boli nasledovné: CDDP — 10 uM, 5-FU — 10 uM, MTX — 0,1 uM a DOX
— 0,05 uM. Kombinovany G¢inok bol analyzovany v dvoch ¢asovych intervaloch (24 h a 48 h)
pridanim Zzltej tetrazoliovej soli MTT (0,5 mg/ml), ktora je Zivymi, resp. metabolicky
aktivnymi bunkami metabolizovana na fialové krystaly formazanu. Metabolizacia MTT bola
zastavend po 4 h pridanim 10% SDS, ktory zabezpecil rozpustenie formazanu a nasledujuci
defi bola odmerana jeho absorbancia pri vinovej dizke A = 584 nm pristrojom FLUOStar
Optima. MTT test bol realizovany v triplikatoch pre kazdi experimentalnu skupinu v
miniméalne troch nezavislych opakovaniach.

Analyza tvorby reaktivnych foriem kyslika (ROS). Bunky boli po 24 h a48 h inkubacii so
skyrinom premyté v PBS, resuspendované v HBSS a nasledne knim bol pridany
dihydrorodamin-123 vo findlnej koncentracii 0,1 pM. Napokon boli bunky inkubované pri
37°C a 5% CO; 15 minut a analyzované prietokovym cytometrom BD FACSAria Il SORP.
Fluorescencia bola detegovana prostrednictvom kanalu FITC (505 nm LP DM, 525/50 BP) po
excitacii modrym laserom (488 nm). Ako pozitivna kontrola boli vyuzité bunky ovplyvnené
peroxidom vodika v koncentracii 0,05%.

Statistickd analyza. Statisticka signifikancia bola vypo¢itana pomocou analyzy variancie
(ANOVA) doplnenej o Tukey post-test.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zaklade novych poznatkov 0 vlastnostiach a biologickej aktivite skyrinu sa tato prirodna
latka javi byt slTubnym senzibilizatorom nadorovych buniek. V nasej praci Sme sa zamerali na
stanovenie jeho vplyvu na metabolicku aktivitu nadorovych buniek v kombinacii so Styrmi
roznymi konvenénymi chemoterapeutikami (CDDP, 5-FU, MTX, DOX). Experimenty boli
uskuto€nené s vyuzZitim dvoch bunkovych linii liSiacich sa expresiou néadorového
supresorového proteinu p53, pretoze predchadzajiice experimenty ukazali, Ze efekt skyrinu
Vv stvislosti s inhibiciou metabolickej aktivity a indukciou apoptézy nadorovych buniek bol
vyraznej$i v bunkach s normalnym p53 (wt p53) (Babin¢dk a kol., 2021). NavySe efektivita
mnohych chemoterapeutik zavisi prave od spravnej funkcie tohto proteinu, ktory je déleZitym
regulatorom bunkovej smrti ¢i mechanizmov opravy DNA (Tilsed a kol., 2022). Bez ohl'adu
na p53 status buniek, skyrin nemal vplyv na efekt ziadneho zo Styroch vybranych
protinddorovych lie¢iv po 24 h ich vzajomného pdsobenia (udaje nie su prezentované). Po
dlhSom c¢asovom intervale (48 h) sme vSak pozorovali viaceré zmeny (Obr. 1). V bunkéich
HCT 116 skyrin Statisticky vyznamne zvysil u¢innost’ 5-FU, ked” ich metabolické aktivita
Klesla z 92,7 + 5,2% (samotny 5-FU) na 71,4 £ 4,8%. Okrem toho skyrin mierne zvysil
efektivitu MTX, avsak Statisticka vyznamnost’ sa potvrdila iba v porovnani s neovplyvnenou
kontrolou a nie vo¢i bunkam ovplyvnenym samotnym MTX. Na druhej strane sme pozorovali
negativny vplyv skyrinu na uc¢inok CDDP. Metabolickd aktivita buniek ovplyvnenych
kombinéciou skyrinu a CDDP vzréstla takmer na droven neovplyvnenych buniek. DOX
nemal vplyv na metabolicka aktivitu buniek HCT 116 samostatne ani po predinkubécii so
skyrinom. V porovnani s bunkovou liniou HCT 116 (wt p53) boli bunky HCT 116 p53'/’
prekvapivo citlivejSie vo¢i pdsobeniu vSetkych Styroch chemoterapeutik. Skyrin v§ak v tychto
bunkach znacne znizil efektivitu CDDP, MTX a DOX, pricom metabolicka aktivita buniek
ovplyvnenych kombinaciou skyrinu a CDDP, resp. DOX bola porovnatel'na s neovplyvnenou
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kontrolou. Na rozdiel od HCT 116, v bunkdch HCT 116 p53'/ " skyrin nemal vplyv na ucinok
5-FU. Tieto vysledky bude v budicnosti potrebné potvrdit analyzami zameranymi na
detekciu bunkovej smrti, napriklad analyzou externalizacie fosfatidylserinu a viability buniek.
Podl'a prace Koul a kol.(2016) by za protinadorovym ucinkom skyrinu mohla byt indukcia
tvorby ROS. Analyzovali sme teda vplyv skyrinu na intracelularnu hladinu ROS v oboch
bunkovych linidch v dvoch casovych intervaloch (24 h a48 h) a zistili sme, Ze skyrin
neindukoval nérast hladiny ROS v Ziadnej experimentalnej skupine. Naopak, vo vSetkych
Styroch pripadoch klesla fluorescencia rodaminu-123 priblizne na 50% urovne neovplyvnenej
kontroly, ¢o poukazuje na znacnl antioxidacnu aktivitu, ktora bola doteraz v stvislosti so
skyrinom Studovana iba ,cell-free“ metédami a vysledky neboli jednoznacné (Prokopiev
a kol., 2023). Antioxida¢na aktivita skyrinu by tiez mohla vysvetlit' nizSiu efektivitu CDDP
v oboch bunkovych liniach, pretoze medzi jej mechanizmy ucinku patri aj produkcia ROS
(Tilsed a kol., 2022).

A HCT 116 B HCT 116 p53™"
150+ 150
S i
2 - 2 -
£ _;' 100 £ ? 100- %90 982 0o
] S
25 5
5= ©
g2 5 g2
@ k]
= =
0- = 04
Skyrin[10uM] - + - - - - + + + + Skyrin[10pM] - + - - - - + + + +
Cisplatina[10puM] - - + - - - + - - Cisplatina [1OpM] - - + - - - + - -
5-Fluorouracil [10pyM] - - - + - - + - - 5-Fluorouracil[10 pM] - - + - - -+ - -
Mitoxantron [0,1 uM] - - - - + - - - + - Mitoxantron [0,1pM] - - - - + - - - + -
Doxorubicin [0,05uM] - - - - - + - - - + Doxorubicin[0,05pM - - - - - + - - - +

Obr. 1 Vplyv skyrinu, vybranych chemoterapeutik a ich vzdjomnej kombindcie na metabolicku aktivitu buniek
HCT 116 (A) a HCT 116 p53™ (B). Metabolickd aktivita bola analyzovand 48 h po pridani chemoterapeutik.
Vysledky (priemer £ SD z minimadlne troch nezavislych opakovani) su vyjadrené ako percento metabolicky
aktivaych buniek v porovnani s neovplyvnenou kontrolou (100%). Statisticky boli porovnané vsetky
experimentadlne skupiny s neovplyvnenou kontrolnou skupinou (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001) a
skupiny ovplyvnené kombinovanym zasahom so skupinami ovplyvnenymi samotnym skyrinom (coo p < 0,001) a
so skupinami ovplyvnenymi samotnym prislusnym chemoterapeutikom (ee p < 0,01; eee p < (0,001).
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BIODIVERZITA AMOLEKULOVE ADAPTACIE NA HYPERSALINNE
PROSTREDIA V RODE IDIOMARINA
Brestovicova S., Kiskova J., Nosal'ova L:, Piknova M., Pristas P. )
Katedra mikrobioldgie, Prirodovedecka fakulta, Ustav bioldgie a ekologie, UPJS

ABSTRAKT

Druhy rodu Idiomarina su izolované z prostredi so zvySenou salinitou. V naSej praci sme
analyzovali genémy 2 izolatov rodu Idiomarina, izolovanych z byvalych solnych bani v
lokalitach Solotvino (Ukrajina) a Solivar pri PreSove (Slovensko). Komparativna genomicka
analyza ukézala, ze podobnost’ Studovanych izolatov Sol25 a HP20-50 s gendmami znamych
druhov Idiomarina spp. dostupnymi v NCBI databaze dosahuje menej ako 95% na
nukleotidovej trovni (ANI - Average Nucleotide ldentity), ¢o naznacuje, Z¢ nami Studované
izolaty patria pravdepodobne k novym druhom rodu Idiomarina. Genomicka analyza taktiez
ukézala vyznamnu redukciu velkosti genomov, ktord je pravdepodobne vysledkom adaptacie
na oligotrofné hypersalinné prostredie. Celogendmové analyzy mézu prispiet’ k pochopeniu
diverzity a mechanizmov molekulovych adaptacii halofilnych mikroorganizmov.

UvOD

Volne Zijaci bakterialny rod Idiomarina patri do radu Alteromonadales dobre prestudovanej
triedy Gammaproteobacteria. Cel'ad’ ldiomarinaceae obsahuje dva rody Idiomarina
a Aliidiomarina (Huang a kol., 2012). Do rodu Idiomarina v st¢asnosti radime 31 druhov
(https://www.bacterio.net/genus/idiomarina). Genomy baktérii rodu Idiomarina maju
redukovanu velkost' (menej ako 3 Mbp, ovela menSiu ako velkost' gendémov inych
zastupcov radu Alteromonadales) a vsetky st izolované z prostredia so zvySenou salinitou
(Qin akol., 2019). Tato redukcia genému je interpretovana ako molekulova adaptacia na
hypersalinné prostredie a je vysledkom trofickej $pecializacie rodu Idiomarina (Qin a kol.,
2019). V naSej praci sme analyzovali genomy dvoch izolatov rodu Idiomarina izolovanych z
byvalych sol'nych bani v lokalite Solotvino (Ukrajina) a Solivar pri PreSove (Slovensko), teda
z prostredi ¢asovo 1 priestorovo izolovanych od doteraz znamych lokalit vyskytu baktérii
rodu ldiomarina. Cielom prace bolo poznanie diverzity a fylogeografie halofilnych druhov
rodu Idiomarina a analyza molekulovych adaptacii na hypersalinné prostredia v tomto rode.

MATERIAL A METODIKA

Bakterialne izolaty pouzité v tejto praci boli ziskané z dvoch lokalit — lokalita Solotvino,
jazero Kunigunda na Ukrajine (47°5720” N 23°52'16" E) alokalita Solivar v PreSove
(48°59'0.706" N, 21°16'59.124" E). V oboch pripadoch bola voda odoberana do sterilnych
prepravnych néadob, z ktorych bolo 100 pl pouzitych na primarny zachyt na R2ZA médium
(Merck, Darmstadt, Germany) s 5% NaCl. Kultivacia prebichala pri laboratornej teplote
25°C. Bola stanovena pocetnost’ kultivovatel'nych baktérii a nasledne sme izolaty podrobili
d’al$ej analyze a identifikacii. Celkovd DNA bola izolovana pomocou GenEluteTM Bacterial
Genomic DNA Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) podl'a pokynov vyrobcu z no¢nych
kultar v LB médiu s 5% NaCl. Amplifikacia casti génu pre 16S rRNA bola vykonana
univerzalnymi bakteridlnymi primermi fD1 (5‘-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3°) arP2
(5°-ACGGCTACCTGTTACGACTT-39). Celogenémové sekvenovania sa uskutoCnili
v komercénej firme Eurofins Genomics, Nemecko s vyuzitim technoldgie Illumina NovaSeq
6000 S4 PE150XP. Pribuznost izoladtov aich fylogenetické zaradenie sme stanovili na
zaklade ANI hodnot pomocou JSpeciesWS online nastroja
(https://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/#analyse).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Z hypersalinného prostredia sol'anky byvalych sol'nych bani v lokalite Solotvino a Solivar pri
PreSove sme izolovali 2 extrémne halofilné izolaty identifikované na zéklade 16S rRNA
sekvencii ako Idiomarina spp. Geologicky pochadzaju obe sol'né loziska z obdobia miocénu
aide oevapority, ktoré su pozostatkom neogénnecho mora z obdobia pred 17.5 az 16.4
milionmi rokov ajedna o geologicky podobné lokality (Hohenegger akol. 2014). Podl'a
Chonka a kol. (2013) sa salinita v Solotvine pohybuje od 15,53 g/l povrchovej vrstvy do
153,64 g/l v hibke siedmich metrov, ale maximalne Girovne obsahu soli v jazerach Solotvino
dosahuju 247-270 g/l (Lemko a kol., 2009). Na lokalite Solivar priemerna salinita dosahovala
az 311 g/l. Celogendmovou analyzou sme ziskali drafty genémov oboch izolatov. Genom
izolatu Sol25 izolovaného z lokality Solotvino mal velkost’ 2,8 Mbp a geném izolatu HP20-
50 izolovaného z lokality Solivar mal velkost’ 2,7 Mbp. Oba izolaty teda vykazovali redukciu
genomu podobnu ostatnym druhom rodu Idiomarina (Tab.1l). Pre poznanie biodiverzity
a fylogeografie halofilnych druhov rodu ldiomarina sme ziskané gendémy porovnali s 12
genémami  druhov  rodu Idiomarina  verejne  dostupnych v databaze NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=idiomarina). Priemerna nukleotidova identita
(ANI hodnota) bola pri porovnani s najbliz§im pribuznym druhom v pripade genomu Sol25
na urovni 91% a Vv pripade HP20-50 na urovni 80%, hrani¢nd hodnota pre zaradenie do
rovnakého druhu je 95%. NajblizSich pribuznych naSich izolovanych gendémov mdzeme
vidiet’ na fylogenetickom strome skonStruovanom na serveri TYGS (Obr.1), pre gendém Sol25
st to I. rhizosphaerae a l. loihiensis, pre genom HP20-50 st to I. ramblicola a I. abyssalis.
Fylogeneticky strom (Obr.1) znazoriiuje fylogeneticki pribuznost’ na zaklade sekvencii
celého genému a je odvodeny zo vzdialenosti GBDP (Genome BLAST Distance Phylogeny)
vypocitanych zo sekvencii genomu. ANI hodnoty audaje z fylogenetického stromu nam
naznacuju, Ze naSe izolaty patria do rodu Idiomarina, ale pravdepodobne pdjde o celkom
nové, doteraz nezname druhy. Fylogeograficka analyza naznacuje (Tab.l), Ze neexistuje
ziadna korelacia medzi genetickou pribuznostou jednotlivych druhov rodu Idiomarina
alebo geografickou lokalitou, z ktorej boli izolované.

Geograficky . Velkost’
Druh pgﬁvo d y Prostredie genému (Mb)
Idiomarina loihiensis Havaj Hydrotermalny prieduch 2,8
Idiomarina baltica Baltské more Povrchova morska voda 2,8
Idiomarina xiamenensis Cina Povrchova morska voda 2,9
Idiomarina aquatica Spanielsko Solanka 3
Idiomarina fontislapidosi Spanielsko Pdda 2,9
Idiomarina ramblicola Spanielsko Solanka 2,7
Idiomarina piscisalsi Thajsko Pla-ra ryba 2,6
Idiomarina zobellii Tichy ocean | Ocean, hibka 4000-5000m 2,6
Idiomarina abyssalis Korea Morsky sediment 2,6
Idiomarina tyrosinivorans Taiwan Povrchova morska voda 2,4
Idiomarina seosinensis Korea Saltern 2,7
Idiomarina rhizosphaerae Cina Poda 2,9
Idiomarina Sol25 Ukrajina SolI'na bana 2,8
Idiomarina HP20 -50 Slovensko Sol'anka, soI'na bana 2,7

Tab.1 Porovnanie druhov na zdklade Qeografického pévodu, prostredia odkial’ boli izolované a velkosti

genomov.
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Obr.1 Porovnanie podobnosti genémov Sol25 a HP20-50 s dostupnymi genomami ldiomarina spp. na zdklade
ANI hodnot.

Redukcia genomu v rode Idiomarina (o 37% az 65%) v porovnani s inymi rodmi vo svojej
evolucnej histérii ndm pontka jedinenu prilezitost preskumat’ proces gendémovej redukcie
u volne zijucich baktérii. Aby baktérie prezili v extrémnych prostrediach, musia si vyvinat
Specialne adaptacné schopnosti, z ktorych zdkladnou a najddlezitejSou je ziskavanie Zivin.
Genomické analyzy ukazuju, ze druhy rodu Idiomarina stratili vela génov stvisiacich s
vyuzivanim cukru, ¢o naznacuje, ze redukcia gendému suvisi s trofickou Specializaciou (Qin
a kol. 2019). Ked’ze hypersalinné prostredie je pomerne chudobné na Ziviny je mens$i gendm,
mensi obsah G+C parov (v pripade Sol25: 47.2 a v pripade HP20-50: 46.8) a mala velkost
buniek (0,35 um $irka a 0,7—1,8 um diZka) adaptivnou vyhodou.
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VYSKYT ANTIBIOTICKEJ REZISTENCIE U BAKTERII E. COLI IZOLOVANYCH
Z HYDINY
Dancova N, Gregova G.!, Szaboova T.!, Regecova 1.2
Katedra verejného veterinarskeho lekarstva a welfare zvierat, UVLF, Kosice
“Katedra hygieny, technologie a zdravotnej bezpe&nosti potravin, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Antibiotiko-rezistentné E. coli su jednym z hlavnych bakterialnych patogénov, ktoré sa
prenasaji potravinami a zapricinuju rozlicné alimentarne ochorenia v huménnej populacii.
Tato praca sa uskutocnila s cielom preskumat’ vyskyt druhu E. coli vo vzorkach trusu a mésa
hydiny, urCit’ fylogeneticku prislusnost’, profil antibiotickej rezistencie a vyhodnotit’ jej
potencidlnu hrozbu pre l'udské zdravie. NajcastejSimi fylogenetickymi skupinami boli A
(37,79 %), D (26,66 %) a B1 (24,44 %). Najmenej izolatov patrilo do skupiny B2 (6,67 %) a
2 izolaty neboli identifikované. Dominantna rezistencia bola zistena voc¢i ampicilinu (86,67
%) a ceftazidimu (2,22 %). Pozorovana bola aj prevalencia multirezistentnych kmenov. Na
zéklade ziskanych vysledkov mozno konstatovat’, ze hydina predstavuje vhodny rezervoar
antibiotiko-rezistentnych kmenov E. coli, ktoré mézu byt potencidlne velkou hrozbou pre
ludi, ato bud pri priamom kontakte s hydinou, prostredim alebo prostrednictvom
potravinového ret'azca.

UvoD

Komenzalna Escherichia coli (E. coli) je stGastou bakteridlnej populacie tvoriacej
fyziologicki mikrofloru c¢reva Tudi, zvierat aj vtakov. Podla prevalencie virulentnych
faktorov, podmienok hostitel'a a prostredia moze byt zarovenl aj oportinnym patogénom
sposobujicim intestinalne alebo extraintestinalne infekéné ochorenia (Sevilla-Navarro a kol.,
2022). Neracionalna a nadmernd aplikdcia antibiotik (ATB) v zivociSnej vyrobe ma za
nasledok rozvoj a Sirenie ATB rezistencie u potravinovych patogénov a v sucasnosti je jednou
Z najvacsich hrozieb pre zaistenie bezpecnosti produkovanych potravin (Aworh a kol., 2021).
ATB sa v chovoch hydiny bezne podavaju pri liecbe a prevencii infekénych ochoreni, ale
v minulosti sa vyuzivali na stimulaciu rastu (Islam a kol., 2023). V jednotlivych fazach chovu
hydiny a produkcie mésa a mdsovych vyrobkov existuje hned niekol’ko moznych ciest
kontaminécie. Pomerne vysoka miera ATB rezistencie bola potvrdena u Cerstvo vyliahnutych
jedincov, ktora pochadzala z vertikalneho prenosu genetickej informacie alebo z prostredia
samotnej liahne. K rozsiahlemu prenosu rezistentnej E. coli dochadza aj v ramci kfdl'ov, ako
aj medzi pracovnikmi a prostredim farmy (Khong akol., 2022). Ku kontaminacii mésa
baktériou E. coli moze dojst’ v priebehu porazania, ked’ sa poskodi gastrointestinalny trakt
a obsah sa vyleje na jato¢né telo, ale aj pri spracovavani mésa a vyrobe hydinovych mésovych
vyrobkov nedodrziavanim hygienickych podmienok a spravnej vyrobnej praxe (Adzitey
a kol., 2021).

MATERIAL A METODIKA

Odobraté vzorky trusu amisa hydiny sa spracovali, zriedili anaockovali na povrch
endoagaru. Charakteristické kolonie skovovym leskom sa preockovali na povrch
masopeptonového agaru a chromagaru. Pouzitim komercnych biochemickych testovacich
suprav (INDOLtest, OXItest, OFtest, VPtest a ENTEROtest 24 N) sa na zaklade
charakteristického fenotypového prejavu zrealizovala druhové identifikécia bakteridlnych
kmenov E. coli. Na potvrdenie identifikacie sa eSte vykonala PCR analyza zamerana na
detekciu Specifického cielového génu 16S rRNA vo vySetrovanych izolatoch. Fylogeneticka
typizacia bola uskuto¢nena prostrednictvom triplexovej PCR podl'a metodiky Doumith a kol.
(2012), s optimalizovanymi podmienkami a s naslednym zatriedenim skumanych E. coli do
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skupin a podskupin, ako uvadza Escobar-Paramo a kol. (2006). Testovanie antibiotickej
citlivosti E. coli na 20 ATB sa stanovilo modifikovanou mikrodilu¢nou metédou podl'a CLSI
VETO01-S2 (2013) a EUCAST (2017) prostrednictvom diagnostickej supravy Bel-Miditech.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zéklade typického rastu na jednotlivych agaroch, vysledkov biochemickych testov
a druhovej identifikacie pomocou metody PCR bolo potvrdenych celkovo 45 izolatov E. coli.
Podla ziskanych vysledkov fylogenetickej analyzy mozno skonStatovat’, ze vacSina izolatov
patrila do skupiny A (37,79 %), po ktorej nasledovala skupina D (26,66 %) a skupina Bl
(24,44 %). Najmenej izolatov bolo priradenych do skupiny B2 (6,67 %) a 2 izolaty neboli
identifikované. Rovnaké vysledky vo svojej $tadii zaznamenal aj Aworh a kol. (2021), kde
vicsina skimanych izolatov pochadzajicich z hydiny taktiez patrila do fylogenetickych
skupin A a B1. Vo vSeobecnosti v8ak plati, ze E. coli vo fyloskupinach A a Bl st komenzaly,
v B2 a D zasa patogény (Mosquito a kol., 2015). Zvy¢ajne najvirulentnejsia je fyloskupina B2
(Aworh a kol., 2021).

Mnoho krajin pri chove zvierat uréenych na produkciu potravin, vratane hydiny, pouziva
pomerne velké mnozstva ATB amnohé znich zohravajii déleziti Ulohu aj pri liecbe
infekénych ochoreni v huménnej medicine (Jibril a kol., 2021). K najcastejSie podavanym
ATB patria tetracykliny, peniciliny, sulfénamidy, makrolidy, polymyxiny a aminoglykozidy.
Nase vysledky z testovania antibiotickej citlivosti ukézali, ze z 20 testovanych ATB bola
celkovo najvysSia miera rezistencie zistena voci ampicilinu (86,67 %), po ktorom nasledoval
tetracyklin (48,89 %), kotrimoxazol (44,44 %) a ampicilin + sulbaktadm (26,67 %). ZniZzena
citlivost’ bola detegovana voci tigecyklinu (8,89 %) a ceftazidimu (2,22 %). Celkovy profil
ATB rezistencie vySetrovanych izolatov E. coli je zhrnuty v grafe ¢. 1.
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Graf 1. Celkovy profil ATB rezistencie vySetrovanych izoldatov E. coli
AMP = ampicilin, SAM = ampicilin + sulbaktam, CXM = cefuroxim, CAZ = ceftazidim,
ETP = ertapeném, CIP = ciprofloxacin, TET = tetracyklin, TGC = tigecyklin, COT = kotrimoxazol

Interpreta¢ny program systému Miditech automaticky vygeneroval nasledujuce mechanizmy
rezistencie: Fluoroq.Incompl.Resistance, t.J. netplna fluérochinoldénova rezistencia (31,11 %),
Penicillinase:low (22,22 %), Susp.carbap./metalo-betal.-ase (15,56 %) a Penicillinase:high!
(6,67 %) zodpovedné za rezistenciu voéi f-laktamovym antibiotikdim a Multiresistance! (2,22
%).

U takmer polovice vySetrovanych vzoriek sme potvrdili aj multirezistenciu (MDR), pricom
kmene boli priradené hlavne do fylogenetickych skupin A a B1, v mensej miere do skupiny
D. To je v sulade so zisteniami $tadii Olowe a kol. (2019) a Aworh a kol. (2021), ktorych
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MDR kmene takisto boli zaclenené do fyloskupin A aBIl. Jedna sa vSak o velmi
znepokojujuci fakt, nakol’ko komenzidlne MDR kmene by mohli odovzdat geneticku
informaciu menej virulentnym kmeniom E. coli alebo dokonca inym bakteridlnym druhom
a vyvolat’ tak negativny dopad v sektore verejného zdravia. Zaujimavym zistenim bola
multirezistencia u4 kmenov vo¢i 7 ATB (AMP-SAM-CXM-ETP-TGC-TET-COT alebo
AMP-SAM-CXM-CTX-ETP-CIP-TET) a u 2 skiimanych kmenov sa potvrdila odolnost’ az
voci 8 ATB sucasne (AMP-SAM-CXM-CTX-ETP-TGC-TET-COT). V studii Mgaya a kol.
(2021) bola potvrdena vysoka frekvencia MDR kmenov aniekol’ko znich rovnako
vykazovalo odolnost’ az vo¢i 7 ATB naraz. Obdobny profil ATB rezistencie E. coli izolatov
VO svojom experimente zaznamenal aj Aworh a kol. (2021).

Narast populacie, zmeny v trendoch a ekonomicky rozvoj prispievaju k stale sa zvySujucemu
dopytu po mise a mdsovych vyrobkoch z hydiny (Ribeiro akol., 2023). So stupajicou
uroviou zivoéisnej produkcie je spojena aj rastica spotreba ATB (Abdalla a kol., 2021).
Ziskané vysledky jasne poukazuji na neustdle stapajici vyskyt rezistentnych a
multirezistentnych kmenov E. coli pritomnych v potravinach Zzivo¢isneho pdvodu.
PredovSetkym hydina je idedlnym rezervoarom antibiotiko-rezistentnych E. coli, ktoré
predstavuju potencidlne riziko pre zdravie l'udi. Preto je potrebné znizit spotrebu ATB
a zamerat’ sa na aplikaciu prirodnych aditiv zvieratam ur¢enym na produkciu potravin, ako aj
zlepsit’ bezpecnostné opatrenia a monitoring vyskytu ATB rezistencie, ¢im by sa v zivocisnej
vyrobe zabranilo jej d’alSiemu Sireniu.
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REPLIKACNA KINETIKA KEMEROVO VIRUSU (ROD ORBIVIRUS)
V MYSACICH FIBROBLASTOCH A STUDIUM INTERFERONOVEJ ODPOVEDE

Fedorkova D., Schusterova P., Penazziova K., Csank T.
Katedra mikrobioldgie a imunologie, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Kemerovo virus (KEMV) patri do rodu Orbivirus. Je to klieStami prenaSany arbovirus,
ktorého rezervoarmi su volne zijuce hlodavce a vtaky. Informacie o replikacnom cykle
KEMV a indukcii interferénovej (IFN) odpovede st limitované. Zamerom prace je Studium
replikaénej kinetiky Vv mySacich fibroblastoch L[-929 a S§tadium expresie génov RIG-
1, MDAS, IFN regula¢ného faktora (IRF) 3, IRF 7, IFN-a a IFN-B. Replikacny cyklus KEMV
bol ukonceny v priebehu 6-8 hodin po infekcii (hpi). Vrchol mnozstva intracelularneho virusu
bol 24 hpi, s ¢im koreluju aj najvysSie hladiny expresic mRNA RIG-1 a MDADS. Hladiny
MRNA IRF7, IFN-a a IFN-B stapali az do 32 hpi a vrchol extracelularneho virusu nastal 48
hpi. V predkladanom prispevku prezentujeme prvotné vysledky s$tadie indukcie IFN
odpovede po infekcii spdsobenej kliestami prenaSanym KEMV.

UvOD

KEMV je neobaleny kliestami prenasany zoonoticky arbovirus (ICTV, 2023).
Experimentalna infekcia makakov rhesus spdsobila meningitidu a polyradikulitidu (Libikova
akol., 1970). Napriek tomu, ze sa KEMV spajal s ochoreniami centralneho nervového
systtmu u ludi (Libikova a kol. 1978) sa im v sGiasnosti nevenuje pozornost. Vrodena
antivirusova imunitna odpoved’ je do velkej miery zavisla od uspesnej IFN odpovede.
Hlavnym PAMP orbivirusov je ich genom tvoreny 10 segmentami dsRNA (Tytell a kol.,
1967), ktora moze byt rozpoznavana cytozolovymi receptormi RIG-1 a MDAS. Tieto
aktivuju signalizaéné drahy vrodenej imunity a aktivuji tvorbu IFN (Jensen a Thomsen,
2012). Mechanizmy, ktorymi nastava indukcia produkcie IFN po infekciit KEMV doposial
neboli Studované. Z toho dovodu sme sa v naSej $tadii zamerali na expresiu RIG-1, MDAS,
IRF-3 a -7, ktoré pdsobia ako induktory tvorby IFN-a a IFN-f.

MATERIAL A METODIKA

Pouzity KEMV izolat bol dvakrat pasizovany na L-929 (ATCC®,CCL-1™) mysacich
fibroblastoch, derivovanych zo spojivového tkaniva. Bunky sme kultivovali v médiu DMEM,
doplnenom o fetalne bovinné sérum a antibiotika.

Po adsorpcii virusu sme bunky premyli ¢istym 'adovym DMEM a v stanovenych ¢asoch
sme odoberali zvlast kultivaéné médium a bunky. V oboch frakciach bol virus kvantifikovany
pomocou plak-formaéného testu a mnozstvo infekéného virusového potomstva bolo
vyjadrené ako priemer plak-formacnych jednotiek (PFU)/ml triplikatov.

IFN odpoved’ sme sledovali pomocou RT-qPCR na zdklade expresie génov (Tab. 1.)
zucCastiiujucich sa na antivirusovej odpovedi. Bunky boli 6, 8, 12, 24 a 32 hpi premyté
ladovym DMEM a lyzované Trizolom (ThermoFisher Scientific). RNA sme prepisali do
cDNA pomocou RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (ThermoFisher Scientific).
Vsetky uvedené testy sme vykonéavali v triplikatoch.

Gén Forward (5" — 3") Reverse (5" — 3") Referencia
B-aktin TCCATCATGAAGTGTGACGT GAGCAATGATCTTGATCTTCAT | (Gilsbach a kol., 2006)
RIG-1 GAAGATTCTGGACCCCACCT ATTGGGCCCTTGTTGTTCTT (Lefkopoulos a kol., 2020)
MDAS TGATGCACTATTCCAAGAACTAACA | TCTGTGAGACGAGTTAGCCAAG | (Kumpunya a kol., 2022)
IRF7 GAGACTGGCTATTGGGGGAG GACCGAAATGCTTCCAGGG (Letkopoulos a kol., 2020)
IFN-a5 CCTGTGTGATGCAACAGGTC TCACTCCTCCTTGCTCAATC (Lee a kol., 2022)

IFN-B CTGGAGCAGCTGAATGGAAAG CTTGAAGTCCGCCCTGTAGGT | (Lefkopoulos a kol., 2020)

Tab. 1 Primery pouzité pri RT-gPCR analyze
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Statistickl vyznamnost’ sme hodnotili pouzitim dvoj-cestného testu ANOVA (P<0,0001) a
Tukeyho porovnavacim testom, kde sme porovnavali zmenu expresie vybranych génov v
case. Vplyv infekcie oproti negativnej kontrole v kazdom Case sme hodnotili neparovym t-
testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Na urcenie replika¢nej kinetiky KEMV vo fibroblastoch v danych ¢asoch sme stanovili titer
intra- a extra- celularneho virusu. Do 4 hpi sme nezaznamenali Ziadne virusové Castice. Prvé
virusové Castice sme detegovali 6 hpi, kedy titer intracelularneho virusu bol 1,93 x10? PFU/ml
a extracelularneho virusu 1,5x10" PFU/ml. Do 24 hpi mnoZstvo intracelularneho virusu
stupalo, pricom vrchol (2,53x10° PFU/mI) dosiahol 24 hpi a v d’alsich &asoch, az do 72 hpi
titer virusu klesal (Graf 1.). Vyrazny cytopaticky efekt sme pozorovali v 24 hpi.
Vrchol extracelularneho virusu nastal 48 hpi (2,22x10° PFU/ml) (Graf 1.). Nase vysledky
replikéacie KEMV
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st takmer identické s bunkami za in vivo podmienok. Okrem toho, rovnako ako hlodavce,
aj vtaky su povazované za moznych rezervoarov KEMV (Safonova a kol., 2020).

V dalSej casti Stadie sme sledovali expresiu génov zucastiiujicich sa vo vrodenej
antivirusovej imunite. RIG-1 a MDAS su bez stimulécie exprimované na nizkej Grovni (Kang

Graf 1. Jednokrokova rastova krivka KEMV (MOI 1) na mySacich
fibroblastoch

moAs IRF7 a kol., 2004). RIG-1 bola oproti

5 = s = . = s MDAS az 6% vyssia.
. e : v - V nasledujucich hodinach doslo
: . - LB = " ku poklesu expresie oboch
HEPem" HIED kM génov (Obr. 1). IRF3 je
B} . ’ ) . konstitutivne exprimovany
T transkripény faktor IFN typu | a

B B posobi v pociatocnej  faze
virusovej infekcie, kedy vznika
N ’ prevazne IFN-B. Expresia IRF7
V neskorsej faze infekcie
je stimulovana IFN-o/B (Sato
x » akol. 1998; Takaoka a Yanai,
o 2006). V sledovanych ¢&asoch

Obr. 1. Génovd expresia vybranych receptorov, transkripcného sme po infekcii KEMV

faktora ainterferonov  po infekcii KEMV (MOI=1) vL-929. nedetegovali zvySenie mRNA

Signifikantné vysledky Tukeyho porovndvacieho testu si vyjadrené v |RF3 (data nie st uvedené).
heat mapadch spojovnikmi a signifikantné vysledky neparového t-testu

IFN-alfa IFN-beta

@
 E—
FTTI]
n
=]

EEEEY

hodina po infekeii
hedina po infekcii
=]

su zobrazené v jednotlivych hodindach po infekcii.
pav,



Avsak, v 24 hpi sme oproti 12 hpi zaznamenali 3x narast mRNA IRF7, ktory dosiahol vrchol
32 hpi (Obr.1.). Signifikantne zvySenu hladinu mRNA IFN-$ sme zaznamenali uz v 12 hpi
a ku signifikantnému nérastu hladiny IFN-a doslo 24 hpi. Hladiny IFN-a a IFN-f3 sa zvySovali
az do 32 hpi, kedy doslo ku 100x (IFN-a)) a 40x (IFN-B) zvySeniu oproti 6 hpi (Obr.1.).

Nase vysledky dokazuju schopnost KEMV produktivne infikovat mysSacie fibroblasty
snaslednou indukciou IFN odpovede. Na zdklade mRNA analyz mdzeme
vak len predpokladat’, Ze je tato IFN odpoved” RLR-dependentna. Stidia bude doplnena
0 proteinové analyzy, o analyzy translokacie transkripénych faktorov do jadra hostitel'skych
buniek za pouzitia inhibitorov jednotlivych signalizacnych dréh.
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BIOKONJUGATY PROTEIN-DNA: SYNTEZA, CHARAKTERIZACIA
STRUKTURY a KINETIKA SAMOUSPORIADANIA
Fedorova V., Sipoéové K.}, Humenik M.?
YOddelenie biofyziky, Ustav experimentdlnej fyziky, SAV, Kosice, Slovensko
2Katedra biomateridlov, Fakulta technickych vied, Univerzita Bayreuth, Bayreuth, Nemecko

ABSTRAKT

Nanomaterialy na baze proteinov disponuji vynimocnymi vlastnostami so Sirokym
aplikacnym potencidlom. Obzvlast vyznamné su proteiny, ktoré vd’aka procesom samo-
usporiadania moézu tvorit’ morfologicky odlisné Struktury na zaklade vonkajsich podmienok.
Navyse, povrch peptidov ¢i proteinov je mozné chemicky modifikovat’ vhodnym ligandom,
¢im dané biomolekuly nadobudaju Specifické Strukturdlne a funkéné vlastnosti. Medzi takéto
proteiny patri aj rekombinantny pavaci protein. Jeho modifikacia pouzitim vybranych DNA
oligonukleotidov umoziiuje vznik protein-DNA biokonjugatov, ktoré si zachovavaju
vlastnosti  pavacieho vldkna spolu s novonadobudnutymi  vlastnostami  DNA-
oligonukleotidov. Pochopenie procesu samousporiadania, vplyvu experimentalnych
podmienok, pritomnosti i0nov a detailny popis vznikajucich struktar je dolezitym krokom pre
vyvoj nanomateridlov na baze proteinovych biokonjugatov s praktickym vyuzitim.

UvOD

Nanomaterialy zlozené z biologickych makromolekul nachadzaju Siroké uplatnenie v roznych
oblastiach a vd’aka ich vynimo¢nym vlastnostiam, ako su biodegradabilita, biokompatibilita ¢i
absencia imunitnej odpovede, ponukaju potencidlne rieSenie pre mnozstvo otdzok. Takéto
vlastnosti nachadzame aj Vv pavic¢om proteine, ktory navySe disponuje vysokou tuhostou,
pevnost'ou a tiez mechanickou silou (Heidebrecht a Scheibel, 2013). Tento tzv. pavaéi hodvab
radime do skupiny funkénych amyloidov, proteinov, ktoré podliehaji procesu spontanneho
samousporiadania Struktlr, ktoré je charakteristické usporiadanim tvorenym kriZovymi -
listami (Knowles a Buehler, 2011). Ziskanie prirodzeného pavicieho vlakna je naro¢né kvoli
Casto kanibalistickému a teritoridlnemu spravaniu sa pavukov. RieSenim sa stava priprava
rekombinantnych pavaéich vlakien v hostitel'skom organizme, prevazne pouzitim E. coli.
Takto je ziskavany aj rekombinantny pavuci protein eADF4(C16) (d’alej oznaCovany ako
,C16%) odvodeny od vlecného proteinu fibroinu 4 (ADF4) z eurdpskeho zéhradného pavuka
Araneus diadematus obsahujici 16 opakovani modulu C. Tato sekvencia navySe ponuka
moznost’ chemickej modifikacie, vd’aka ¢omu moézu byt pavacie vlakna vyuzité na tvorbu
nanomaterialov s vynimo¢nymi $trukturnymi ¢i funkénymi vlastnostami (Humenik a kol.,
2014, 2020). Cielom tejto prace bolo syntetizovat biokonjugaty tvorené pavicim
rekombinantnym proteinom C16 a pripojenymi DNA oligonukleotidmi TBA15 a TBA29
a analyzovat' kinetiku ich samousporiadania do organizovanych nanoStruktar, fibril,
v roznych experimentalnych podmienkach. Detailne bol Studovany vplyv réznej koncentracie
fosfatovych, sodnych a draselnych i6nov. Pre fosfitové iony, KPi, je zname, ze indukuju
tvorbu fibrilarnych struktir pavacieho proteinu (Humenik a Scheibel, 2014b), zatial’ ¢o i6ny
Na® aK" su dolezit¢ pre spravne priestorové usporiadanie kvadruplexovej §truktiry
vybranych DNA oligonukleotidov (Macaya a kol., 1993). Preto jednou z ddlezitych uloh tejto
prace bola analyza Struktiry DNA-oligonukleotidov viazanych na povrch proteinu C16
v roznych experimentdlnych podmienkach a nasledna optimalizdcia pomeru koncentracii
danych i6nov, pri ktorej vznika stabilna a spravna Struktira DNA, ktord je podmienkou pre
nasledné viazanie cielovej biomakromolekuly. V takychto podmienkach je umoZnena vizba
funk¢énych ligandov na biokonjugaty, ¢im sa otvara moznost' tvorby bionanomateridlov
s vyuzitim v biomedicine ¢i technologickom priemysle.
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MATERIAL A METODIKA

Protein C16 (dodany z Katedry biomateridlov, University of Bayreuth v Bayreuthe, Nemecko)
bol rozpusteny v 6 M roztoku guanozintiokyanatu (GuaSCN) v koncentracii 5 mg/ml a
nasledne dialyzovany proti 10 mM HEPES s pH = 7,1. Chemicka modifikacia, pripojenie
azidovej skupiny N3 na N-koniec proteinu bolo uskuto¢nené pouzitim 25 mM azidového
¢inidla N3HSI rozpusteného v dimetylformamide (DMF). Reakcia prebiehala pri laboratorne;j
teplote 2 hodiny. Uspesnost’ reakcie bola overena hmotnostnou spektrometriou MALDI-TOF
po nastiepeni proteinu 5 M bikarbonatom aménnym (24 hod, lab. teplota). Oligonukleotidy
TBA15 aTBA29 (zakupené od firmy biomers.com; Ulm, Nemecko) rozpustené
v redestilovanej vode na koncentraciu 0,5 mM boli modifikované pripojenim
dibenzocyklooktanu (DBCO) na 5° koniec (2 hod, lab. teplota). Uspesnost’ reakcii bola
overena vysokoucinnou kvapalnou chromatografiou (HPLC). Naslednou ,klik“-reakciou
medzi modifikovanym proteinom a oligonukleotidmi v pritomnosti 8 M mocoviny al M
HEPES-Na (pH = 8) pri teplote 40 °C a trvani 48 hodin boli syntetizované biokonjugaty
pavac¢i  protein-DNA. Reakcia prebiehala v pomere latkovych mnozstiev 1:1,5
(protein:oligonukleotid). Uspe$nost’ syntézy bola overena nativnou polyakrylamidovou
(PAGE) elektroforézou. Po vysuSeni v exsikatore boli pripravené biokonjugaty ulozené
a skladované pri teplote -80 °C. Chemicka modifikacia proteinu C16 ako aj oligonukleotidov
TBA15 a TBA29, syntéza biokonjugatov a overenie UspesSnosti tychto reakcii prebiehali na
Katedre biomateridlov, Univerzita Bayreuth v Nemecku. Pripravené protein-DNA
oligonukleotidy boli nasledne d’alej tudované na oddeleni biofyziky, Ustavu experimentélnej
fyziky SAV v Kosiciach. Pre jednotlivé experimenty boli biokonjugaty rozpustené v 6 M
GuaSCN (3 — 5 mg/ml), dialyzované proti TRIS (pH = 8) alebo HEPES (pH = 8) po dobu 24
hodin anasledne pouzitim ultracentrifugacie (55000 rpm, 55 min, 4 °C) boli zbavené
nerozbalenych molekul. Za ucelom analyzy sekundarnej Struktiry DNA oligomérov
viazanych na pavaéi protein boli pripravené vzorky biokonjugatov s roznymi pomermi Na*
a K" iénov. Jednotlivé spektra cirkularneho dichroizmu (CD) boli merané v 0.1 cm kyvete v
rozsahu vlnovych dizok 190 - 330 nm pri laboratornej teplote s rychlostou skenovania 100
nm/min. Kinetické merania samousporiadania pre kazdy biokonjugat samostatne prebichali
v roztokoch KPi so 4 koncentraciami (25, 50, 75, 100 mM) a v aptamérovom (GQ) pufri
s obsahom NaCl a KCI v 5 roznych pomeroch. Merania absorbancie pri vinovej dizke 340 nm
ateplote 30 °C prebiehali v triplikatoch a boli ukoncené po dosiahnuti staciondrnej fazy
fibrilizacie. Kinetické merania prebiehali tiez v kombinaciach KPi tlmivého roztoku
s pridavkom NaCl (25 mM KPi + 150 mM NacCl, 75 mM KPi + 100 mM NaCl) za vyssie
uvedenych podmienok. Koncentracia biokonjugatov vo vSetkych analyzovanych
podmienkach bola vzdy 15 pM. Po ukonceni procesu fibrilizacie boli vzorky analyzované
meraniami CD spektier a vizualizacia vzniknutych agregatov bola uskutocnena pomocou
atomovej silovej mikroskopie (AFM). Vzorky na AFM boli pripravené kvapnutim 10 pL
vzorky na Cerstvo ocisteny povrch sludy (V1 kvalita, TedPella, USA) a po 5 min. absorpcii
boli vzorky oplachnuté ultradistou vodou a osuSené. Na vizualiziciu bol pouzity AFM
mikroskop Veeco Bruker pracujuci v tzv. tapping mode so skenovacim hrotom NCHV
(Bruker, USA). Snimky boli nasledne exportované programom Nanoscope Analysis 1.2.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Struktiira pavaéieho proteinu, ako aj jeho fyzikalne vlastnosti, s ddvodmi pre jeho obsiahle
Studie najmé v oblasti pripravy novych nanomateridlov. Cielom tejto Studie bolo syntetizovat’
a charakterizovat’ biokonjugaty pavaci protein-DNA, uskuto¢nit’ analyzu ich samo-
usporiadania a vizualizovat' vzniknuté Struktiry. Chemicka modifikacia proteinu C16
a oligonukleotidov TBA15 a TBA29 umoznila syntézu biokonjugatov vyuzitim ,,klik-reakcie*
(Humenik a kol., 2020). Typ pouzitych oligonukleotidov je ligandovo-$pecificky, v naSom
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pripade pouZité oligonukleotidy viazu trombin cez rdzne vizobné miesta. Uspe$né viazanie
funkénych ligandov je podmienené spravne usporiadanou sekunddrnou Struktirou DNA
oligonukleotidov, pre ktort je dolezita najmi pritomnost K™ iénov, ale aj Na* iénov, resp. ich
pomeru. Na zdklade nami uskutocnenych experimentov sme zistili, ze pritomnost’
jednotlivych i16nov samostatne nema vyznamny vplyv na sekunddrnu StruktGru DNA
oligonukleotidov. Avsak, kombinacia Na'/K" i6nov vyrazne ovplyviiuje TBA29, ako bolo
preukdzané¢ CD meraniami. Na zdklade CD merani sme nésledne uskutocnili experimenty
samousporiadania a tvorby fibrilarnych nanostruktar. Zistili sme, ze biokonjugaty a teda,
pavaci protein, si zachovava schopnost’ amyloidného samo-usporiadania aj po modifikacii
DNA-oligonukleotidmi. Kinetické merania preukazali formovanie agregatov vo fosfatovom
(KPi) pufri a aptamérovom (GQ) pufri s obsahom NaCl a KCI. Pre KPi je zname, ze indukuje
tvorbu fibril pavucieho proteinu C16. Pre oba biokonjugaty bol v tomto pufri pozorovany
rovnaky trend zvySujlcej sa rychlosti samo-usporiadania sa so zvySujucou sa koncentraciou
KPi v roztoku. Naopak, pri pouziti GQ tlmivého roztoku sme sice pozorovali rovnaky priebeh
kinetiky samo-usporiadania, avSak vyraznej$i efekt na rychlost’ tohto procesu bol viditelny
len pre eADF4(C16)-TBA15. Pritomnost iénov Na® (NaCl) v kombinacii s KPi viedla
k vyraznému vplyvu na rychlost samo-usporiadania oboch biokonjugatov. Vzorky boli
nasledne analyzované aj metodou CD, ktora preukazala vznik B-listov v roztokoch KPi, ale aj
v GQ tlmivom roztoku, pricom bola zachované tiez kvadruplexovad sekundarna Struktira
DNA oligomérov. Formovanie fibrildrnych Struktir preukdzala tiez AFM. Dosiahnuté
vysledky davaji zéklad pre d’alSie Studie, ktoré budi cielit’ na optimalizdciu podmienok pre
vizbu funkénych ligandov, ako aj ich riadené uvoliiovanie.
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VPLYV KAROTICKEJ ENDARTEREKTOMIE NA INDUKCIU ISCHEMICKEJ
TOLERANCIE - DETEKCIA ZMIEN GENOVEJ EXPRESIE
Furman M.}, Némethova M.", Magakova I.%, Sihotsky V.2, Kopolovets I.2, Virag M.?, Mucha R.*
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ABSTRAKT

Ischemicka cievna mozgova prihoda (CMP) je zavazny stav vznikajuci redukciou krvného
prietoku mozgovym tkanivom. Ide o akutne poskodenie nervového tkaniva mozgu patriace
celosvetovo k najCastejSim pri¢indm umrti a invalidity. Ischemicka tolerancia (IT) je
neuroprotektivny fenomén schopny redukovat ischemické poskodenie. Jeho presny
mechanizmus ucinku vSak pre svoju komplexnost’ doposial’ nie je znamy. Navodenie IT je
mozné dosiahnut’ aplikaciou réznych typov stresorov na subletalnej Girovni vratane samotnej
ischémie. Karoticka endarterektomia (CEA) je chirurgické odstranenie arterosklerotického
platu z karotidy, pricom prietok krvi karotidou je pocas zakroku pozastaveny. Cielom tejto
prace je Studium a detekcie zmien génov aktivovanych procesom CEA vo vzorkach l'udske;j
krvi aich mozné zapojenie do mechanizmov ischemickej tolerancie. Vykonali sme analyzu
krvi pacientov, ktori podstipili CEA s asymptomatickou stenézou a. carotis interna (AClI),
symptomatickou sten6zou ACI a s poklesom oxymetric po¢as CEA 0 viac ako 20%. Pri
peropera¢nom klemovani ACI méze dojst’ k prechodnej ischémii mozgu, ktora mdze byt za
urCitych podmienok povazovand za formu navodenia ischemickej tolerancie. Korelaciou
zmien expresie génovych markerov u jednotlivych skupin je mozné charakterizovat
Specifické modifikacie pre dant skupinu. V tejto praci sme sa zamerali na skupinu s poklesom
oxymetrie, pre ktorti sme na zaklade Microarray analyzy reprezentativnej vzorky vybrali gény
s najsignifikantnejSou zmenou expresie. Naslednou RT-qPCR analyzou sme testovali zmeny
expresie v ramci Sirsich $tatistickych skupin. Nase vysledky potvrdzuji mozny vplyv CEA na
navodenie IT, priCom Statisticky najvyznamnejsi efekt bol pozorovany u skupiny pacientov
s poklesom oxymetrie pocas CEA, konkrétne u 6 génov DPY19L4, SESN3, C50rf42, HMSD,
RHBDD1, POLR3G.

uUvoD

Ischémicka cievna mozgova prihoda (CMP) ma za nasledok 5,9 miliona timrti 'udi ro¢ne a u
16,9 miliéna pacientov spdsobuje tazktl a/alebo trvalu invaliditu, priCom existuju realne
predpoklady pre vzrastajucu tendenciu jej vyskytu (Strong a kol., 2007). Aktualnym je
koncept protekcie mozgu na zaklade navodenia neuroprotektivnych mechanizmov. Za
neuroprotektivnu mdézme povazovat akikol'vek metddu aplikovanii so snahou inhibovat
molekuldrne a bunkové procesy, ktoré su zodpovedné za poskodenie mozgového tkaniva,
pri¢om tato metdda umozni prezitie neurénov a homeostaticku stabilizaciu ischemizovaného
prostredia (Moretti a kol., 2015). Mozog je citlivy na nedostato¢ny prisun kyslika, energie a
zasob, ¢o je kompenzované viacerymi endogénnymi mechanizmami. Z tohto pohl'adu sa zda
byt sl'ubnym koncept navodenia ischemickej tolerancie, umoziujici redukciu poskodenia a
tak sa podielat na ochrane neurénov. Pojem ischemicka tolerancia zahffia mechanizmy
indukované viacerymi sposobmi, ktorych vysledkom je ochranny stav. Ako taky je
ischemicky kondicioning definovany, ako kratkodoba a sub-kritickd ischémia vyvolana v
konkrétnom experimentalnom postupe (Dirnagl et al. 1995). Tato praca je zamerana na
karoticki endarterektomiu (CEA). Ide o chirurgicky zakrok spifiajici kritérium jemného
ischemického ataku, kedze pri nej dochadza k dofasnému uzatvoreniu jednej z karotid
zasobujucich nervové tkanivo mozgu okyslicenou krvou. Do¢asné uzatvorenie priechodnosti
jednej z karotid je nevyhnutné pre chirurgické odstranenic arterosklerotického platu
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nahromadeného na vnutornej stene dotycnej karotidy. Mozog je tak pocas zakroku
zasobovany krvou len prostrednictvom jednej zkarotid, ¢o mad vplyv na stimulaciu
neuroprotektivnych kaskdd a nasledné navodenie ischemickej tolerancie (Howell, 2007).
Pocas operacného zékroku sa Standardne sleduje miera transkranialnej oxymetrie, pricom pri
jej poklese pod 20% dochddza k vyskytu symptomatickych prejavov CMP, ktoré samovolne
vymizna v rozmedzi 5 az 7 dni od CEA. Nakolko tento mechanizmus a ani mechanizmy
navodzujuce IT celkovo nepatria k plne prebadanym fenoménom kvoli svojej zloZzitosti
a komplexnosti molekuldrnych mechanizmov zamerali sme nasu $tudiu na detekciu zmien
génov aktivovanych procesom CEA aich mozné zapojenie do mechanizmov ischemicke;j
tolerancie.

MATERIAL A METODIKA

V spolupraci s Vychodoslovenskym ustavom srdcovych chorob, a.s. sme vykonali odbery
krvi u pacientov, ktori podstupili karotickti endarterektomiu (CEA) s odberom 48 hodin po
tomto zakroku. Pacienti podstupujuci CEA boli rozdeleni do 3 skupin podla vyskytu
symptomatického prejavu aterosklerdézy a cievnej mozgovej prihody pred samotnou CEA:
(Sym) — Symptomaticka skupina, ktora prekonala CMP v rozmedzi 7 dni az 6 mesiacov pred
CEA, (Asym) — Asymptomaticka skupina, ktora neprekonala CMP, pripadne sa tak stalo pred
viac nez 6 mesiacmi, (Oxym) — Pokles oxymetrie v priebehu CEA pod 20%. Dalsou
samostatnou skupinou bola negativna kontrola (NEGAT) obsahujtiica vzorky krvi zdravych
Pudi, ktori neprekonali CMP ani CEA. Odobrand krv bola d’alej procesovana vo forme
frakcionacie na krvné bunky a plazmu. Bunkova frakcia periférnej krvi bola podrobena
izolacii mRNA, oSetrend reStrikénym enzymom DNazy za ucelom dekontamindcie
genomickou DNA a reverzne transkribovana do cDNA formy. Nukleotidova sekvencia génov
identifikovanych na zéklade nasej predoslej Microarray analyzy bola nasledne analyzovand v
SirSom spektre testovacich Studijnych kohort. Za pomoci Specifickych primerov
nadizajnovanych podla nami identifikovanych génov DPY19L4, SESN3, C5orf42, HMSD,
RHBDD1, POLR3G bola urobena kvantitativna real time PCR (komeréne dostupny SYBR
Green kit) na real-time termocykléri (Bio-Rad). Zmeny v expresii génov v zavislosti od
vplyvu navodenia ischemickej tolerancie sme $tatisticky analyzovali s vyuzitim Standardnych
vzorcov pre vypolet smerodajnej odchylky s mierou spolahlivosti 95% a Statistického
vyznamu prostrednictvom T-testu. Tato Stadia bola schvalena Etickou komisiou
Vychodoslovenského tstavu srdcovych a cievnych chorob (30/07/2018) pre Studie na 'ud’och
a tito pacienti podpisali informovany sthlas.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky Microarray analyzy reprezentativnej vzorky Oxym skupiny ndm poukazali na 6
génov (DPY19L4, SESN3, C5o0rf42, HMSD, RHBDD1, POLR3G), ktorych miera expresie sa
voCi negativnej kontrole zmenila Statisticky signifikantne. Spomedzi tychto 6 génov sa
najvicsia zmena pozorovala v géne SESN3, ktory sme nasledne analyzovali v testovacich
skupindch pozostavajucich z 8 vzoriek/skupina podla Standardného vypoctu Statistickej sily
experimentu. Protein SESN3 je clenom stresom indukovatel'nej rodiny proteinov sestrin, ktora
znizuje intracelularne reaktivne kyslikové druhy (ROS) a vyvolava tak odolnost voci
oxida¢nému stresu (Budanov a kol., 2004). Zvysena miera expresie SESN3 oproti negativnej
(NEGAT) kontrole bola pozorovana u vSetkych skupin, priCom bol pozorovany v Statisticky
najvyznamnej$ej miere u Oxym skupiny, menej vyrazne u Asym skupiny a Statisticky
najmensi vyznam ma posun v expresii SESN3 u Sym skupiny.
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Obr. 1. Uroveii expresie génu SESN3 modifikovand vplyvom karotickej endarterektomie

(Porovnanie urovne zmien expresie génu SESN3 u Sym, Asym a Oxym skupin, u ktorych bola aplikovand
karoticka endarterektomia (CEA). Vietky zmeny boli normalizované voci negativnej kontrole, ktora na grafe
tvort 0 hodnotu na X osi. Statisticky vyznamné zmeny expresie sii zvyraznené pomocou *, kde plati pre **
P<0,01 a *** P<0,001)

Z vysledkov je viditelné, Ze u Oxymetrickej skupiny pacientov doSlo k vyznamnému
zvySeniu miery expresie SESN3, ¢im sme Statisticky potvrdili vysledky nasej Microarray
Stdie. SESN3 je gén, o ktorom je zname, Ze pdsobi proti oxidacnému stresu. Jeho zvySena
miera expresie u Oxym skupiny poukazuje na mozny vplyv poklesu oxymetrie pod 20% ako
vyznamného indukéného faktoru mechanizmov navodenia IT. Myslime si, Ze signifikantne
zvySena miera expresie SESN3 u Asym skupiny je spdsobend vplyvom CEA na tkanivo
mozgu doposial’ neovplyvnené ischemickou fazou v podobe CMP, kde CEA pdsobi ako
stimul navodzujtci IT. U Sym skupiny sa signifikantnd zmena expresie nepreukazala, ¢o
zrejme suvisi s absenciou aktivacie neuroprotektivneho mechanizmu vplyvom CMP
vyskytujucej sa 7 dni — 6 mesiacov pred CEA, v ktorom je SESN3 zapojeny.
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PREVALENCIA VYSKYTU SUBKLINICKEJ LAMINITIDY U DOJNIC POCAS A
PO PRVEJ LAKTACIi V CHOVE

Gomulec P., Mudron P.
Klinika prezuvavcov, UVLF

ABSTRAKT

Subklinicka laminitida je multifaktoridlnym syndromom a vyznacuje komplexom vyraznych
patofyziologickych zmien, ktoré su predispoziciou vzniku a vyskytu inych neinfekénych
ochoreni paznechtov. Subklinicka laminitida sa zvy€ajne vyskytuje uz v mladom veku
hovidzieho dobytka. Cielom tejto prace bolo zistit’ prevalenciu tohto ochorenia u dojnic po
prvom porode, to znamena u dojnic pocas ich prvej laktacie, pripadne po jej ukonéeni. Udaje
boli ziskané pocCas funkcnej upravy paznechtov, ktord bola vykondvand na farme na
vychodnom Slovensku v obdobi novembra roku 2022, respektive v obdobi aprila/juna roku
2023. Subklinicka laminitida bola diagnostikovana na zéklade typickych vonkajsich zmien na
paznechte, medzi ktoré patria hlavne krvacaniny na chodidlovej ploche paznechtov a zmena
sfarbenia rohoviny na Zlto. Udaje o dojniciach (poradie a stupe laktacie, a vek) boli ziskané
pomocou Plemendrskeho informacného systému. Pocas funkénej Upravy paznechtov
v obdobiach jesene 2022 a na jar 2023 bolo vo fixa¢nych klietkach vySetrenych 318 dojnic
roznych vekovych a produkénych kategoriach. Vyskyt subklinickej laminitidy bol
zaznamenany v 49 pripadoch, pricom 31 dojnic pochadzalo z najkritickejsSej skupiny dojnic
po prvom porode, respektive v obdobi ich prvej laktacie. Vek dojnic sa pohyboval v rozmedzi
2 roky a 9 mesiacov u najmladSej dojnice az po vek 7 rokov a 3 mesiace u najstarSej dojnice,
u ktorej bola diagnostikovana subklinicka laminitida. Priemerny vek dojnic v prvej skupine
bol 3 roky a 9 mesiacov a priemerny vek v druhej skupine dojnic bol 5 rokov a 7 mesiacov.
Zaverom mozno konStatovat’, Ze subklinick4 laminitida bola diagnostikovana u viac ako 15 %
dojnic v stade, pricom najkritickejSou skupinou st dojnice v obdobi ich prvej laktacie.

UvOoD

Subklinicka laminitida je predispozicnym faktorom pri rozvoji inych chodidlovych 1ézii na
paznechtoch, akymi st napriklad ulcerdcie chodidel alebo ochorenia bielej Ciary. (Mudron,
2020 a Green, 2002) Z biologického hl'adiska je laminitida systémové ochorenie, ktoré sa
primarne manifestuje na paznechtoch, pricom dochadza hlavne k naruSeniu integrity
paznechtov. (Hoblet a Weiss, 2001) Poskodenie mikrovaskulatiry koria, ku ktorému
dochadza alteraciou systémového pH, ale aj posobenim endotoxinov a vazoaktivnych latok
cirkulujicich v krvnom obehu, spusta kaskadu procesov veducich k vzniku a rozvoji
laminitidy (Cook a kol. 2004). Laminitida sa spociatku vyvija v subklinickej forme a
k nastupu klinickych prejavov dochadza neskor (Belge a Bakir, 2005). Subklinicku laminitidu
je mozné diagnostikovat’ na zaklade krvacanin inkorporovanych v chodidlovej rohovine
paznechtu a taktiez na zaklade nazltlého ofarbenia rohoviny v chodidlovej oblasti paznechtu,
pricom u tychto zvierat nie je pozorované krivanie. (Thoefner a kol. 2004) Ciel'om tejto prace
bolo urcit’ prevalenciu vyskytu subklinickej laminitidy u takzvanych ,,prvorodic¢iek* alebo
,,prvostok®, t.j. u jalovic po prvom poérode alebo u dojnic po prvej laktacii, pretoze v tomto
obdobi zivota dochadza k vyraznym zmenam v sposobe ustajnenia, v strave, ale aj k zvyseniu
stresu, ktory je zapri€ineny prave prvym porodom a/alebo prvou laktaciou.

MATERIAL A METODIKA

Selekcia dojnic sa uskutocniovala pocas funkcnej upravy paznechtov na farme dojnic na
vychodnom Slovensku v obdobi od 7.11.2022 do 22.11.2022, a v obdobi od 12.4.2023 do
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3.5.2023. V tychto obdobiach bola vykonana funk¢né alebo terapeutickd uprava paznechtov u
318 dojnic. Dojnice boli fixované a vySetrované v ortopedickych fixacnych klietkach
(MIKULOYV), pricom okrem upravy paznechtov, pripadne liecenia patologickych procesov na
koncatinach, bolo mozné urcit’ telesnu kondiciu dojnic. Funkénd uprava paznechtov bola
vykonavana pomocou uhlovej brusky (MAKITA) so Specialnymi ortopedickymi raSplovymi
brasnymi kota¢mi. V rdmci funkénej Gpravy paznechtov sa zaznamenavali usné ¢isla dojnic a
aj vyskytujuce sa patologické procesy na kondatinach. Udaje o dojniciach (vek, stupei a
poradie laktacie) boli spracované na zaklade informacii, ktoré su pristupné v Plemenarskom
informa¢nom systéme (Www.plis.sk). Vysledky boli spracované deskriptivnou Statistikou a
dvojvyberovym t-testom s nerovnostou rozptylov (vek dojnic a poradie laktacie).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Tab 1. Udaje o dojniciach so subklinickou laminitidou (n=49)

Laktacia Prva prebiehajuca Dve a viac t-test
alebo ukoncena ukoncenych laktécii
laktacia (2.,3. a 4. laktacia)

Pocet dojnic 31 (63,2 %) 18 (36,8 %) p<0,05

Vek x+s 3 roky a 9 mesiacov | 5 rokov a 7 mesiacov | p>0,05
+0,74 + 0,99

Vermunt a Greenough (1996) vo svojej Studii potvrdili, Ze dojnice zazivaji mnohé zmeny
tykajiice sa obdobia pred a po oteleni. Zaroven potvrdili, Ze najcitlivejSou skupinou dojnic,
ktort vyrazne tieto zmeny ovplyviiuju, su prave dojnice po prvom oteleni. TaktiezZ Bergsten
(2003) potvrdil vyrazne vysSiu frekvenciu vyskytu subklinickej laminitidy u jalovic, dva
tyzdne pred ocakdvanym telenim, ale taktieZ zaznamenal eSte vyraznejSiu incidenciu
subklinickej laminitidy u ,,prvorodi¢iek® priblizne 14 tyzdiov po oteleni. V nasej §tudii sa
toto tvrdenie potvrdilo, pretoze u dojnic po prvom teleni, respektive v prebiehajucej prvej
laktacii, sme zaznamenali vyrazne vysS$i vyskyt zmien suvisiacich s pritomnostou
subklinickej laminitidy (31 dojnic — 63,2 %) oproti 18 star§im dojniciam (36,8 %), ktoré mali
za sebou dve a viac laktacii (p<0,05). Vermunt a Greenough (1994) uvadzaju vo svojich
Stadiach, Ze na subklinick laminitidu s najviac predisponované jalovice a mladé dojnice.
NaSe pozorovania tieto tvrdenia potvrdili, pretoze priemerny vek dojnic v obdobi prvej
laktacie, respektive po jej ukonceni sa pohyboval v priemere okolo 3 rokov a 9 mesiacov. Aj
ked’ toto ¢islo je v priemere vysSie aké bolo zaznamenané vo vysSie spomenutych stadiach.
Dovodom je fakt, ze niektoré dojnice zo skupiny zvierat v obdobi prvej laktacie sa prvykrat
telili okolo Stvrtého aZ piateho roku. Na druhej strane v skupine dojnic, ktoré mali ukoncené
dve a viac laktacii, sa nachadzali aj zvieratd, ktoré mali priblizne 4 roky, priCom priemerny
vek tejto skupiny zvierat bol 5 rokov a 7 mesiacov (p>0,05). To znamen4, Ze u niektorych
tychto zvierat z druhej skupiny mohol byt zaznamenany vyskyt subklinickej laminitidy uz
v obdobi ich prvej laktacie, a to je aj dovod preco vek ako parameter v naSej $tadii nemal
vyrazny Statisticky vyznam. Vysledky nasej prace poukazujui na relativne vysoku incidenciu
vyskytu subklinickej laminitidy na farme dojnic (15,4 %), ktora je predispoziciou pre vznik a
vyskyt inych ochoreni paznechtov, a ktora moéze prechddzat do ireverzibilnej chronickej
formy laminitidy, ¢im dochadza v vyznamnym ekonomickym stratdm v chovoch mliekového
hovédzieho dobytka. Ked'Zze vyrazny vyskyt subklinickej laminitidy bol prave u mladsich
dojnic (pocas alebo po ukonceni prvej laktacie), je dolezité sustredit’ sa na minimalizaciu
stresovych faktorov u tejto skupiny, ¢o je podla vysledkov tejto prace jeden
Z najvyznamnejsich preventivnych aspektov ako znizit' vyskyt subklinickej laminitidy.
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PRITOMNOST TECHNOLOGICKY NEZIADUCICH BAKTERII A ICH
VARIABILITA ZASTUPENIA V ROZNYCH DRUHOCH SUROVEHO MLIEKA

Hanzelova Z., Dudrikova E.}, Lovayova V.2, Vyrostkova J.!, Regecova I.!
'Katedra hygieny, technolégie a zdravotnej bezpe¢nosti potravin, UVLF, Kogice
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ABSTRAKT

Cielom experimentu bolo Studium baktérii v surovom mlieku r6znych druhov hospodarskych
zvierat (kravské, ovCie a kozie), ktorych pritomnost’ moze spdsobit’ technologické problémy
pri spracovani mlieka. Vzorky boli odobraté v prevadzkach na vyrobu syrov a kyslomlie¢nych
vyrobkov remeselnym spdsobom v roznych Castiach celého Slovenska. Pozornost’ §tudia bola
zamerana na dve skupiny baktérii, ato zastupcov celade Enterobacteriaceae (radu
Enterobacterales) a rodu Enterococcus. Pocas experimentu bolo odobratych 13 bazénovych
vzoriek mlieka (kravské n=4, ov¢ie n=5 a kozie n=4) a pomocou metédy MALDI-TOF MS
a PCR metddy boli tieto vzorky hodnotené. Boli stanovené poéty baktérii v 1 ml vzorky
mlieka abola skimana ucinnost pasterizacie pred vyrobou mlieénych vyrobkov (syrov,
kyslomliecnych vyrobkov) v kaidef' prevadzke. Pocet baktérii zéastupcoch celade
Enterobacteriaceae bol od 2,3 KTJ.ml™ log 10 do 6,24 KTJ.mI™ log 10 a po&et baktérii z rodu
Enterococcus bol v rozsahu od 2,3 KTJ.ml?* log 10 do 4,81 KTJ.ml? log 10. Z rodu
Enterocococcus boli najviac zastupené v 65,83 % E. faecalis, v 12,20% E. hirae, v 9,76 % E.
durans, v 4,88% E. malodoratus. Z radu Enterobacterales bolo detegovanych v bazénovych
vzorkach mlieka 47,91% zastupcov ¢elade Enterobacteriaceae, 43,75% Hafniaceae, 6,25%
Yersiniaceae a2,08% Erwiniacea. Vysledok skiimania ukazal, Zze obe skupiny sledovanych
baktérii st beznou sucast'ou mikrobiocendzy surového mlieka nezavisle od jeho druhu.

uUvoD

Mlieko je vhodné médium pre rast roznych mikroorganizmov, pretoZe je bohaté na Ziviny, ma
vysoky obsah vody a neutralne pH. Rapidny rast mikroorganizmov, konkrétne pri vysokych
teplotach okolia, mdze viest' k zmene zloZenia mlieka ako aj k zmenam pri vyrobe mlie¢nych
vyrobkov. Ako sumarizovali Chege a kol. (2016), surové mlieko by mohlo byt predmetom
kontaminacie v r6znych miestach spracovania prostrednictvom procesov celého
potravinového retazca a z réznych zdrojov.

MATERIAL A METODIKA

Odber bazénovych vzoriek surového mlieka (kravské, kozie, ovéie), ktoré bolo nasledne
pouzit¢ na vyrobu syrov akyslomliecnych vyrobkov, bol realizovany v prevadzkach
v roznych castiach Slovenska (zapad, stred a vychod). Zo vsetkych bazénovych vzoriek
surového mlieka (n=13) boli pripravené desatnasobné riedenia podl'a ISO 6887-5. Nasledne
bola vykonand izolacia baktérii celade Enterobacteriaceae prostrednictvom normy na dokaz a
stanovenie ich poc¢tu podla STN ISO 21528 aizolacia baktérii rodu Enterococcus podla
Korenova a kol. (2008). Typické kolonie v oboch skupinach baktérii z platni obsahujtcich 15
az 150 kolonii boli pouzité na d’alSie skumanie a stanovenie poctu baktérii v 1 ml vzorky.
Koloénie boli preockované na povrch Columbia blood agaru (Oxoid, United Kingdom) a po
inkubécii boli individualne koldnie pouzité na identifikdciu pomocou metoédy MALDI-TOF
MS. Sucasne bola prevedena aj genotypova identifikécia na trovni rodu Enterococcus. DNA
bola izolovana z enterokokovych kmetiov podl'a Hein a kol. (2005) a PCR metéda na
identifikaciu rodu Enterococcus bola pouzita podl'a Ke a kol. (1999).

VYSLEDKY A DISKUSIA
Mikrobialnym vySetrenim 13 bazénovych vzoriek surového ovcieho (n=5), kravského (n=4)
a kozieho mlieka n=4 bolo mozné odobrat’ na d’alSie skimanie 65 suspektnych kolonii
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enterokokov a z nich identifikdciou pomocou PCR metédy bolo potvrdenych 43 izolatov
patriacich do rodu Enterococcus. Nasledne bola prevedena identifikacia 41 izolatov pomocou
MALDI-TOF MS metédy a bolo ur¢enych 6 druhov enterokokov. Najviac bol zastipeny
v 65,83 % E. faecalis (27 izolatov vo vsetkych druhoch mlieka), v 12,20% E. hirae (5
izolatov v ovéom a kozom mlieku), v 9,76 % E. durans (4 izolaty v ovéom mlieku), v 4,88%
E. malodoratus (2 izolaty v kravskom a ov¢om mlieku) a najmenej zastupené boli E. faecium
(1 izolat v ov€om mlieku), E. casseliflavus (1 izolat v kravskom mlicku) a E. devriesi (1 izolat
Vv kravskom mlieku). Metddou MALDI-TOF MS bolo vysetrenych aj 56 suspektnych koldnii
enterobaktérii a z nich identifikovanych 48 izolatov patriacich radu Enterobacterales so
zastipenim Celadi Hafniaceae v 43,75% (21 izolatov v ovéom akozom mlieku),
Enterobacteriaceae v 47,91% (23 izolatov vo vSetkych druhoch mlieka), Yersiniaceae
V 6,25% (3 izolaty v ovéom mlieku), Erwiniaceae (1 izolat v kozom mlieku). V ramci ¢el'ade
Enterobacteriaceae bolo identifikovanych 23 izolatov patriacich do 6 druhov tejto celade,
ato v najvacsom zastapeni 34,78% Klebsiella oxytoca (8 izolatov v kravskom, ovEom
mlieku), rod Enterobacter v 26,09% (6 izolatov v kravskom a ovéom mlieku v druhovom
zastipeni E. cloacea, E. bugandii, E. cobei), Citrobacter gillenii v 17,39% (4 izolaty iba
v kravskom mlieku), Lelliotia amnigena v 13,04% (3 izolaty v kravskom a kozom mlieku) a
najmenej Raoultella ornitolytica (1 izolat v ovéom mlieku) a Buttiauxella gavinae (1 izolat
v ovcéom mlieku). Ako je uvedené v Tabulke 1, najvicSia roznorodost’ zastupcov radu
Enterobacterales bola v dvoch bazénovych vzorkach ov¢iecho mlieka a pritomnost
enterokokov najviac varirovala v dvoch bazénovych vzorkach ov¢ieho mlieka a jednej
bazénovej vzorke kozieho mlieka. Sucastou $tudia pritomnosti technologicky neziaducich
baktérii z ¢el'ade Enterobacteriaceae a rodu Enterococcus bolo aj stanovenie poctu tychto
mikroorganizmov v 1 ml kazdej vySetrovanej bazénovej vzorky, pricom zisteny rozsah bol od
2,3 KTIml™" log 10 do 6,24 KTJ.ml™" log 10 pri zastupcoch &elade Enterobacteriaceae
Snajvyssim poctom baktérii v bazénovej vzorke kozieho mlieka. Pocet baktérii z rodu
Enterococcus bol v rozsahu od 2,3 KTJ.ml™ log 10 do 4,81 KTJ.ml™" log 10 s najvy3sim
poctom baktérii pri bazénovej vzorke kozieho mlieka. Taktiez boli mikrobiologicky sledované
aj vSetky vzorky mlieka (n=13) odobraté v prevadzkach po pasterizacii surového mlieka za
ucelom overenia Uc¢innosti tepelného oSetrenia mlieka pred samotnou vyrobou. Vysledok na
pritomnost’ sledovanych baktérii bol negativny vo vSetkych bazénovych vzorkach mlieka.
Cielom tohto experimentu bolo zamerat pozornost na dve skupiny baktérii, ktorych
pritomnost’ v surovom mlieku ako vstupnej surovine na vyrobu mlie¢nych vyrobkov, najmé
pri jeho skladovani pred spracovanim, modze metabolickou ¢innostou  tychto
mikroorganizmov ovplyvnit’ kvalitativne parametre surového mlieka, aj napriek tomu, Ze je
nasledne tepelne odetrené. DalSou déleZitou témou je pritomnost’ tychto baktérii ako sucast
biofilmu v prevadzkach na spracovanie mlicka, apreto je otazka dezinfekcie povrchu
zariadeni, ktoré prichadzaju do kontaktu so surovym mliekom a nésledne so surovinou, ktora
sa d’alej spracuva (najmid malé prevadzky) tiez na mieste, to vSak nebolo cielom tohto
sledovania. VSeobecne sa v surovom mlieku vyskytuje vysoky pocet baktérii mlie¢neho
kvasenia. Najviac zastipené su druhy rodov Lactococcus, Streptococcus a Leuconostoc, dalej
je to niekol’ko d’alsich Gram-pozitivnych rodov, ako su napriklad Bacillus, Microbacterium,
Micrococcus, Staphylococcus. Gram-negativne baktérie st zastupené rodmi Pseudomonas,
Aeromonas, Acinetobacter, Stenotrophomonas a Chryseobacterium (Tanc¢inova a kol. 2017).
V mlieku a mliecnych vyrobkoch sa najCastejSie izoluji z Celade Enterobacteriaceae
nasledujuce rody: Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Kluyvera,
Proteus, Yersinia a Serratia, z ktorych prevlada rod Enterobacter, a to tak v surovom mlieku
ako aj v pasterizovanom mlieku. Koliformné baktérie maji v mliekarstve vyznamné
postavenie ako hygienicky ukazovatel’, oznacuju sa ako indikatory mikrobidlneho znecistenia
(Kim a kol. 2021). Yohan a kol. (2016) opisali, Ze prirodzend mikrobiota surového mlieka
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bola vytvorena zmnohych bakteridlnych rodov, ale najdominantnej$ie boli baktérie
mlie¢neho kvasenia a zastupcovia ¢elade Enterobacteriaceae. Pocas chladenia a skladovania
mlieka pri nizkych teplotach (pocas dlhsej doby) sa meni mikrobidlna populacia. Dominantné
Gram-pozitivne baktérie su nahrddzané¢ Gram-negativnymi baktériami a Gram-pozitivnymi
psychrotrofnymi baktériami (Quigly a kol. 2013). Tento experiment ukazal, Ze v surovom
mlieku (kravské, ovcie, kozie) je mozné zaznamenat’ aj pritomnost’ enterokokovych baktérii.
Najcastejsie detegované druhy enterokokov v kravskom, ov€om akozom mlieku su E.
faecium, E. faecalis, E. hirae a/alebo E. durans (Laukova a kol. 2021). Vo v§eobecnosti mdzu
mikroorganizmy kontaminovat’ surové mlieko dvomi cestami. Prva cesta je endogénna
kontaminécia, kde je mlieko kontaminované priamym prenosom z chorého zvierata. Druha
cesta, exogénna kontaminacia, kde je mlieko kontaminované¢ pocas alebo po dojeni
prostrednictvom féces, vonkajSimi ¢astami vemena, ceckov, z prostredia, vybavenia, atd’. Po
procese vyroby by malo byt vSetko dobre vycistené, pretoze aj malé mnoZzstvo mlieka moze
byt zdrojom Zivin pre baktérie cel'ade Enterobacteriaceae (Freitas a kol. 2013) a ako ukéazal aj
tento experiment aj zastupcov rodu Enterococcus.

o Zastupcovia radu L Zastupcovia rodu
Bazénova vzorka Bazénova vzorka
Enterobacterales Enterococcus
Hafnia alvei, ]
Klebsiella oxytoca . . E. faecglls
Ovéie mlieko 1 . L Kozie mlieko 1 E. faecium
Buttiauxella gavinae, i
i ) E. hirae
Serratia liquefaciens
E. faecalis
Klebsiella oxytoca, Ov¢ie mlieko 3 E. hirae
Ovéie mlicko 2 Serratia liquefaciens, E. durans
Citrobacter gillenii, E.faecalis
Enterobacter cobei Ov¢ie mlieko 4 E.malodoratus
E. durans

Tab.1, Variabilita pritomnosti baktérii celade Enterobacterales a rodu Enterococcus v bazénovych vzorkdch
mlieka identifikované metédou MALDI-TOF SM
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KONDICIOVANE MEDIUM Z KMENOVYCH BUNIEK INDUKUJE
DIFERENCIACIU A PRERASTANIE NEURITOV SH-SY5Y
Hudakova N.%, Petrouskova P.', Maloveskda M.}, Vozar, J.1, Mudrotiova D.Z, Cizkova D!
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ABSTRAKT

Mezenchymové kmenové bunky (MSC) vylucuju velké mnozstvo bioaktivnych molekul
a extracelularnych veziktl, oznacenych ako kondiciované médium (MSC-CM), ktoré¢ ma
vyznamné parakrinné UCinky na susedné bunky a tkanivd. V tejto S$tadii sme hodnotili
funkény vplyv MSC-CM ziskaného z MSC z tukového tkaniva (AT-MSC-CM) a amniotickej
membrany (AM-MSC-CM) na diferenciaciu a prerastanie neuritov na bunkach SH-SY5Y. Z
nasich dat vyplyva, ze v skupinach AT-MSC-CM aj AM-MSC-CM bol zaznamenany na SH-
SYSY signifikantne vyssi priemerny pocet neuritov na bunku pocas diferenciacie v porovnani
s kontrolnou DMEM skupinou, s tym, Ze pri skupine AT-MSC-CM bol tento pocet vyssi
dokonca aj ako v skupine $tandardne diferencovanej pomocou kyseliny retinovej. Co sa tyka
priemernej dizky neuritov v porovnani s DMEM bola dizka neuritov v MSC-CM vyssia aj
ked’ nie signifikantne. Nase vysledky zdoraznuju, Ze aj po zohl'adneni faktu, ze kazdy zdroj
MSC ma svoje Specifika suvisiace s ich terapeutickou ucinnostou, MSC-CM sa javi ako
potencidlna terapeuticka stratégia pre ochorenia postihujuce nervovy systém.

UvoD

Mezenchymové stromélne perivaskularne bunky (MSC) st multipotentné bunky so
schopnostou samoobnovy, ktoré su adherentné k plastovym povrchom a maji regeneracny
potencial. Medzinarodna spolo¢nost’ pre bunkovu terapiu (ISCT) stanovila Specifické kritéria
pre tieto bunky. Musia byt prilnavé k plastom, musia byt schopné diferenciacie na kost,
chrupavku a tukové tkanivo a exprimovat’ povrchové markery CD105, CD73 a CD90. Nesmu
exprimovat’ CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79 alfa alebo CD19 (Jovic a kol. 2022). MSC
boli izolované z roznych tkaniv, v sucasnosti je kostna drenn (BM) najpouzivanej$im zdrojom
MSC v klinickych $tadiach, po nej nasleduje pupo¢nd $nura (UC) a tukové tkanivo (AT)
(Jovic a kol. 2022). Stadie naznaujii, Ze pleiotropné ucinky MSC nie si spdsobené ich
diferencianymi schopnostami, ale skor su sprostredkované uvolnovanim rozpustnych
bioaktivnych molekul (nazyvanych aj kondiciované médium) (Yari a kol. 2022).

MATERIAL A METODIKA

Priprava MSC-CM

Izolacia MSC pochédzajtcich z psieho tukového a amniotického tkaniva, ako aj kultivéacia a
charakterizacia MSC uz boli publikované v nasej predchadzajucej praci (Humenik a kol.,
2022). Kondiciované médium (CM) sme pripravili kultivaciou MSC v tretej pasazi po
jednom premyti v sterilnom PBS a ich kultivaciou po€as 24 hodin v DMEM High Glucose
(DMEM HQG, Sigma, USA) bez fetdlneho bovinného séra (FBS), doplnené¢ho 2% antibioticko-
antimykotickym roztokom penicilinu, streptomycinu a amfotericinu B (ATB/ATM). MSC-
CM sme centrifugovali (300g, 7 min), prefiltrovali (0,22 um) a uskladnili v mraznicke -80 °C
na neskorSie pouZzitie.

Diferenciacia SH-SY5Y na bunky podobné neurénom

Standardna diferenciacia SH-SY5Y bola indukovani nasledujiicim diferenciaénym
protokolom. Bunky SH-SY5Y (1 x 10* buniek/cm?) sme kultivovali v DMEM HG s 5 % FBS.
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Po troch diioch bolo médium vymenené¢ za DMEM HG s 2 % FBS a 10 mM kyselinou all-
trans-retinovou (RA; Sigma-Aldrich, USA, R2625) a kultira pokracovala d’alsich 5 dni.
Bunky sme potom kultivovali d’alSich 5 dni s pouzitim Neurobasal média (Gibco, USA)
doplneného o neurotroficky faktor odvodeny z mozgu (BDNF, 50 ng/ml, Thermo Fisher,
USA).

Experimentalna neurondlna diferencidcia pomocou MSC-CM bola realizovana na SH-SY5Y,
ktoré sme kultivovali 5 dni v kondiciovanom médiu (AT-MSC-CM a AM-MSC-CM) s
pridavkom 2 % FBS a 2 % ATB/ATM, nasledovala 5-diiové inkubécia v ¢erstvom MSC-CM
s 2 % ATB/ATM. Bunky SH-SY5Y, ktoré boli indukované k diferenciacii na bunky podobné
neurénom: i) Standardnym diferencianym protokolom prostrednictvom RA a BDNF a ii)
MSC-CM, boli nasledne pouzité na analyzu prerastania neuritov.

Analyza prerastania neuritov

Na zachytenie obrdzkov bunkovych kultir pre sledovanie charakteristik diferencovanych
buniek sme pouzili invertovany mikroskop Zeiss Axiovert 200 s objektivom 20X. Pod
mikroskopom s fazovym kontrastom sme skiimali najmenej 50 buniek (n = 50) z piatich
nahodne vybranych poli v kazdej experimentalnej skupine. Potom sme urcili priemernu
celkovii dizku neuritov a priemerny pocet neuritov na bunku. Zodpovedajiucu dizku neuritov
sme analyzovali pomocou bezného protokolu individudlneho oznacovania neuritov a
manualneho sledovania dizky vybezkov pomocou softvéru ,,Draw a measurement shape™
(Zen Core v3.1). Na stanovenie priemerné¢ho poc¢tu neuritov na bunku sme najskor manualne
spocitali pocet buniek (,,Pocet udalosti) a oznacili zodpovedajliice vybezky pochddzajice z
buniek a statisticky spracovali (ANOVA) na priemerny pocet neuritov na bunku.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Motorické a senzorické funkcie su casto v dosledku axondlneho poSkodenia centralneho
nervového systému naruSené. V nasom experimente sme skumali, ¢i pridanie MSC-CM do
kultivacie neuroblastomovej bunkovej linie SH-SYS5Y moZe zlepSit rast a diferenciaciu
neuritov, ked’Ze jednou z charakteristickych vlastnosti SH-SYSY je schopnost’ diferenciacie
na bunky s morfolégiou podobnou neuréonom (Gao a kol. 2010).

Aby sme preskiamali ulohu MSC-CM pri diferenciacii, porovnali sme bunky SH-SY5Y
kultivované s kyselinou all-trans retinovou (RA) a BDNF, ktoré sluzia ako Standardny
diferencia¢ny postup s experimentalnou diferencidciou navodenou inkubéciou buniek SH-
SY5Y s réoznymi MSC-CM (AT-MSC-CM, AM-MSC-CM). Kvantitativne sme vyhodnotili
i¢inky MSC-CM na rast neurénov stanovenim priemernych diZok neuritov a priemerného
poctu neuritov na bunku v skupinach MSC-CM, DMEM kontrolnej skupine (SH-SY5Y
kultivované¢ v DMEM) a RA diferenciacnej skupine (SH-SYS5Y kultivované v DMEM s RA).
Ako je znazornené na Obr. 1, ¢o sa tyka dizky vybezkov, dlhsie neurity sme zaznamenali v
skupine AT-MSC-CM, no bez statistickej vyznamnosti v porovnani s DMEM (kontrola). Na
druhej strane, pri hodnoteni aktivity podporujucej regeneraciu neuritov sme sa zamerali aj na
to, ¢i MSC-CM ovplyviiyje tvorbu novych neuritov (priemerny pocet neuritov na bunku).
Nase udaje ukazuju, ze pouzitie oboch MSC-CM viedlo k vyrazne vysSiemu poctu neuritov
pri SH-SYS5Y, pricom najviac neuritov na bunku bolo pozorovanych v skupine AT-MSC-CM
(**** p < 0,0001), dokonca viac ako v kontrolnej RA (diferencia¢na skupina, *** p < 0,001),
po ktorej nasledovala skupina AM-MSC-CM (** p < 0,01) (Obr. 1). Celkovo tieto vysledky
naznacuju diferencia¢ny potenciadl MSC-CM na tvorbu buniek podobnych neurénom, ako aj
aktivitu podporujicu vznik novych neuritov. Podl'a autorov tieto schopnosti mozno pripisat’
neurotrofickym faktorom (NTF), ako je napriklad neurotroficky faktor odvodeny od gliovych
buniek (GDNF), nervovy rastovy faktor (NGF) a BDNF (Yari a kol. 2022). S d’al$imi
podrobnymi analyzami sekretomov nas vyskum prispieva k lepSiemu pochopeniu obsahu
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MSC-CM, c¢o je mimoriadne dolezité pre kondiciované média ako potencialne terapeutické
nastroje v klinickej praxi pri liecbe mnohych chordb.

DLZKA NEURITOV POCET NEURITOV
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Obr. 1. Kvantitativne analyzy priemernej dizky neuritov a priemerného poctu neuritov na bunku v réznych
experimentdlnych skupindach. V porovnani s kontrolnou skupinou (SH-SY5Y v DMEM s ATB/ATM) bol vo
vSetkych skupinach kondiciovanych médii a v skupine, kde bola pouzitd kyselina retinovd, Statisticky zvyseny
pocet neuritov na bunku. Vysledky ANOVA pomocou softvéru GraphPad Prism su prezentované ako priemer +
Standardna odchylka (SD) (* oznacuje p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001, co znamenda
Statisticky vyznamny rozdiel).
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SLEDOVANIE PROCESU BIODEGRADACIE BIOMATERIALU
Korim F., Vdoviakova K.
Katedra morfologickych disciplin, UVLF v Kosiciach

ABSTRAKT

Biodegradacia materialu je jednym z kla¢ovych faktorov v regenera¢nej medicine defektov
kostného tkaniva. V sucasnosti existuyje mnoho materidlov, ktoré sa liSia svojimi
biodegrada¢nymi, osteoinduktivnymi a osteokonduktivnymi vlastnostami. V naSej pilotne;j
stadii sme sledovali dynamiku degradacie kalcium fosfatového materidlu a tvorbu nového
kostného tkaniva v artificidlnych defektoch tuberositas tibiae v 2., 4. a10. tyzdni po
implantacii materidlu. Na zéklade vySetrenia pocitaCovou tomografiou a Standardnym
prehladovym farbenim hematoxylin — eozin mozeme konStatovat plynuli regeneraciu
atvorbu plnohodnotného kostného tkaniva do 10. tyzdiha po implantacii. Sledovanie
dynamiky moéze prispiet k novym informacidm tykajucich sa procesu biodegradacie
a regeneracie kostného tkaniva.

UvoD

Etioldgia kostnych defektov je Sirokd, od roznych trdum, neopldzii, infekcii, degenerativnych
zmien, metabolickych ochoreni az kongenitalnych chorob a malformécii. Hojenie kostného
tkaniva je komplexny fyziologicky proces zahffiajuci mnozstvo mechanizmov na tkanivovej,
bunecnej a molekuldrnej Grovni. Z hladiska dynamiky je regeneracia kostného tkaniva
pomaly proces, a to ho odliSuje od hojenia makkych tkaniv (Einhorn a kol., 2015; Pawlina a
Ross, 2018; Chaurasia a kol., 2019). Jedny z najcastejSie pouzivanych materidlov v
regeneracnej medicine su kalcium fosfaty. Kalcium fosfaty maju chemické a fyzikalne
vlastnosti podobné fyziologickej kosti a maji dobri schopnost’ osteogénnej stimulacie
mezenchymovych kmenovych buniek kostnej drene. (Liu a kol., 2010; Bose a Tarafder 2012;
Jeong a kol., 2019). Biodegradacia je jednym z kI'ai¢ovych faktorov pre vyber vhodného
materidlu, ktory bude urceny pre pouzitie v regeneracnej medicine kostného tkaniva.
V organizme prebieha biodegradacia viacerymi mechanizmami ako su rozpuStanie,
enzymatickd degradacia a fagocytéza. Degradacné produkty materidlov stimuluji Ziadnu
alebo len miernu imunitni reakciu organizmu, av$ak v niektorych pripadoch priamo
podporuju regenerdciu kosti. Degradacné produkty su kontinudlne absorbované alebo
vylu€ované do/z tkaniva/materidlu (najma pocas jeho vrastania do tkaniva) a regenerované
kostné tkanivo uplne nahradi implantovany material, pricom po regeneracii kosti nezostane v
tele ziadny zvySkovy material (Liu a kol., 2023). Ciel'om nasej pilotnej prace bolo sledovat’
dynamiku reparacnych zmien po implantécii kalcium fosfatového materidlu v nami zvolenych
intervaloch.

MATERIAL A METODIKA

Pilotny pokus bol vykonany na 3 sviniach domécich (2 prasnice, 1 kanec) plemena Slovenska
uslachtila biela priemerného veku 6 mesiacov a hmotnosti 80 — 90 kg. Cirkularny kostny
defekt (@ = 10 mm) hlboky 10 mm bol vytvoreny v oblasti tuberositas tibiae holennej kosti.
Vytvorené defekty boli vyplnené tatrakalcium fosfat/monenitovym materidlom. Po uplynuti
pozorovacej periddy boli svine humanne utratené v hlbokej anestézii pomocou embutramidu
(T61) na 2., 4. a10. tyzdenn po implantacii materialu. Thned’ po eutanazii boli koncatiny
disartikulované a podrobené vysetreniu pocitacovou tomografiou (CT — Philips Brilliance)
a histopatologickym vysetrenim. Reprezentativne vzorky kostného tkaniva boli Standardne
fixované 4% pufrovanym formalinom, dekalcifikované v EDTA, zaliate do parafinu, narezané
na 5 — 7 um rezy aofarbené klasickym prehl'adnym farbenim hematoxylin — eozin.
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Degradaciu materidlu a novotvorbu kostného tkaniva sme sledovali pomocou svetelného
mikroskopu Olympus CX 43.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zéklade vySetrenia CT mézeme konstatovat’ postupnt biodegradéaciu kalcium fosfatového
materialu. Material bol pritomny vo vSetkych tyzdnoch hojenia a mal denzitu priblizne 1 500
HU (Hounsfield Unit). Druhy tyzden po implantacii bol typicky pre pritomnost
skvapalneného eozinofilne sa farbiaceho obsahu. Rovnako bolo mozné v histologickom reze
pozorovat’ pritomnost’ na fibrocyty a fibroblasty bohatého viziva a vyraznt aktivaciu kostnej
drene rezidudlnej pdvodnej kosti. Od Stvrtého tyzdina prebichala slaba osteogeneza,
degradacia materidlu, angiogenéza a tvorba fibrozného kalusu, ktory je bohaty na cievy. Po
okrajoch materialu sa zobrazovalo pravdepodobne de novo vytvorené kostné tkanivo
s mineralnou denzitou 500 — 600 HU. Po 2,5 mesiacoch od implantacie materialu (10. tyzde)
sme pozorovali takmer polovi¢nu degradaciu materialu s priblizne 25% vytvorenym novym
kostnym tkanivom, ktoré je v kontakte s povodnym kostnym tkanivom, ale aj implantovanym
materidlom. V histologickom obraze pozorujeme desmogénnu osifikaciu, chondrogénnu
osifikaciu a minimalne mnozstva kolegénového véziva. Pritomné boli oba typy kostného
tkaniva — vlaknité kostné tkanivo svedciace 0 procese tvorby nového kostného tkaniva
a lamelarne (dospelé) kostné tkanivo. Podobna $tudia bola realizovana Bou Assaf a kol.,
(2019), kde skamali efekt roznych moznosti terapie kostnych defektov stehennej kosti u svin
domacich. Ako jeden z materidlov pouzili aj kalcium fosfat (hydroxyapatit a B — trikalcium
fosfat). Tento material podobne ako u nas v druhom tyzdni nestimuloval Ziadnu osteogenézu
a vykazoval tvorbu kalusu. Avsak, v §tvrtom tyzdni autori podobne ako my pozorovali miernu
osteogenézu. Kombindcia kalcium fosfatovych materidlov preukédzala zvySenu expresiu pre
osteogénne markery ako RUNX-2, ON, OCN, OPN, ALP a COL1 (Bou Assaf a kol., 2019).
Monenit ako jeden zo zastupcov kalcium fosfatov ma dobré degradac¢né vlastnosti a bol
Studovany v experimente kraniofacidlnych defektov u kralikov. AvSak, iba 43% objemu
defektu bolo vyplnené kostnym tkanivom (Torres a kol., 2015). Je zaujimave, Ze v pripade
komeréného apatitového cementu dochadzalo k jeho degradacii v kostnych defektov ramenne;j
a stehennej kosti u oviec, ale nedochadzalo k plnohodnotnej tvorbe kostného tkaniva. Kostné
tkanivo bolo vytvorené iba po okrajoch kostného defektu ato aj po 6. mesiacoch po
implantacii (Apelt a kol., 2004; von Rechenberg a kol., 2013). Je nutné podotknut’, ze kazdy
material ma svoju charakteristickii dobu degradécie, ktora zalezi od fyzikalno-chemickych
reakcii a bunkovych mechanizmov organizmu (Liu a kol., 2023). Pre d’alSie pochopenie
procesu biodegradacie a tvorby nového kostného tkaniva v mieste implantacie je nutné
vykonat'" eSte mnoho podobnych experimentdlnych S§tidii s vdcSim poctom zvierat
a materialov.
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UCINOK KOMBINOVANEJ TERAPIE PRI LIECBE TRAUMATICKEHO
POSKODENIA MIECHY
Magurova M., Ba¢ova M., Galik J.
Neurobiologicky ustav, BMC SAV, v.v.i.

ABSTRAKT

Vzhl'adom na nedostatoénu plasticitu a obmedzent regeneracni schopnost’ centralneho
nervového systému je obnova nervovych funkcii po traumatickom poskodeni miechy
zriedkava. Vedecké a lekarske timy za poslednych niekol’ko desatro¢i uskutocnili rozsiahly
vyskum regeneracnych stratégii zalozenych na patofyzioldgii traumy miechy pre zlepSenie
neuronalnych funkcii. V nasej praci uvadzame predbezné vysledky projektu, ktorého napliiou
je kombinovana terapia pozostavajuca z aplikacie exogénneho elektrického pola cez miesto
poskodenia v kombinacii s podavanim protizapalového lieCiva atorvastatinu. PocCas priebehu
experimentu sme pozorovali proteinové zmeny, a prostrednictvom histologickej analyzy sme
uviedli priemerné hodnoty zachovaného tkaniva v 4 skupinach 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 bolo 7 dni po
kompresii v kombinacii s elektrickou stimuldciou podavané protizapalové lieCivo atorvastatin
(ATR) (OFS+SCI+ATR, nOFS+SCI+ATR). Proteinova analyza ukazala, Ze podavanie
atorvastatinu v kombinacii s OF stimuléciou malo synergicky u¢inok na hladinu proteinov pre
astrocyty (GFAP). Hladina proteinov pre zrelé oligodendrocyty (PLP1) doposial’ nepotvrdila
synergicky u¢inok OF stimuldcie s podavanim ATR. Na zaklade histologickej analyzy
modzeme konStatovat, Ze v skupindch (OFS+SCI, OFS+SCI+ATR) bolo vysSie percento
zachovaného tkaniva v porovnani so skupinami zvierat, ktoré boli po poskodeni miechy bez
stimulacie (nOFS+SCI, nOFS+SCI+ATR).

UvoD

Patofyzioldgia poSkodenia miechy pozostdva zo vzajomne suvisiacich udalosti rozdelenych
do dvoch faz. Primarne poskodenie nastdva kompresiou miechy tlakom ulomkov kosti,
mikkého tkaniva a/alebo mechanickym inzultom prostrednictvom cudzich predmetov (Wang
a kol. 2021). Po inicianom poraneni nasleduje kaskada procesov, oznafena aj ako
sekundarne poskodenie. Sekundarne poskodenie zahfiia biochemické a celularne procesy,
medzi ktoré radime abnormality elektrolytov, tvorbu volnych radikélov, zmeny vaskulatary,
edém, zapalova reakciu, apoptozu alebo geneticky programovani bunkovi smrt a dalSie
procesy (Ambrozaitis a kol. 2006)

Vedecké a lekarske timy za poslednych niekolko desatro¢i uskutocnili rozsiahly vyskum
regeneracnych stratégii pre zlepSenie neurondlnych funkcii. To viedlo k usiliu zameranému na
vyvoj farmakologickej liecby SCI s cielom znizit® poskodenie neurénov a napravit ich
funkcie (Hu a kol. 2016). Farmakologické terapia zahffia neuroprotektivne lieciva s cielom
obmedzit’ poSkodenie neurénov po akutnej SCI, a neuroregenera¢nu lie¢bu, ktorej snahou je
podpora regeneracie neuréonov (Baroncini a kol. 2021).

Medzi sucasné lieCebné postupy zamerané na zlepSenie funkéného stavu po poSkodeni patri aj
elektrostimulacnéd stratégia, ktorej cielom je obnova prenosu nervového signalu (tvorba
alternativnych nervovych drah alebo regeneracia axonov) (Schuhfried a kol. 2012).
Jednosmerné elektrické pole stimuluje prerastanie axonov iba jednym smerom, a potlaca rast
v opacnom. Avsak pre celkovu obnovu senzorickych aj motorickych funkcii (ascendentné a
descendentné nervové vlakna) je potrebné, aby poSkodené axoOny sucasne prerastali
kranidlnym aj kaudalnym smerom. Na to bol navrhnuty princip oscilujuceho elektrického
pol'a (OFS — oscillating field stimulation), ktorého cielom je podporovat’ prerastanie axonov
cez miesto 1ézie v mieche oboma smermi (McGinnis a Murphy 1992, McCaing 1987,
Borgens a kol.1993). Vyvoj regeneracnych terapii na lieCbu neurologického deficitu
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predstavuje aktivnu a rychlo sa rozvijajucu oblast’ vyskumu. Zlepsenie klinickych vysledkov
mozno dosiahnut’ s vyuzitim potencidlu pokrokov v réznych oblastiach a ich integraciou s
cielom vytvorit’ inovativne terapeutické stratégie (Ashammakhi a kol. 2019, Zhang a kol.
2020).

MATERIAL A METODIKA

Na experiment bolo pouzitych celkovo 28 experimentalnych potkanov (dospelé samice, 250-
300 g, kmen Wistar). Chirurgicky zakrok prebiehal v celkovej inhalacnej anestézii (isoflurane
2 - 4% v 1,5-2,0 I/min vzduchu). Poc¢as zakroku bol zvieratam odhaleny 9 hrudnikovy stavec
(Th 9), a nésledne bola vykonana laminektémia. Okrem hlavnej laminektomie boli vykonané
dve malé laminektomie pre umiestnenie elektrod, dva segmenty kranidlne a kaudalne od
miesta lézie. Traumatické poskodenie miechy bolo navodené pomocou kompresného
zariadenia s plastovym impaktorom s hmotnostou 40 g pocas doby 15 mintt. Thned’ po
vyvolani traumy bol zvieratdm subkutdnne implantovany miniatirny elektricky stimulator (50
LA) vyvinuty na nasom pracovisku (Bacova a kol. 2019). K stimulatoru boli pripojené dve
inertné elektrody (Ir/Pt), ktoré boli zavedené do epidurdlneho priestoru cez laminektémie
kranidlne a kaudédlne od oblasti 1ézie. Stimuldtor bol pred implanticiou zaliaty do
elektroizolaéného biokompatibilného silikonového materidlu (Duosil Express, SHERA).
Polarita stimulatora sa menila kazdych 15 mintt po dobu 6 tyzdiov. Experimentalne zvierata
boli ndhodné rozdelené do 4 skupin: zvieratd s Th 9 kompresiou (SCI) s implantovanym
funkénym stimulatorom (SCI+OFS, n = 7), zvieratd so SCI s implantovanym nefunkénym
stimulatorom (SCI+nOFS, n = 7), a dve skupiny zvierat so SCI, ktorym okrem implantacie
stimulatora bol podavany atorvastatin (ATR, 5 mg/kg, i.p) na zmiernenie zapalovej odpovede
7 dni od kompresie (OFS+SCI+ATR, n = 7, nOFS+SCI+ATR, n = 7). Zvierata po zakroku
prezivali 6 tyzdiov. Poc¢as doby prezivania bol pravidelne monitorovany zdravotny stav a
vaha zvierat. Experimentalne zvieratd boli humanne usmrtené dekapitaciou a odobraté tkanivo
(Th 7 — Th 11) bolo spracované a pouzité na Western Blot analyzu. Pre histologické
spracovanie tkaniva boli zvierata usmrtené transkardialnym preplachom (300 ml fyziologicky
roztok, 300 ml 4% paraformaldehyd). Jednotlivé miechové segmenty (Th7-Thll) boli
nakrajané na kryostate (Leica CM1850) na prie¢ne rezy (25 um) a ofarbené pomocou Luxol
Fast Blue/Cresyl Violet histologickej metodiky. Pokus bol schvaleny Statnou veterinarnou a
potravinovou spravou Slovenskej republiky, C. zdznamu 4148/2021 - 220, diia 3.5.2021.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zéklade doterajSich vysledkov a pozorovani moézeme potvrdit, Ze implantacia OF
stimuldtora je bezpecna metoda, ktorda moéZe prispiet ku regeneracii a funkénej obnove
poskodeného miechového tkaniva (Bacova akol. 2019). Samotna implantacia u zvierat
nespOsobovala obmedzenia. Pocas 6 tyzdnového prezivania sme v skupinach zvierat so SCI,
ktorym bol implantovany nefunkény elektricky stimulator (nOFS+SCI, nOFS+SCI+ATR)
pozorovali vysSiu stratu hmotnosti a oneskoreny nastup mikcie v porovnani so skupinami, kde
bol podkozne implantovany funkény stimulator (OFS+SCI, OFS+SCI+ATR).

Histologicka analyza ukdzala, Ze poSkodenie miechy kompresnym modelom viedlo k ubytku
bielej hmoty aku tvorbe drobnych kavit v oblasti bielej aj sivej hmoty. Celkova plocha
zachovaného tkaniva bola v ramci experimentdlnych skupin OFS+SCI, OFS+SCI+ATR
vicsia, predovSetkym v kaudalnych segmentoch (priemerné hodnoty OFS+SCI: Thl0 -
92,56%, Thll - 97,23%; OFS+SCI+ATR: Th10 - 94,76%, Th1l - 96,13%) v porovnani s
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experimentalnymi skupinami nOFS+SCI a nOFS+SCI+ATR (priemerné hodnoty nOFS+SCI:
Th10 - 80,88%, Th11 - 93,33%; nOFS+SCI+ATR: Th10 - 84,93%, Th11 - 89,59%).
Pomocou metédy Western Blot sme analyzovali hladiny proteinov pre astrocyty (GFAP) a
zrelé oligodendrocyty (PLP1). Podavanie protizdpalového lieCiva posobilo neuroprotektivne
aj v kombinacii s elektrickou stimulaciou. Hladina GFAP proteinu sa znizila v skupine
OFS+SCI+ATR viac, ako v ostatnych skupinach, kde bol postupne zaznamenany nérast
optickej denzity vo vSetkych miechovych segmentoch v poradi OFS+SCI, nOFS+SCI+ATR a
nakoniec NOFS+SCI.

V pripade PLP1 proteinu sme zaznamenali zvySena hladinu v skupine OFS+SCI, v porovnani
s ostatnymi experimentalnymi skupinami, hlavne v tych, kde bol podavany atorvastatin doslo
ku poklesu jeho expresie (OFS+SCI+ATR, nOFS+SCI+ATR, nOFS+SCI). Potvrdil sa tak
pozitivny ucinok elektrickej stimulécie, avSak vzhladom na to, ze za fyziologickych
podmienok je tento protein asociovany s cholesterolom, je pravdepodobné, ze v tomto pripade
podavanie atorvastatinu potlacilo expresiu PLP1 proteinu.
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ABSTRAKT

Flavivirusy (¢el'ad” Flaviviridae) st neurotropné patogény prenasané ¢lankonozcami. Sa to
virusy s jednovlaknovou pozitivne orientovanou RNA (11kb), ktoré sposobuju infekcie u I'udi
a zvierat. Niektoré z nich maju celosvetovy vyskyt a ro¢ne infikuju viac ako 400 miliénov
I'udi (Gul a kol., 2022). Viac ako $tvrtina celosvetovej populacie Zije v lokalitach, kde su tieto
virusy endemické. Medzi tieto virusy patri aj zapadonilsky virus (West Nile virus, WNV).
Neurologické komplikécie, ktoré mdze spdsobit’, je tazkeé liecit’ z dovodu vysoko selektivnej
permeabilnej hematoencefalickej bariéry (HEB). Tuto bariéru je WNV schopny prekonat’
pomocou domény III obalového glykoproteinu E, ktorou adheruje na Specifické receptory
buniek. Pre vytvorenie protilatok vo¢i WNV schopnych prechadzat’ cez HEB bola vytvorena
CDRS3-E. coli kniZnica, ktora obsahovala sekvencie komplementarnej oblasti 3 (CDR3)
nanoprotilatok ziskanych z krvi lamy krotkej (Lama glama) imunizovanej rekombinantnou
DIII (rDII) E proteinu WNV. Na zostavenie tejto kniznice bola pouzita cDNA ziskana
prepisom mRNA izolovanej z leukocytov. Dalej bola z tejto kniznice zostavena CDR3-fagova
kniZnica, ktord sluzila na selekciu interagujicich fagov s inaktivovanym WNV pomocou 3 kol
»biopanningu®“. Diverzita 90% v ramci CDR3 sekvencii a Specifickost’ ziskanych fagov
exprimujucich CDR3 peptidy st predpokladom pre produkciu neutralizujicich CDR3
peptidov voci WNV.

uUvoD

Medzi celosvetovo rozsirené flavivirusy patri zapadonilsky virus (West Nile virus, WNV),
ktory je prenasany komarmi rodu Culex. Spdsobuje ochorenie podobné chripke, ktoré mozu
prejst’ az do encefalitidy alebo meningitidy. Mechanizmus infekcie spoc¢iva v priame;j infekcii
neurénov najmi v oblasti sivej hmoty mozgu, hlbokych jadier, mozgového kmenia a miechy.
Okrem spominanych encefalitid a meningitid moZe poSkodenie okolitych nervov sposobovat’
dokonca paralyzy (Hayesa kol., 2005). Struktira genéomu WNV je podobna ako u ostatnych
flavivirusov. +ssRNA gendm pozostava z 3 génov kodujucich Strukturne proteiny a 7 génov
kodujucich neStruktirne proteiny. Cely gendém prestavuje 11 kb a preklada sa vo forme
polyproteinu, ktory je dalej Stiepeny protedzami na funkéné proteiny. K Struktirnym
proteinom patria: C- kapsidovy protein, prM- membranovy protein (jeho zrela forma je M
protein) a E- obalovy glykoprotein. Zékladnou vlastnostou WNV, ako aj inych flavivirusov,
je prechod cez hematoencefalicki bariéru (HEB) (Diamond a Klein, 2004). K tomuto
prechodu je potrebny obalovy E glykoprotein, ktory pozostdva z 3 domén: DI, DIl a DIll a z 2
transmembranovych domén TM1 a TM2, ktoré st spojené s D doménami cez kmenova
oblast, tzv. ,stem region“ (Zhang a kol., 2017). Naviazanie sa virusu na receptor bunky
zabezpecuje DIII doména, ktora sprostredkuje prechod cez HEB (Mertinkova a kol., 2020).
Nanoprotilatky, oznacované aj ako VHH, st variabilné domény vyskytujice sa
U jednoretazcovych protilatok tvorenych iba tazkymi retazcami. Ide o Specificky typ
protilatok produkovanych iba u niektorych zvierat, ako su jedince ¢elade Camelidae (VHH)
a chrupavkovité ryby triedy Chondroichtyes (VNAR). Samotné domény VHH maju unikatne
vlastnosti ato najmd schopnost zachovat si plni vézbovi kapacitu aj v nepritomnosti
ostatych domén. Struktara VHH pozostava zo 4 konzervovanych ramcov (FR 1-4) a3
variabilnych, komplementaritu determinujucich oblasti (CDR 1-3). Oblast CDR3 ma
najvacsiu diverzitu aminokyselin a zarovenn ide o najdlhSiu variabilni doménu VHH,
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ktora plni dominantnt ulohu pri vdzbe nanoprotilatok s antigénmi (Breine a kol., 2023). Na
zéklade vyuzitia technik fagového displeja je mnozné selektovat’ Specifické VHH, pripadne
CDR3 voci zelanym antigénom (Xu a kol., 2022). Nasim cielom bola konStrukcia CDR3
peptidov so Struktirnym motivom Cys-CDR3-Cys za ucelom blokovania DIII domény E
proteinu WNV a zabraneniu prechodu cez HEB.

MATERIAL A METODIKA

Pre ziskanie tychto nanoprotilatok bola lama krotkd (Lama glama) imunizovana s
rekombinantnou DIl (rDIIT) WNV (strain goshawk-Hungary/04, DQ116961) (Mertinkova
a kol., 2020). Po 3 ,,booster davkach bola odobrata krv, z ktorej boli izolované B-lymfocyty.
mRNA izolovana z lymfocytov bola reverzne prepisana do c¢cDNA pomocou random
hexamérov (Sigma-Aldrich, USA) a RevertAid H minus Reverse Transcriptase
(ThermoScientific, USA). Sekvencia CDR3 (150 bp) oblasti bola amplifikovana s pouzitim
degenerovanych primerov s pritomnostou Specifickych restrikénych miest (Ncol_C/CATGG
a Notl GC/GGCCG). Purifikovany PCR produkt bol ligovany pomocou T4 DNA Ligase
(ThermoScientific, USA) do fagemidu pSEX81 (Progen, Nemecko) a elektroporovany do E.
coli XL1-blue za ucelom vytvorenia CDR3- E. coli kniznice. Celkovo bolo vykonanych 15
elektroporacii. Rast E. coli klonov prebehol na kultivaénej platni s 2xTY kultivatnym
médiom obsahujucim 1% roztok glukézy pri 37°C celt noc. Pre selekciu klonov bol pridany
karbenicilin o koncentracii 1 pg/100 ml. Pre separaciu klonov bolo z CDR3-E. coli kniznice
odobratych 10 pl a inokulovanych na kultivaént platiu s 2xTY kultivaénym médiom pri
37°C, 12 hodin. ZvySok kniznice bol konzervovany v 50% glycerole a uskladneny v -80°C.
DNA zjednotlivych klonov bola izolovand a sekvenovand s vyuzitim fagemidovo
Specifickych primerov. Nasledne bola CDR3-E. coli kniznica infikovana hyperfagom M13
K07 ApllI (Progen, Nemecko), pre ziskanie CDR3-fagovej kniznice. Uvolnené fagy boli
precipitované pomocou PEG-NaCl. Takto ziskané fagy boli vyuZité na ,,biopanning® voci
inaktivovanému WNV (linia 2), pre selekciu Specifickych védzobnych klonov. Biopanning
prebiehal v 3 kolach. Po poslednom kole boli ziskané fagy otestované pomocou ELISA pre
overenie Specifickej vdzby aj srDIII WNV. Interakcia bola merana pri 450 nm vdaka
pouzitiu sekundarnej protilatky znacenej chrenovou peroxidazou. Negativne kontroly zahfnali
fagy v ,,coating” pufri , DIIl s primarnou protilatkou anti-M13 bez pritomnosti fagov a fagy
s DIII bez pouzitia primarnej protilatky.

VYSLEDKY A DISKUSIA

CDR3-E. coli kniZnica o velkosti 1,1x10™ bola sekvenovana a bolo vybranych 30 klonov.
Sekvencie boli analyzované aupravené v programe GeneiousPro, pricom bola zostavena
distan¢na matrica reprezentujica podobnost’ porovnavanych sekvencii s vyuzitim ,,neighbour-
joining* metody. Z analyzovanych 30 sekvencii bolo 27 unikatnych, ¢o znac¢i 90% diverzitu
v ramci testovanych CDR3 sekvencii. Po vytvoreni CDR3-fagovej kniznice bola jej velkost
vypotitana ako 1,61x10™. ELISA preukazala pecifickost’ vizby na DIII domény E proteinu
WNV s hodnotou absorbancie 0,95. ELISA testom boli potvrdené Specifické védzbové
interakcie selektovanych fagov exprimujuce CDR3 peptidy. Po overeni diverzity CDR3
sekvencii a Specifickosti ziskanych fagov, budu tieto fagy podrobené izolécii jednovlaknove;j
DNA denaturaénym protokolom a klonovaniu do expresného vektora za ucelom produkcie
funkénych CDR3 peptidov. Takto funk¢éné peptidy by mohli sluzit' ako sucast’ terapie,
pripadne profylaxie ochoreni CNS sposobenych WNV. Syntetizované peptidy odvodené od
CDR3 oblasti su schopné interagovat s antigénmi a neutralizovat’ ich, mechanizmom
podobnym ako Struktarne kompletné VHH (Breine a kol., 2023). Peptidy odvodené od CDR3
sekvencii sa dokonca vyuzivaji v diagnostike nadorov pre ich lepSiu penetraénti schopnost’ do
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tkaniv (Hussain akol., 1996).  Zaroven dokazu neutralizovat virusy aich faziu
s membranami ciel'ovych buniek, ako napr. pri HIV-1 (Rausch a kol., 1990).
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MORFOMETRICKE HODNOTENIE DYSPLAZIE BEDROVEHO Ki.BU
MareSova S., Kuricova M., Fuchs J.
Klinika malych zvierat, UVLF, Komenskeho 73, 04181 Kosice, Slovakia

ABSTRAKT

Dysplazia bedrového kibu (DBK) u psov je polygénna a multifaktoridlna vyvojova porucha
charakterizovana abnormalnym vyvojom, laxitou koxofemoralneho kibu, degeneraciou a
osteoartritidou. Laxnost’ bedrového kibu, skora charakteristika DBK, vedie k degeneracii kibu
v dosledku mechanického poranenia, ¢o je klinicky problém vacsinou u psov strednych az
velkych plemien. Medzi klinické priznaky patri bolest, znizena aktivita a krivanie.
Definitivhu diagnézu mozno dosiahnut’ iba rontgenovym vysetrenim. Sucasné diagnostické
techniky st do znaénej miery subjektivnymi meraniami konformacie kibov vykonavanymi v
roznych S$tadiach vyvoja. Cielom naSej Studie je spresnit hodnotenia DBK pomocou
kvantitativne] metddy planimetrie, pretoze Norbergov uhol (NA) je subjektivny parameter.
Kedze sa zistilo, ze meranie NA nie je dostato¢né na meranie laxity bedra na ventrodorzalnej
projekcii bedra, pretoZe extenzia panvovych konéatin natahuje kibové puzdro, vizivo hlavice
stehennej kosti a savisiace svaly podporujiuce kongruenciu kibu, rozhodli sme sa overit’ d’algie
metddy zistovania laxity a tym stupeit DBK, medzi ktoré patria meranie krytia hlavice
stehennej kosti (linearne a plosné prekrytie) a uhol kongruencie. Tie ndm moézu poskytnut’
relevantné informacie o tom, ako dobre zapadd hlavica stehennej kosti do acetabula a
dopomoct” tak ku kvalitnejSiemu hodnoteniu DBK a lepSej identifikacii postihnutych
jedincov. V naSej Stadii sme zahrnuli 122 rontgenovych snimok troch plemien psov oboch
pohlavi a v r6znych obdobiach zivota.

UvOoD

DBK je dedi¢né ochorenie s vplyvom aj vonkajsicho prostredia na fenotyp bedrového kibu.
Toto ochorenie sa vyskytuje naymd u velkych plemien psov s tendenciou rychleho rastu
(Gaspar a kol. 2016, Skurkova a kol. 2010) (napr. velké plemena ako st bernsky salasnicky
pes, nemecky ovciak, doberman, aljassky malamut a rotvajler, stredné plemend ako zlaty
retriever, kokerSpaniel a pol'ovné psy ako bavorsky farbiar ¢i slovensky duri¢). Novonarodené
Steniatka sa rodia s morfologicky a funkéne normalnymi bedrovymi kibmi a formovanie
bedrového kibu v postnatalnom obdobi zavisi od genetickej predispozicie jedinca, ktora
uréuje anatomické pomery v kibe (tvar a velkost’ kibu, muskulatira, inervacia), d’alej od
biomechanického zatazenia a sil posobiacich v kibe a od tvorby chrupkovych a kostnych
tkaniv (Riser 1975, Snasil 2008). Rozvoj tohto ochorenia je teda podmieneny viacerymi
faktormi ako velkost” plemena, rychlost’ rastu, vyziva, telesna konstitucia, index svalovej
hmoty v panvovej oblasti, hormonélna rovnovaha a nervovosvalova dysfunkcia. Pre spravne
diagnostikovanie je potrebné vykonat' dokladné vysetrenie bedrovych kibov, ktoré pozostava
z ortopedického vySetrenia a niekol’kych rontgenovych snimok po 12. mesiaci Zivota psa v
celkovej anestézii (Ginja a kol. 2010). Cielom kazdého skriningového programu je vylacit
geneticky pozitivnych jedincov z chovu. Ciel'om tejto Stadie je spresnit’ hodnotenia DBK
pomocou kvantitativnej metody planimetrie bedrového kibu, pretoze Norbergov uhol (NA),
zékladné hodnotiace kritérium pre oficidlnu diagnozu, je subjektivny parameter. U psa bez
DBK by malo byt NA > 105 stupiiov, ¢o odraza hlbsie acetabulum a tesnejSie prilichajtci
bedrovy kib a teda zdravy kib, zatial’ ¢o nizsie NA odraza rézne stupne subluxécie (Gaspar a
kol. 2016). Zdravy kib sa d’alej vyznaduje LFO a AFO > 50%.
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MATERIAL A METODIKA

Do naSej stadie sme zahrnuli 122 rontgenovych snimok troch plemien psov: bernsky
salasnicky pes (BSP, n = 32), bavorsky farbiar (BF, n = 69) a nemecky ov¢iak (NO, n = 21)
oboch pohlavi a v réznych obdobiach zivota. VSetky snimky boli zhotovené pomocou
rontgenového pristroja CONTROL-X VAREX IMAGING s priamou digitalizaciou. Hrudnik
psa bol ulozeny v polohovacom zariadeni v dorzdlnom Tl'ahu s vystretymi panvovymi
kooncatinami a s dodrzanim oficidlnych poziadaviek na hodnotenie DBK (Fliickiger 2007).
Do stadie boli zahrnuté len kvalitné rontgenové snimky (obr. 1). VSetky psy boli
rontgenované v hlbokej sedacii s pouzitim Standardného protokolu butorfanolu, a propofolu.
Norbergov uhol (NA) - uhol medzi ¢iarou vedenou medzi stredmi hlavice stehennych kosti a
¢iarou vedenou od stredu hlavice stehennej kosti ku kraniolateralnej strane dorzalneho okraja
acetabula (Tomlinson, Johnson 2000, Fluckiger 2007).

Lineéarne prekrytie hlavice stehennej kosti (LFO) - vyznaci sa stred hlavice stehennej kosti a
priemer hlavice sa nakresli kolmo na pozdiznu os tela prechadzajiicu stredom hlavice
stehennej kosti. Linearny presah hlavice stehennej kosti predstavuje percento linie (priemeru),
ktora je pokrytd acetabulom (Janssens et al. 2014).

Plocha prekrytia stehennej kosti (AFO) - vyznaci sa najlepsi mozny kruh ohranic¢ujuci obrysy
hlavice stehennej kosti, plocha v ramci tohto kruhu sa povazuje za 100%. Dorzalny
acetabularny okraj je urceny ako najlateralnejSia Cast’ prekryvajucej sa oblasti a tato
definovana dvojrozmerna Cast’ kruhu predstavuje oblast’ prekrytia, vyjadrent v percentach
(Janssens a kol. 2014).

Uhol kongruencie (AoC) - je definovany dvoma c¢iarami vedenymi od stredu hlavice
stehennej kosti k miestam, ktoré ohrani¢uju zhodnu ¢ast’ kibovej dutiny (Wilie a kol. 2017.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky sme porovnavali parovym T-testom, rozdiel sme povazovali za Statisticky
vyznamny, ked’ p > 0,05. Pearsonov korela¢ny koeficient (r) sa pouZzil na urCenie asocidcie
medzi 4 parametrami navzajom (NA, SFO, LFO a AoC).

Hodnotent skupinu tejto Stadie tvorilo 60 samcov a 62 samiC S priemernym vekom 5,6 + 1,8
(2-8) rokov. V skupine BF bola priemerna telesna hmotnost’ 22,1 kg (19,7-24,2kg). V skupine
BSP bola priemernd hmotnost’ 52,1 kg (40-68kg). V skupine NO bola priemerna hmotnost’
34,6 kg(30,3-39,2 kg).

Plemeno DBK A DBK B DBK C DBK D DBK E
BF 42 19 6 2 0
BSP 18 9 3 2 0
NO 10 6 3 2 0

U BF r > 0,8 bol zisteny medzi pravym a l'avym LFO a AOF, r > 0,4 bol medzi NA a LFO a
AFO pre pravua a l'avu stranu, medzi pravym a l'avym NA, medzi AoC a pravymi LFO a AFO.
Koeficient r > 0,8 pre BSP bol zisteny medzi pravym NA a LFO a AFO, medzi oboma
pravymi a l'avymi prekrytiami navzajom, r > 0,4 bol medzi pravym a lavym NA, medzi
pravym AoC a NA, medzi AoC na oboch strandch, medzi LFO a AFO vpravo s l'avou
stranou, medzi l'avym NA a l'avymi prekrytiami, medzi pravym AoC a pravymi LFO a AFO.
Pre NO r > 0,4 bolo medzi l'avym NA a 'avym AoC, medzi pravym NA a pravym a l'avym
LFO A AFO a medzi nimi navzajom. Koeficient r > 0,8 bol medzi l'avym a pravym NA,
medzi pravym NA a pravym AoC, medzi AoC navzajom, medzi oboma NA s LFO a AFO na
tej istej strane, medzi AoC a LFO a AFO na tej istej strane.

Podl'a vysledkov stadie by stalo za to pridat’ tieto parametre a tym spresnit’ hodnotenie DBK.
Vysoké korelacné koeficienty zistené v tejto Stiidii naznacuju, Ze viac $tadii na vacsich psich
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populédciach by mohlo priniest’ k eSte lepSiemu pohl'adu na réznu konformaciu bedrovych
kibov psov so snahou identifikovat’ predisponovanych psov.

V tejto stadii bolo jedno obmedzenie, ze FCI stupeni E nebol hodnoteny kvéli nulovému poctu
rontgenov a preto by bolo vhodné vykonanie d’al$ej stidie aj s tymito hodnotami.
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KARYOLOGICKA ANALYZA DRUHU ACANTHOCEPHALUS ANGUILLAE
Markova A.l‘z, Orosova M.}
YParazitologicky vistav, SAV, v. v. i., Kosice, Slovensko
*Katedra zoolégie, UNIBA, Bratislava, Slovensko

ABSTRAKT

Predkladand praca sa zaobera detailnou karyologickou analyzou c¢revného parazita ryb
Acanthocephalus anguillae (Acanthocephala). Po prvy krat bol zostaveny karyotyp
Studované¢ho druhu ana chromozémoch mapované gény pre 18S rDNA ahiston H3.
Analyzovani boli jedinci troch populacii vychodného Slovenska, pricom jedna pochadzala zo
znetistenej vodnej nadrze Zemplinska Sirava. Karyotyp vietkych troch populacii pozostava
zo Siestich autozomov a dvoch (9), alebo jedného (J3') X chromozému. Fluorescenéna in situ
hybridizacia odhalila tri klastre 18S rDNA génov na dvoch autozémoch a roztrisent
distribuciu génov pre histon H3 na vsSetkych chromozomoch. Distribucia heterochromatinu
bola detegovana fluorescenénym farbenim CMAj3; a DAPL. Navyse, u 34% jedincov z
kontaminovaného prostredia bol zaznamenany aj vyskyt nadpocéetnych B chromozomov. Ako
mozny scenar vzniku chromozému B navrhujeme chromozémové zlomy v dosledku
mutagénneho u¢inku polutantov vo vodnom prostredi.

UvoD

Acanthocephala st malou skupinou endoparazitov stavovcov s celosvetovym rozsirenim
(Perrot-Minnot akol., 2023). Cytogenetika hacéikohlavcov je pomerne malo rozvinutou
vednou oblast'ou. V stéasnosti st zname data len u12 z 1270 popisanych druhov, pricom
vacsina $tadii je zamerana na klasicka cytogenetiku. Niektoré z tychto udajov boli ziskané
pred viac ako 60 rokmi z histologickych rezov a roztlakovych preparatov, a preto je potrebné
ich zrevidovat’. VSeobecne, diploidny pocet chromozémov u héfikohlavcov variruje od 2n =5
do 2n = 16 a determindcia pohlavia je na zéklade mechanizmu XX (9) a X0 (&). Techniky
molekularnej cytogenetiky, konkrétne fluorescenéna in situ hybridizacia (FISH), boli
aplikované len u dvoch druhov rodu Pomphorhynchus, P. laevis a P. tereticollis (Bombarova
akol., 2007). Analyza koncov chromozomov odhalila, ze Zziadny z doteraz znamych
repetitivnych motivov nie je U Acanthocephala pritomny (Bombarova a kol., 2009), ¢o
naznaCuje bud pritomnost doteraz neznameho telomerického motivu, alebo stratu
telomerickych repeticii a nahradenie inym mechanizmom obnovy telomér.

Acanthocephalus anguillae je bezny ¢revny parazit sladkovodnych, brakickych a morskych
ryb. Nasa praca bola zamerana na stanovenie zdkladnych chromozomovych charakteristik a
Stadium distribiicie chromozom S$pecifickych cytogenetickych markerov pomocou FISH (18S
rDNA a génov pre histon H3). Zaroven, kedze jedna populdciu parazita pochadzala zo
znedistenej vodnej nadrze Zemplinska Sirava, sme skumali aj mozni suvislost medzi
znecistenim a chromozémovymi zmenami.

MATERIAL A METODIKA

Prvé dve Studované lokality, rieka Hnilec (HN) a OlSava (OL) st relativne bez znecistenia,
zatial ¢o vodna nadrz Zemplinska Sirava (ZS) patri medzi najviac znelistené oblasti
polychlérovanymi bifenylmi (PCB) v Eurépe (Salgoviova a Zmetdkova, 2006). Bolo
odlovenych 77 pleskagov zo ZS, 34 z HN a 40 z OL. Dokopy bolo ziskanych 51 jedincov A.
anguillae: 36 zo ZS, devit z HN aosem z OL. Zivé jedince boli inkubované v 0,025 %
kolchicine, néasledne v hypotonickom roztoku 0,075 KCI a fixované v zmesi kyseliny octove;j
a metanolu (1:3). Chromozémové preparaty boli pripravované podla ,hot plate” techniky
opisanej v praci Orosovéa a Spakulova (2018). Konvenénym farbenim Giemsou (5 % roztok)
sme stanovili zakladné chromozémové charakteristiky a zostavili karyotyp. Technikou FISH
sme mapovali gény pre 18S rDNA a histon H3 na chromozémoch. Fluorescen¢né sondy boli
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pripravené PCR amplifikaciou z gDNA A. anguillae pomocou S$pecifickych primerov a
znaené nick translaciou s biotinom-16-dUTP. Postup, opisany v Orosova a Spakulova
(2018), zahtnal eliminaciu RNA posobenim RNazy A v sol'nom roztoku 2xSSC. Nasledne,
spravne naviazanie sondy na chromozémy bolo zabezpecené denaturaciou chromozémov v 70
% formamide po dobu 3 min 30 s pri 68 °C. Hybridizacna zmes (oznacend sonda, kompeti¢na
DNA, formamid a dextran sulfat) bola denaturovana pri 90 °C a v objeme 10 ul nakvapkana
na sklicko. Hybridizacia prebiehala vo vlhkej komorke pri 37 °C cez noc (~20 h). Nakoniec,
bola detekcia signalu zabezpecena Cy-3-konjugovanym streptavidinom, chromozoémy boli
zafarbené fluorescenénym farbivom DAPI v antifade ProLong médiu a okraje krycieho
sklicka boli zalepené lakom na nechty. Takto pripravené preparaty boli uskladnené v tme v
chladnicke do dalSiecho dna, kedy boli pozorované¢ fluorescencnym mikroskopom.
Diferencidlne farbenia (DAPI, CMA3), podla prace Orosova a kol. (2021), odhalili distribuciu
heterochromatinu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Diploidna sada chromozomov vsetkych troch populacii A. anguillae pozostava z troch parov
autozoOmov a dvoch X chromozémov u samicky alebo jedného X chromozému u samca.
U jedincov pochéadzajucich zo ZS bol pozorovany nadpoéetny B chromozém. V bunke bol
pritomny vzdy len jeden B chromozom a vyskyt bol nezavisly od pohlavia. Morfologia
chromozémov bola vo vSetkych Studovanych populécidch identickd; prvy par je
metacentricky (m), druhy par je meta-submetacentricky (m-sm), treti par a X chromozém st
akrocentrické (a); 2n = 7/8; n = Im + 1m-sm + 1a + 1a (X). Rovnaky 2n pocet a morfologia
chromozomov boli pozorované aj u pribuzného druhu, A. lucii, z dvoch geograficky
oddelenych populacii, jednej z Bulharska a jednej zo Slovenska (Mutafova a kol., 1997;
Spakulovd akol., 2002). Medzi jednotlivymi populaciami je vyraznejsi iba rozdiel
v morfologii treticho chromozémového paru, ktory bol submetacentricky u A. lucii zo
Slovenska (Spakulova a kol., 2002), ale akrocentricky u A. lucii z Bulharska (Mutafova a kol.,
1997) auA. anguillae vnasej s$tadii. Pravdepodobnym mechanizmom zmeny tvaru
chromozému boli malé intrachromozdémové prestavby - pericentrickd inverzia. Zmeny pocas
evolucie karyotypu, ako st chromozomové prestavby a polyploidia, podporuju geneticka
diferenciaciu organizmov (Kellogg, 2016). FISH s 18S rDNA sondou odhalila pritomnost’
troch klastrov rRNA génov, jeden na prvom a dva na druhom pare chromozomov. Signaly
boli lokalizované intersticidlne v blizkosti centroméry. Doteraz bola metdoda FISH aplikovana
len udvoch pribuznych a morfologicky velmi podobnych hacikohlavcov, P. leavis aP.
tereticollis. Autori pozorovali odli$na poziciu dvoch rDNA klastrov na prvych dvoch paroch
chromozémov a poziciu centroméry druhého chromozémového paru. Hypotetickym scenarom
pre chromozémovu prestavbu su dve nésledné pericentrické inverzie, jedna zmenila poziciu
NOR adruha posunula centroméru (Bombarova a kol., 2007). Rozli¢na lokalizacia rDNA
u troch doteraz studovanych druhov by mohla naznacovat ¢asté zmeny v NOR distribacii a
teda predstavuje dobry indikator pre Stidium evolu¢nej dynamiky genému hacikohlavcov. Po
prvy krat sme v ramci skupiny Acanthocephala Studovali distribuciu génov pre histon H3.
Pozorovali sme roztrusené signaly na vSetkych chromozomoch, vratane gonozomov
adokonca upopulicie zo ZS aj na B chromozémoch. Takato roztrisena distribucia
histonovych génov nie je bezna, no vyskytuje sa napriklad u korytnacky Rhinoclemmys
puntularia, kde st H3 gény nielen v klastroch, ale aj roztrisené po gendéme s Castou
mobilného elementu (Cavalcante a kol., 2020). Tieto data naznacuji, ze mobilné elementy
moézu byt evolunou silou, ktora distribuuje gény po gendéme. Typicky vysoky podiel
hetorechromatinovych oblasti na B chromozomoch sa v naSej §tadii nepotvrdil. Farbenia
DAPI odhalilo len velmi malé bloky heterochromatinu na vietkych chromozémoch. CMA3"
signaly boli pozorované na koncoch vsetkych chromozémov, vratane B chromozdémov.
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Najvyraznejsi rozdiel medzi Studovanymi populaciami A. anguillae bola pritomnost B
chromozoémov, nachadzajicich sa v genéme jedincov zo ZS. Podobny pripad bol
zaznamenany aj u A. lucii z Ruzina, kde az 85% jedincov obsahovalo B chromozém a ich
pocet variroval od jedného po pit’ (Spakulova a kol., 2002). V nasej $tudii bol B chromozém
najdeny len u 34% jedincov a vzdy len jeden v bunke. U obidvoch druhov predstavuji B
chromozémy najmensie elementy komplementu, ale liSia sa morfologiou (metacentricky u A.
lucii a akrocentricky u A. anguillae). Predpokladame, ze vznik B chromozémov u A.
anguillae zo ZS mohol byt podnieteny chromozémovymi prestavbami ako nasledok
nepriaznivého prostredia. Podobny pripad ich vzniku, ako vedlajsi produkt prestavieb
chromozomov nasledkom znecisteného prostredia, bol popisany u cichlidovych ryb (Feldberg
a kol., 2004; Perazzo a kol., 2018). ZvySené mnozstvo chromozomovych aberacii, avSak nie B
chromozomy, bolo detegované u pasomnice Caryophyllaeus laticeps, pochadzajtcej taktiez z
ryb ZS (Orosova a kol., 2022). Prezentovana praca predstavuje druhy dokaz o existencii B
chromozomov u druhov rodu Acanthocephalus z vysoko znecCisteného prostredia. Preto je
vysoko pravdepodobné, Ze dlhodoby mutagénny uc¢inok PCB latok vo vodnom prostredi
indukoval zlomy chromozémov, ¢o viedlo k vzniku DNA fragmentov s potencialom vytvorit’
B chromozomy.
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VPLYV ENDOPARAZITOZY NA BACHOROVU FERMENTACIU,
METANOGENEZU A MIKROBIOTU JAHNIAT IN VIVO A IN VITRO

Mikulové K.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, Centrum Biovied SAV, KoSice

ABSTRAKT

Cielom prace bolo zistit vplyv endoparazitdrnej infekcie jahniat gastrointestinalnym
nematédom (GIN) Haemonchus contortus na bachorové fermenta¢né parametre a mikrobialnu
populaciu in vivo a in vitro. Dvanast’ jahniat bolo rozdelenych do skupin: nenakazené zvierata
(Kontrola) a experimentalne nakazené zvierata (Infekcia) larvami treticho $tadia GIN H.
contortus. Na 48., 49. a 50. den po infekcii boli dve jahnatd na skupinu usmrtené a obsah
bachora aslezu bol pouzity na analyzy. 24-hodinovi fermenta¢na techniku (IVGPT) za
pouzitia bachorovej tekutiny sme pouzili na in vitro analyzy. V skupine Infekcia boli
koncentracie metanu in vivo a in vitro signifikantne vyssie oproti skupine Kontrola (p <
0,001) a zvysené boli aj populacie celkovych protozoi, baktérii a metanogénnych Archaea.
V skupine Infekcia boli nizsie koncentracie kyselin n-maslovej, iso-maslovej a iso-valerove;j.
Vysledky ukézali Zze endoparazitéza GIN H. contortus u jahniat je pravdepodobne spojena so
zvySenou bachorovou mikrobidlnou metanogenézou amodze ovplyvnit' aj koncentraciu
unikavych mastnych kyselin s rozvetvenym retazcom.

UvoD

Parazitarne infekcie malych preziivavcov spdsobené gastrointestinalnym nematédom (GIN)
Haemonchus contortus mozu ovplyviiovat’ primarne faktory zodpovedné za enterické emisie
metanu ako je mikrobiom bachora, prijem a zlozenie krmiva. Dospelé parazity H. contortus
ziju v sleze (abomasum) malych prezuvavcov, kde sa zivia krvou a moézu sposobit’ smrt’
hostitel’'a. V mikrobidéme bachora a slezu oviec si H. contortus ul’ah¢uje prezitie a reprodukciu
pravdepodobne aj zvySovanim pocetnosti metanogénnych mikroorganizmov (Corréa a kol.,
2021). Bohaty mikrobidém bachora zasobuje preziivavcov dietarnymi a metabolickymi
potrebami, avSak za Specifickych podmienok ako je infekcia GIN moéze byt znacne
ovplyvneny. Infekcia nariSa interakcie medzi hostitelom a bachorovym mikrobiomom,
pretoze produkty vylucované GIN pravdepodobne modZzu ovplyvnit' rast a metabolizmus
mikrobidlnych spolocenstiev (Li a kol., 2016). NaSim cielom bolo zistit' vplyv GIN na
bachorovu fermentaciu, metanogenézu a mikrobialnu populaciu vratane bachorovych protozoi
u GIN infikovanych jahniat v podmienkach in vivo a in vitro.

MATERIAL A METODIKA

Dvanast’ jahniat (ZuSlachtend valaska, vek 3-4 mesiacov, hmotnost 17,7 £ 2,12 kg) bolo
rozdelenych do dvoch skupin: Kontrola a Infekcia - experimentalne nakazené zvierata s 5000
ISE larvami treticho Stadia MHcol kmena H. contortus podl'a Varadyovej a kol. (2018).
Kazdé zviera bolo kifmené senom ad libitum a jadrovym krmivom (300 g susiny/den/zviera).
Na 48., 49. a 50. dent po infekcii boli dve jahnatd na skupinu humanne usmrtené podla
Nariadenia Rady Eurdpskej komisie (1099/2009). Obsah bachora a slezu bol odobraty
na analyzy a pokus in vitro. Z obsahu slezu nakazenych jahniat sa ruéne zozbierali zhluky
dospelych cervov a priblizne 20 az 30 kusov sa umiestnilo do inkubaénych flia§ v skupine
Infekcia. Koncentracie metanu in vitro a unikavé mastné kyseliny boli merané na plynovom
chromatografe (PerkinElmer Clarus 500, Shelton, USA). Bachorové prvoky sa pocitali
mikroskopicky. Bachorové mikrobidlne populéacie sa kvantifikovali pomocou fluorescencne;j
in situ hybridizacie. Koncentracie metanu in vivo boli vypo¢itané stechiometricky. Statistické
analyzy sme realizovali pomocou neparového t-testu (GraphPad Prism 9.2.0 (332) 2021,
GraphPad Software, Inc., San Diego, USA).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Vyssie koncentracie metanu zaznamenané v skupine Infekcia oproti Kontrole (p < 0,001) boli
pravdepodobne spojené s vyssim poctom celkovych protozoi (p < 0,001), celkovych baktérii
(p < 0,001) a metanogénnej populacie Archaea (p < 0,001) in vivo ako aj celkovych protozoi
(p <0,001) a celkovych baktérii (p <0,01) in vitro (Obr.1).
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Obr. 1. Mikrobidlne populdcie bachora nakazenych a nenakazenych jahniat
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Metéan bol tvoreny najmid metanogénmi vyuzivajucimi vodik a oxidacia acetatu spojend s
hydrogenotrofnou metanogenézou bola pravdepodobne dominantnou metabolickou cestou
jeho tvorby (Mufioz-Tamayo a kol., 2019). Avsak zmeny v bachorovej mikrobiote, vratane
protozoi, zodpovedné za metanogenézu u prezuvavcov nakazenych GIN a ktoré urcuju, ako sa
vodik pouziva v bachore nie su dostato¢ne preskimané. V pokuse boli v skupine Infekcia
znizené koncentracie unikavych mastnych kyselin s rozvetvenym retazcom (BCFA), ktoré sa
tvoria v bachore deaminaciou aminokyselin (Tab.1). Zaznamenali sme nizsie koncentracie k.
n-maslovej (p < 0,010), k. iso-maslovej (p < 0,018) a k. iso-valerovej (p < 0,003) u jahniat.
Koncentracie BCFA zavisia od bachorovej degradacie bielkovin z potravy. Avsak relativny
podiel proteinov v sleze ziskanych z krmiva a mikrobidlnych bielkovin syntetizovanych v
bachore zavisi nie len od zloZenia krmiva, ale aj od fyziologického stavu jahniat. Preto GIN
infekcia moze ovplyvnit’ aj enzymatickt aktivitu hydroldz, najma amylazy, ktora je spojena s
partikularnou frakciou (Raffrenato a kol., 2021). Zaverom, GIN infekcia je pravdepodobne
spojenda so zvySenou bachorovou mikrobidlnou metanogenézou amoze ovplyvnit aj
koncentraciu unikavych mastnych kyselin s rozvetvenym retazcom.

Parameter Kontrola Infekcia SD p
In vivo (n = 6)
Metan (mM) 0,40 0,49 0,011 < 0,001
K. n-maslova (mol%) 11,1 9,05 0,721 0,010
K. iso-maslova (mol%) 1,10 0,24 0,703 0,018
K. n-valerova (mol%) 1,40 1,30 0,504 0,757
K. iso-valerova (mol%) 0,24 0,20 0,011 0,003
In vitro (n = 9)
Metan (mM) 1,70 2,67 0,071 < 0,001
K. n-maslové (mol%) 12,9 9,21 0,562 0,002
K. iso-maslova (mol%) 0,77 0,82 0,072 0,987
K. n-valerova (mol%) 1,73 1,43 0,080 0,413
K. iso-valerova (mol%) 0,57 0,50 0,041 0,114

Tab. 1. Koncentrdcia metinu a unikavych mastnych kyselin s rozvetvenym retazcom (BCFA)
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RIADENE USMERNENIE FERMENTACIE V KUKURICNYCH SILAZACH
Mitrik A., Mitrik T.? , Maskal'ova L.
YKatedra vyzivy a chovu zvierat, UVLF, KoSice
2FEEDLAB s.r.0. , Spisska Novd Ves

ABSTRAKT

Ciel'om tohto prispevku bolo sledovat’ fermenta¢nu aktivitu dvoch kombinécii homo-

a hetero- fermentativnych baktérii mlie¢neho kvasenia (BMK) v dvoch pripravkoch
(pripravok 1: L. buchneri , L. rhamnosus, L. plantarum; pripravok 2: L. buchneri, L.
rhamnosus, L. diolivorans). Produkcia propandiolu bola sledovana v kukuri¢nych sildzach na
nasledovnych urovniach: technolédgia rezania, hybrid, vegetacny vyvoj, typ silaznej
fermentécie a dizka doby fermentacie. Z hl'adiska silaznych alternativ, pripravok 1 naplnil
deklarované vlastnosti a preukézane pozitivne ovplyvnil produkciu propandiolu

Vv kukuri¢nych silazach z celych rastlin. Produkcia propandiolu klesala so stipajicim
obsahom suSiny, o ma priamy suvis s postupujucim vegetaénym vyvojom rastlin. Typ
silaznej fermentacie a vegetaény vyvoj mali Statisticky preukazatel'ny vplyv na uroven
produkcie propandiolu v kukuriénych silazach. Statisticky vyznamny rozdiel na arovni
hybridov sme zistili len pri jednom hybride. Na tirovni technolégie rezania a dizky doby
fermentécie neboli zistené Statisticky vyznamné rozdiely. Fermenta¢nd aktivita pouzité¢ho
kmena Lactobacillus buchneri zavisela na jeho kombinacii S inymi homofermentativnymi
a/alebo heterofermentativnymi kmeiimi BMK. Zmeny v zloZeni fermenta¢ného profilu sme
sledovali na nasledovnych turovniach: 7 rdznych hybridov silaznych kukuric, 2 technologie
rezania hmoty, 4 body vegetaéného vyvoja v Easovom intervale 34 dni, 3 dizky priebehu
fermenta¢ného procesu.

UVOD

Propén-1,2-diol (propandiol) predstavuje vyznamnu glukoplasticku latku vo vyzive vysoko
produkénych krav a jeho prirodna syntéza v priebehu silaZnej fermentacie méa vel’ky vyznam
jednak z hladiska zdravotného stavu zvierat, ale aj z hl'adiska chutnosti krmiva s cielom
zvysit prijem krmiva u zvierat. Cielene riadend a usmernend fermenticia je nesmierne
dolezitd k dosiahnutiu kvalitného a chutného krmiva astym suvisiacou zvySenou
uzitkovost'ou a zvySenou efektivnostou krmiv. Propandiol ma sladkt chut’ a priaznivo vplyva
na atraktivnost’ krmiva a pouziva sa ako profylakticka latka v poporodnom obdobi v mnozstve
cca 500g/kus.

MATERIAL A METODIKA
Bolo vysiatych 7 roznych hybridov silaZznych kukuric (FAO 200 — 530) od spoloc¢nosti KWS
SEMENA s.r.o. Odber vzoriek bol vykonavany v intervale 34 dni v Styroch terminoch
(12.8.2021 — 224. kalendarny den; 19.8.2021 — 231. kalendarny den; 2.9.2021 — 244,
kalendarny den; 13.9.2021 — 258. kalendarny defl). Po otvoreni vzoriek bola silaz dokladne
premieSana. Priprava vodného vyluhu: 100 g

silaze v 2 000 ml destilovanej vody mixovanim Tab. 1 SILAZNA ALTERNATIVA a
charakteristiky pripravkov

(30000 otaCok/Imin.) pocas 1 mindty a [priprRAVOK 0

1
prefiltrované cez papierovy filter. Hodnota pH [ puchneri 1k2075 A A

bola ihned’ merand na pristroji Seven Compact | Ldiolivorans

$220 (Mettler Toledo). Vzorky vyluhu boli pred [2k20752

; . L, v , L.plantarum 1k2079 +
meranim na UHPLC pripravované Standardnym  ramnosis

vy€istenim (Cirenie, riedenie, odstred'ovanie |1k20711 ’ ’

a ultrafiltracia). Fermenta¢né charakteristiky boli | KTyig 3 g('?(')u 9 g:?b“

merané na UHPLC Dionex UltiMate 3000 SerieS [ davkovanic 1g/1t 1g/1t

s kolonou AGILENT Hi-Plex H 300 x 7,7 mm. * 9.kg™, sivé pozadie: zhodné kmene baktérii mliecneho
kvasenia
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Mobilna faza 0,01M H,SO, s prietokom 0,7 ml/min. a s nastrekom vzorky 20 ul. Kyselina
mliec¢na a prchavé mastné kyseliny boli merané na detektore UV-VIS 210 nm pri teplote 40°C
a alkoholy, propan-1,2-diol (propandiol) a monosacharidy na RI detektore pri teplote 55°C.
Navazky 500 — 750 g boli susené v susiarnach MEMMERT UFE 500 a UFE 700 pri teplote
60°C 16 - 24 hodin. VysuSené vzorky boli rozomleté na mlynoch SM-100 (RETCH), 2 mm
sito a nasledne premleté na TWISTER (RETCH), 1 mm sito. Obsah susiny a vybratych zivin
V laboratornych vysuSenych vzorkach bol stanoveny na analyzatore NIRS Antaris II FT-NIR
Analyzer (Thermo Fisher Scientific) pouzitim vlastnych validovanych kalibra¢nych modelov
(Tab. 1). Celkovy obsah susiny bol vyhodnoteny na zaklade laboratornej suSiny a na zaklade
obsahu suSiny meraného metodou NIRS vo vysuSenych vzorkach. Obsah suSiny pri silazach
bol korigovany na zaklade obsahu jednotlivych fermenta¢nych produktov (Kacerovsky a kol.,
1990). Vodorozpustné cukry (WSC) sme vyjadrili ako sumu glukozy, fruktézy a maltozy,
ktoré boli merané na UHPLC. Statistické vyhodnotenia sme vykonali programom NCSS 12
(64 bit) - verzia 12.0.18 - NCSS LLC s pouzitim metéd: ANOVA, linearna korelacia
(Pearson), linearna regresia, nelinedrna kvadratickd a polynomicka regresia.

VYSLEDKY A DISKUSIA
V produkcii propandiolu

TR Tab. 2 VEGETACNY VYVOJ - Zivinové zloZenie a fermentacné parametre**
sme zistili Statisticky . . -
P rozdicly |PRIPRAVOK ODBER (KALENDARNY DEN)
vyzna ey 1(224) 2 (231) 3 (244) 4 (258)
medzi dvojicou n 126 126 126 126
hybridov ) 1 a2) [S@EmA @Ry 270,0 +47,3 % [301,1 £50,3 T |347,7 =622 (4364 472 &
Vv porovnani s hybridom [[rzsole* 43 36 6.3
6. NajvySSiu priemernii |WSC* (g.kg"DM) | 86,0239 **] 64,8 +13,7 ™| 442 £12,3 [ 56,0 +6,9
produkciu  propandiolu [NDF (gkg'DM)  [441,2 +43,5 *%[397,9 +24,9 ™* [392,9 +154 ™ [3735 31,0 *
- - -1 234 134 12 12
75 gkg! dosiahol |ADF(gkg DI\_/Il) 231,7 +254 il 208,1 11,8 - 200,9 +8,6 il 198,6 +20,2 il
hybrid 6 (FAO 480; STARCHl(g.kg DM) [202,1 66,0 il 252,8 £49,7 il 286,0 £22,4 il 307,7 £39,1 i
bsah suginy 300 q.kal [EE (@K™ DM) 19,1 43,2 22,9 £1,8 26,5 2,7 246 £12
0Ds: ) y 9-KQ "~ rasH (9-kg™> DM) 451 +1,1 3| 465+2,1 4| 432+42 | 436+4,1
dosiahnuty na  243. 84 84 84 84
kalendarny deﬁz SUSINA* 265,6 +48,6 2 [294,7 +50,6 7% |345,2 62,8 2|434,3 +47,1
anajnizs§iu 2,8 g.kg™ [pH 3,90 0,10 % | 3,96 +0,10 * | 3,93 0,09 | 3,93 +0,12
hybrid 2 (FAO 240; |KYS. MLIECNA* 135476 % | 123432 3 | 165+4,5 ¥ 200445 &
ve - A 34 34 124 123
obsah suginy 300 g.kg™ [KYS.OCTOVA* 18,3 +8,1 20,3 8.7 12,6 +6,6 75 43,7
. , *
dosiahnuty na 212, [KYS-MASLOVA* 0,0 £0,1 0,0 £0,2 ] 0,0 0,2 2 0,0 £0,0 2
kalendarny deii). Na KYS. PROPIONOVA*| 0,1 +0,4 0,2 40,5 0,0 £0,2 0,0 £0,1
) jarmy S KYS. MRAVCIA* 0,503 0,502 0,5 0,2 0,5 0,2
urovint vsetkych IETaNoLF 34426 7| 19+12 | 25415 7| 49437 &
hybridov apri pouziti [PROPAN-1,2-DIOL* | 7448 > | 73439 % | 41433 2| 09410 =
sildZnej alternativy |1-PROPANOL* 07+12 7 | 1,8+24 B 07+16 * | 0001 ?
S pripravkom 1 sme |1-BUTANOL* 0,0 +0,1 0,1 +0,5 0,0 £0,0 0,1+0,8

* 1. . . r
LWL B : Yot ot 9.kg™; WSC* (GLUKOZA + FRUKTOZA + MANOZA); ** priemer 90, 150 a 240 dni
ZI,Stlh E}J St&tlSthky fermentdcie; *** privastok susiny (g.kg™).dei™; indexy: itatisticky vyznamné rozdiely v riadku
vyznamné (P<0,01) (P<0,01)

korelacné  vztahy  medzi  obsahom  suSiny  anasledovhymi  fermentaénymi
produktami: propandiol (r-0,590), kyselinou mlie¢nou (r0,629), kyselinou octovou (r -
0,627). Zmeny zivinového zloZenia v priebehu vegetatného vyvoja dokumentuju priemerné
obsahy Zivin, ktoré sa v jednotlivych fazach vyvoja, Statisticky vyznamne odliSovali (Tab. 2).
Obsahy propandiolu sa podobne ako obsahy suSiny a zivin v priebehu vegetatného vyvoja
Statisticky vyznamne odliSovali. Pri susine do 300 gkg™ dosahovala produkcia propandiolu
uroven okolo 7 g.kg'l. V rozsahu susiny od 300 g.kg'l do 400 g.kg'1 produkcia propandiolu
klesla na priblizne polovicu a nasledne pri susine nad 400 gkg” klesla na 0,9g.kg™,
pricom obsah kyseliny mlie¢nej bol najvyssi. Toto naznacuje, Ze pri vySSom az vysokom
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obsahu susiny (nad 350 g.kg'l) nie st vhodné podmienky pre sekundarnu konverziu kyseliny
mliecnej na kyselinu octovi a tieto zistenia su aj v stlade s vysledkami inych autorov (da
Silva a kol., 2022). Dizka doby fermentacie nemala $tatisticky preukazny vplyv na produkciu
propandiolu. Avsak je zreteI'ny mierny pokles v obsahu propandiolu s predlzujicou sa dobou
fermentacie (Tab. 3). Nizsia hladina propandiolu a sti¢asne Statisticky preukazatel'né zvysenie
obsahu kyseliny propiéonovej a 1-propanolu na 240. den fermentacie naznacuju, ze v tejto faze
fermentacie mohlo dojst’ aj k uplatneniu epifytickych kmenov L. diolivorans (Krooneman
akol., 2002). Ten isty kmen L. buchneri dokazal nasobne zvysit' produkciu propandiolu
v rovnakych podmienkach, ak bol inokulovany v kombinécii s dvomi homofermentativnymi
kmenimi BMK. Kombinacia dvoch heterofermentativnych kmenov BMK (L. buchneri a L.
diolivorans) s jednym homofermentativnym kmefiom (L. rhamnosus) neprodukovala zvySené
mnozstva Kyseliny octovej. Dosiahnuté vysledky a rozdiely medzi pripravkami naznacuju, ze
vykonnost’ toho istého kmena L.buchneri v produkcii propandiolu zavisi s velkou
pravdepodobnostou aj od jeho posobenia v kombindcii s inymi druhmi Lactobacillus.

Pripravok 1 preukazne pozitivne ovplyvnil produkciu propandiolu v kukuri¢nych silazach,
naplnil deklarované vlastnosti a ma silné predpoklady pozitivne ovplyviiovat’ zdravie vysoko
produkénych krav.

Produkcia propandiolu Tab. 3 DLZKA DOBY FERMENTACIE — fermentacné parametre**
PRIPRAVOK 1 POCET DNI
kulminovala na 150. den 1790/ 27150/ 37240/
fermentacie. V priebehu [n 56 56 56
postupujiiceho vegetaéného | SUSINA® 3393 =817 3344 §31 3311 =842
vyvoja  (stapajici obsah [pH 386 1008 © | 394 =01 T| 397 %010 *
susiny) produkcia ; . 0 ,
S KYS. MLIECNA* 17,8 =54 148 +56 142 +63

propandiolu klesala. Obsah e Geravar 112 70 ° | 129 =67 °| 198 294 ©
propandiolu na urovni 7,3 [KYS MASLOVA* 0,0 =00 00 %00 01 =02
g/kg pOvodnej hmoty, pri [KYS.PROPIONOVA* 00 =00 ° 00 £02 ° 02 =05 ©
susine 301,1 g/kg aprijme KYS. MRAVCIA* 06 +03 = 04 02 ! 05 +02 !
30 kg silaze predstavuje pre ETANOL* 29 27 34 28 33 +26

. 9 PROPAN-1,2-DIOL* 52 5, 56 4,5 40 £33
dojnicu az 219 g TrropANOLF 00 0,1 ° 03 08 ° 21 24 7
propandiolu/den. 1-BUTANOL* 01 =04 01 =07 00 =00
Profy|akticky je dojniciam * g.kg™; ** priemer 90, 150 a 240 dni fermentdcie;

po dévany propén diol indexy: Statisticky vyznamné rozdiely v riadku (P<0,01)

v davke cca 500g/kus/dent ¢o pri dennom prijme 219g v silazi predstavuje takmer polovicni
davku dennej potreby priamo cez krmivo. Do tvahy taktieZ pripada aj priaznivy ekonomicky
u¢inok propandiolu, ktory je takto mozné usetrit’ a vytvorit' ho priamo v krmive riadenou
a usmernenou fermentaciou.
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MORFOLOGICKE A FUNKCNE ZMENY GASTROINTESTINALNEHO TRAKTU
ASOCIOVANE S PORUCHAMI AUTISTICKEHO SPEKTRA U PSEUDO GERM-
FREE (PGF) ANIMALNEHO MODELU
Németova D.}, Gancaréikova S.*, Lauko S.%, Hreékova G.2, Hajduckova V.*, Pacuta I.!, Sashova
Tomova A.%, Ragkova B.%, Ostatnikova D.?

YKatedra mikrobiolégie a imunolégie, UVLF v Kosiciach, 04181 Kosice, SR
2Parazitologick)5 ustav SAV v.v.i., Hlinkova 3, 04001 Kosice, SR
*Fyziologicky iistav Lekdrskej fakulty, UK, Sasinkova 2, 81372 Bratislava, SR

ABSTRAKT

Cielom $tadie bolo sledovanie vplyvu transplantatu fekalnej mikrobioty (FMT) od deti s
poruchami autistického spektra (PAS) na klinicko-patologicku odpoved’ a histopatologiu
¢revnej steny v patogenéze gastrointestindlnych symptomov sprevadzajicich PAS, vyuzitim
pseudo germ free (PGF) animélneho modelu. Po ziskani PGF modelu s redukovanou ¢revnou
mikrobiotou boli mysSi rozdelené do 3 skupin: skupiny (K) bez inokulacie fekalnej
dysbiotickej mikrobioty, skupiny zvierat (FMT-PAS) s aplikaciou mikrobioty od deti s PAS
a poslednej skupiny (FMT-NT) s aplikaciou fekalneho transplantatu od zdravych deti v davke
0,2 ml/mys/dett po dobu 3 dni. Po aplikécii dysbiotickej a zdravej fekéalnej mikrobioty od
detskych donorov boli klinické parametre zvierat individudlne bodovo hodnotené podla
Indexu aktivity ochorenia DAI (Disease activity index). Exaktné kvalitativne posudenie
poskodenia tkaniva hrubého ¢reva bolo dosiahnuté morfometrickou analyzou histologickych
rezov a hodnotenim Indexu histologickej aktivity ochorenia — HAI. Histologicky nalez
potvrdil negativny vplyv dysbiotickej fekalnej mikrobioty na rozvoj ¢revnej zapalovej reakcie
a mechanického poskodenia sliznice hrubého éreva na animalnom PGF modeli s dysbiotickou
mikrobiotou od deti s PAS.

UvOoD

Porucha autistického spektra je heterogénna neurovyvojova porucha, ktord postihuje viaceré
sféry normélneho psychického vyvinu. PAS je charakterizovana poruchami reci a jazyka,
intelektu, ucenia, motoriky a opakujicimi sa ritudlnymi, obmedzujiicimi a stereotypnymi
vzormi aktivit, zaujmov a spravania. U jedincov s PAS bola pozorovana imunitna dysfunkcia
a gastrointestinalny (GIT) zapal, ktoré prispievaji k zdvaznosti spravania pozorovaného pri
poruche (Mead a kol., 2015). Prevalencia GIT symptémov v populacii deti s PAS sa moze
pohybovat’ od 23 do 70 % (Chaidez a kol., 2014). Uvadza sa, Ze u deti s PAS zavaznost’
hnacky, syndromu drazdivého c¢reva a chronickej zéapchy koreluje so stupiom GIT
mikrobialnej dysbidzy (Sanctuary a kol., 2019). Technika transplantacie fekalnej mikrobioty,
ktord je ve'mi odlisnad od inych technik zameranych na zmenu ¢revnej mikrobioty, prendsa
celu, kompletnt, stabilni fekdlnu mikrobidlnu komunitu ¢revnych mikroorganizmov
obsiahnutl vo vykaloch od zdravych darcov na l'udi s postihnutim, konkrétne s ochorenim,
ktoré je spojené so zmenenou mikrobiotou, s kone¢nym cielom obnovit' dysbiézu a riesit
symptomy ochorenia.

MATERIAL A METODIKA

PredloZeny postup na zvieratich ¢&. 4356/2022-220 bol schvaleny SVPS SR a odber
biologického materialu od zdravych deti a deti s PAS bol v ramci vyskumného projektu ¢.
14/2018/0OVaV schvaleny Etickou komisiou LF, UK a Univerzitnej nemocnice. Na studium
morfologickych a funkénych zmien GIT u animalneho modelu s poruchami autistického
spektra boli pouzité PGF zvierata, ktoré boli ziskané z SPF (Specific pathogen-free) mysi
linie BALB/c samigicho pohlavia z akreditovaného chovu Velaz s.r.o. (Praha, CR), v poéte 46
kusov. Preprava SPF mysi do akreditovaného zariadenia Laboratoria gnotobioldgie, Katedry
mikrobiologie a imunologie UVLF v KoSiciach (SK U 16016) bola zabezpecena letecky
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Vv Specialnych prepravnych jednotkéch. Nasledne boli zvieratd umiestnené do odchoviiového
gnotobiotického zariadenia typu EHRET THF 3271/E 101/ (EHRET Labor-und
Pharmatechnik GmbH Co.& KG, Emmendingen, Nemecko) a dvojrukavcového izolatora typu
CBC (CBC, Ltd, Madison, Wisconsin, USA). Zvierata mali staly pristup K autoklavovanej
vode v sklenenych flasiach a boli kimené ad libitum radia¢ne Ziarenou kompletnou kifmnou
zmesou ST-1 (Velaz s.r.o., Praha, CR). Nésledne boli SPF mysi podla aplikaénej schémy
(Tab. 1) rozdelené do nasledovnych skupin:

Skupina L fiza postupu 1II. faza postupu
ZISKANIE PGF ANIMALNEHO MODELU
Aplikacia ATB Rekonvalescencia Aplikdcia FMT
K (n=15) Amoxicilin Bez aplikacie FMT
potencovany klavulanatom draselnym v davke — .
FMT-NT 0,2 ml per os (s koncentraciou 10 dni Ap!lkacm FMT od zdravych
(n=15) G¢innej latky 387,11 mg/kg/mys) deti o
+ v mikrobiologicky 0,2 ml per osr/mys/den
Ciprofloxacin kontrolovanom po dobu 3 dni
v davke 0,1 ml s.c prostredi —— —
FMT-PAS e y S Aplikacia dysbiotickej FMT
(n=16) (s koncentraciou ti¢inne;j latky 19,60 mg/kg/mys) ir:)(i;(;z;tlckeho od deti s PAS
< 1w . , 0,2 ml per 0s /my$/defi
kazdych 12 hodin po dobu 5 dni po dobu 3 dn

Tab.1. Aplikacnd schéma

Hodnotenie klinického skore u mysi zahfiialo denné sledovanie a zaznamenavanie klinického
skore DA, uréeného podl'a postupu uvedenom autormi Gancarcikova a kol. (2020). Sucast'ou
DAI bolo sledovanie konzistencie trusu, krvacania z rekta a denného ubytku hmotnosti pri
aplikacii FMT. Na konci postupu boli mysi z jednotlivych Studijnych skupin po 3-dnovej
aplikacii transplantatov v pocte 15-16ks/skupinu usmrtené humannym spdsobom pripravkom
na eutanaziu sodium pentobarbital v davke (86 mg/kg Zivej hmotnosti), s naslednou
cervikalnou dislokaciou. Na hodnotenie morfometrickych ukazovatelov a HAI boli
histologické rezy zafarbené¢ Harrisovym hematoxylinom - eozinom (H&E) a na farbenie
Gobletovych buniek sa pouzila alcianova modra, safranin + Gillsonov hematoxylin. Medzi
hodnotené parametre histologického skore patrili: pritomnost/nepritomnost’ zapalového
infiltratu, deformacné poskodenie ¢revnych krypt, redukcia mucinu (Gobletovych buniek) a
erozie epitelialnej vystelky.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Skore rektalneho krvacania sa u skupiny FMT-PAS od prvého do 3. dna aplikacie FMT od
deti s PAS statisticky vyznamne zvySovalo (Obr. 1, p < 0.01), a najvysSia intenzita rektalneho
krvacania na urovni skore 3 bola u vsetkych zvierat tejto skupiny zaznamenana v obdobi od 3-
5. dna po ukonceni aplikacie FMT. Rovnako bola v tejto skupine potvrdena najvyssia strata
na vahe, ktora so skore 1 predstavovala 5-10 % straty celkovej hmotnosti zvierat. Naproti
tomu v kontrolnej skupine K sme nezaznamenali Ziadne straty na hmotnosti. Nakol’ko sa PGF
zvieratd vyznacuju vyznamnou redukciou crevnej mikrobioty a maju charakteristické crty
germ-free zvierat, inokulacia komplexnou fekalnou zdravou mikrobiotou mala za nasledok
objavenie sa sprievodného rektdlneho krvéacania. Dynamika rektidlneho krvéacania vSak bola
v skupine FMT-NT v porovnani so zvieratami FMT-PAS miernejsia, s vyznamnej$im
vzostupom skore krvacania na 4. den po ukonceni aplikacie FMT (p < 0.001). U skupiny
FMT-PAS bol po 3-diiovej aplikacii FMT s PAS, v porovnani so skupinou K, ako aj skupinou
FMT-NT (Obr. 2), potvrdeny vyznamny klinicky index ochorenia (DAI, p < 0.001).
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Obr. 1. Dynamika vyvoja rektdalneho krvacania po aplikacii FMT.

Obr. 2. DAI po 3-diiovej aplikdcii FMT od neurotypickych deti a deti s PAS.

K (kontrolnd skupina bez aplikacie FMT), FMT-NT (skupina po 3-diiovej aplikacii FMT od neurotypickych deti),
FMT-PAS (skupina po 3-driovej aplikdcii FMT od deti s PAS). Vysledky sii uvedené ako priemer + SD.
Vyznamnost pri * p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001 (Statistické rozdiely medzi skupinami),

a,b p<0,05 ABp < 0,01; cd p < 0,001 (statistické rozdiely medzi diiami v ramci skupiny).

V dosledku hepatotoxického a nefrotoxického posobenia dysbiotickej mikrobioty bolo u
skupiny FMT-PAS zaznamenané u vsetkych zvierat (100 %) zvéacSenie obli¢iek a zmena
konzistencie pecene na velmi mikku, sprevadzané aj vyznamne vysSou relativnou
hmotnostou pedene tychto zvierat (p < 0,01). Daldim nalezom po aplikacii FMT s PAS bol
80% vyskyt enteritid, s 8 % zastipenim jej hemoragickej formy. Predkladané vysledky
potvrdili u PGF modelu mysi negativny vplyv 3-diiovej aplikacie FMT od deti s PAS na
klinicko-patologicki  odpoved’ v patogenéze GIT symptomov sprevadzajucich PAS.
Histopatologickd analyza odhalila fyziologickti histologicki Struktiru a neporusent
povrchovu Strukturu tkaniva hrubého ¢Ereva v kontrolnej skupine K. Histologické rezy
hrubého ¢reva zo skupiny FMT-PAS ukdazali aktivny zapal, zdokumentovany pritomnostou
lokalnych lozisk zapalovych infiltratov lokalizovanych v tunica mucosa a tela submucosa.
Zapalové infiltraty boli sprevadzané zavaznymi deStruktivhymi zmenami v povrchovych
vrstvach epitelovej vystelky hrubého éreva. Poskodena celistvost’ tunica mucosa mala za
nasledok deformac¢né zmeny v ¢revnych kryptach (kryptitida, nepravidelné krypty) a stratu
poharikovitych buniek. Histologicky nalez potvrdil negativny vplyv dysbiotickej fekalnej
mikrobioty na rozvoj ¢revnej zapalovej reakcie a mechanického poskodenia sliznice hrubého
¢reva na animalnom PGF modeli s dysbiotickou mikrobiotou od deti s PAS.
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PORUSENIE PRINCiPU PROPORCIONALITY PRI USTANOVENIACH ZAKONA
C. 39/2007 O UDELOVANI POKUT VETERINARNYM LEKAROM
Pajtasova J.

Katedra verejného veterinarskeho lekarstva a welfare zvierat , UVLF Kosice

ABSTRAKT

V praci sa venujeme moznému poruSeniu principu proporcionality pri konkrétnych
ustanoveniach zakona ¢. 39/2007 Z.z. v zneni neskorSich pravnych predpisov (d’alej len ako
»ZoVS“) v suvislosti sudelovanim pokut majitefom psov za porusenie ich zakonnej
povinnosti oznacit' svojho psa elektronickym transpondérom a veterinarnym lekdrom, ktori
takto neoznaceného psa oSetria.

Cielom prace je pravna analyza platnej pravnej upravy, ktora je podla ndsho nézoru
nespravodlivd k veterinarnym lekdarom vzhl'adom k niekol’kondsobne vys$sSej pokute im
udelovanej pri oSetreni povinne neoznafeného psa v porovnani s pokutou udelenou
majitel'ovi psa, ktorému tito povinnost’ uklada zékon. Pojem nespravodlivost’” sme pouzili
zdmerne, pretoZe tento pojem &asto vo svojich rozhodnutiach pouziva Ustavny stid Slovenskej
republiky (d’alej len ako ,,US SR*) v stvislosti s pojmom ustavne neudrZatelny. Jednoznaéne
je tato pravna tGprava hodna podrobeniu prieskumu z Gstavnopravneho hl'adiska, ako aj mozné
obmedzenie vlastnickych prav na jej zéklade, priCom uz len neprimerané¢ obmedzenie prava
pokojne uzivat' svoj majetok podl'a Doc. Drgonca staci na rozhodnutie o protiistavnosti
spornych ustanoveni ZoVS.

UvoD

ZoVS v ust §19 ods. 9 uklada povinnost’ vlastnikovi psa chovaného na tzemi SR zabezpecit
jeho trvalé oznalenie transpondérom, ktory spiiia technické poziadavky podl'a osobitného
predpisu pred prvou zmenou vlastnika psa, najneskor vSak do 12 tyzdna veku psa a uviest
identifikac¢né udaje psa a tidaje o vlastnikovi psa v centrdlnom registri spolo¢enskych zvierat.
Organ veterinarnej spravy ulozi fyzickej osobe — majitelovi psa pokutu 50 eur, ak
nezabezpeci na svoje ndklady trvalé oznaenie psa Cipom podla § 19 ods. 9 ZoVS.

Podl'a ust. § 19, ods. 10 ZoVS, ak bola vlastnikovi psa ulozena pokuta podla § 48 ods. 1,
uhradenim pokuty prechaddza povinnost’ zabezpecit’ trvalé oznacenie psa podla odseku 9 na
obec. Takto uloZena sankcia je prijmom rozpoctu obce, v ktorej ma vlastnik psa, ktory pokutu
uhradil trvaly pobyt. Pokuty s prijmom Statneho rozpoc¢tu okrem pokuty, ktora je prijmom
rozpo¢tu obce, v ktorej ma vlastnik psa, ktory pokutu uhradil, trvaly pobyt (ust. § 48, ods.
1 ZoVS).

Podla ust. § 13, pism. g) ZoVS je veterinarny lekar povinny oznamit’ prisluSnému organu
veterinarnej spravy kazdé podozrenie z porusenia tohto zakona.

Z ust. § 50, ods. 2 ZoVS vyplyva, Ze organ veterinarnej spravy ulozi fyzickej osobe —
podnikatel'ovi — stkromnému veterinarnemu lekarovi alebo pravnickej osobe pokutu od 1.750
eur do 20.000 eur, ak si podla pism. m) ZoVS ako stkromny veterinarny lekar neplni
povinnosti Vv salade s ust. § 13 ZoVS. Sacasne pod hrozbou tejto pokuty veterinarny lekar
nesmie vykonat’ veterinarne ikony na psovi, ktory nie je identifikovany podl'a § 19 ods. 9
(nie je oznaceny elektronickym transpondérom ), okrem nevyhnutych pripadov v zaujme
ochrany zdravia psa alebo ¢loveka.

BREMENO ZODPOVENOSTI ZA PORUSENIE ZAKONNEJ POVINNOSTI OZNACIT
PSA

Sme toho néazoru, ze zékonodarca preniesol bremeno zodpovednosti za porusenie zdkonnej
povinnosti majitel'a psa oznacit' ho trvale transpondérom na veterinarnych lekarov. To sa
odrazilo prave v hrubom nepomere medzi vyskou sankcie, ktoré veterinarnym lekarom hrozia
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za neoznamenie porusenia zakonnej povinnosti majitela psa oznacit' prisluSnym organom
a za vykonanie veterinarnych ukonov na neozna¢enom psovi (okrem nevyhnutnych).

PRINC{P PROPORCIONALITY

V prave je proporcionalita spajand so spravodlivostou. Ustavny sud SR pouzil v jednom z
pripadov test proporcionality vo veci sp. zn. PL. US 3/00 zo dia 24. 04. 2001:

»Zakonodarca musi aj pri zmene chraneného pravneho postavenia — aby zasah bol
ustavnopravne pripustny - vychddzat’ z principu proporcionality, ktory je vlastny pravnemu
Statu. Tento princip predovSetkym znamena primerany vztah medzi cielom (Gcelom)
sledovanym Statom a pouzitymi prostriedkami. V tychto suvislostiach ciel’ (ucel) sledovany
Statom smie byt sledovany; prostriedky ktoré Stat pouzije, smu byt pouzité; pouzitie
prostriedkov na dosiahnutie ucelu je vhodné; pouzitie prostriedkov na dosiahnutie ucelu je
potrebné a nevyhnutné.*

Pravnik, Doc. JUDr. Jan Drgonec, DrSc., konstatuje, ze zédkonodarca pri prijimani vysSie
citovanych ustanoveni ZoVS nedodrzal princip proporcionality preto, lebo veterinarovi
mozno podl’a tohto zdkona ulozit’ pokutu s dolnou hranicou minimélne 1.750 eur — 20.000 eur
za rovnakeé spravanie, za aké majitel'ovi psa maximalne 50 eur.

Ide o hruby nepomer pri udelovani pokut pri identickom spravani — poruseni ustanoveni
ZoVS, ked’ veterinar ma znaSat’ pokutu niekolkonasobne vysSiu ako samotny majitel’ psa,
pri¢om je to prave majitel’ psa, ktory primarne zakon porusi (predpoklad pre udelenie pokuty).
Zakonodarca tento hruby nepomer Ziadnym sposobom neoddévodnil a nevysvetlil pre¢o ma
vobec veterinarny lekar pokutu v takej vyske znasat'.

PORUSENIE PRAVNEHO STATU

Pravny S§tat by mal garantovat’ svojim obfanom rovnost pred  zdkonom, vcasnu
vymozitel'nost’ ich prav, pristup k zakladnym pravam a sloboddm (v tomto pripade vid’. nizSie
na mozné porusenie prava na slobodné podnikanie garantované Ustavou SR, ¢&l. 35). Narodna
rada Slovenskej republiky (d’alej len ako ,,NR SR*) ako jediny zakonodarca prijimajici
zakony ma tstavné povinnosti, ktoré spocivaju predovsetkym v reSpektovani zakladnych prav
a slobdd. Tento postoj by mali zohl'adnit’ aj poslanci prave pri tvorbe legislativneho procesu
tak, aby bol suladny s Ustavou.

PORUSENIE PRAVA NA SLOBODNE PODNIKANIE

V kontexte s vyssie uvedenym poukazujem na mozné porusenie ¢&l. 35 ods. 1 Ustavy SR:
»Kazdy méa pravo na slobodnu volbu povolania a pripravu nan, ako aj pravo podnikat
a uskutociiovat’ inu zarobkovu ¢innost’.*

OBMEDUJUCI ZASAH DO ZAKLADNEHO PRAVA VLASTNIT MAJETOK

Z &l. 20 ods. 3 Ustavy SR:

,»Vlastnictvo zavdzuje. Nemozno ho zneuzit na ujmu prav inych alebo v rozpore so
vSeobecnymi zaujmami chrdnenymi zakonom. Vykon vlastnickeho prava nesmie
poskodzovat’ Tudské zdravie, prirodu, kulturne pamiatky a zivotné prostredie nad mieru
ustanovenu zdkonom.

Z ¢l. 20 ods. 4 Ustavy SR:

,» Vyvlastnenie alebo nutené obmedzenie vlastnickeho prava je mozné iba v nevyhnutnej miere
a vo verejnom zaujme, a to na zaklade zakona a za primerant ndhradu.*

Z &l. 20 ods. 5 Ustavy SR:

,Iné zasahy do vlastnickeho prava mozno dovolit’ iba vtedy, ak ide o majetok nadobudnuty
nezdkonnym sposobom alebo z nelegalnych prijmov a ide o opatrenie nevyhnutné v
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demokratickej spolo¢nosti pre bezpecnost’ §tatu, ochranu verejného poriadku, mravnosti alebo
préav a slobod inych. Podmienky ustanovi zakon.*

Podl'a Doc. Drgonca zakonna povinnost’ trvalo oznacit’ zasahuje do prava pokojne uzivat
svoj majetok garantovaného ¢lankom 1 Protokolu ¢. 1 k Eurépskemu dohovoru o ochrane
I'udskych prav a zakladnych slobod. Sankcia udelena v pripade, Ze pes nie je trvale oznacCeny
predstavuje podla Doc. Drgonca nitené obmedzenie vlastnictva vykonané ako sankcné
opatrenie.

Z nalezu Ustavného stdu Slovenskej republiky sp. zn.: PL. US 38/95 z 03. 04.1996,
zverejneny v Zbierke zakonov Slovenskej republiky, ¢iastka 49, pod ¢islom 135/1996, v
zbierke nalezov uverejneny pod ¢.4/96, pravna veta €. 3:

,,Ustava Slovenskej republiky neumozZiiuje, aby k vyvlastneniu alebo niitenému obmedzeniu
vlastnickeho prava doslo priamo zakonom.*

Z nalezu Ustavného sudu Slovenskej republiky sp. zn. PL. US 19/09 z 26. 01. 2011:
,,Ustavnopravna ochrana slobody vlastnictva nie je len ochranou zuzujiicou sa na ,,puhe®
vlastnictvo, resp. majetok. Pravo na ochranu vlastnictva, resp. prdvo na pokojné uZivanie
majetku je zdkladnym pravom, ktoré musi byt vnimané v uzkej suvislosti s ochranou
slobodnej sféry a stkromia vlastnika. Vlastnicke pravo je stCastou jadra personalnej
autondémie jednotlivca vo vzt'ahu k verejnej moci. Obmedzenia prava na ochranu vlastnictva a
prava na pokojné uzivanie majetku musia reSpektovat’ aj ustavni hodnotu persondlnej
autonomie.*

Citovany ndlez sa sice tyka vyvlastnenia pozemkov, no analogicky ho je mozné pouzit’ na tato
pravnu vec. Z uvedeného vyplyva, ze NR SR ako zakonodarny organ nie je v zmysle Ustavy
SR opravnena zdkonom nutene obmedzit' vlastnicke prdvo. Orgén opravneny realizovat’
obmedzenie vlastnickeho prava zikonodarca sice v stlade s &l. 20 ods. 4 Ustavy SR uréil, no
je sporné, ¢i trvale oznaCenie psa je vo verejnom zdujme, teda ¢i je mozné takto nutene
obmedzit’ vlastnickeho prava. Pri vykone vlastnickych prav je vlastnik v niektorych pripadoch
povinny strpiet’ aj tzv. zdkonné obmedzenia. Napriklad vlastnik nehnutelnosti je povinny
strpiet’” vyrubovanie dani a poplatkov tiez pod hrozbou sankcie. No v tomto pripade nie je
verejny zdujem sporny.

ZAVER

Pri vykone povolania veterinarnych lekarov je ochrana im zarucena nezakonne obmedzena
hrozbou sankcie, jej hrubym nepomerom vV porovnani so sankcionovanim majitelov psa
porusujucich zdkon. Pravna uprava zavadzajica sankcie podnikatel'om za poruSenie pravnej
povinnosti ich klientov je diskriminaénd vo¢i veterinarnym lekdrom  oproti
ostatnym podnikatel'skym subjektom.

DalSou otazkou je, &i trvalé oznaGenie psov je vo verejnom zaujme a & sa nejednd
0 nedovoleny zasah do vlastnickych prav.

ZoVS by mal byt podrobeny prieskumu. Vyzaduje si novelizaciu tak, aby bol stuladny
a neodporoval Ustave SR ( &l. 20 - pravo vlastnit’ majetok, ¢1. 35 - pravo slobodne podnikat).
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MAGNETICKA SEPARACIA NUKLEOVYCH KYSELIN MODIFIKOVANYMI
MAGNETICKYMI NANOPARTIKULAMI
Pavlova A.!, Kogikova B.Y, Urda Dolinska M.%, Betiova E.2, Zeleniak V.2, Zeletidkova A2, Vilcek S.2,
Jackova A.'
! Katedra epizootolégie, parazitologie a ochrany spolo¢ncho zdravia, UVLF, Kosice
Katedra anorganickej chémie, UPJS, Kosice
¥ Katedra fyziky kondenzovanych latok, UPJS, Kogice

ABSTRAKT

Experimentalne magnetické nanopartikuly boli porovnané pri magnetickej separacii tromi
roznymi komer¢nymi magnetickymi Kitmi na modelovej vzorke pozitivnej na RNA virusu
hepatitidy E. Testovanych bolo 12 nanopartikdl s roznymi povrchovymi modifikaciami, po
izolacii boli porovnavané hodnoty koncentracie a Cistoty, ako aj prahového cyklu (Ct)
pouzitim metédy RT-gPCR. Vsetky experimentdlne magnetické nanopartikuly boli schopné
izolovatt RNA virusu. Kvalita RNA izolovanej rdéznymi nanopartikulami sa v ramci
jednotlivych kitov liSila, niektoré experimentalne magnetické nanopartikuly boli porovnatel'né
s komerénymi magnetickymi partikulami.

UvOD

Izolacia nukleovych kyselin je jednou zo zékladnych metdéd vyuzivanych v molekularne;
biolodgii. V sti¢asnej dobe sa na izolaciu nukleovych kyselin ¢oraz CastejSie vyuZzivaju metody
magnetickej separacie. Magnetické nanopartikuly zlozené z Fe3sO4 a pokryté vrstvou siliky,
dosahuju rozmery niekolkych nanometrov a reagujii na vonkajSie magnetické pole (Kim
a kol., 2019). Povrch tychto partikul je mozné modifikovat’ roznymi funkénymi skupinami,
atak ovplyviiovat’ ich vlastnosti. Magnetické nanopartikuly s naviazanymi nukleovymi
kyselinami si v pritomnosti magnetického pol'a fixované, ¢o umoziuje ich premyvanie
extrakénymi roztokmi a minimalizuje to straty RNA v priebehu izolacie (Cui a kol., 2023).
Ciel'om prace bolo zistit’ a porovnat’ schopnost’ experimentalne pripravenych magnetickych
nanopartikul izolovat’ virusovi RNA v klinickej vzorke rozneho charakteru.

MATERIAL A METODIKA

Experimenty boli vykonavané s 12 druhmi experimentalnych magnetickych nanopartikul
(eMNP) na baze oxidu Zeleza s koncentraciou 130 mg/ml. Testované boli nanopartikuly S1
s vrstvou siliky a bez ligandov, S2 az S16 s ligandami modifikovanym povrchom, S21 a S22
obalené poréznou vrstvou siliky. Na izoldciu RNA boli pouzité komer¢né kity: MagMAX™
Viral RNA Isolation Kit (Kit 1), MagMAX™ — 96 Total RNA Isolation Kit (Kit 2) a
MagMAX™ Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation Kit (Kit 3) (Applied Biosystems, Vilnius,
Lihuania). Komeréné magnetické nanopartikuly (comMNP) z kitu boli nahradené eMNP.
RNA virusu hepatitidy E (HEV) bola izolovana z pozitivnej klinickej vzorky pecene diviaka.
Kit 1 a Kit 3 st uréené na izolaciu nukleovych kyselin z tekutych vzoriek, pouZity bol preto 5
% (w/v) homogenat pecene diviaka. Pri experimentoch s Kitom 2, uréenym na izolaciu zo
zivoc¢isSnych tkaniv, bolo pouzitych 5 mg tkaniva pecene diviaka.

Kvalita izolovanej nukleovej kyseliny bola zistovand na zaklade nameranej koncentracie
(A260) a cistoty (A260/280). Na detekciu RNA HEV bola vyuzivana metéda RT-gPCR s
iTag Universal Probes One-Step Kit (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) pouzitim pristroja
Bio-Rad CFX Opus 96 Real-time PCR system (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) (Jothikumar
a kol., 2006). Vysledkom RT-qPCR bola hodnota Ct. Experimenty s kazdym kitom boli
zopakované Styrikrat, ¢o umoznilo vypocitat’ priemerné hodnoty koncentracii a Ct pre kazda
nanopartikulu.

64



YYSLEDKY A DISKUSIA
Cistota RNA izolovanej Kitom 1 sa pohybovala v rozpéti od 1,250 do 2,500. Najvyssiu
koncentraciu dosiahli comMNP z Kitu (127,6 ng/ul). Najvyssiu koncentraciu z eMNP

vwe

........

hodnotu Ct dosiahli testované nanopartikuly S22 (Ct = 22,31) a nanopartikuly S1 (Ct =
23,01). Najvyssie hodnoty Ct dosiahli nanopartikuly S2 (Ct = 37,7) (Obr.1.).
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le’. 1. Vysledky izolacie RNA s MagMAX™ Viral RNA Isolation Kit
Cistota RNA izolovanej Kitom 2 bola vysokd, pohybovala sa v rozmedzi od 1,970 do 2,080. Koncentracia RNA
bola najvyssia pri comMNP (470,3 ng/ul). Najvyssiu koncentraciu RNA izolovanej eMNP dosiahla vzorka S12

20,0). Najnizsie hodnoty Ct dosiahli eMNP S12 a S16 (Cy = 20,64 a 20,69). Naopak, nanocastice S22 a S21,
dosahovali vyssie C; (22,41 a 21,51) (Obr. 2.).
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Obr. 2. Vysledky izoldcie RNA s MagMAX™ — 96 Total RNA Isolation Kit

Cistota RNA izolovanej Kitom 3 sa pohybovala v rozmedzi od 1,500 do 2,001. Koncentracia
RNA dosiahla najvyssiu troven pri eMNP S1 (55,4 ng/ul), najnizsiu pri S15 (1,73 ng/ul).
Koncentracia RNA izolovanej comMNP bola pri tomto kite iba 36,5 ng/ul. Najniz§iu hodnotu
Ct dosiahli eMNP S1 a S13 (Ct = 22,03 a 22,72), najvyssiu hodnotu S15 (Ct = 40). Hodnota
Ct comMNP bola 23,84 (Obr. 3.).
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Obr. 3. Vysledky izolacie RNA s MagMAX™ Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation Kit

Experimenty vykonané vSetkymi kitmi preukdzali schopnost eMNP s r6znymi povrchovymi
modifikéciami izolovat RNA virusu v tekutych klinickych vzorkach a vzorkach tkaniv. Vo
vacsine pripadov platila zavislost’, pri ktorej so vzrastajucou koncentraciou klesali hodnoty
Ct. U¢innost’ jednotlivych partikal znacne varirovala v zavislosti od pouzitého komeréného
kitu. Najvyssiu Cistotu a koncentraciu izolovanej RNA, ako aj najnizSie hodnoty Ct sme
dosiahli pri magnetickej separacii Kitom 2. Tento kit je uréeny na izolaciu nukleovej kyseliny
zo zivociSnych tkaniv, vyuziva optimalizované kroky na uplnu lyzu buniek a precistenie
vzorky, z ¢oho vyplyvaju aj nami dosiahnuté priaznivé vysledky. Najlepsie hodnoty Ct
a koncentracie RNA dosiahli pri izolacii Kitom 1 ¢astice comMNP, S22 a S1. Pri izolacii
Kitom 2 ¢astice comMNP, S12, S16 a pri izolécii Kitom 3 castice S1, S13 a S12. Rozdiely vo
vysledkoch mozu byt zapri¢inené roznymi faktormi. Uginnost jednotlivych Gastic mbze byt
ovplyvnena ich velkostou a samotnymi funkénymi modifikdciami povrchu, koncentraciou
a pH extrakénych roztokov. Vysledky izolacie ukézali, Ze Uc€innost’ niektorych cCastic bola
porovnatelna s comMNP. Pri vhodne zvolenych extrakénych roztokoch a optimalizovanych
reakénych podmienkach mézu byt’ tieto nanopartikuly G¢inne vyuzivané v roznych sferach
diagnostiky a vyskumu.
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MMP9 AKO POTENCIONALNY BIOMARKER KARCINOMU PANKREASU
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ABSTRAKT

Karciném pankreasu patri medzi zdvazné onkologické ochorenia gastrointestinalneho traktu.
V Case stanovenia diagnézy az 28 % pacientov ma metastatické poskodenie pecene a len 5 %
pacientov prezije 5 rokov. Neinvazivne markery, ktoré¢ by mohli pomoct’ skriningu ochorenia
arychlejSie odhalit pacientov su stredom vedeckého vyskumu. Medzi potencionalne
biomarkery patria aj matrixové metaloproteinazy, ktoré zohravaju ulohu pri onkogenéze.
Prospektivne sme sledovali v obdobi od septembra 2022 do marca 2023 46 pacientov s
karcindmom pankreasu a benignymi ochoreniami pankreasu. Stanovovali sme hladinu MMP9
Vv sére a V tkanive bioptovanom pocas chirurgického vykonu. Vysledkom bola elevécia hladin
MMP9 od stadia T2. V nizsich stadiach sa nepotvrdila korelacia medzi Stddiom ochorenia
a hladinou MMP9, d6vodom mdze byt’ mala skupina pacientov.

UvoOD

Medzi zavazné onkologické ochorenie traviaceho traktu patri karcindm pankreasu. Napriek
tomu, Ze sa tomuto ochoreniu venuje pozornost, diagnostika karcindbmu pankreasu je stle
neskora. Priblizne 5 % pacientov s rakovinou pankreasu prezije pat rokov (Klein a kol.,
2021). Pacienti s neresekovate'nym karcindmom pankreasu alebo metastatickym poskodenim
hepatobiliarneho systému preziju menej ako jeden rok (Siegel a kol., 2022). Diagnostika sa
momentalne opiera o neSpecifické klinické priznaky, zakladné biochemické vySetrenie
doplnené o onkomarkery Cal9-9 a CEA azobrazovacie vySetrenia. Zakladom liecby je
resekény chirurgicky vykon podl'a anatomickej lokalizdcie nadoru anésledne je pacient
manazovany onkolégom. Standardizovanym neinvazivnym markerom karcinému pankreasu
st momentéalne nadorové markery Cal9-9 a CEA. Maju vsak limitaciu v klinickej aplikacii
z dovodu vykazovania falo$nej pozitivity pri ochoreniach pankreatobiliarneho systému (Su a
kol., 2022). Do popredia vyskumu sa preto dostavaju nové markery, ktoré by mohli byt’
senzitivnejSie a SpecifickejSie pre karcindom pankreasu. Jednymi z nich st aj matrixové
metaloproteinazy ( MMP). MMP st hlavnymi enzymami, endopeptidazami, zodpovednymi za
degradéaciu a remodeléciu extracelularnej matrix, ¢o je zdkladom patologického mechanizmu
onkogenézy (Weningen a kol., 2018). Momentalne pozndme 28 podtypov MMP, ktoré su
rozdelené do tried na zdklade substratovej Specificity (Huang a kol., 2018). MMP9, tiez
znama ako gelatinaza B alebo kolagenaza IV. typu, katalyzuje degradaciu velkych zloziek
extracelularnej matrix ako su elastin a kolagén. Podiel'a sa na uvolfiovani a aktivacii
extracelularnych signalnych molekul (Augoff a kol., 2022). Na zaklade tychto vlastnosti sa
predpokladd vztah MMP9 so Stddiom ochorenia karcindmu pankreasu.

MATERIAL A METODIKA

Vyskumnu vzorku tvorilo 46 pacientov, ktori boli hospitalizovani na I.chirurgickej klinike
UNLP v Kosiciach z dovodu realizacie chirurgického vykonu resekcie alebo biopsie
pankreasu. VSetci pacienti pred odberom podpisali poucenie a informovany suhlas ucastnika
biomedicinskeho vyskumu podla § 27 zédkona €. 576/2004 Z. z.. Vzorku tvorilo 21 Zien (45
%) a 25 muzov (55 %) s vekovym priemerom 62,67 (26-81) rokov. Pacienti boli histologicky
roz¢leneni do dvoch skupin. Do prvej skupiny boli zaradeni pacienti S benignym nalezom,
ktora tvorili pacienti s chronickou pankreatitidou a benignymi nadormi pankreasu (11
pacientov, 24 %); tato skupina pacientov bola pouzita ako kontrolna skupina. Druhu skupinu,
tvorili pacienti s malignymi nadormi pankreasu (35 pacientov, 76 %). Tato skupinu pacientov
tvorili pacienti s adenokarcinomom pankreasu, ktora bola d’alej rozdelena do jednotlivych
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Stadii karcinomu pankreasu (Tab.l) . Kategorizacia do jednotlivych stadii sa riadila
pravidlami $tandardne pouzivanej TNM Kklasifikicie a prebiehala na Ustave patologie LF
UPJS a UNLP. Od vsetkych pacientov boli odoberané vzorky krvného séra rano pred
operaénym vykonom do skumaviek BD Vacutainer, ktoré st ur€ené na vendézny odber a z
dovodu urychlenia koagulacie maji vnutorni stenu pokrytd vrstvou aktivatora zraZania,
ktorym bol v tomto pripade oxid kremicity. Vzorky tkaniva boli od pacientov odoberané
pocas operacného zakroku do fyziologického roztoku na I'ade. Nasledne boli vzorky odoslané
na Ustav lekarskej a klinickej biochémie, kde prebehla ich analyza pomocou ELISA metody.

Stage T Kkategoria N kategéria M kategoria | Pocet pacientov
0 Tis NO MO 1 (2,8 %)

[ T1/T2 NO MO 2 (5,7%)

1 T2 N1 MO 5 (8,6%)

1l T2 N2 MO 4 (14,3%)

v Akakol'vek T | Akakol'vek N | M1 23 (68,6 %)

Tab.1 8. vydanie TNM klasifikdacie karcindomu pankreasu AJCC and UICC s vybranymi Stadiami, ktoré sa
vyskytovali v nasom siuibore pacientov (Kang a kol., 2022)

VYSLEDKY A DISKUSIA

Priemerna koncentracia MMP9 u pacientov Vv kontrolnej skupine, ktort tvorili pacienti
S benignymi nadormi pankreasu a chronickej pankreatitidy bola v sére 247,79 ng/ml
aVvtkanive 72,61 ng/ml. Skupinu pacientov s malignym ochorenim sme si rozdelili na
zaklade stadii klasifikdcie TNM do jednotlivych skupin. V stadiu TO sa vyskytol 1 pacient
s koncentraciou MMP9 v sére 208,71 ng/ml a v tkanive 22,19 ng/ml. V §tadiu T1 sme mali 2
pacientov s priemernou koncentraciou MMP9 v sére 235,85 ng/ml a s koncentraciou 45,21
ng/ml v tkanive pacientov. V stadiu T2 sme zaznamenali 5 pacientov s koncentraciou MMP
v sére 166,60 ng/ml avtkanive 177,34 ng/ml. V stadiu T3 sa vyskytli Styria pacienti
s koncentraciou MMP9 v sére 242,82 ng/ml a v tkanive 59,17 ng/ml. V §tadiu T4 sme mali
najvacsiu skupinu pacientov, ktort tvorilo 23 pacientov. Priemerna koncentracia MMP9
Vv sére bola 366,69 ng/ml a v tkanive 145 ng/ml. Pri porovnani §tadii na grafe ¢.1 si mézeme
v8imnut signifikantni elevaciu koncentracie MMP9 v tkanivach pacientov TO az T4.
Pozorovatelna elevacia hladiny MMP9 v sére je od Stadia T2. V nizSich §tadiach sa
nepotvrdila korelacia medzi §tadiom ochorenia a hladinou MMP9 v tkanive, dovodom moze
byt mald skupina pacientov. Kontrolni skupinu netvorili zdravi jedinci, ale pacienti
S benignymi nddormi pankreasu a chronickou pankreatitidou. Ked'Ze hlavnou funkciou
MMPY je degradécia extraceluldrnej matrix a prestavba tkaniva, ktora je pritomna aj pri
chronickej pankreatitide, hladina MMP9 moze byt aj pri chronickej pankreatitide elevovana
(Zeng a kol., 2021). V mnohych vedeckych stadiach bola potvrdena korelacia hladin MMP9
Vv sére aj v tkanive pankreasu od pacientov s adenokarcinomom pankreasu (Ueda a kol., 1996,
Huang akol., 2018). Do popredia sa dostava aj vyskum inhibitorov MMP9 ako vhodnej
cielenej liecby mnohych onkologickych ochoreni (Augoff a kol., 2022). Ako je mozné vidiet’
aj v zastipeni pacientov v jednotlivych Stadiach, diagnostika karcinomu pankreasu je stale
neskord. Samotny chirurgicky vykon je zdkladom kurativnej liecby karcinomu pankreasu.
Vcasnd detekcia menej pokro€ilych Stadii je vSak zdsadnym predpokladom na dosiahnutie
lepSieho vysledku pre pacienta. Napriek slubnym vysledkom nachddzame obmedzenia tejto
Studie. Na dosiahnutie vysSej Statistickej vyznamnosti bude potrebné v buducnosti zvacsit’
kohortu pacientov a pokusit’ sa do kontrolnej skupiny zahrnut’ zdravych pacientov.
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ABSTRAKT

Udaje z literatGry naznaduji, Ze kyselina y-aminomaslova (GABA) ako hlavny inhibi¢ny
neurotransmiter, moze hrat’ doleziti fyziologicku ulohu aj v neneurdlnych tkanivach. V nasej
praci sme zistovali ¢i GABA mdze ovplyvnit’ vyvin preimplantaéného embrya posobenim na
GABA receptory. Zamerali sme sa na skimanie expresie receptora GABAg a jeho izoforiem
GABAg1a GABAg1,, V mysSacich oocytoch a preimplantatnych embryach. Expresiu tychto
receptorov sme analyzovali v ovulovanych oocytoch a preimplantacnych embryach v $tadiu
blastocysty. Pomocou RT-PCR sme detegovali pritomnost oboch metabotropnych
podjednotiek- GABAg: a GABAg; receptora. Podrobnejsia analyza GABApg; transkriptu
ukazala, ze v oocytoch a blastocystach je pritomna izoforma GABAgjy V blastocystach, ale
nie izoforma GABAg1. Tieto vysledky ukazuji, Zze GABA pritomna v prostredi
preimplantaéného embrya by mohla mat’ priamy vplyv na jeho vyvin.

UvOoD

Kyselina y-aminomaslovd (GABA) je primarny inhibi¢ny aminokyselinovy neurotransmiter vV
centrdlnom nervovom systéme (CNS) cicavcov, ktory hrd kIi¢ova ulohu pri koordinacii
neuronalnej aktivity a pdsobi aj vo vyvoji neurénov pocas ontogenézy (Young a Bordey
2009). Svoje ucinky sprostredkovava GABA prostrednictvom dvoch rozliénych
receptorovych systémov, ato konkrétne pomocou ionotropnych GABAa receptorov
a metabotropnych GABAg receptorov. GABAa receptory st ligandom riadené chloridové
kanaly, ktoré tvoria pentamérne komplexy, ktoré su zlozené zrbéznych podjednotiek
(monomérov). U l'udi bolo identifikovanych celkovo 19 samostatnych génov koédujicich
podjednotky GABAA, receptora, ide o Sest’ a, tri B, tri vy, tri p podjednotky a jednu 9, €, 7, 0
podjednotku (Ghit a kol., 2021). Receptory GABAg st ¢lenmi rodiny receptorov spojenych
s G-proteinmi (GPCR). Ide 0 heterodimér zlozeny z dvoch podjednotiek GABAg; a GABAg;,
pricom kazda z podjednotiek pozostava z extracelularnej domény pripojenej k heptahelickej
transmembranove] doméne ukoncenej karboxylovym koncom proteinu. Niektoré podjednotky
GABA receptora moZu byt alternativne zostrihnuté alebo transkribované z alternativnych
promotorov, pricom z tychto transkriptov mézu byt produkované rozne proteinové izoformy.
Medzi dve najlepSie opisané proteinové izoformy patria GABAg1a @8 GABAg;p,, podjednotky
GABAg receptora (Evenseth a kol., 2020).

GABA receptory su jednym z najvyznamnej$ich cielov pri vyvine lieciv neurologickych
a psychiatrickych porach (Bettler a kol., 2004), pricom novSie tdaje ukazuju, ze GABA
sprostredkovava aj rozne reakcie v neneuralnych tkanivach, kde ovplyviuje zakladné
bunkové aktivity (Young a Bordey, 2009). KedZe tehotné Zeny a zeny, ktoré planuju
tehotenstvo moézu uzivat’ vyssie uvedené terapeutikd a navySe sa GABA stala dostupna aj ako
,»doplnok stravy®, ktora mézu uzivat’ aj tehotné Zeny (Boonstra a kol., 2015), cielom nasej
prace bolo zistit’ ¢t GABA moéZe ovplyvnit’ aj vyvin preimplantaéného embrya.

MATERIAL A METODIKA

IZOLACIA IN VIVO VYVINUTYCH OOCYTOV A BLASTOCYST  Dospelé samice
mysi boli hormonélne stimulované a priblizne 12 hodin po podani hCG (T'udsky choriovy
gonadotropin) boli z vajcovodu izolované oocyty. Na ziskanie preimplantaénych embryi
v §tadiu blastocysty sa hormondlne stimulované samice sparili so samcami a 96 hodin po
podani hCG boli z vajcovodu/ maternice izolované blastocysty.
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IZOLACIA RNA a SYNTEZA cDNA  Celkovii RNA sme izolovali z tkaniva pomocou
reagencie TRIzol (Invitrogen Life Technologies, Nemecko) podla postupu odporuc¢aného
vyrobcom. Po eliminacii genomickej DNA, sme cDNA syntetizovali prostrednictvom RT?
First Strand Kit.

VYBER PRIMEROV  Na detekciu GABAg; a GABAg, sme pouzili komeréné priméry
(primers assay PPM27949B , PPM30556A, Qiagen). Na rozliSenie medzi variantami
GABAGg1; a GABAR:, transkriptu mysacieho receptora GABAg; sme navrhli vlastné priméry
umiestnené v Specifickych sekvencidch pre dany transkripény variant. Pre vyber primérov bol
pouzity program Primer 3 (https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/).

PCR ANALYZA PCR reakcie boli uskutoénené pomocou platinovej Tag DNA polymerazy
S prislusnym reakénym roztokom. Po prvom kroku pri teplote 95 °C acase 10 minut
nasledovalo d’alsich 45 cyklov pri 95 °C pocas 20 s, 65 °C pocas 30 s a 72 °C pocas 20 s.
Ziskané PCR produkty sme nasledne analyzovali pomocou 3 % agardzovej elektroforézy
a vizualizovali pomocou zobrazovacieho systému Fusion FX7. Produkty, ktoré boli
amplifikované primérmi pre GABAgyy boli sekvenované (SEQme, CR) a vysledky porovnané
so znamymi sekvenciami receptora GABAg;.

BIOINFORMATICKA ANALYZA Sekvenciu ziskaného transkriptu GABARgip,
nukleotidovu sekvenciu predpokladaného mysacieho transkriptu GABAg;, (Lamp 2001
AF120255.1) a genomickt sekvenciu mySacicho GABAg;, (NC_000083.7) sme porovnavali
pomocou algoritmov / softvérov Clustal W a Blast 2.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V predchédzajicej praci bola na nasom pracovisku preukazana expresia GABA receptorov
Vv mySacich oocytoch a preimplantaénych embryach (Kovatikova a kol., 2023), preto sme sa v
nasej aktualnej $tadii zamerali na skimanie expresie GABAg receptorov u preimplanta¢nych
embryi.

Nase vysledky ukazali, Ze v mySacich blastocystach aj v ovulovanych oocytoch su pritomné
transkripty oboch metabotropnych podjednotick GABA receptora (GABAg1 a GABAg;) (Obr.
1), ¢o naznacuje pritomnost’ funkéného diméru GABAg receptora uz v bunkach skorého
embrya. Pomocou nami dizajnovanych primérov a RT-PCR analyzy sme d’alej zistili, Ze
v ovulovanych blastocystach a oocytoch je produkovany transkript GABAgi, zatial' ¢o
transkripcny variant GABAg;1, sme vobec nedetegovali (Obr. 2).

+ E
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300bp
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100bp
232hp
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200bp
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Obr. 1. RT-PCR analyza GABAg; a GABAg, Obr. 2. RT-PCR analyza GABAg,; a GABAg,
v oocytoch a blastocystdach. v oocytoch a blastocystdch.

Aby sme potvrdili identitu nami ziskaného PCR produktu, bol PCR produkt sekvenovany
anasledne bioinformatickou analyzou porovnavany s publikovanou nukleotidovou
sekvenciou mysSacieho transkriptu GABAgi, as genomickou sekvenciou mySacieho génu
GABAg;. Nase porovnanie preukazalo 100 % -tnt identitu medzi nukleotidovou sekvenciou
nami ziskané¢ho produktu a publikovanou sekvenciou GABAg;, MRNA (Lamp a kol., 2001,
AF120255.1). Porovnanie sekvencie PCR produktu s genomickou sekvenciou mysacieho
génu GABAg; (NC_000083.7) ukazalo, ze zaciatok PCR produktu je kddovany na povodnej
sekvencii intronu 5 a pokracuje sekvenciou exonu 6.
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Vysledky novsich experimentov preukézali, ze GABAg receptory mdézu v neneuralnych
tkanivach zohravat’ rozne ulohy. Aktivacia GABA receptorov moéze ovplyvnit proliferaciu
kmenovych buniek v roznych typoch rakoviny (Young a Bordey, 2009). Napriklad aktivacia
GABAg receptorov inhibovala proliferaciu kolorektalnych buniek HT29 (Shu a kol., 2016)
alebo naopak stimulovala proliferaciu sarkdmovych bunick OUMS-27 (Kanbara a kol., 2018).
Aktivacia GABAg receptora vyrazne zvysSovala proliferaciu mySacich embryonalnych
kmenovych buniek, naproti tomu aktivacia GABAa receptorov mierne inhibovala proliferaciu
tychto buniek (Schwirtlich a kol., 2010). Stimulacia proliferacie po aktivacii GABAg, ale aj
GABAA,, bola zaznamenana aj u l'udskych pankreatickych B-buniek (Tian akol., 2013).
Aktivacia GABAg receptorov moze ovplyvnit’ aj procesy bunkovej diferencidcie, ako to bolo
demonstrované v pripade mysacich chondrocytov rastovej platni¢ky (Cheng a kol., 2007).
Izoformy GABAGg1, @ GABAg, patria medzi najrozsirenejSie formy GABAg receptora a ako
jediné sa pokladaju za vysoko konzervované medzi réznymi druhmi. Rozdielnost’” medzi
tymito dvomi izoformami je predovSetkym v pritomnosti alternativneho miesta v GABAg1p
pred exénom 6, ¢im sa exdén 6 predlzuje na jeho 5° konci. Mnohé §tidie naznacuju aj znacné
rozdiely v expresii medzi GABAg1, @8 GABAg1 Z ¢asového a priestorového hl'adiska (Bettler
a kol., 2004), ¢o zaroveil naznacuje aj ich odlisné tlohy.

Nase vysledky ukazali, ze v mySacich preimplantaénych embryach je produkovany transkript
GABAGg:, ale nie GABAGg1,, avsak mozny fyziologicky vyznam takejto expresie je potrebné
eSte objasnit’. Uvedené vysledky tiez naznacuju, ze nadmerna konzumacia latok posobiacich
na GABA receptory (ako su Specifické terapeutikd, alkohol alebo potravinové aditiva
obsahujuce GABA) by mohla negativne ovplyvnit’ preimplantacné embrya a predstavovat tak
riziko pre Gspesné zacatie tehotenstva.
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ABSTRAKT

Poruchy autistického spektra (PAS) predstavuju skupinu neurovyvinovych ochoreni, ktoré sa
okrem socialnych a behavioralnych poruch vyznacuju aj gastrointestinalnymi t'azkostami.
Stucasné stidie poukazuji na vyznamny vplyv mikrobidmu na rozvoj symptémov u deti
s PAS. Cielom tejto Studie bolo predovsetkym preskumat’ vyuzitie mikrobidlnej terapie
vV podobe synbiotika na zmiernenie gastrointestinalych symptémov a obnovenie normobidzy
na predklinickom modeli. Nasa Stadia preukazala vplyv dysbiotického mikrobiomu od
autistickych pacientov na vyskyt rektdlneho krvacania. Zaroven nase vysledky naznacuju, ze
podavanie synbiotika ma priaznivy G¢inok na zmiernenie tohto symptomu a obnovu
normobidzy prostrednictvom zvySenia alfa diverzity mikrobiomu a Gprave zastipenia
vybranych celadi. Ked’ze sledovany pokles skore rektalneho krvacania bol relativne maly,
odportaéame predizit dobu lie¢by na dosiahnutie lepsicho terapeutického efektu.

UvoD

Poruchy autistického spektra (PAS) st komplexnou skupinou neurovyvinovych portch, ktoré
charakterizujii predovsetkym tazkosti v komunikdacii, socidlnych interakcidch a repetitivne
spravanie. NajcastejSou klinickou formou PAS je autizmus. Etiologia PAS zatial nie je
spolahlivo objasnena, avSak S$tidie poukazuji na vplyv genetickych faktorov, imunity
a faktorov prostredia (Fattorusso a kol. 2019). Castym symptéomov udeti sPAS su
gastrointestindlne tazkosti (napr. bolest’” brucha, zapcha, krv v stolici), ktoré sa vyskytuju
Styrikrat CastejSie ako v normalnej populacii. Najnovsie vyskumy tiez poukazujlii na porusenie
rovnovazneho stavu mikrobiomu u autistickych pacientov. Tento stav sa oznacuje ako
dysbidza a jej miera bola korelovand so zdvaznost'ou gastrointestindlnych symptomov u deti
s PAS (Skrikantha a Hasan Mohajeri 2019). Vysledky niektorych §tadii tiez naznacuju, ze
zloZenie mikrobidmu moze ovplyviiovat aj samotné spravanie a socidlne interakcie
autistickych pacientov prostrednictvom tzv. gut-brain axis (os ¢revo-mozog) (Alharthi a kol.
2022). Uprava ¢revnej dysbidzy by teda mohla zmiernit’ nielen gastrointestinalne t'azkosti, ale
aj typické poruchy spravania typické u deti s PAS. Jednym zo sposobov upravy ¢revného
mikrobidému je administracia synbiotik, ktoré predstavujii kompletny preparat obsahujuci
probiotika a prebiotika (Mitchell a Davies 2022). Cielom tejto stidie bolo preskimat’ vplyv
¢revného mikrobidmu na gastrointestinalne symptomy PAS a mozZnost’ vyuzitia synbiotik na
ich zmiernenie a nastolenie normobi6zy.

MATERIAL A METODIKA

Samice my$i BALB/c (n=41; Velaz, Praha, Ceska republika) boli chované v gnotobiotickych
izolatoroch pre hlodavce THF 3315 (EHRET Labor-und Pharmatechnik GmbH Co.&KG,
Emmendingen, Nemecko) a Single-tier CBC (CBC, Ltd., Madison, WI, USA). Na navodenie
pseudo germ-free (PGF) statusu podstupili vSetky zvieratd antibiotickt liecbu (p.o.
amoxicilin/kyselina klavulanova a s.c. ciprofloxacin; 5 dni), po ktorej nasledovalo obdobie
rekonvalescencie (10 dni). PGF mysi boli rozdelené do troch skupin: intaktné zvierata (INT;
n=23), skupina PAS (n=23) a zvierata, u ktorych boli priznaky PAS lie¢ené pomocou
synbiotika (SYN; n=15). Gastrointestinalne priznaky PAS boli u zvierat navodené oralnym
podavanim fekalneho mikrobialneho transplantatu (FMT) od deti s PAS kazdych 12 h po
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dobu 3 dni. Po 5-diovej rekonvalescencii boli zvierata lieCené oralnym podavanim synbiotika
(Lactobacillus plantarum CCM 7512, Lactobacillus reuteri CCM 8617 v MRS bujone +
Srotovan¢ lanové semeno) po dobu 5 dni. V priebehu celého experimentu bolo
zaznamenavané krvacanie z rekta, ktorému bolo pridelené skore (0 — 6). Z fekalnych vzoriek
sme pomocou kitu (Zymo Research, CA, USA) vyizolovali bakterialnu DNA, ktora bola
zaslana na metagenomicku analyzu (Novogene Europe, Cambridge, Velka Britania).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V priebehu experimentu sme zaznamenavali skore krvacania zrekta, Co je jednym
Z gastrointestinalnych t'azkosti, ktoré boli pozorované udeti s PAS (Skrikantha a Hasan
Mohajeri 2019). V skupine PAS sme pozorovali signifikantné zvysenie klinického skore (z 0
na 6; p<0,0001). Rektalne krvacanie poukazuje na poskodenie sliznice ¢reva, ¢o spusta
zépalovi imunitni odpoved” aumoziiuje lepSi prechod bakteridlnych metabolitov do
systémovej cirkulacie. Tymto spésobom mézu nasledne posobit’ aj na vzdialené organy, napr.
mozog (Srikantha a Hasan Mohajeri 2019). Po lieCbe synbiotikom sa klinické skore
signifikantne znizilo (p<0,01) aj ked’ jeho pokles bol pomerne maly (zo 6 na 5).

Indexy druhovej bohatosti (chaol, ACE) a druhovej diverzity (simpson) su zatial’ povazované
za jediné spolahlivé ukazovatele normobidzy (Gomaa 2020). Po podavani FMT od deti s PAS
sme nezaznamenali signifikantny rozdiel druhovej bohatosti (Obr. 1a) a druhovej diverzity
(Obr. 1b) voc¢i intaktnej skupine. Dovodom je pravdepodobne znizenie tychto indexov aj
V INT skupine podavanim antibiotik na navodenie PGF statusu (Huang a kol. 2022). Na
druhej strane, podavanim synbiotik sa sledované ukazovatele alfa diverzity signifikantne
zvysili (p<0,05), ¢o naznacuje, Ze doslo k obnove mikrobiému smerom k normobidze.

* *
*
1.0 ns
2000+ 2000+ + _—
- 5
1000 1000
ns ns
0.8
e F
INT PAS SYN INT PAS SYN INT PAS SYN
Skupina Skupina Skupina
(a) (b) (©)

Obr. 1 Indexy alfa diverzity

Statistické porovnanie indexov alfa diverzity medzi jednotlivymi skupinami. Indexy druhovej bohatosti: (a) chaol; (b) ACE.
Index druhovej diverzity: (c) simpson. Statisticka signifikancia na zaklade Man-Whitney U testu. ns — nesignifikantny;
*p<0,05. INT — kontrolna skupina; PAS — skupina s gastrointestindlnymi symptomami PAS; SYN — skupina lie¢ena
podavanim synbiotik.

Na urovni beta diverzity sme pozorovali signifikantné zmeny v zastupeni niektorych cel'adi
(Obr. 2a) medzi experimentalnymi skupinami. V skupine PAS bolo signifikantne nizsie
(p<0,01) zastapenie ¢elade Lachnospiraceae, ¢o bolo dokazané aj v studii na pediatrickych
pacientoch s PAS (David a kol. 2021). Na druhej strane sa signifikantne zvysilo zastipenie
¢lenov celadi Bacteroidaceae, Fusobacteriaceae, Enterobacteriaceae a Sutterellaceae
(p<0,01). Zvysenie zastipenia tychto ¢el'adi bolo pozorované u pacientov s PAS (Chen a kol.
2022; David a kol. 2021; Liu a kol. 2019; Ding, Taur a Walkup 2017). Niektoré z tychto
zmien boli normalizované po liecbe (Obr. 2b). Podavanie synbiotika pravdepodobne upravilo
pomery v hrubom ¢reve, ¢o viedlo k zniZeniu abundancie zastupcov ¢el'adi Fusobacteriaceae
(p<0,01), Tannerellaceae, a Enterobacteriaceae (p<0,05).
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Obr. 2 Beta diverzita na vrovni celade

Beta diverzita na Grovni ¢elade. Data st zobrazené¢ ako priemer +SD. (a) porovnanie skupin INT a PAS; (b) porovnanie
skupin PAS a SYN. Statisticka signifikancia na zaklade t-testu. ns — nesignifikantny; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. INT —
kontrolna skupina; PAS — skupina s gastrointestinalnymi symptomami PAS; SYN — skupina lie¢end podavanim synbiotik.

Vysledky predlozenej Stidie prinaSaji zaujimavé poznatky ohl'adom vplyvu mikrobiomu na
vyskyt gastrointestinalnych symptoémov u deti s PAS a moznosti upravy zlozenia mikrobiomu
na zmiernenie tychto problémov. Mikrobidlny transplantat od deti s PAS spdsobil zmeny
Vv zastupeni vybranych ¢el'adi oproti kontrolnej skupine a navodil vyrazné rektalne krvacanie.
Podavanie synbiotika malo priaznivy ucinok na obnovenie normobidzy a na zmiernenie
gastrointestinalnych symptémov, ¢o sa odrazilo aj na signifikantnom poklese skore rektalneho
krvécania.
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TERAPEUTICKY POTENCIAL ATRANORINU: SKUMANIE JEHO UCINKOV
NA NADORY MOZGU

Simko P., Urbanska N., Mattova S., Kiskova T.
Katedra fyziolégie Zivocichov, UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Atranorin (ATR) patri k sekundarnym metabolitom liSajnikov. V tomto experimente sme
skimali jeho ucinok na laboratorne potkany s indukovanymi nddormi na mozgu. Pracovali
sme s laboratérnymi potkanmi kmena Sprague-Dawley (n=19), ktoré sme si rozdelili do troch
skupin. Prvl kontrolnu skupinu tvorili zdravi jedinci (n=6), druht skupinu tvorili jedinci
s indukovanym nadorom na mozgu (n=6) a tretiu skupinu jedinci s indukovanym nadorom na
mozgu, ktorym sa denne podaval ATR v davke 10 mg/kg hmotnosti v roztoku 10% etanolu
per 0S pocas jedného mesiaca. Zvieratam sme nasledne stanovovali hladiny reaktivnych
foriem kyslika v leukocytoch avykonali sme aj analyzu hematologickych parametrov.
Z nasich vysledkov vyplyva, ze ATR ma vplyv na vychytavanie vol'nych radikalov v Krvi
a prejavil sa ako antioxidant a taktiez na celkovy pocet krvnych elementov, ktorych hladiny
boli stanovené po hematologickej analyze.

UVvOD

Lisajniky, ktorych telo je tvorené zelenou riasou, ¢i sinicou a hubovym partnerom, st
symbiotické organizmy vyuzivané l'udstvom uz po starocia. Svoje uplatnenie nachadzali
v sirokej skale odvetvi a predstavovali vyznamnu zlozku potravy naprie¢ kultirami (Crawford
2019). V struktarach svojej stielky produkuju sekundarne metabolity, ktoré im poskytuju
vyhodné vlastnosti. Jednym z takychto sekundarnych metabolitov je atranorin (ATR). ATR je
aromaticky depsid, znamy svojou pozitivnou biologickou aktivitou, medzi ktorti zaradzujeme
antibakterialny, antifungélny, antiinflamacny, cytotoxicky, antivirdlny, ¢i imunomodulacny
uginok (Studzinska-Sroka, Galanty a kol. 2017). Stadie, zaoberajtce sa jeho vlastnostami, sa
zameriavajil najmi na jeho uéinky v prostredi in vitro. V stadii Majchrzak-Celinskej a kol.
(2022) skamali autori moznost’ vyuzit ATR ako suplement pri liecbe glioblastomu. V tejto
stadii preukazali jeho pozitivny efekt v davke 25 uM na viabilitu A-172 buniek, v davke 50
UM na viabilitu T98G a v davke 25 uM na viabilitu U-138 MG néadorovych bunkovych linii
mozgu (Majchrzak-Celiniska, Kleszcz a kol. 2022). Uginky ATR na zdravy Zivy organizmus
sme popisali v §tadii (Simko, Leskanicova a kol. 2022). Jedna sa o prvu takato komplexnt
Stadiu zaoberajtcu sa i¢inkami ATR na zdravy zivy organizmus in vivo.

MATERIAL A METODIKA

ATR sme ziskali extrakciou z liSajnika Pseudovernia furfuracea. Experimentalnu skupinu
tvorilo 19 laboratornych potkanov kmena Sprague-Dawley rozdelenych do troch skupin. Prvi
skupinu tvorili jedinci kontrolnej neovplyvnenej skupiny (CTR). Druht skupinu tvorili
nelieCeni jedinci s indukovanym nadorom na mozgu (BT) atretiu skupinu jedinci
s indukovanym nadorom na mozgu, lieCeni s ATR (ATR). V experimente sme sa rozhodli
stanovit’ reaktivne formy kyslika (ROS) v leukocytoch vo vzorkéch krvi odobratej potkanom
0 objeme 100 pL podl'a predchadzajiucej prace (Pipova a kol. 2020). Vzorky boli merané
pomocou prietokovej cytometrie. Hladina ROS v leukocytoch bola vyjadrena ako pomer
medianu fluorescencie k autofluorescencii nezafarbenych vzoriek. Rozhodli sme sa taktiez
skamat’ vplyv ATR na hematologické parametre. Krv bola zvieratim odobrana vo veku 60
a90 dni zvena caudalis, nasledne bola analyzovana za pouzitia veterinarneho
hematologického analyzatora EXIGO H400. Zmerané hodnoty boli vyhodnotené v programe
GRAPHPAD Prism 8.0. Hodnoty su vyjadrené ako aritmeticky priemer + smerodajna
odchylka.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

REAKTIVNE FORMY KYSLIKA

Pri skupindch zvierat sindukovanym nadorom na mozgu doSlo k uvolneniu volnych
radikalov (p < 0.01) v porovnani s CTR skupinou. ATR bol schopny znizit' hodnoty ROS na
uroven CTR zvierat (p < 0.001). V tejto Studii sme preukézali antioxida¢ny u¢inok ATR, ¢o
koreluje aj s vysledkami, ktoré ziskali Siqueira a kol. (2010), ktori preukazali schopnost ATR
Vv konc. 100 pug/mL vychytavat’ voI'né radikaly. V inej $tadii sa preukazalo, ze antioxidacny
potencial ATR bol zavisly od volnych radikdlov (hydroxylové radikaly, superoxidové
radikaly, peroxid vodika a oxid dusnaty) v konc. 100 ug/ml v prostredi in vitro (Melo, a kol.
2011).
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Obr. 1. Hladina ROS v krvnych leukocytoch u kontrolnej skupiny zvierat (CTR), zvierat s indukovanym ndadorom
mozgu (BT) a zvierat s indukovanym nddorom mozgu, liecenych s ATR (ATR). Hodnoty sit vyjadrené ako
aritmeticky priemer £ SD. Signifikancia je zohladnena ako ** p < 0.01 a *** p < 0.001.
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Obr. 2. Mnozstvo erytrocytov (4), leukocytov (B), trombocytov (C) a lymfocytov (D) po liecbe. Ddta si uvedené
ako aritmeticky priemer = SD. Signifikancia je zohladnenad ako **p < 0.01 a *** p < 0.001

HEMATOLOGICKA ANALYZA

V pocte erytrocytov nedoslo k signifikantnému rozdielu medzi skupinami, zatial ¢o pri
leukocytoch doslo k zvyseniu ich poétu pri BT skupine v porovnani s CTR skupinou (p <
0.001). Zvysené hodnoty leukocytov moézu predstavovat fyziologicki odpoved na akutnu
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stresovu situaciu (Dhabhar a kol., 2012). Pocet trombocytov sa pri BT skupine vyrazne zvysil
pri porovnani s CTR skupinou (p < 0.01). V ATR skupine, bol ATR schopny znizit' pocet
trombocytov na urovein CTR skupiny, v porovani s BT skupinou (p < 0.01). K zmenam
Vv pocte lymfocytov doslo pri BT skupine v porovani s CTR skupinou (p < 0.01).
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SYNTEZA CDR3 PEPTIDOV VOCI SARS-COV-2
Talpasova L.}, Kulkarni A.*2, Viglasky J., Jozefiakova J.!, Malarik T., Bhide K.},
Curlik J.%, Bhide M*2.
YLaboratérium biomedicinskej mikrobiolégie a imunolégie, UVLF v Kosiciach, Kosice
2Neur0imunologick)5 ustav, SAV, v.v.i., Bratislava
*Katedra chovu a choréb zveri, ryb a véiel, ekologie a kynolégie, UVLF v Kosiciach, Kosice

ABSTRAKT

Koronavirus 2 sposobujuci tazky akutny respiratny syndrom (Severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2) bol koncom roka 2019 pri¢inou globalnej pandémie
s prvym ohniskom hlasenym v provincii Hubei, Wuhan v Cine. Virus spdsobuje ochorenie
COVID-19 a jeho klinickou manifestaciou st prevazne ochorenia dychacieho systému. Avsak
nedavne $tidie naznacuju, Ze patologia virusu moéze mat’ d’alekosiahlejsie dosledky, a to i pre
centrdlnu nervova sustavu. Vyvin terapeutik inhibujucich infekcie v mozgu je vSak pre
vedcov mnohoro¢nou vyzvou hlavne z dovodu selektivnej permeability hematoencefalickej
bariéry (HEB). Prave nanoprotilatky, vyskytujice sa ujedincov c¢elade Camelidae
a chrupavkovitych ryb triedy Chondrichtyes, predstavuju sl'ubnt alternativu v liecbe
neuroinvazivnych ochoreni. Predovsetkym ich CDR3 (complementarity-determining region
3) oblast, ktora plni dominantnii ulohu pri vdzbe nanoprotilatok s antigénmi. Naviac
pritomnost’” Fc oblasti IgG zvySuje aviditu a stabilitu nanoprotilatok a zabezpecuje
protilatkovu recyklaciu. V tejto $tidii boli izolované B-lymfocyty z krvi lamy krotkej (Lama
glama), imunizovanej rekombinantnym spike proteinom SARS-CoV-2 za téelom tvorby
tychto Specifickych nanoprotilatok. Leukocyty boli pouzité na izolaciu mRNA, ktora bola
reverzne prepisand do cDNA. Fragment kodujici CDR3 bol amplifikovany a ligovany do
fagemidu pSEX81 obsahujuci Fc oblast’ IgG1 l'udskej protilatky. Naslednou elektroporaciou
bola skonstruovana CDR3 — E. coli kniznica, ktora bola pouzita na tvorbu CDR3-fagovej
kniZznice. Metédou fagového displeja pocas 3 kol ,,biopanningu® doslo k selekcii fagov
najlepSie interagujucich s inaktivovanym SARS-CoV-2. Interakcia bola potvrdena
prostrednictvom ELISA. Fagy po finalnom tretom kole biopanningu vykazovali interakciu
3,390 a budu d’alej pouzité pri produkcii nanoprotilatky proti SARS-CoV-2.

UvOD

SARS-CoV-2 (rod Betacoronavirus) je zoonoticky, obaleny virus s + SSRNA 0 velkosti ~ 30
kb, ktory sposobuje ochorenie COVID-19 u l'udi. Ako receptor pre vstup do bunky vyuziva
enzym konvertujtci angiotenzin 2 (ACE2) (Lu a kol., 2020). Hlavny antigén virusu spike
protein (S) je nevyhnutny pre vstup virusu do bunky. Na ACE2 sa viaze pomocou receptor-
binding domain (RBD) (Lan a kol.,, 2020), ktora je preukéazatelne hlavnym cielom
neutralizacnych protilatok. Uvadza sa, ze ACE2 sa hojne exprimuje vo vendznych
endotelovych bunkach mozgu, ako aj v epitelovych bunkach tkaniv pl'ic a tenkého ¢reva (Cao
a kol., 2020). To naznacuje, ze invazia SARS-CoV-2 do CNS je pravdepodobna a takisto
mozno pozorovat’ rastuci pocet neurologickych poruch spojenych s ochorenim COVID-19
(Fotuhi a kol., 2020), avsak liecba infekcii mozgu je narocna kvoli prakticky nepriepustnej
hematoencefalickej bariére.

Diftzia konvenc¢nych protilatok v tkanivach je limitovand ich velkostou (150 kDa).
Nanoprotilatky, vytvorené ako alternativa ku konvenénym protildtkam, vykazuju velky
potencial v medicinskej i biotechnologickej oblasti. Tieto molekuly st tvorené vylucne
tazkymi  retazcami aprirodzene sa vyskytuju ujedincov Celade Camelidae
a u chrupavkovitych ryb triedy Chondrichtyes. Vyhodou je ich mald molekulova hmotnost’
(15 kDa), vd’aka ktorej difunduju do tkaniv a nadorov takmer Styrikrat lepSie ako klasické
protilatky. Typicka nanoprotilatka pozostava zo Styroch ramcovych oblasti (FR1-4) a troch
hypervariabilnych oblasti (CDR 1-3). Oblast’ CDR3 (5-8 kDa) predstavuje najdlhSiu oblast’ a
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hra kIaCovh ulohu v interakcii s epitopmi (Bhide, 2022). NavySe konjugacia CDR3 s Fc
oblast'ou IgG protilatok zaroven poskytuje Siroké vyuzitie pri kontrole chordb a ochrane pred
infekénymi chorobami (Richardson a Moore, 2021). Fc oblast’ sprostredkuje dve hlavné
efektorové funkcie: bunkovi cytotoxicitu zavisli od protilatky (ADCC) a cytotoxicitu zavislua
od komplementu (CDC). U T'udi existuju Styri typy Fc oblasti (IgG1-IgG4). Cudsky IgGl
pontka vysokit ADCC a CDC a je najvhodnej$i na terapeutické pouzitie proti patogénom.
Pritomnost’ Fc oblasti tiez zabezpecuje recyklaciu protilatok, ich uvolnenie a opdtovné
pouzitie do extracelularnej tekutiny (Challa a kol., 2014). Fazny konstrukt CDR3-Fc moze
byt transportovany cez HEB do mozgu, kde mdze potencidlne lieCit’ infekcie sposobené
réznymi neuropatogénmi, vratane SARS-CoV-2.

MATERIAL A METODIKA

S cielom produkcie nanoprotilatok vo¢i SARS-CoV-2 bola lama (Lama glama) imunizovana
3 davkami rekombinantného spike (rS) proteinu SARS-CoV-2 (Wuhan-Hu-1, MN908947).
Styri tyzdne po prvej imunizéacii bola odobrana krv, z ktorej sa izolovali polymorfonukleocyty
pre izolaciu mRNA. RNA bola prepisand do cDNA pouzitim RevertAid H minus Reverse
Transcriptase (ThermoScientific, USA) a random hexamérov (Sigma-Aldrich, USA).
Sekvencia CDR3 oblasti nanoprotilatky bola amplifikovand pouzitim degenerovanych
primerov. Nco F (CCATGG) aNot R (GCGGCCGC). Amplifikovany produkt bol
digestovany restrikénymi endonukleazami Ncol (5'C|CATGG 3') a Notl (5'GC|GGCCGC 3
a ligovany pomocou T4 DNA ligazy (ThermoScientific, USA) s fagemidom pSEX81
(Progen, Nemecko) obsahujacim sekvenciu Fc fragmentu IgG1 l'udskej protilatky. Ligaény
mix bol elektroporovany do elektrokompetentnych E. coli XL1-blue za vzniku CDR3- E. coli
kniznice. Na ziskanie tejto kniznice sa uskuto¢nilo 8 elektroporacii. Kultivacia
elektrokompetentnych E. coli prebehla na kultivaénych platniach s LB médiom s 1%
glukézou a tetracyklinom, pri 37°C, 16 hod. Po kultivacii bola CDR3- E. coli kniznica
superinfikovana hyperfagom MI13KO07Aplll (Progen, Nemecko). Selekcia bakteriofagov
s génom nasho zaujmu prebehla pocas 3 kol ,,biopanningu‘ vo¢i inaktivovanému SARS-CoV-
2 (variant Omicron B.1.1.529). Na kvantifikaciu fagov po jednotlivych kolach bola prevedena
titracia na kultivaénych platniach s LB médiom s 1x tetracyklinom a 1x karbenicilinom.
Interakcia fagov s inaktivovanym SARS-CoV-2 bola potvrdena aj pomocou ELISA. DNA
z fagov bola izolovand (98°C/15 mintt) a vybrané klony boli sekvenované a analyzované
pomocou programu GeneiousPro.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Amplifikovany produkt bol o vel'kosti 120 bp, ¢o zodpoveda velkosti CDR3. Tento produkt
bol pouzity na tvorbu CDR3 - E. coli kniznice. Vel'kost CDR3- E. coli kniznice bola 1,2 x
10'° a 1,3 ml kniZnice bolo pouzitych pri priprave CDR3-fagovej kniznice. V jednotlivych
kolach biopanningu sme pouzili 1x107 fagov. Vzorky fagov po prvom kole biopanningu boli
sekvenované a analyzované v programe GeneiousPro. Po 3. kole biopanningu bola testovana
interakcia fagov s cielovym antigénom pomocou ELISA (Obr. 1).
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Fagova ELISA po 3 kolach biopanningu
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Obr. 1 Fagova ELISA po 3 kolach biopanningu.

Interakcia merana ako absorbancia pri 450 nm naprie¢ jednotlivymi kolami stupala z 0,560
Vv pripade fagov po prvom biopanningu az po 3,390 (fagy po tretom kole biopanningu). Ako
negativna kontrola sluzila detekcia interakcie bez pritomnosti fagov. DNA z fagov po
findlnom tretom biopanningu bola izolovand a bude pouzitd na produkciu proteinu
Vv eukaryotickom expresnom systéme Pichia pastoris.
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ANTIDEPRESIVNY POTENCIAL SEKUNDARNEHO METABOLITU LISAJNIKOV
- ATRANORINU

Urbanska N., Simko P., Kiskova T.
Katedra fyziolégie Zivocichov, Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedeckd fakulta, UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Atranorin (ATR) patri medzi sekundarne metabolity liSajnikov. V sucasnosti boli jeho ucinky
bolo analyzovat’ vplyv ATR na depresii podobné stavy samcov potkanov kmena Wistar. Ako
model na vyvolanie depresie sme vyuzili prenatalny a opakovany postnatalny imobilizacny
stres (v poslednom tyzdni gravidity boli stresované gravidné samice trikrat denne po dobu 45
min pocas troch nasledujucich dni; vo veku 60 dni bolo potomstvo samcov po narodeni
opakovane stresované¢). Samce boli rozdelené do troch skupin: skupina DEP - potomstvo
matiek stresované v imobiliza¢nych boxoch (n = 10), skupina CTR - zdrava kontrola (n = 10)
a skupina ATR (n = 10), ktorej bol podavany extrakt ATR (10 mg/kg) pocas jedného mesiaca
per 0s. Zvieratd boli testované v behavioralnych aparaturach. Z vysledkov vyplyva, ze po
navodeni depresie zvieratd travili Statisticky vyznamne menej Casu v otvorenych ramenach
vyvySen¢ho krizového labyrintu a ich ,,chaotické® spravanie sa prejavilo zvySenim rychlosti
pohybu a trajektoriou prejdenou na periférii v teste otvoreného pol'a. ATR upravil sledované
parametre na uroven zdravych jedincov. Vysledky nasej Stidie naznacuju potencidlny
antidepresivny/anxiolyticky u¢inok ATR.

UvOoD

Depresia je spomedzi svetovych choréb na Stvrtom mieste incidencie po chorobach dychacich
ciest, prenatalnych poruchach a AIDS. Symptomy depresie, ako je zvysena tzkost, fyzicka
bolest’, samovrazedné sklony, strata koncentracie a zaujmu maj vplyv na spravanie a naladu,
ale aj na celkovy zdravotny stav ¢loveka, ¢oho nasledkom je vysokd ekonomicka zataz
(Vavakova, Dura¢kova a kol. 2015). Dusevné choroby su rizikovym faktorom inych ochoreni
ako je ischemicka choroba srdca a rakovina (Barth, Schumacher a kol. 2004). Nedostato¢na
ucinnost’, tolerancia, mnoho vedlajSich ucinkov, casté relapsy charakterizujii sucasnu
antidepresivnu liecbu (Lund, Brooke-Sumner a kol. 2018). Avsak rozne prirodné rastliny,
byliny a ich latky maji menej neziaducich u¢inkov ako konvenéné lieky (Yeung, Hernandez a
kol. 2018).

ATR je druhym najviac Studovanym sekundarnym metabolitom po Kkyseline usnovej
(Ingolfsdottir 2002, Aratijo, De Melo a kol. 2015). ATR preukazal r6znu biologicku aktivitu
ako napr. protinadorovi, cytotoxickl, imunomodula¢ni, antioxida¢ni. Stcasné stadie boli
vacsinou vykonané in vitro a len sporadicky in vivo. Nasa predchadzajtica stadia sa zamerala
na ucinky ATR na behaviordlne a neuronalne zmeny po perordlnom podani u samic a samcov
potkanov kmena Sprague-Dawley (Simko, Leskanicova a kol. 2022). Na zaklade naSich
predchadzajtcich vysledkov méZe mat’ ATR anxiolytické/antidepresivne Gcinky.

MATERIAL A METODIKA

Gravidné samice boli rozdelené do dvoch experimentdlnych skupin: kontrolnej a
"depresivnej". Skupina "depresivnych"” samic bola stresovana pomocou imobilizaénych boxov
v poslednom tyzdni gravidity: trikrat denne po dobu 45 min, pocas troch nasledujicich dni
(Van den Hove, Leibold a kol. 2014). Po porode bolo potomstvo samcov ponechané s
matkami 30 dni. Potomstvo tvorilo tri skupiny: skupina CTR ako potomstvo kontrolnych
matiek (n = 10), skupina DEP (n = 10) a skupina ATR (n = 10). ATR bol podavany denne per
0s v davke 10 mg/kg. Bol rozpusteny v 10 % etanole a podavany pocas jedného mesiaca.
Zvieratd sme v poslednom experimentalnom tyzdni podrobili behavioralnemu testovaniu. Na
tento ucel sme si zvolili vyvySeny krizovy labyrint (EPM) a test otvoreného pol'a (OFT).
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Udaje sme vyhodnocovali v $tatistickom programe GraphPad Prism 8.0.1. Hodnoty su
prezentované ako priemer + Standardné odchylka (SD).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V poslednych rokoch sa zvysil zaujem o biologické vlastnosti ATR. Nasa stadia sa zamerala
na potencidl ATR v lie¢be depresie.

Po aplikacii ATR sa v porovnani so skupinou s DEP vyrazne zvysila frekvencia vzty¢ovania a
Cas straveny v otvorenych ramenach (Obr. 1). Naopak, frekvencia vztyCovania sa vyrazne
zvysila v porovnani so skupinou CTR.
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Obr. 1. Vztyéovanie (A) a cas straveny v otvorenych ramendch (B) v EPM v jednotlivych skupindch zvierat:
kontrolnd skupina (CTR), skupina v stave podobnom depresii (DEP) a skupina s podavanym extraktom
atranorinu (ATR). Hodnoty su uvedené ako aritmeticky priemer £ SD. Signifikancia je oznacend ako * p < 0,05
a**p<0,0l1.

Na zéklade $tidie Simka a kol. (2022) sa pri podavani ATR zdravym zvieratdm v davke 10
mg/kg telesnej hmotnosti sa zvysil Cas straveny v otvorenych ramenach v teste EPM v
porovnani so zdravymi samcami aj samicami potkanov Sprague-Dawley. Okrem toho sa u
zdravych zvierat, ktorym bol podavany ATR, zvysila frekvencia vztyCovania v OFT (Simko,
Leskanicova a kol. 2022). Vysledky nasej Stadie naznacuju, ze po aplikacii ATR dochadza k
zniZzeniu uzkosti. Vo vSeobecnosti zvySenie frekvencie vztyCovania a Casu v otvorenych
ramenach naznacuje znizenie uzkosti u zvierat s DEP (Carola, D'Olimpio et al. 2002,
Belovicova, Bogi a kol. 2017). ZniZenie exploratného spravania u zvierat v teste EPM
naznacuje, ze ATR moéze posobit’ na ich tzkostné a depresivne stavy. Pokles explora¢ného
spravania bolo pozorované aj v klinickych stadiach pri pacientov s depresiou (Smith, Taylor a
kol. 2022).
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Obr. 2. Rychlost pohybu (A) a trajektoria prejdend na periférii (B) V OFT v jednotlivych skupindch zvierat:
kontrolna skupina (CTR), skupina v stave podobnom depresii (DEP) a skupina s podavanym extraktom
atranorinu (ATR). Hodnoty su uvedené ako aritmeticky priemer = SD. Signifikancia je oznacena ako * p < 0,05.

Pocas testovania v OFT dochadzalo k zvySeniu rychlosti pohybu a trajektorie zvierat v stave
podobnom depresii v periférii v porovnani so skupinou CTR (Obr. 2). Toto "chaotické"
spravanie je mozné opisat’ ako Uzkostné a modze zodpovedat’ depresii podobnému stavu
zvierat DEP. Hladina v skupine ATR bola porovnatel'na s hladinou v skupine CTR. Ako ATR
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pOsobi v mozgu, zostava nejasné. Zmeny v mozgoch potkanov zistené v tejto stadii alebo v
nasich skor publikovanych udajoch (Simko, Leskanicova a kol. 2022) naznacuji molekularny
mechanizmus ATR.

Vysledky nasej stidie poskytuju prvy dokaz o ucinku ATR v lieCbe depresie. Na zéklade
naSich pozorovani je ATR potencidlnym sekundarnym metabolitom liSajnika na liecbu
depresie a mal by byt’ zahrnuty v budtcich studiach.
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VPLYV POLYMORFIZMOV CYP1A2 NA VZNIK KARCINOMU PROSTATY
Vilgkova M2, Juregekova J. 1, Kliment J. 3, Skerefiova M. 4, Dusenka R.%, Knogko Brozova M.},
Kmetova Sivoiiova M.
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2pelitel’stvo vojenského zdravotnictva, Ruzomberok
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ABSTRAKT

Uloha polymorfizmov cytochromu P450 1A2 (CYP1A2) rs2472299, rs2470890 a rs11072508
Vv riziku karcindmu prostaty, progresii ochorenia a vyvoji nddoru zostava nejasna. Preto sme
skamali potencidlne asocidcie tychto troch polymorfizmov a haplotypov CYP1A2 s
citlivostou na karcinom prostaty a jeho klinicko-patologické charakteristiky. Nasa pripadova-
kontrolna $tadia pozostavala z 522 pacientov s karcindmom prostaty a 554 zdravych kontrol.
Na stanovenie polymorfizmu CYP1A2 sa pouzila analyza topenia s vysokym rozliSenim. Pre
CYP1A2 152472299 a rs11072508 sa nepozorovala ziadna vyznamna suvislost’ s rizikom
karcindmu prostaty. AvSak signifikantne znizené riziko karcindmu prostaty sa zistilo pre
CYP1A2 rs2470890 (OR, 0,67, p = 0,02). Po analyze asociacii klinického stavu a tychto troch
polymorfizmov CYP1A2, polymorfizmy rs2470890 a rs11072508 vykazovali pozitivnu
stvislost’ s vy$§im Gleasonovym skore. VSetky tri polymorfizmy vykazovali signifikantne
pozitivhu asocidciu s patologickym T S§tadiom v aditivnych, alelickych a dominantnych
genetickych modeloch (p<0,05). Haplotypova analyza odhalila, ze najbeznejSie haplotypy
»GTT* a ,,ACC* boli vyznamne spojené so zniZenym a zvySenym rizikom karcindému
prostaty u pacientov s patologickym T Stadiom 3 a 4. Zistilo sa vyznamné spojenic medzi
haplotypom ,,GTT* a Gleasonovym skore (OR, 0,71, p=0,03), ¢o naznacuje ochranny u¢inok
hlavného haplotypu ,,GTT* v patologii karcindmu prostaty. Zaverom mozno povedat’, Ze tieto
polymorfizmy a haplotypy CYP1A2 maji potencidl predpovedat’ progresiu ochorenia
karcinému prostaty.

UvOD

Enzymy l'udského cytochromu hraju kli€ova ulohu v réznych biologickych procesoch
aludskych chorobach. Clenovia rodiny CYP1, vratane CYP1Al, CYP1A2 a CYPIBI su
indukovani arylovymi uhl'ovodikovymi receptormi (AhR), ktoré sa podiel’aji na metabolizme
roznych endogénnych a exogénnych substratov. Uvadza sa, ze ligandy, ktoré indukujt
expresiu CYP1st karcinogénne xenobiotikd. Enzymy CYP1 teda koreluju s patogenézou
karcinomov.

Najmd CYP1A2 metabolizuje enviromentdlne xenobiotikd, ako st aromatické
a heterocyklické aminy (HA) a polycyklické aromatické uhl'ovodiky (PAH), ktoré vznikaju
poCas pecenia a grilovania midsa avykazuji mutagénne a karcinogénne vlastnosti. Ich
expresia bola zistena aj v tkanive prostaty (Kwon a kol., 2021). Nedavno bola u pacientov
S plicnym adenokarcindmom a hepatocelularnym karcindbmom identifikovana tumor
supresivna funkcia CYP1A2 (Yu akol., 2021). Preto je CYP1A2 jednym s rizikovych
faktorov karcindmu, pretoZze metabolizuje a aktivuje prokarcinogény. Polymorfizmus
CYPI1A2 je teda Siroko Studovany pri réznych typoch karcinogénov (Koonrungsesomboon
a kol., 2018). Polycyklické aromatické uhl'ovodiky (PAH) st Siroko rozsirené enviromentalne
prokarcinogény. Tieto zliceniny reaguju s DNA a vytvaraja adukty, ktoré veda k mutacii
a iniciacii karcinogenézy (Elfaki a kol.,2018).

MATERIAL A METODIKA

Studijna populacia pozostavala z 1076 subjektov, z toho bolo 522 pacientov s karcindmom
prostaty a 554 zdravych jedincov nad 50 rokov, ktori boli lie¢eni na Urologickej klinike JLF
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a MFN v Martine. U vsetkych pacientov s diagnézou karcinomu prostaty sa Vvykonalo
histologické vysetrenie vzoriek ziskanych biopsiou prostaty alebo transuretrdlnou resekciou
prostaty. Zdravé kontroly nemali ziadne aktualne alebo predchadzajice karcindmy.

Genomova DNA bola izolovana zo vzoriek periférnej krvi pomocou Wizard Genomic DNA
Purification Kit azrazanie ectanolom podla vyrobcu. Na analyzu vybranych SNP sa
uskutocnila analyza topenia s vysokym rozliSenim (HRMA) na LightCycler 480. Geneticka
analyza urenych genotypov a analyza asociacie medzi kazdym SNP a definované skupiny
ucastnikov $tadie sa uskutocnili pomocou softvéru PLINK 1.07. VSetky asociédcie genetického
modelu boli testované pomocou Fisherov test, s vynimkou aditivheho modelu, ktory testoval
Cochran- Armitage trend test. Asociacia haplotypov bola testovana Pearsonovym chi2-testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Priemerny vek pacientov zaradenych do studie bol 65,8 (+ 9,5) rokov a sérova koncentracia
PSA 44,3 (+4,5) ng/ml. Zo 421 pacientov 275 (65,3%) malo Gleasonovo skore < 7 a 146
(34,7%) jedincov malo Gleasonovo skore >7. V 101 pripadoch nebol konecny patologicky
stupenn zahrnuty do analyzy, pretoze klasifikacia bola vykondvand pomocou inych systémov
klasifikacie. 50% pacientov malo nédor Stadia pT1/pT2 a rovnaky pocet (%) pT3/pT4. 554
zdravych kontrol malo priemerny vek 64,7 (+10,3) rokov a vyrazne niz$iu koncentraciu PSA
v sére 3,2 (+0,5; p<0,05) ng/ ml v porovnani s pacientmi. Genotypova distribacia pre vsetky
SNP u kontrol a pacientov s karcindmom prostaty bola konzistentna s Hardy-Weinbergovou
rovnovahou. Pre polymorfizmy rs2472299 ars11072508 sme nenasli ziadnu vyznamnua
suvislost’ s nadchylnostou na karcindbm prostaty v ktoromkol'vek z genetickych modelov.
Genotypové frekvencie sa vyrazne liSili medzi pacientmi s karcindmom prostaty
a kontrolnymi skupinami z hl'adiska polymorfizmu CYP1A2 rs2470890 (p=0,03). Recesivna
alela 152470890 (CC) vyrazne zniZila riziko karcindmu prostaty v porovnani s CT+TT
v recesivnom genetickom modeli (OR, 0,67; 95%C1,0,48 — 0,93; p=0,02). Ako je uvedené
v Tab. 1 analyza polymorfizmov CYPIA2 rs2472299 ars2470890 neodhalila ziadne
vyznamné spojenie s hladinami PSA. Avsak, v pripade polymorfizmu CYP1A2 rs11072508
V dominantnom modeli sme pozorovali vyznamné 1,51- nasobné zvysenie rizika karcinomu
prostaty spojeného s hladinami PSA >10 ng/ml. aditivny geneticky model ukdzal vyznamny
rozdiel vriziku karcindbmu prostaty u pacientov s Gleasovym skore > 7 =z hladiska
polymorfizmov CYP1A2 rs2470890 ars11072508.d%alej boli stanovené zvySené rizika
karcinomu prostaty o 1,37 a 1,59 polymorfizmu rs11072508 u pacientov s Gleasovym skore
>7. Vsuvislostt s polymorfizmami CYP1A2 apatologickym T Stddiom vSetky 3
polymorfizmy vykazovali pozitivnu asociaciu v aditivnom, alelickom a dominantnom
genetickom modely. Analyza génu CYP1A2 odhalila piat’ haplotypovych skupin, medzi
ktorymi su ,,GTT* a ,,ACC* sa vyskytovali najcCastejSie. Toto je prva Studia, ktord ukazuje
vyznamnu suvislost’ medzi CYP1A2polymorfizmom, odhadovanymi haplotypmi v stvislosti
s rozvojom karcindmu prostaty a progresiou nadoru. Nasa analyza naznacuje, ze najCastejsi
haplotyp GTT moduluje prognozu karcindmu prostaty u pacientov s Gleasonovym skore >7
apT3/pT4. Na druhej strane druhy najviac bezny haplotyp ,, ACC* je spojeny s vyrazne
zvySenym rizikom u pacientov s pT3/pT4. Predpokladame ,ze tieto polymorfizmy a haplotypy
CYP1A2 hraja rozhodujucu ulohu pri progresii nadoru ako pri karcinogenéze a nachylnosti na
karcindm prostaty.
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Tab. 1: Riziko karcindmu prostaty spojené s polymorfizmami a frekvencie haplotypov

PSA Gleason score Pathological T stage
CYP1A2 Al | A2 Model <10 >10 ng/ml OR P <7 >7 OR P pT1/ pT3/pT4 OR p
ng/ml (95%Cl) (95%Cl) pT2 (95%Cl)
rs2472299 A G GENO 26/93/90 24/105/85 - 0.64 | 28/122/125 | 19/70/57 - 0.39 | 11/48/58 | 18/53/39 - 0.07
A G ADD 145/273 153/275 - 0.74 178/372 108/184 - 0.17 70/164 89/131 - 0.02
A G | ALLELIC 145/273 153/275 1.05 0.77 178/372 108/184 1.23 0.19 70/164 89/131 1.59 0.02
(0.79- (0.91- (1.08-
1.39) 1.65) 2.35)
A G DOM 119/90 129/85 1.15 0.49 150/125 89/57 1.30 0.22 59/58 71/39 1.79 0.03
(0.78- (0.87- (1.05-
1.69) 1.96) 3.05)
A G REC 26/183 24/190 0.89 0.76 281247 19/127 1.32 0.42 11/106 18/92 1.89 0.16
(0.49- (0.71- (0.85-
1.61) 2.46) 4.19)
152470890 C T GENO 26/103/80 31/115/68 - 0.38 30/135/110 24/77/45 - 0.09 14/50/53 19/62/29 - 0.01
C T ADD 155/263 177/251 - 0.18 195/355 125/167 - 0.03 78/156 100/120 - 0.007
C T ALLELIC 155/263 1771251 1.19 0.21 195/355 125/167 1.36 0.04 78/156 100/120 1.67 0.009
(0.91- (1.02- (1.14-
1.57) 1.82) 2.44)
C T DOM 129/80 146/68 1,33 0.18 165/110 101/45 1.49 0.07 64/53 81/29 231 0.004
(0.89- (0.97- (1.32-
1.99) 2.91) 4.05)
C T REC 26/183 31/183 1.19 0.57 30/245 241122 1.61 0.13 14/103 19/291 1.54 0.27
(0.68- (0.90- (0.73-
2.09) 2.87) 3.24)
rs11072508 c T GENO | 26/100/83 30/119/65 - 0.13 | 31/134/110 | 23/80/43 - 0.07 | 15/54/48 | 19/62/29 - 0.07
C T ADD 152/266 179/249 - 0.09 196/354 126/166 - 0.03 84/150 100/120 - 0.03
¢ T | ALLELIC 152/266 179/249 1.26 0.11 196/354 126/166 1.37 0.04 84/150 100/120 | 1.49 0.05
(0.95- (1.03- (1.02-
1.66) 1.83) 2.17)
C T DOM 126/83 149/65 1.51 0.05 165/110 103/43 1.60 0.03 69/48 81/29 1.94 0.03
(1.01- (1.04- (1.11-
2.26) 2.45) 3.41)
c T REC 26/183 30/184 1.15 0.67 31/244 23/123 1.47 0.22 15/102 19/91 1.42 0.36
(0.65- (0.82- (0.68-
2.02) 2.63) 2.96)
PSA Gleason score Pathological T stage
Haplotype <10 >10 OR P <7 >7 OR P pT1/pT2 pT3/pT4 OR P
ng/ml ng/ml (95% (95% (95%
Cl) Cl) Cl)
GTT 0.626 0.562 0.76 0.06 0.632 0.552 0.71 0.03 0.643 0.532 0.62 0.02
(0.57- (0.54- (0.43-
1.00) 0.95) 0.91)
ACC 0.325 0.334 1.05 0.78 0.303 0.347 123 0.19 0.287 0.385 1.54 0.03
(0.78- (0.91- (1.04-
1.41) 1.67) 2.26)
GCC 0.037 0.062 1.74 0.09 0.041 0.066 1.67 0.11 0.052 0.060 1.16 0.73
(0.91- (0.88- (0.52-
3.34) 3.15) 2.57)
GTC 0.000 0.024 NA 0.011 0.017 1.48 0.47 0.018 0.009 0.61 0.45
(0.49- (0.14-
4.47) 2.79)
ACT 0.013 0.019 1.58 0.45 0.013 0.018 1.36 0.61 0.000 0.014 NA 0.07
(0.51- (0.42-
4.93) 4.35)
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VYSKYT SUPEROXIDDISMUTAZY 1 V NADOROCH PANKREASU
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ABSTRAKT

Cielom prace bolo zmapovat’ vyskyt superoxididsmutazy (SOD) 1 v naddorovych bunkéch
rozne diferencovaného duktalneho adenokarcindmu pankreasu (PDAC) a zhodnotit’ moznost’
pouzivania SOD1 ako prognostického markera u pacientov s PDAC. Detekciu enzymu
vV naddorovych bunkéach sme realizovali nepriamou imunohistochemickou metédou, priCom z
celého suboru (n=60) bolo 55 vzorieck SODI1 pozitivnych (91,67%). Vysledky
imunohistochemickej analyzy sme korelovali so stupiiom diferenciacie tumoru (G1, G3).
V skupine dobre diferencovanych tumorov bolo pozitivnych 36 vzoriek z celkového poctu 40,
Vv skupine zle diferencovanych tumorov bolo pozitivnych 19 vzoriek z celkového poc¢tu 20. Na
posudenie presnych Statistickych vztahov medzi vyskytom proteinu a stupiiom diferenciacie
tumoru sme pouzili Fisherov exaktny test a chi-kvadratovy test. Ked'’Ze pritomnost’ proteinu
vV nddorovych bunkidch vnasom subore nekorelovala Statisticky vyznamne so stupfiom
diferenciacie tumoru, a tym aj progndézou ochorenia, predpokladame, zZe miera expresie SODI
v nadorovych bunkéch pankreasu nie je vhodnym prognostickym markerom PDAC.

UvOoD

Rakovina pankreasu patri medzi najobavanejSie onkologické ochorenia. Toto konStatovanie
plati aj napriek neustdle sa zlepSujucim diagnostickym moznostiam a velkému pokroku v
poznani molekularnogenetickych procesov jej patogenézy. NajcastejSim malignym nadorom
pankreasu je PDAC, ma povod v epitelovych bunkéach pankreatickych vyvodov (Liillmann-
Rauch, 2012; Neuwirth a kol., 2018). Pri vzniku a rozvoji PDAC sa uplatiluje o. i. oxidacny
stres, reaktivne formy kyslika vznikaji ako vedlajSie produkty bunkového aerdbneho
metabolizmu. Antioxida¢né enzymy patria medzi protektivne celularne faktory, chrania bunku
pred uc¢inkom volnych radikalov, plnia vSak doélezitd ulohu aj v regulacii bunkovych
signalnych drah (Li akol., 2015). Délezitd ulohu vramci enzymového antioxida¢ného
systému zohrava superoxiddismutaza (SOD), ktora katalyzuje premenu superoxidu (¢O; ) na
peroxid vodika (H20,). U 'udi sa vyvinuli tri r6zne izoformy SOD, ktoré majt v katalytickom
centre variabilné kovové 16ny. Okrem poZiadaviek na rozdielne kofaktory kovovych iénov su
tieto enzymy aj odliSne lokalizované v jednotlivych celularnych kompartmentoch (Miller,
2012). SOD1 (CuZn-SOD) je homodimérny bimetaloenzym, ktory vyuziva med’ na katalyzu
a zinok na zvySenie katalytickej uc¢innosti a stabilizaciu samotného enzymu. SOD1 dosahuje
molekulovii hmotnost’ 32 kDa a je hlavnou cytosolickou formou superoxiddismutaz (Fukai
a Ushio-Fukai, 2011). SOD1 je primarne distribuovana v cytosole, nachadza sa vSak aj
vV bunkovych organelach ako st jadro, lyzozémy a peroxizémy, bola detegovand aj v
intermembranovom priestore mitochondrii (Tsang a kol., 2014). Vyznam SOD1 v patogenéze
onkologickych ochoreni nie je dostatocne definovany (Wilkes akol., 2017).
V hemolyzovanych cervenych krvinkach pacientov s PDAC bola detegovana zvySena SODI1
aktivita. Klinicka implikacia tohto objavu je nejasnd aj v dosledku toho, ze celkova SOD
aktivita nebola u pacientov podstatnej$ie zmenena (Lin a kol, 2009, Kodydkova a kol., 2013).

MATERIAL A METODIKA

Zmapovanie vyskytu SOD 1 v nadorovych bunkach sme realizovali na 60 vzorkach PDAC.
Material vo forme parafinovych blockov bol pre ucely tejto Stidie zapozicany po schvaleni
Etickou komisiou Univerzitnej nemocnice L. Pasteura (UNLP) v Kosiciach z Oddelenia
patologie UNLP. Tumory zaradené do Studie (60) boli patologom rozdelené na dobre
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diferencované - G1 (40) azle diferencované - G2 (20). Cielom naSej prace bolo
imunohistochemicky stanovit vyskyt SOD1 v nddorovych bunkdch PDAC a korelovat
vysledky s rozlicnym stupiiom diferenciacie tumorov. Na zmapovanie pritomnosti SOD1 boli
pouzité primarne krali¢ie polyklonalne protilatky anti-SOD1 v riedeni 1:200. Inkubacia
primarnych protilatok trvala 60 minut a prebehla pri laboratérnej teplote. K spracovavanym
vzorkam bol pridany Biotynilovany Link, Streptavidin-HRP ana vizualizaciu SODI1
diaminobenzidin. Po kazdom uvedenom kroku bol vykonany oplach v oplachovacom roztoku.
Na zaver boli vzorky tkaniv zafarbené hematoxylinom. Nasledne bol cely postup zopakovany
eSte raz bez pridania primarnej protilatky pre potrebu negativnej kontroly. Pritomnost
proteinu SOD1 Vv naddorovych bunkach sme hodnotili kvalitativne aj kvantitativne metdédou
podla Pastornickd akol. Kvalitativne sme vzorky vyhodnocovali posudenim intenzity
sfarbenia, na kvantitativne hodnotenie sme pouzili semikvantitativnu metddu, pricom sme
posudzovali percento pozitivnych nadorovych buniek v kazdom tkanivovom reze
pri zaokrihleni na celé percentd. Pouzili sme $kalu uvedent v Tab. 1. Za pozitivne sme
povazovali vzorky tumorov, ktoré sme oznacili znamienkom 2+ a 3+, ostatné vzorky sme
povazovali za negativne. Tkanivové rezy boli za pomoci svetelného mikroskopu vyhodnotené
dvoma posudzovatelmi prienikom vysledkov ich nezavislych pozorovani. Statistické
hodnotenie vysledkov sme vykonali vo verzii (pozitivne a negativne vzorky) aj vo verzii
vzoriek (-, 1+, 2+, 3+). Na Statistickii analyzu sme pouzili Fisherov exaktny test a chi-
kvadratovy test (2 test).

Zastupenie SOD1 Oznacenie vzoriek
pozitivnych buniek

0% -

1-10 % 1+
11-90 % 2+
91-100 % 3+

Tab. 1. Skdala hodnotenia SODI imunoreaktivinych vzoriek

VYSLEDKY A DISKUSIA

Cielom hodnotenia stupna diferenciacie tumoru je predpovedat’ biologické a klinické
spravanie malignych neoplazii. VacSina klasifikacii na urCovanie stupiia diferencidcie deli
nadory do troch alebo Styroch stuptiov, ktoré vystihuju stipajuci charakter malignity a tym
nepriamo aj prognézu ochorenia. Vysledky velkych retrospektivnych §tadii pri malignych
nadoroch prsnika potvrdili, ze histologicky grade je dolezity prognosticky faktor, a to bez
ohl'adu na velkost tumoru alebo pocet metastaticky postihnutych lymfatickych uzlin.
Urcovanie stupiia diferenciacie ma vSak vSeobecne zname nedostatky, ktoré suvisia so
subjektivnym hodnotenim a S rozdielnymi stupniami diferenciacie na roéznych miestach
tumoru (Kajo a Galbavy, 2017). K presnejSiemu hodnoteniu progndzy ochorenia preto moze
dopomdct’ stanovenie vyskytu réznych proteinov alebo inych substancii v nddorovych
bunkich. V naSom stbore sme sledovali v nddorovych bunkach PDAC wvyskyt SODI.
V skupine dobre diferencovanych (G1) PDAC (n=40) bolo pozitivnych 36 tkanivovych rezov
(90%), v skupine zle diferencovanych (G3) PDAC (n=20) bolo pozitivnych 19 vzoriek (95%).
Na vyhodnotenie vzt'ahu imunoreaktivity SOD1 (Vo verzii pozitivne a negativne vzorky) so
stupiiom diferenciacie tumoru bol pouzity Fisherov exaktny test (Tab. 2.).

89



Protein | G1 | G3 | Fisherov exaktny test

SOD1- |4 |1 | p=0,656
soD1+ |36 |19

Tab. 2. Distribiicia SOD1 (vo verzii pozitivne a negativne vzorky) vzhladom na stuper diferencidcie ndadoru.

Na vyhodnotenie vzt'ahu imunoreaktivity SOD1 (vo verzii vzoriek 0,1+,2+,3+) so stupiiom
diferenciacie tumoru bol pouzity chi kvadratovy test (Tab. 3.).

Protein Gl | G3 | y2 test

SOD1 - 0 0 p=0,803
SOD1 + 4 1
SOD1 ++ 34 |18
SOD1 +++ |2 1

Tab. 3. Distribiicia SOD1 (vo verzii vzoriek -, 1+, 2+, 3+) vzhladom na stuper diferencidcie nadoru.

V obidvoch pripadoch sme zistili, ze rozdiel v distribcii SODI medzi Gl a G3 nie je
Statisticky vyznamny (p=0,656; p=0,803), cize Statisticky vyznamna korelacia medzi
pritomnost'ou SOD1 a stuptiom diferencidcie tumoru nebola dokdzana. Vzhl'adom na uvedené
vysledky Statistickej analyzy je mozné predpokladat’, Ze miera expresie SOD1 v nadorovych
bunkach pankreasu nie je vhodnym prognostickym markerom u pacientov s PDAC. V nasom
vyskume planujeme pokracovat’ s ostatnymi izoformami superoxiddismutazy.
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ENTEROCINY A ICH INHIBICNY UCINOK NA METICILIN-REZISTENTNE
STAFYLOKOKY
Zabolyova N., Laukova A., Pogany Simonova M.
Centrum biovied SAV v.v.i., Ustav fyziologie hospoddrskych zvierat, Kosice

ABSTRAKT

Multirezistentné a najmé meticilin-rezistentné stafylokoky (MRS) sa vyskytuju nielen
v humannej medicine, ale Coraz viac sa s nimi stretdvame aj U hospodarskych zvierat, ¢o
ohrozuje kvalitu zivo¢iSnych produktov a ndsledne aj zdravie konzumenta. Vzniku/prenosu
rezistencii na antibiotikA by mohlo =zabrénit pouZzivanie naturalnych substancii
s antimikrobidlnym tc¢inkom, napriklad bakteriocinov/enterocinov a to za preventivnym, ale
aj za terapeutickym ucelom. Preto boli v tejto praci testované fekalne stafylokoky z viacerych
druhov zvierat na rdzne parametre s cielom vytvorenia suboru MRS na zéklade ich
rezistencie na meticilin/oxacilin/cefoxitin, vratane ich citlivosti na enterociny. Kmene
stafylokokov (185) boli taxonomicky zaradené ku 26 druhom pomocou identifikacného
systtmu  MALDI-Tof. Na  zaklade pozitivnych  vysledkov  rezistencie na
meticilin/oxacilin/cefoxitin bol vytvoreny subor 118 MRS. Meticilinova rezistencia PBP"2
aglutinaénym testom bola potvrdena len u 30 MRS kmenov, molekuldrna identifikdcia mecA
génu bola zatial potvrdend u 15 z 39 testovanych kmeniov. Kmene MRS boli zvicsa
nehemolytické, negativne na DNazu, netvorili biofilm resp. vykazovali nizku produkciu
biofilmu. Stafylokoky vykazovali citlivost ku 9 enterocinom (Ent) v rozmedzi 100-25 600
AU/ml. Najvyssiu aktivitu vykazovali Ent A/P, Ent 412, Ent 9296, Ent 2019, Ent 55, Ent M a
Durancin ED26E/7, ktoré inhibovali 69 az 92 zo 118 stafylokokov. Najcitlivejsie boli kmene
S. hominis R/36/2, S. warneri R/16/2 a R/28/20, izolované zo pstruhov inhibované 8 resp. 7
enterocinmi v rozmedzi 12 800-25 600 AU/ml; 14 kmenov bolo rezistentnych na testované
enterociny. Ked'ze MRS predstavujii znaéné riziko najmi pre chov potravinovych zvierat,
doterajSie vysledky o ich citlivosti ku enterocinom naznacujii sl'ubné vyuZitie tychto
substancii v chovatel'skej praxi.

UvoD

V sucasnej dobe predstavuje antibiotickd rezistencia globdlny problém nielen v humannej
medicine, ale aj v zivo€iSnej vyrobe. Znizenie jej vyskytu ¢i zvolenie vhodnej terapie je vel'mi
tazké, pretoZze dochadza k neustdlemu prenosu génov a k vzniku novej rezistencie na d’alSie
antibiotika. Rezistencia na meticilin sa Coraz viac vyskytuje u potravinovych zvierat a v ich
produktoch a nasledkom toho vznika risk kontaminacie konzumentov. Meticilin-rezistentny
kmen Staphylococcus aureus (MRSA) sa objavil uz pred 50 rokmi ako nozokomialny
patogén, no v sucasnosti kolonizuje najméd hospodarske zvieratd (Pantosti a kol., 2012).
STubny sposob elimindcie MRSA predstavuje pouzivanie naturdlnych substancii
s antimikrobidlnym U¢inkom, tzv. ,,-biotikd“, teda pro-, pre-, syn, parapro-, postbiotika.
Postbiotika su definované ako pripravok nezivych mikroorganizmov a/alebo ich zloziek, ktory
ma na hostitel'a priaznivy G¢inok (Salminen a kol., 2021). Do tejto skupiny zarad’'ujeme aj
bakteriociny, ktoré su najCastejSie charakterizované ako antimikrobialne peptidy, ribozomélne
syntetizované a produkované najmd kyselinu mlie¢nu produkujiicimi baktériami. Velku
skupinu bakteriocinov tvoria enterociny — bakteriociny produkované enterokokmi (Franz
a kol., 2007). Vzhl'adom na ich silny antimikrobidlny aj imunostimulacny uc¢inok sa vyuzivaji
v Zivoc¢isnej vyrobe na preventivne, ale aj terapeutické tcely (Laukova a kol., 2023). Preto
nasim cielom bolo otestovat’ inhibi¢ny ucinok enterocinov na MRS, s perspektivou buduce;j
aplikacie tychto bioaktivnych substancii v chovoch zvierat.
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MATERIAL A METODIKA

Vzorky (210) bolo odobratych ztrusu aobsahu traviaceho traktu hospodarskych zvierat
(hydina, ovce, kraliky, oSipana), spolocenskych zvierat (psy, kone, macky) a zo zvierat vol'ne
zijucich (ryby, srny, jelene, zubre, bobre, jezko). Na spracovanie vzoriek bola pouzita
Standardna mikrobiologicka metdda podl'a ISO normy. Vzorky boli vyriedené v Ringerovom
roztoku (pH 7,0; Oxoid, Velka Britania) a inokulované na kultivaéné média Mannitol Salt
agar a Baird Parker agar (Difco, USA) obohateny vajeénym zitkom a kultivované 18-24
hod./37°C. Z najvyssich riedeni vzoriek boli nasledne odpichnuté viaceré kolonie, ktoré boli
identifikované pomocou MALDI-Tof systému (Bruker Daltonics, USA). Vyselektované
kmene boli ulozené pomocou systému Mikrobank. Nasim cielom bolo vytvorit' sibor MRS
otestovanim ich antibiotickej rezistencie pomocou diskovej difiznej metédy na Mueller-
Hinton agare (Oxoid; EUCAST 2023). Sustredili sme sa na meticilin (MET-30pg;
Liofilchem, Taliansko), oxacilin (OX-5ug; Oxoid) a cefoxitin (FOX-5ug; Oxoid). Na zaklade
vysledkov rezistencie na minimalne 2 z uvedenych antibiotik bol vytvoreny subor 118 MRS.
Rezistencia na meticilin bola d’alej potvrdena aj testom PBP’2 Latex Agglutination Test
(Oxoid) av sucasnosti prebicha molekularna identifikacia mecA génu (otestovanych je 39
kmenov). Boli testované aj dalSie vlastnosti MRS: hemolytickd aktivita na Brain Heart
Infusion agare (BHI; Difco) s 5% obsahom defibrinovanej baranej krvi, aktivita DNazy na
DNase agare (Oxoid). Tvorba biofilmu bola testovana kvalitativnou metédou na BHI agare
s kongo Cervenou - 24h/48h/72h podl'a Freemana a kol. (1989) a kvantitativnou platni¢kovou
metodou tzv. biofilm plate assay v mikrotitraénych platnickach - 24 h/570 nm s pouzitim BHI
kultiva¢ného média po odc¢itani pomocou readra Synergy TM4570 nm (Chaieb a kol., 2007).
Citlivost MRS ku Ciasto¢ne purifikovanym enterocinom (Ent), izolovanym
a charakterizovanym v naSom laboratoriu bola testovand na BHI agare s pouzitim ,,agar spot
testu (De Vuyst a kol., 1996). V teste boli pouzité tieto enterociny: Ent A/P, Ent M, Ent
2019, Ent 9296, Ent 55, Ent 412, Ent EF9a, Ent KI2b a Durancin ED26E/7.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kmene stafylokokov (185) boli MALDI-Tof identifikaciou taxonomicky zaradené ku 26
druhom patriacich do 9 klusterov. Subor pozostaval z 26 koagulaza-pozitivnych stafylokokov
zastupenych druhmi S. aureus (18) a S. pseudointermedius (8). Zo 139 koagulaza-negativnych
stafylokokov najvac¢si podiel predstavovali druhy S. equorum (19), S. epidermidis (17), S.
warneri (17), S. vitulinus (14), S. hominis (11) a S. xylosus (10). Dvadsat kmefiov zatial’
nebolo taxonomicky zaradenych. Rezistenciu na vSetky tri antibiotikd vykazovalo 79 kmenov
(67%) a aspon na 2 z menovanych antibiotik 39 kmenov (33%). V st¢asnej dobe sa Coraz viac
stretavame s MRS nielen v l'udskej populacii, ale st izolované aj z réznych druhov zvierat,
vratane spolocenskych, potravinovych, ale aj volne Zijucich a exotickych zvierat (Aires de
Sousa a kol., 2017). Meticilinova rezistencia u stafylokokov je sprostredkovana najmé génom
mecA, ktory kdéduje novy protein viazuci penicilin (PBP2a). Tento protein sprostredkuje
rezistenciu na meticilin (oxacilin) u stafylokokov, ked’ze znizuje ich afinitu k B-laktdmovym
antimikrobidlnym latkam (Chambers 1997). Rezistencia na meticilin PBP2 testom bola
potvrdend u 30 MRS (25%). Pritomnost’ mecA génu bola potvrdena u 15 z 39 otestovanych
kmeniov, pricom molekuldrna identifikacia stale prebieha. Vzhladom na nizke percento
vyskytu mecA génu ale predpokladdme, Ze za rezistenciu na meticilin (oxacilin) moze byt
zodpovedny iny mec gén, napr. mecC (Peacock a Paterson, 2015). Testované MRS boli
véacsinou nehemolytické (61); a- a B-hemolyza bola zistend u 44 resp. 13 kmenov. DNazova
aktivita bola zaznamenana u 41 kmenov. Produkcia biofilmu na Kongo agare bola potvrdena
u 48 stafylokokov. Hodnoty produkcie biofilmu sa pri platnickovej metdode pohybovali u 46
kmeniov od 0,001 do 0,532, ¢o podla klasifikacie znamena nizku (A570 < 0.1) resp. miernu
schopnost’ tvorby biofilmu (0.1 < A570 < 1; Chaieb a kol., 2007). Zvysnych 108 kmenov
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netvorilo biofilm. Enterociny inhibovali rast va¢siny testovanych kmenov v rozmedzi 100 az
25 600 AU/ml, teda kmene boli citlivé ku enterocinom. Najvyssiu aktivitu vykazovali Ent
A/P (inhibicia 92 kmenov zo 118; 78%), Ent 412 (86/118; 73%), Ent 9296 (82/118; 69%), Ent
2019 (79/118; 67%), Durancin ED26E/7 (75/118; 64%), Ent 55 (72/118; 61%) aEnt M
(69/118; 58%). Najvicsiu citlivost’ kmefia voci testovanym enterocinom sme zaznamenali
v pripade S. hominis R/36/2, S. warneri R/16/2 a R/28/20, ktoré boli inhibované 8 resp. 7
enterocinmi v rozmedzi 12 800 — 25 600 AU/ml. U 14 stafylokokov sme vSak okrem
meticilinu zaznamenali rezistenciu aj na testované enterociny. Vysoka inhibi¢na aktivita
testovanych enterocinov na vicSinu kmenov animalnych MRS vSak poukazuje na sl'ubné
aplikacné moznosti tychto substancii v chovoch hospodarskych zvierat. V izolacii MRS
Znovych zdrojov/zvierat ako aj v testovani pritomnosti génu mecA pokracujeme. V
buducnosti by sme cheeli tieto kmene otestovat’ aj na pritomnost’ génu mecC a génov pre
tvorbu biofilmu, ako aj ich citlivost ku enterocinom za in situ podmienok pomocou
bioreaktora BIOSAN.
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ABSTRAKT

Pojmom retinalna dysplazia oznaCujeme poruchu normalneho vyvoja sietnice. Ochorenie
vznika na zaklade hereditarneho alebo environmentilneho vplyvu. U psov sa klinicky
prejavuje Sirokym rozsahom oftalmoskopickych 1ézii s velmi rozdielnym vplyvom na
zrakovu schopnost. Podla zavaznosti rozozndvame multifokalnu, geograficki a celkovu
retinalnu dysplaziu. Doteraz publikované informéacie 0 vyskyte, type a spdsobe dedi¢nosti RD
u &eskoslovenského vigiaka (CSV) nie st dostatoéné na hlbsie poznanie problematiky u tohto
plemena. Ciel'om nasej prace bolo zmapovanie vyskytu retinalnej dysplazie, klasifikacia
oénych nalezov, a kvantitativne postidenie zavaznosti zachytenych defektov sietnice u CSV.
VySetrenim 117 jedincov oboch pohlavi a rézneho veku sme zachytili retinalnu dysplaziu vo
forme zahybov, multifokalnej a geografickej forme s ro6znym podielom poskodenia sietnice.
Na zaklade vyberovych parametrov — klinicky stav, vek, pohlavie a pribuznost’ sme vytvorili
referencntt skupinu 36 jedincov a uskuto¢nili genotypizaciu pouzitim Cipovej technologie
lllumina. Ziskané hrubé data boli kvalitativne upravené a poskytnu zaklad pre pilotnt
celogendmovu asocia¢nu §tadiu zamerana na identifikaciu genetickej predispozicie retinalnej
dyspléazie u plemena CSV.

UvoD

Retindlna dysplazia (RD) je termin pouzivany na oznaCenie chybnej proliferacie
a nedokonalej diferenciacie vyvijajucej sa sietnice (Mellersh, 2014). lde o heterogénnu
skupinu stavov, ktora sa prejavuje roznymi stupniami, od tych, ktoré nemaju ziadny vplyv na
videnie az po tie, ktoré vedu k slepote (Peterson-Jones a Mowat, 2021).

Fokalna/multifokalna forma je charakterizovand Sirokym spektrom oftalmoskopicky
viditeI'nych abnormalit siahajacich od sietnicovych zahybov, ktoré sa javia ako pruhy, bodky
a/alebo Cervovité 1ézie pritomné jednotlivo alebo vo viacerych a lokalizovanych v tapetalnych
alebo netapetalnych oblastiach (Iwabe a kol., 2020). Ked’ sa tato forma RD pozoruje u Steniat,
moze sa s dospelostou cCiastone alebo uplne vyriesit. Geneticky vztah medzi zahybmi a
zavaznej$imi formami dysplazie sietnice nie je stanoveny (Zubricky a Trbolova, 2022).
Charakteristickou 1éziou geografickej formy RD je zhrubnuty kruhovy plak tkaniva sietnice
lokalizovany v zadnom pole a/alebo v ekvatoridlnych oblastiach ocného pozadia (Holle a
kol.,1999). Celkova dysplazia sietnice je popisovana ako zavazna dezorganizacia sietnice
spojend s oddelenim neurosenzorickej sietnice od pigmentového epitelu sietnice (ACVO,
2022) a je sucastou =zavaznych dediénych syndromovych ochoreni, znamych ako
okuloskeletalna dysplazia (Iwabe a kol., 2020).

Celogendémova asocia¢na Stadia — GWAS (Genome Wide Association Study) reprezentujtica
spojenie genomickych technologii, bioinformatiky a biostatistiky vyuziva skenovanie celého
genomu jedinca a identifikaciu genetickych variantov, ktoré st spojené s fenotypovymi
prejavmi (Machiela a Chanock, 2014). Podstatou GWAS analyzy je porovnavanie
velkych suborov genetickych dat medzi jedincami s rozdielnymi fenotypmi. Tieto analyzy
mozu poskytnit’ informécie o spojitosti genetickych variantov S urcitymi ochoreniami
(Momozawa a kol., 2020) alebo vzorcami spravania psov (Shan a kol., 2021) a ich spdsobe
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ovplyviiovania biologickych procesoch v organizme a zaroven pontkaju cenné informacie pre
vyvoj novych diagnostickych a terapeutickych pristupov.

MATERIAL A MEDOTIKA

Komplexné o¢né vysetrenie bolo vykonané u 117 ¢eskoslovenskych vi¢iakov oboch pohlavi,
82 jedincov bolo vo veku od 1 do 13 rokov a 35 Steniat 5 réznych vrhov vo veku 6-7 tyzdiov.
Vsetky psy boli s preukazom o pdvode a pochadzali zo Sirokého spektra chovatel'skych stanic.
Oftalmologické vySetrenie zahfnialo behavioralne testy a neurooftalmologické testovanie,
meranie vnatrooéného tlaku a produkcie siz, postidenie predného segmentu, iridokorneélneho
uhla a zadného segmentu. Fundus bol vySetrovany s pouzitim mydriatik (1% Unitropic,
Unimed, SK), priameho oftalmoskopu Heine (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). U jedincov, u ktorych bolo v Stelacom veku zisteny o¢ny
nalez boli znovu vySetrené vo veku 6 mesiacov na posudenie vyvoja ofnych abnormalit.
Kazdy zachyteny o¢ny nalez bol zdokumentovany pomocou fundus kamery Aurora
(Optomed, Finsko). U jedincov so zistenou retinalnou dysplaziou bol zdznam o¢ného nélezu
podrobeny kvantitativnej analyze pomocou programu ImageJ (National Institutes of Health,
USA), pomocou ktorého bol zmapovany pocet 1ézii a percentualny podiel postihnutia sietnice.
Genomickd analyza bola vykonana na referencnej skupine 36 jedincov vybranych zo
zakladného stboru 117 ¢eskoslovenskych vi¢iakov. Biologickym materidlom pre molekularne
analyzy bola celkova krv odobrata jedincom pocas komplexného vySetrenie. Priprava
genomickej DNA bolo vykonana v laboratoriu genetiky Zivo¢ichov na Ustave vyzivy
a genomiky, SPU Nitra. Genotypizacia bola vykonana pouzitim celogenémového SNP ¢ipu
Illumina CanineHD 230K BeadChip (Illumina, USA) prostrednictvom spolo¢nosti Neogen
Europe Ltd (Scotland). Hodnotenie kvality ziskanych hrubych dat bolo vykonané v spolupraci
s pracoviskom Ustavu vyzivy a genomiky, SPU Nitra.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Populécia ceskoslovenského vic¢iaka nebola zatial' cielene skimand na zachytenie vyskytu
jednotlivych oénych ochoreni, vratane retinalnej dysplazie. Statistiky Americkej vysoke;
Skoly veterinarnych oftalmoldégov (ACVO, 2022) uvadzaju u cCeskoslovenskych vl¢iakov
zachyt len retinalnych zahybov a to u jedného jedinca z 15 vySetrenych za obdobie rokov
1991-2016. Udaje o veku, &i vysledkoch opakovaného vysetrenia nie su k dispozicii. V nasej
Stidii sme z celkového poctu 117 vySetrenych ceskoslovenskych viciakov zachytili 7 jedincov
(5,9%) s ndlezom roznych foriem retinalnej dysplézie. 3 jedince (2,5%) s nalezom retinalnych
zéhybov mali v Case vySetrenia 6-7 tyzdnov. Pri opakovanom vySetreni vo veku 6 mesiacov
bola ich sietnica bez akychkol'vek defektov, ked’Ze takéto zahyby zvyc€ajne miznl s rastom
oka (Gellat aPlummer, 2022). U dospelych ceskoslovenskych vi¢iakov sme retinalnu
dysplaziu zachytili v 4 pripadoch (3,4%), z toho u 3 jedincov (2,5%) v multifokdlnej forme a
1 jedinca (0,9 %) v geografickej forme.

Pri kvantitativhom postdeni o¢nych ndlezov vykazovali retindlne zahyby u Steniat priemerny
podiel poSkodenia sietnice na urovni 1,06 %, u dospelych jedincov s nalezom multikokalne;j
formy bol podiel poskodenia 3,59% a u jedinca s geografickou formou predstavoval podiel
8,81%. Vysledky z kvantitativneho posudzovania uvedenych defektov koreluju s tvrdenim
Peterson-Jonesa a Mowata (2021), podl'a ktorych geografickd dysplazia sietnice méa vyrazne
hor$i dopad na zrakovu schopnost’ oproti fokalnej/multifokalnej forme. Zaroven pri nizkom
podiele retinalneho poskodenia sietnice vo forme zahybov zachytenych u Steniat, dochadza
dozrievanim sietnice k vymiznutiu defektov.
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Prvotné hodnotenie genotypiza¢nych dat sme vykonali pouzitim softvéru PLINK 1.9 (Chang
a kol., 2015). Celkovo sa analyzovalo 220 853 SNP markerov, ktoré boli spolo¢né pre
vSetkych 36 jedincov. Ziskany stbor hrubych dat bol oSetreny na zdklade vyberu
autozomalnych SNP markerov lokalizovany na 38 chromozdémoch, zohl'adnenia frekvencie
minoritnej alely (MAF <0,05) a kvality vyvolanej bazy (<0,90). Vysledny subor po
kvalitativnej korekcii pozostaval zo 112 668 SNP markerov a bol dosiahnuty pri vsetkych 36
jedincoch referencnej skupiny. Ziskané data po korekcii predstavuji vstupny subor pre
rozsiahlu celogendmovu asosiaénu §tidiu zameranu na analyzu genetickej predispozicie pre
vznik retinalnej dysplazie u plemena CSV.
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