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PREDSLOV

Milé kolegyne, vazeni kolegovia, cteni
ucastnici SVK PriF UK 2023,

ked pred vysSe dvomi tisicroCiami prenikol
velky Herodos z Halikarnassu svojimi
myslienkami a sprostredkovanymi
informaciami d’aleko na sever od vtedajSej
kolisky civilizacie, ostal len pri skromnych
slovach: ,,Ako hovoria Traci, v tom kraji za
Dunajom zije tol’ko v¢iel, Ze sa cez ne neda
ani krok dalej dostat.“ A tak trosku
usmevne dostavame my prirodovedci o tom
naSom kraji slovami naozaj prvého
vyznamného geografického kompendia do
vienka tradiciu prirodovedného
vzdelavania. Tradiciu, ktori v neskorSich
dobach budovali vtomto regidne mnohi
velikani myslenia a pozndvania. Mozno
v tejto suvislosti aj slavny Johannes Miiller
von Konigsberg, inak slovutny profesor
nasej bratislavskej Istropolitany, jednej
z najstarSich stredoeurdpskych univerzit,
ktorého prelomové prirodovedné diela De
triangulis ~ omnimodus  libri  quinque
s nadychom helicentrizmu davno pred
Kopernikom si pre svoje zdmorské objavné
cesty objednal aj sdm Kolumbus.

Dnes na Regiomontanovom odkaze
atradicii stoja aj zaklady Univerzity
Komenského v Bratislave. Iste sa prili§
nevzdialim od pravdy, ked’ zdoraznim, Ze

jej Prirodovedeckd fakulta patri k tym
najprestiznejsSim  vedecko-pedagogickym
inStiticidam, na ktoré sme na Slovensku
pravom hrdi. Ano, inapriek 8 desatinAm
HDP, ktoré naSa republika rocne deliminuje
na vedu avyskum, ¢o predstavuje na
obyvatel'a Styrikrat mensSiu dotaciu ako
priemer EU a sedemkrat niZsiu ako je tomu
v susednom Rakuasku. Ale dovolte mi
zaroven podciarknut’ tézu, ze v dobe ked’ sa
knam milovymi krokmi priblizuja
skvalitnenim svojej publikac¢nej ¢innosti aj
naSe sesterské institucie (pocet vedeckych
publikécii na Slovensku na obyvatela
vzrastol za poslednych 10 rokov nevidane
dvojnésobne), no pocet citdcii na ne
stagnuje a predstihol len Rumunsko, ostava
jasnou  viziou doéraz na  kvalitu
publikacnych vystupov. Ste na spravnom
mieste stou najvysSou koncentraciou
inventivneho potencialu, intelektu, talentu
a objavitel'ského entuziazmu v prirodnych
vedach na naSom Uzemi. Na mieste, ktoré
sa napriek nepriazni doby a tak trosku az
zvratenému rebricku  hodndt  a priorit
spolo¢nosti, v ktorom sa ucta k mudrosti
a vzdelaniu prepadla takmer na jeho samé
dno, drzi prisnych anekompromisnych
Standardov vedy a vyskumu. Pokial’ ste si
ho vybrali pre prezentovanie svojich iste
cennych a zaujimavych vysledkov, drzite
sa tej pravej cesty. Studentska vedecka
konferencia na naSej fakulte ne nesporne
prestiznym podujatim pre prestiznych
Studentov. Aj tento rok zaznamenalo
vysoky zaujem zo strany 186 ucastnikov,
zktorych 100 aktivne vystipi na naSej
akademickej pdde, aby prislusné tematické
férum informovali o podnetnych vystupoch
svojej prace. Velmi ma teSi, ze popri
domaécich Studentoch prijalo nase pozvanie
aj viacero ucastnikov  zexterného
prostredia, predovSetkym zo Slovenskej
akadémie vied, Univerzity Pavla Jozefa

Safarika v Kosiciach, Slovenskej
technicke;j univerzity v Bratislave,
Masarykovej  Univerzity v Brne  ¢i

Mendelove] zemédélskej a  lesnickej
univerzity v Brne. A prakticky v intenciach
minulych rokov zavitali na nasu fakultu aj
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stredoskolski ucastnici podujatia.
Tematicky profil jednotlivych prispevkov
uz tradicne definuje najma bioldgia (114) a
chémia (32) s nezanedbateI'nym podielom
geografie, geologie, environmentalistiky
a didaktiky prirodnych vied. Uprimne sa
teSim z kazdého podujatia, ktoré spaja
talent mladych T'udi a predznamenava
trendy napredovania prirodnych vied do
najblizSich rokov, ved v dneSnom
upondhl'anom  ¢ase si  prirodovedci
nedokdzu uz odkrojit’ vela momentov na

vzajomne motivacni diskusiu. Mozno aj
z tohto dovodu by som rad podakoval
osobitne organizaénému vyboru SVK s
vierou, ze vSetci ucastnici najdu na tomto
podujati mnoho inSpiracie a
prirodovedného entuziazmu. Maju totiz na
com stavat’.



DOKAZEME ,NAHLIADNUT“ POD POVRCH ZEME (?)
ALEBO
FYZIKA V SLUZBACH ARCHEOLOGIE

prof. RNDr. Roman Pasteka, PhD.

Univerzita Komenského v Bratislave, Prirodovedecka fakulta, Katedra inZinierskej geologie,
hydrogeologie a aplikovanej geofyziky, Ilkovicova 6, 842 15 Bratislava, Slovenska republika;
roman.pasteka@uniba.sk

Existuju v Cheopsovej pyramide doteraz neobjavené dutiny? Nachadza sa pod kryptou
v Devinskom kostole hrobka vierozvestca Metoda? Aké zahady skryva opustené smetisko v
tureckom meste Iznik? Existuji na Slovensku praveké astronomické a kultové miesta, podobné
znamemu Stonehenge? A &o podstatné dokaze k tymto témam povedat’ fyzika? Cudovali by
ste sa, ale vela...

Pri vyhl'adavani a detekcii archeologickych objektov (pochované zéklady budov,
priekopy, hroby, hrobky, krypty, pece, a pod.) mézu archeoldégom vo vyznamnej miere pomoct’
aj nedestruktivne metddy, ktoré st schopné tieto Struktiry rozpoznavat’ zo zemského povrchu
na zaklade merania fyzikalnych poli bez potreby kopania alebo sondovania. Pritomnost
takychto objektov deformuje prirodzené a umelé fyzikdlne polia (tiazové, magnetické,
elektrické), ktoré¢ vieme pomocou modernych pristrojov merat’ a interpretovat’. PrednaSka
prindsa prehlad geofyzikadlnych metdd, pouzivanych v nedeStruktivnom archeologickom

prieskume, spolu s mnoZstvom prikladov ich pouzitia u nas 1 v zahranici.
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Navrh a tvorba plazmidového konStruktu pre produkciu Lon proteazy
z uropatogénneho kmena Escherichia coli KLL53

Kristina Alfoldiova!, Miroslav Dolnik', Eva Struhariianska', Zdenko Levarski'?, Stanislav
Stuchlik'?

!Univerzita Komenského v Bratislave, Prirodovedeckd fakulta, Katedra molekularnej
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2Univerzita Komenského v Bratislave, Vedecky park, Ilkovicova 8, 842 16 Bratislava,
Slovenska republika

Abstract

Design and creation of a plasmid construct for the production of Lon protease from the uropathogenic
strain Escherichia coli KL53

Lon protease is an essential proteolytic enzyme that is responsible for maintaining cellular proteostasis
by degrading damaged and misfolded proteins and it also controls a variety of cellular processes by degrading
regulatory proteins. Recently, the remarkable ability of this enzyme to suppress the growth of tumor cells by
degrading the c-Myc oncoprotein is the focus of interest. The mentioned oncoprotein is involved in the
pathogenesis of many cancer diseases, which makes it a suitable therapeutic target for new approaches to cancer
treatment. In this work, our main goal was to successfully design and create plasmid construct containing the gene
encoding the Lon protease. We were able to prepare PCR product of the Lon protease gene from uropathogenic
strain E. coli KL53 in adequate quantity and quality. Using the obtained insert gene, we created a plasmid construct
pET28a-Lon for subsequent expression in E. coli.

Keywords: Lon protease; Escherichia coli; heterologous expression

Uvod a formulicia ciela

Protedzy, oznaCované aj ako proteindzy alebo peptiddzy, predstavuji vel'ka skupinu
enzymov, ktoré katalyzujii hydrolyzu peptidovych vézieb proteinov a polypeptidov. Tieto
enzymy nachadzaji Siroké uplatnenie v mnohych priemyselnych odvetviach a v sucasnosti
tvoria viac ako 60 % globalneho trhu predaja enzymov [1]. Na zaklade proteolytického
mechanizmu moZno proteazy klasifikovat’ do Siestich zdkadnych skupin — serinové proteazy,
treoninové proteazy, cysteinové proteazy, aspardgové protedzy, metaloproteazy a glutamatové
proteazy.

Lon protedzy, patriace do skupiny ATP-dependentnych serinovych protedz, st
zodpovedné za udrziavanie bunkovej proteostazy vo vSetkych troch doménach zivota — v
archeonoch, baktéridch a eukaryotoch. Okrem degraddcie nespravne zbalenych foriem
proteinov sa podielaju aj na degradécii regulacnych proteinov, prostrednictvom ktorej mézu
ovplyvilovat’ bunkovy cyklus, prenos bunkovych signalov alebo samotnu génovu expresiu [2].

Stcasné Stadie poukazujii na schopnost Lon protedz degradovat’ protein c-MYC, ¢o



podmieiiuje potlacenie rakovinového bujnenia [3]. Spominané skuto¢nosti podporuju
terapeuticky potencidl pouzitia Lon proteazy pre ucely alternativnej lieCby rakoviny.

V prvej Casti nasej prace sme sa zamerali na dizajn a pripravu plazmidového konstruktu
obsahujuceho gén pre Lon proteazu ziskany amplifikaciou z genomickej DNA uropatogénneho
kmena E. coli KL53 pomocou metdédy PCR. Nasim d’alsim cielom bola transformacia buniek
kmena BL21(DE3) E. coli vytvorenym plazmidovym konsStruktom a naslednd realizacia

expresie v Erlenmayerovych bankéch.

Material a metody

Bakterialne kmene

Pracovali sme s bakterialnymi kmetimi E. coli uvedenymi v (Tab. 1).

Tab. 1. Pouzité bakterialne kmene.

Kmer E. coli Genotyp Zdroj

KL53 CmR,TcR,TeR, clinical isolate [4]
F—endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyr496 deoR nupG purB20

DH>a @80dlacZAMI15 A(lacZYA-argF)UI169, hsdR17(rK —mK + ), — Invitrogen
E. coli str. B F—ompT gal dem lon hsdSB(rB —mB — ) A(DE3 [lacl
BL21(DE3) lacUV5-T7p07 indl sam7 nin5]) [malB+ [K-12(AS ) NEB
Plazmidy

Pre tvorbu nového plazmidového konstruktu bol pouzity plazmid pET28a s vel'kost'ou
5 369 bp, do ktorého bol cez Stiepne miesta Xhol a Notl vloZeny gén pre Lon proteazu ziskany
amplifikaciou z chromozomalnej DNA kmena KL53 E. coli pomocou PCR metddy s vyuZitim
primerov obsahujtcich prislusné Stiepne miesta (Tab.2).

Primery

Tab. 2. Primery vyuZivané v tejto praci. Oranzovou farbou je oznacené Stiepne miesto pre Xhol, Zltou farbou
je oznacdené Stiepne miesto pre Notl.

Primery Sekvencia
Lon FWD AATTGCGGCCGCATGAATCCTGAGCGTTCTGAACGCAT
Lon REV AATTCTCGAGTTTTGCAGTCACAACCTGCATACCAGACG

Reakcie pre PCR a Stiepenie boli pripravené na uvedenych rozpisov (Tab.3-5).
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Tab. 3. ZloZenie PCR reakcie (50 pl).

Reagencia Findlna koncentrdcia Objem
5x Q5 reakény pufor 1x 10 pl
10 mM dNTP 200 uM 1 ul
10 uM FWD primer 0,5 uM 2,5 ul
10 uM FWD primer 0,5 uM 2,5 ul
Templatova DNA - 2 ul
Q5 High-Fidelity DNA polymeraza 0,02 U/ul 0,5 ul
5x Q5 Enhancer 1x 10 pl
PCR voda - 21,5 ul

Tab. 4: Teplotny program

Krok Teplota Cas Pocet opakovani cyklu

Pociato¢na denaturacia 98°C 2 min. Ix
Denaturacia 98°C 10s

Anelacia 56°C 20s 5x
Polymerizécia 72°C 1 min. 30 s

Denaturacia 98°C 10s

Anelacia 69°C 20s 25x
Polymerizécia 72°C 1 min. 30 s

Finélna polymerizicia 72°C 2 min. Ix

Enzymy
Tab. 5. Enzymy vyuZivané v tejto praci.
Enzym Zdroj
Xhol NEB
Notl NEB
T4 DNA ligdza NEB
Q5 High-Fidelity DNA Polymerdza NEB

Izolacia plazmidovej a chromozomalne] DNA

Plazmidovu a chromozomalnu DNA sme izolovali pomocou dostupnych izolaénych
kitov QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) a Genomic DNA Mini kit (Geneaid). Pri praci s
nimi sme postupovali podl'a odporucanych postupov vyrobcu.

Konstrukcia plazmidu pET28a-Lon

Vektor, plazmid pET28a, sme Stiepili pomocou restrikénych endonukledz Xhol a Notl

a nasledne precistovali prezraZzavanim etanolom. Ako inzert nam slizil gén kodujuci Lon
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proteazu, PCR produkt o velkosti 2 355 bp, ziskany amplifikdciou z gendmu kmena E. coli
KL53. Ziskany fragment sme precist'ovali totoznym spdsobom a nasledne Stiepili rovnakymi
restrikénymi endonukledzami a opét precistovali. Ligovali sme T4 DNA ligazou pri 37 °C po
dobu 2 hod. s ndslednou inaktivaciou enzymu na 10 min. pri 65 °C. Bunky E. coli kmenia DH5a
boli transformované pomocou teplotného Soku takto pripravenou ligaciou a selektované na LB
médiu s pridavkom 1 % glukdzy a kanamycinu s koncentraciou 100 pg/ ml.

Elektroforéza v agard6zovom géli

Overovanie Stiepenia plazmidu pET28a, rovnako ako aj samotni analyzu
rekombinantov sme realizovali pomocou elektroforézy v 1% agarozévom géli. Parametre
pristroja sme nastavili na 110 V, 300 mA a 45 min., pricom ako Standard molekulove;j
hmotnosti sme pouzili GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermofisher).

Expresia v Erlenmeyerovych bankach

Samotnej banickovej expresii predchddzala priprava kompetentnych buniek kmeina E.
coli BL21(DE3) opracovanim l'adovym chloridom vépenatym a naslednd transformadcia
buniek teplotnym Sokom. LB médium (50 ml) s pridavkom 0,1 % glukozy a prislusného
selekéného markeru sme nésledne inokulovali no¢nou kultirou buniek E. coli, obsahujucich
plazmid pET28a-Lon, v pomere 1:100. Takto pripravent kultiru sme nechali rast do
vysledného ODgsoo = 0,4 — 0,6. Po dosiahnuti pozadovanej optickej hustoty sme indukovali
expresiu pridanim 1 mM IPTG. Expresia prebiehala 24 h s odoberanim vzoriek z 0.-4. a 24. h,
pri¢om tieto sme nasledne centrifugovali 3 min, pri 13400 ot.min! na centrifiige MiniSpin
(Eppendorf).

SDS-PAGE analyza

Vzorky na SDS-PAGE sme pripravili pridanim 40 pl 2x koncentrovaného vzorkového
tlmivého roztoku a 40 ul TE roztoku, a naslednym zahriatim na 95 °C na 10 min. Separacia
bola realizovand v 12 % SDS-polyakrylamidovom géli a 4 % nandSacom géli, pricom
prebiehala pri prade 17 mA, pri maximalnom napdti. Ako velkostny Standard sme pouzili

Novex®Sharp Pre-Stained Protein Standard.

Vysledky a diskusia
V prvej Casti prace sa nam podarilo GspeSne amplifikovat’ gén kddujiici Lon proteazu
z uropatogénneho kmena E. coli KL53 s vyuzZitim nadizajnovanych primerov so Stiepnymi

miestami pre Xhol a NotI (Obr. 1).
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V druhej Casti prace sa nam podarilo skonstruovat’ plazmid pET28a-Lon, ktorym sme
transformovali bunky kmenia DH5a E. coli. Spravnost’ klonov sme overili restrikcnou analyzou

a metodou PCR pomocou primerov Lon FWD a Lon REV. (Obr. 2).

« 2 355 bp

Obr. 1. Amplifikacia génu pre Lon proteazu (2 355 bp). Draha 1: Standard molekulovej hmotnosti
(GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder), draha 2: Negativna kontrola, draha 3: Amplifikacia s vyuzitim neriedeného
templatu, draha 4: Amplifikacia s vyuzitim 10x riedeného templatu, draha 5: Amplifikacia s vyuzitim 100x
riedené¢ho templatu.

5369 bp
2 355 bp

Obr. 2. (A) Stiepna analyza vybranych rekombinantov. Draha 1: Standard molekulovej hmotnosti
(GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder), draha 2: Nestiepeny plazmid pET28a, dréha 3: Stiepeny plazmid pET28a,
dréha 4-8: Stiepeny plazmid pET28a-Lon. (B) Overovacia PCR reakcia. . Draha 1: Standard molekulovej
hmotnosti (GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder), draha 2: Negativna kontrola, draha 3-7: 50 ul PCR reakcia s
vyuzitim vyizolovaného plazmidu pET28a-Lon ako templatovej DNA.

Po transformdcii plazmidového vektora pET28a-Lon do expresné¢ho kmena E. coli
BL21(DE3) sme realizovali bani¢kovll expresiu v LB médiu s pridavkom 0,1 % glukozy
a prislusného selekéného markeru pri 37 °C. Uspesnost’ transformacie potvrdila analyza SDS-

PAGE preukazujtica pritomnost’ cielového proteinu Lon protedzy o velkosti 87,4 kDa (Obr.
3).
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Obr. 3. Expresia génu pre Lon proteazu v kmeni E. coli BL21(DE3). 12% SDS-PAGE banickovej expresie
génu pre Lon protedzu. Draha 1: Standard molekulovych hmotnosti; draha 2-6: 0.-4. h; draha 7: 24. h.

Zaver
V nasej praci sa nam podarilo tspeSne skonstruovat’ plazmid pET28a-Lon nestici gén
pre Lon protedzu. V d’al'Som kroku sme realizovali Uspesnu produkciu formou banic¢kovej

expresie v kmeni E. coli BL21(DE3).
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Abstract

Optimization of exosomal miRNA isolation from human plasma

Cancer refers to a group of diseases characterized by the uncontrolled growth and spread of abnormal
cells in the body. Cancer diagnosis typically involves a combination of medical history review, physical
examination, and various tests. Early diagnosis of cancer is very important, therefore there is need for novel
biomarkers in noninvasive diagnosis. Exosomes are small membrane-bound vesicles that are secreted by cells,
can be found in various bodily fluids and can be easily collected and analyzed for cancer-related biomarkers.
MicroRNAs are small RNA molecules that regulate gene expression and can be also found in exosomes. They
have been found to be dysregulated in many types of cancer and may be used as biomarkers for cancer diagnosis.
In our study we focused on optimization of isolation of exosomal miRNA for which we used two different kits
and we obtained 5 — 10 ng RNA from 0,5 ml of plasma. We determined the absolute quantification of selected
miRNA in healthy individuals and oncology patients using RT-qPCR.

Keywords: cancer; novel biomarkers; exosomes;, miRNA; RT-qPCR

Uvod a formulicia ciela

Onkologické ochorenia su komplexné, systémové, genetické ochorenia, priCcom
maligna transformacia bunky je viacstupiiovy proces spojeny s akumulédciou mnohych
molekularnych zmien [1]. Tieto molekuldrne zmeny ovplyviiuju funkcie buniek v nadore a jeho
mikroprostredi. Vysledkom malignej transformacie je nekontrolovatel'na proliferacia, poruchy
na urovni apoptozy, angiogenéza, invazia a metastazovanie atd. PoCetné génové/gendmové
alteracie (mutdacie, strata heterozygozity, delécie, inzercie, aneuploidia atd’.) su spojené s
karcinogenézou a vSetky uvedené genetické zmeny v kone¢nom dosledku vedu k aberantnej
génovej expresii. Epigenetické zmeny na Urovni génovej expresie ovplyviiuju fenotyp
nezavisle od sekvencie DNA [2]. Tieto epigenetické mechanizmy zahffiaju metylaciu DNA,
remodelaciu chromatinu, nekdédujice RNA (ncRNA), vdzbu regulaénych proteinov a su

zasadnym mechanizmom podielajiicim sa na malignej transformacii bunky [3].
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Exozomy st membranou obalené extracelularne vezikuly (EV), ktoré su produkované
vacSinou eukaryotickych buniek [4]. Exozomy hraji dolezitu tlohu v komunikacii medzi
bunkami tym, Ze nesu svoj obsah vratane proteinov, metabolitov, RNA (mRNA, miRNA, dlhé
nekodujice RNA), DNA (mtDNA, ssDNA, dsDNA) a lipidov. Medzibunkova komunikécia
sprostredkovana exozomami sa podiela nielen na regulacii normalnych fyziologickych
procesov, ale aj na patologickych procesoch mnohych chorob, vratane onkologickych.
Exozémy a iné EV sa nachadzaju v biologickych tekutindch vratane slin, krvi, mocu a
cerebrospinalnej tekutiny [5]. Prave miRNA zo skupiny malych nekdédujicich RNA
predstavuju sl'ubny biomarker v diagnostike ako aj liecbe onkologickych ochoreni. Je zndme,
ze deregulacia expresie roznych typov miRNA je priamo spojena so vznikom a vyvojom
mnohych nddorovych ochoreni [6]. Neinvazivna detekcia cirkulujucich exozomalnych miRNA
a sledovanie ich expresie moze poskytnit’ cenné informdécie v diagnostike, v uréeni prognozy
ochorenia ako aj v predikcii k cielenej liecbe onkologickych pacientov. Napriek tomu sa
exozomalna miRNA zatial' ako biomarker nevyuziva, pretoze sa v krvi nachddzaja aj volne
cirkulujuice miRNA a na hladiny oboch typov m6zu mat’ vplyv tiez rézne environmentalne
faktory [7], preto je zakladny vyskum doélezity pre ich dalSie vyuzitie v neinvazivnej
diagnostike a personalizovanej medicine.

Nasim cielom bolo optimalizovat’ izolaciu exozomalnej miRNA zo vzoriek I'udskej
plazmy a metdodou absolutnej kvantifikdcie na platforme RT-qPCR stanovit' vybrané typy

miRNA v zdravych a chorych jedincoch.

Material a metody

Vzorky: Na izolaciu miRNA sme vyuZivali periférnu krv od dobrovol'nikov odoberanu
do skumaviek BD Vacutainer® s pridavkom EDTA proti zraZzaniu krvi. Po odobrati sa krv
nechala stat’ pri laboratornej teplote 30 minut. Nasledovala centrifugécia pri 300 g/ 4 °C/ 10
min na oddelenie plazmy od krviniek. Plazmu sme prepipetovali do Cistych skumaviek
a centrifugovali pri 5000 g/ 4 °C/ 20 min na sedimentovanie dosticiek a apoptickych teliesok.
Opitovne sme plazmu prepipetovali do ¢istych skimaviek a centrifugovali pri 16000 g/ 4 °C/
30 min na sedimentovanie vicSich extraceluldrnych vezikal. Odobraty supernatant sme
rozdelili na alikvoty po 500 pl a uskladnili na -80 °C do d’alSieho pouzitia.

Izoldcia exozdmov: Na izolaciu exozémov sme vyuzili Exo-spin™ Exosome Kit (Cell

Guidance Systems) a postupovali podl'a prilozeného postupu. V pripade, ak sme v d’alSom
postupe potrebovali pelet exozomoév, ziskany eludt z kitu sme prezrazavali s 10 % PEG8000
a 1 M NaCl pri 0 °C cez noc, nasledne sme suspenziu centrifugovali pri 20000g/ 4 °C/ 30 min
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a pelety uchovali pri -80 °C.

Izolacia miRNA: Pred izolaciou miRNA sme k vzorkdm plazmy pridali exogénnu

kontrolu syntetickej ath-miR-159 v mnozstve 1 pmol. Na izolaciu miRNA z exozémov
ziskanych z Exo-spin™ Exosome Kit sme pouzili PureLink™ miRNA Isolation Kit
(Invitrogen). Alternativne sme exozomalnu miRNA izolovali priamo z plazmy pomocou
Plasma/Serum Exosome Purification and RNA Isolation Mini Kit (Norgen). Ziskanym
vzorkdm miRNA sme stanovili koncentraciu pouzitim Qubit™ microRNA Assay Kit
(ThermoFisher Scientific ) a uskladnili sme ich na -80 °C do d’alSieho pouzitia.

Prepis do ¢cDNA: Na prepis miRNA do ¢cDNA sme pouzili TagMan™ Advanced

miRNA Assays (ThermoFisher Scientific). K vzorkdm sme pred prepisom pridali druhu
exogénnu kontrolu cel-miR-39 a postupovali sme podl'a prilozeného protokolu, ktory zahiiia
polyadenylaciu, ligaciu adaptérov, reverznu transkripciu a predamplifikdciu miRNA. Ziskané
vzorky sme uskladnili na -20 °C do d’alSieho pouZitia.

Real-time gPCR: Pri absolutnej kvantifikacii exozomalnej miRNA real-time PCR sme

vyuzili TagMan™ Advanced miRNA Assays (ThermoFisher Scientific) na pristroji Applied
Biosystems™ 7500 Real-Time PCR System. Vzorky sme po predamplifikacii nariedili najskor
10x (na nariedenie inhibitorov reakcie) a potom sme vzorku nariedili 30x a 90x, a kazda vzorka

bola analyzovana v triplikatoch.

Vysledky a diskusia

Plazmu dobrovol'nikov sme spracovali dvoma sposobmi. V prvom pripade sme najskor
izolovali exozomy a nasledne sme izolovali miRNA, v druhom pripade st oba kroky zahrnuté
v jednom izolacnom sete. V takto ziskanych vzorkach sme stanovili koncentraciu miRNA na
0,1 — 0,2 ng/ul, pricom podla dostupnych informécii celkové mnozstvo malych RNA
izolovanych z exozomov predstavuje 6 — 12 ng [8, 9], Comu zodpovedaju aj nase vysledky.
Mal¢ odchylky v koncentracidch neboli sposobené pouZzitim rozdielnych postupov, pretoze
rozdiely sa objavili aj pri izolacii réznych vzoriek rovnakym sposobom. Rozdiely mohli
suvisiet’ bud’ so zdravotnym stavom (je predpoklad, Ze onkologicky pacient ma vysSie

mnozstvo exozoémov a teda aj exozomalnej miRNA), pripadne s pohlavim, vekom a pod.

Na verifikéciu zistenia, ¢i izolacia a prepis prebehli spravne, sme vyuzili absolutnu
kvantifikdciu pomocou RT-qPCR. Vzdy sme porovnavali vzorku zdravého dobrovolnika
s pacientom, pricom vzorky boli spracované rovnakym spdsobom a boli pouzité v triplikach
s rovnakymi riedeniami. Vyuzili sme pritom exogénne kontroly nie 'udského pdvodu (ath-
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miR-159 pochadza z rastliny Arabidopsis thaliana a cel-miR-39 pochadza znematody
Caenorhabditis elegans). Na obr. 1 mézeme vidiet, ze pri porovnani exogénnych kontrol
zdravého a pacienta nie je badat’ rozdiely v ct hodnotach, preto predpokladame, ze izolacia aj

prepis do cDNA s predamplifikaciou prebehli spravne.
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Obr. 1. Analyza vzoriek pouzitim RT-qPCR. A) Zdravy jedinec, B) Pacient. V oboch pripadoch pouzité
exogénne kontroly pred izolaciou a prepisom do cDNA a testovacia hsa-miR-21.

Mnoho $tadii popisuje diagnosticky potencial hsa-miR-21 v spojitosti s réznymi
ochoreniami [10, 11, 12], okrem toho je jednym zo sl'ubnych biomarkerov pri diagnostike
onkologickych pacientov, pretoZe je velmi Casto upregulovand, ¢o suvisi s jej aktivitou —
napomaha proliferacii, invazii a rezistencii na terapiu karcindmovych buniek [13]. Kvoli tymto
skuto¢nostiam sme sa rozhodli vyuzit’ hsa-miR-21 pri absolutnej kvantifikacii pri porovnavani
medzi zdravym jedincom a pacientom (Tab. 1), vysledky vSak nepreukazali Statisticky
vyznamné rozdiely. Napriek nejednozna¢nym vysledkom vieme podl'a t¢innosti RT-qPCR (97
— 103 %) urcit, Ze metdda je nastavend spravne a zmeny je potrebné urobit’ v inych krokoch,
okrem iného bude dolezité stanovenie endogénnych kontrol, na zdklade ktorych sa bude dat’

vyhodnotit’ aj pripadna zmena v expresii miRNA spojenych s onkologickymi ochoreniami.
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Tab. 1. Porovnanie ct hodnét pri absolitnej kvantifikacii miRNA z réznych druhov vzoriek. Pre
zjednodus$enie tabul’ky uvadzame len riedenie 30x.

ct

vzorka
ath-miR-159 cel-miR-39 hsa-miR-21

Zdravy jedinec; izolacia miRNA cez
Plasma/Serum Exosome Purification 21,44 15,15 28,77
and RNA Isolation Mini Kit
Pacient; izolacia miRNA cez
Plasma/Serum Exosome Purification 21,30 15,09 30,41
and RNA Isolation Mini Kit
Pacient; izolacia miRNA cez Exo-
spin™ Exosome Kit a PureLink™ - 15,29 29,75
miRNA Isolation Kit

Dalsou z uprav moze predstavovat’ predistenie vzorky po predamplifikacii — tento krok je
vyuzivany na namnozenie produktu, na druhej strane reakénd zmes obsahuje inhibitory RT-
qPCR, preto je vzorky potrebné riedit. Ak by sme dokazali vzorky precistit’ od takychto

inhibitorov, je mozné, ze by sa ndm podarilo ziskat’ presnejSie informécie.

Zaver

Podarilo sa nam izolovat’ exozomalnu miRNA zvolenymi postupmi, napriek tomu su
doteraz ziskané data z absolutnej kvantifikdcie miRNA nejednoznac¢né, preto sa do buducnosti
zameriame nielen na optimalizaciu predamplifikicie a znizenia koncentracie inhibitorov RT-
qPCR ale aj odhalenie endogénnych kontrol, ktoré by mali slazit’ pri relativnej kvantifikécii

miRNA spojenych s onkologickymi ochoreniami.
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Abstract

Optimization of bioinformatic analysis of a genomic sequence of bacteriophages

Bacterial infections are following humanity from the beginning. At the moment the standard of bacterial
infection treatment is antibiotics. However, there is a rising trend of resistance of microorganisms against
antibiotics, so there rises the inability to the treatment of bacterial infections by recommended antibiotics. Phages
used in phage therapy must be characterized either on proteomic and genome levels or by the level of interaction
with the host. Bioinformatic analysis can predict the characteristics of phages in a short period. This can simplify
the designing and manufacturing of phage cocktails. Since the amount of sequenced phage genomes is rising,
there is a need to put great emphasis on assembling and annotation of phage genomes. The main objective of this
study is the bioinformatic analysis of the genomic sequence of bacteriophages. We have accomplished the main
objective by annotating and assembling the genome of bacteriophage.

Keywords: bacteriophages; bioinformatic analysis; assembly, annotation

Uvod a formulicia ciela

Infekcie sposobené baktériami sprevadzaju l'udstvo uz od nepamiti. Aktudlnou
Standardnou liecbou pre bakteridlne infekcie st antibiotikd. AvSak mikroorganizmov
rezistentnych voci antibiotikdm pribada, a teda vznikd neschopnost’ vyliecit' niektoré
bakterialne infekcie odporticanymi antibiotikami. Podl'a predikcie Svetovej zdravotnickej
organizdcie (WHO) sa do roku 2050 situdcia eSte zhor$i a multirezistencia sposobi az 10
milionov umrti. To vyvoldva potrebu hladat’ alternativnhe metody v boji s patogénmi
rezistentnymi na antibiotikd. Hl'adanie alternativnych stratégii sa v poslednych rokoch
zameralo na bakteriofagy ako na potencialne terapeutika. AvSak povodnd myslienka vyuzit’
fagy ako liecivo je stara viac ako 100 rokov [1,2].

Fag pouzity na fagova terapiu musi byt charakterizovany ¢i uz na proteomickej a
genémovej urovni alebo na urovni interakcie s hostitelom. MoZnostou, ako tieto procesy
urychlit’, je analyza in silico. Bioinformatické analyza dokaze rychlo predpovedat’ vlastnosti

fagov. Co zjednodusuje navrh a vyrobu fagovych koktejlov [3].
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Obnoveny zaujem o vyskum bakteriofagov, ktory je spojeny s dostupnym
sekvenovanim, vedie k rasticemu poctu znamych fagovych genomov. Ked’ze pocet fagovych
genoémov pribuda, zvySuje sa aj potreba dokladného skladania a anotacie fagovych gendmov.
Existuje mnozstvo nastrojov a platforiem, ktoré umoziuju zostavenie a anotaciu fagovych
gendmov [4].

Cielom prace bola bioinformaticka analyza genomickej sekvencie bakteriofaga
schopného infikovat’ zastupcov rodu Cronobacter, ktory bol izolovany z Cisticky odpadovej
vody v Senici. Ciastoénymi cielmi prace boli izolacia a purifikdcia bakteriofaga z &isticky
odpadovej vody, uprava kratkych citani z vysokoparalelného sekvenovania, poskladanie
genomickej sekvencie bakteriofaga, anotidcia gendomu a nésledne porovnanie pouzitych

bioinformatickych nastrojov.

Material a metody

Izol4cia a purifikacia

Bakteriofag sme izolovali z Cisticky odpadovych vod v Senici. FAg sme opakovane
odpichovali z jednotlivych plakov a amplifikovali na indikatorovom kmeni. Nasledne sme ho
koncentrovali v roztoku polyetylénglykolu a NaCl, a purifikovali pomocou ultracentrifugacie
v gradiente chloridu cézneho. Po dialyze sme z purifikovanej zmesi fagov izolovali DNA
prostrednictvom Phage Isolation Kit- Norgen Biotek Corp. Postupovali sme podl'a navodu,
ktory poskytol vyrobca, s vynimkou modifikdcie objemu elu¢ného pufru. Purifikovana DNA
sme sekvenovali pomocou pristroja MiSeq (Illumina, USA) s pouZzitim v2 300 cyklovej chémie
a Nextera XT protokolu na pripravu kniZnice kratkych ¢itani.

Bioinformaticka analyza

Kvalitu kratkych ¢itani sme skontrolovali cez néstroj FastQC v0.11.9. Surové ¢itania
sme opracovali pomocou ndstroja Trimmomatic v0.39 s nasledujicimi parametrami:
slindingwindow:5:20, headcrop:20, minlen:36 a trailing:20. Néasledne sme deduplikovali
nastrojom FastUniq v.1.1 s predvolenymi nastaveniami. Po strihani a deduplikacii sme opéat
skontrolovali kvalitu v néstroji FastQC. Kratke ¢itania sme skladali pomocou 3 réznych
assemblerov: SPAdes, MEGAHIT a Velvet. Nastrojom SPAdes v.3.15.5 sme skladali s
predvolenymi nastaveniami + --careful flag, na zredukovanie mismatchov a kratkych indelov.
Nastrojom MEGAHIT v.1.2.9 sme skladali s predvolenymi nastaveniami. Pri skladani genomu
s nastrojom Velvet v.1.2.10 a VelvetOptimiser v.2.2.6 sme pouzili nasledovné parametre:
VelvetOptimiser.pl -s 31,VelvetOptimiser.pl -e 251. NajdlhSie kontigy zo vSetkych
assemblerov sme porovnali cez Average Nucleotide Identity (ANI) calculator a BLAST.
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Skladanie genomickej sekvencie pouzitim 3 roéznych assemblerov, sme vyhodnotili
pomocou nastroja QUAST vo verzii 5.2.0. Na dalSiu analyzu sme pouzili genomicku
sekvenciu vo formate fasta, poskladanu néastrojom SPAdes.

Protein kddujuce gény sme identifikovali cez server RAST a nastroje Prokka v1.14.5 a
MetaGeneAnnotator. Funkciu hypotetickych proteinov sme overili cez BLAST a InterPRO.
Na identifikaciu tRNA génov v genomickej sekvencii bakteriofaga sme pouzili programy
ARAGORN vo verzii 1.2.41.c atRNAScanSE 2.0. Platforma Phage Al nam poskytla
taxonomické zaradenie bakteriofdga a odhalila Zivotny cyklus bakteriofdga. Fylogeneticky
strom sme zhotovili pomocou online programu VICTOR.

Hostitel’ska Specificita bakterofaga

Na vrchny agar obsahujuci prislusna bakteridlnu kultiru sme nakvapkali bakteriofaga
a misky sme kultivovali cez noc v termostate pri teplote 37° C. Ak bakteriofag baktérie

Specificky lyzoval, na d’al8i defi sme pozorovali vznik plakov.

Vysledky a diskusia
Z cisticky odpadovych vod sa nam podarilo izolovat’ bakteriofaga vB_ Cdub VP22.
Izolovali a amplifikovali sme ho na indikdtorovom bakteridlnom kmeni Cronobacter

dublinensis LMG 23825. Informacie o izolovanom bakteriofagu s zhrnuté v tabulke 1.

Tab. 1. Zakladné informacie k izolovanému bakteriofagu

Nazov bakteriofaga vB_Cdub VP22
Zdroj Cisticka odpadovych véd v Senici
Indikatorovy kmeri Cronobacter dublinensis LMG 23825
Titer po purifikdcii 4x10"° PFU/ml
Taxonomické zaradenie celad’ Autographiviridae, rod Cronosvirus
NajbliZsi pribuzny Cronobacter sakazakii fag GAP227

Hostitel'ska Specificitu bakteriofaga sme overili na 36 kmenoch patriacich do rodu
Cronobacter (19), Escherichia (5), Citrobacter (6) a Enterobacter (5). Bakteriofag
vB_Cdub_ VP22 infikoval 44% kmenov zo vSetkych testovanych a Specificky lyzoval baktérie

rodu Cronobacter.

Kratke ¢itania sme upravili strihanim tak, aby priemerné skore kvality baz bolo nad 30.
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Obr. 1. Kontrola kvality ¢itani po trimmovani a deduplikacii. V Casti A je zobrazena kvalita forward ¢itani,
v Casti B je zobrazena kvalita reverse Citani. Priemerné skore kvality baz sa pohybuje nad 30. Vystup z nastroja
FastQC.

Nastroj SPAdes poskladal 4807 kontigov s velkostou mensou ako 500 bp a iba 4
kontigy s velkost'ou viac¢Sou ako 1000 bp. Do kontigov namapoval najviac Citani z pouzitych
assemblerov. V assembly cez MEGAHIT bolo celkovo zostavenych 162 kontigov s velkost'ou
mensou ako 500bp a 1 kontig s vel'kostou vac¢sou ako 1000 bp. Velvet celkovo zostavil iba 1
kontig s vel'kost'ou 41879 bp. Do kontigu namapoval najmenej ¢itani z pouzitych assemblerov.
Vsetky assemblery vyskladali obdobne dlhy najviac¢si kontig. Obsah GC parov sa pohyboval od
55,04% do 55,79%. Porovnanie pouzitych assemblerov uvadzame v tabulke 2.

Najdlhsie kontigy zo vsetkych assemblerov sme porovnali cez ANI Calculator
a BLAST. Najdlhsi kontig poskladany cez MEGAHIT bol na 99,92% identicky s kontigom
vyskladanym cez SPAdes, E hodnota = 0. Najdlhsi kontig poskladany cez Velvet bol na
99,93% identicky s kontigom vyskladanym cez SPAdes, E hodnota = 0. Vsetky najdlhsie

kontigy boli oto€ené rovnako.

Tab. 2. Porovnanie pouzitych assemblerov

Parameter SPAdes MEGAHIT Velvet
Pocet kontigov >= 500 bp 68 25 1
Dizka najdlhSieho kontigu (bp) 41742 41830 41879
Obsah GC parov (%) 55,79 55,04 55,71
Namapované Citania (%) 99,26 96,62 93,70
L50 1 1 1

Na dalSiu analyzu sme pouzili najdlhSi kontig poskladany cez SPAdes, ktory

predstavoval celogendmovu sekvenciu naSho bakteriofaga.
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Platforma Phage Al nam taxonomicky zaradila bakteriofag vB Cdub VP22 do triedy
Caudoviricetes, Celade Autographiviridae, podcelade Melnykvirinae arodu Cronosvirus.
Z pohladu zivotného $tylu bol nés bakteriofag klasifikovany s 96% presnostou ako lyticky.

Najviac protein kdédujucich génov identifikovala platforma RAST, az 50.
MetaGeneAnotator naSiel 49 takychto génov a program Prokka iba 47 génov. RAST a Prokka
priradili funkciu niektorym génom, no véc¢Sina proteinov bola hypoteticka. Funkciu tychto
hypotetickych proteinov sme overili cez BLAST a InterPRO. Pomocou programov sa nam
podarilo priradit’ funkciu 38% proteinom, 62% bolo hypotetickych. Ani jeden z programov na
identifikaciu tRNA (ARAGORN a tRNAScanSE) nedetekoval v genome bakteriofaga tRNA
geny.

Pomocou BLASTu sme nasli najblizsich pribuznych izolovaného bakteriofaga. Uplne
najblizSim pribuznym je Cronobacter sakazakii fag GAP227, zdiel'aji medzi sebou 96%
podobnost’. Ako mdzeme vidiet' na obrazku 2, najbliz8i pribuzni patria spolu do jedného
clustra. Zaujimavostou je, Ze Cronobacter fag Dev-CD-23823, ktory bol izolovany na naSom
pracovisku pred niekol’kymi rokmi, nie je Uiplne najbliz§im pribuznym naSho bakteriofaga.

Zdiel'aju medzi sebou 81% podobnost’.

- Serratia phage vB SmaP Kaonashi (ON287377)

-+ Yersinia phage vB YenP ISACS (KT184661)

---Yersinia phage phiR8 01 (NC 047951)

- sAeromonas phage Atoyac15 (MT682390)
Vibrio phage vB VpaP G1 (NC 070758)

-+JAeromonas phage ZPAHT (NC 048133)

----Aeromonas phage ZPAHTE (MK330684)

-Aeromonas phage 25AhydR2PP (NC 047966)

-~ sAeromonas phage phiAST (JNB51747)

- Klebsiella phage KYP (ON755176)

4B Cdub VP22 s

Cronobacter phage vB CskP GAP22T (NC 020078)

Kosakonia virus Ke318 (MW250278)

Cronobacter phage EspYZU13 (OP819285)

ammee LR Cronobacter phage Dev CD 23823 (LN878149)

[ -+ Pectobacterium phage Arno160 (NC 048111)

--- Pectobacterium phage PP2 (NC 047778)

Escherichia phage Lambda (NC 001416)

Escherichia phage T4 (NC 000866)

Escherichia phage T7 (NC 001604)

Obr. 2. Strom pribuznosti zostaveny pomocou online nastroja VICTOR
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Zaver

Z cisticky odpadovych vod sa nam podarilo izolovat’ bakteriofag, ktory je schopny
infikovat’ zastupcov rodu Cronobacter. lzolovaného bakteriofdga sme bioinformaticky
analyzovali, spracovali sme surové Citania z vysokoparalelného sekvenovania, poskladali sme
celogenomovu sekvenciu, ktort sme nasledne anotovali. Pouzili sme roézne nastroje

a platformy, ktoré sme medzi sebou porovnali.

Pod’akovanie

Tato publikécia vznikla vd’aka podpore v ramci Operacného programu Integrovana
infrastruktira pre projekt: Vyskum a vyvoj vyuziteI'nosti autondmnych lietajacich prostriedkov
v boji proti pandémii spdsobenej COVID-19, kéd ITMS: 313011ATRY, spolufinancovany zo

zdrojov Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.

Zoznam pouZzitej literatury

[1] TanS.Y., Tatsumura Y. (2015) SINGAP. MED. J. 56(7), p. 366

[2] Brussow H. (2012) Virology. 434(2), p. 138

[3] Myelnikov D. (2018) J. Hist. Med. Allied. Sci. 73,4 p. 385

[4] Turner D., Adriaenssens E. M., Tolstoy L., et al. (2021) PHAGE. p. 170

26



Vyuzitie celogenomového sekvenovania pri detekcii profagov v kmenoch
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Abstract

Application of whole genome sequencing for prophage screening of Lactobacillaceae strains

Bacteria from family Lactobacillaceae, are members of lactic acid bacteria (LAB). These bacteria are
able to produce lactic acid, thus playing a key role in souring raw milk. It is necessary to study strains that will be
used as starter cultures, for presence of prophages in their genomes. After induction, prophages could slow or
completely stop fermentation reaction. In this study we analysed 16 strains, belonging to family Lactobacillaceae,
for presence of prophage regions. We managed to detect prophage regions in all analysed strains, although many
of them were too short or didn’t contain genes required for proper morphogenesis of phage particle or genes
necessary for host cell lysis. Using program PhiSpy we were able to detected 69 prophage regions, by manual
curation in Geneious program 59 prophage regions and using program VirSorter2 55 propahge regions. Out of
these, 40 sequences were identified as prophage regions by two or more programs, and were selected for further
analysis.

Keywords: Lactobacillaceae, whole genome sequencing, prophage

Uvod a formulacia ciela

Zastupcov Cel'ade Lactobacillaceae radime medzi baktérie mlie€neho kvasenia (LAB),
ktoré sa vyznacuju zvySenou toleranciou na nizSie pH. Su schopné produkovat’ kyselinu
mlie¢nu pomocou procesu degradacie hexézovych sacharidov, vd’aka ¢omu sa ¢asto vyuZivajl
v potravinarskom priemysle [1, 2]. Prave vd’aka ich dlhodobému a nezdvadnému vyuZivaniu,
ich radime medzi mikroorganizmy oznacované ako ,,GRAS* (generally regarded as safe —
vSeobecne povazované za bezpetné) [2, 3].

Pritomnost’ bakteriofagov v procese fermentacie predstavuje v mliekarenskom
priemysle zavazny problém, nakol’ko méze viest’ ku spomaleniu alebo zastaveniu fermentacnej
reakcie [4]. Negativny vplyv moézu mat taktiez profagy, ktoré su inkorporované priamo do
genomov baktérii a po ich indukcii a vstupe do lytického cyklu, mézu spomalit’ alebo zastavit’
fermentaciu. To vedie k zvySeniu finan¢nych nakladov, ¢o ma celkovo negativny vplyv na
samotnil vyrobu. Profagy tiez mézu niest’ gény zvysSujuce virulenciu hostitel'skych buniek
alebo gény, ktoré mézu mat’ negativny vplyv na oragnoleptické vlastnosti findlneho produktu

[5, 6]. Preto je nevyhnutné vopred skiimat’ obsah profagov u produkénych kmenov pred ich
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komerénym vyuzitim v mliekarenskom priemysle [4].
Cielom prace bola detekcia profagov v kmenioch patriacich do celade
Lactobacillaceae, ktoré st urCené na tvorbu Specifickych Startovacich kultar pre vyrobu

bryndze.

Material a metody

Izoldcia a kultivacia bakterialnych kmernov

Bakteridlne kmene boli izolované zo srvatkovych kultir na VUP Bratislava. Kmene

boli kultivované v médiu MRS pri teplote 37°C.

Izolacia DNA a priprava kniznic na NGS

Na izolaciu bakteridlnej DNA sme pouzili Higher Purity™ Bacterial Genomic DNA
Isolation Kit (CanvaxBiotech; Cordoba, Spain). Mnozstvo izolovanej DNA sme kvantifikovali
pomocou Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Thermofisher Scientific; Eugene, Oregon USA). Na
pripravu kniznic na celogendémové sekvenovanie sme pouzili protokol Nextera XT DNA
Library Prep Kit (Illumina; SanDiego, California USA). Kniznice boli precistené pomocou
magnetickych gul'6cok AMPure XP (Beckman Coulter Life Sciences; Indianapolis, Indiana
USA). Dizku fragmentov jednotlivych kniznic sme overili metédou elektroforézy na Cipe
(High Sensitivity DNA chip) na pristroji 2100 Bioanalyzer Instrument (Agilent Technologies;
Santa Clara, California USA). Sekvenovanie prebehlo na platforme Illumina — MiSeq

(Illumina; SanDiego, California USA).

Bioinformatické spracovanie a analyza genomov a metagenomickych dat

Parové Citania sme zloZili pomocou programu SPAdes (Center for Algorithmic
Biotechnology; St. Petersburg State University, Russia). Nasledne sme tieto gendmy anotovali
pomocou online programov PATRIC (Pathosystem Resource Integration Center) a RAST
(Rapid Annotation using Subsystem Technology). Profagy sme vyhladavali priamo
v anotovanych sekvencidch pomocou programu Geneious (Biomatters; Auckland, New
Zealand) alebo sme vyuzili programy PhiSpy (Edwards Bioinformatics Lab; Flinders
University, Australia) a VirSorter2 (Sullivan Lab; The Ohio State University, USA), ktoré su

priamo urcené na vyhl'adavanie profagov.

Vysledky a diskusia

Celogenomovo sme sekvenovali celkovo 16 kmenov celade Lactobacillaceae.
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Konkrétne sa jednalo o kmene L. plantarum/paraplantarum (n=6), L. casei/paracasei (n=5),
L. fermentum (n=2), L. brevis (n=2) a L. parabuchneri (n=1). Pomocou manualneho
prehl'addvania anotovaného gendému v programe Geneious sme detekovali profagové
sekvencie vo vSetkych analyzovanych kmenoch. Ziskané vysledky sme porovnali
s vyhl'adavanim profagov pomocou Specializovanych programov PhiSpy a Virsorter2. Priklad
detekcie profagového regionu v kmeni KMB-597, je znazorneny na obr. 1. Detegovana
sekvencia vykazovala podobnost’ s profagom ctUZT?2. Pocty ziskanych profagovych regionov

a ich priemerné dizky st uvedené v tab. 1.

KMB-597 (kontig 9)

20,000 30,000 40,000 50,000 60,000 70,000 80,000 90,000 100,000

VirSorter2

Genelous

PhiSpy

Obr. 1. Profagovy region detekovany programami VirSorter2, PhiSpy a manuilnym prehl’adavanim
anotacie v programe Geneious. Na obrazku je znazornena ¢ast’ kontigu devit’, v ktorej bol detekovany profag
pribuzny k ctUZT?2.

Tab. 1. Zakladné udaje o pocte detekovanych profagovych regionov v analyzovanych kmeiioch

Program et det.e,kovanych Priemerna dizka (bp)
regiénov
Geneious 59 34613
PhiSpy 69 15 821
VirSorter2 55 22 281

Nésledne sme pomocou programu BLAST tymto fragmentom urcili najbliz§ieho
pribuzného profaga. Pracovali sme len s regionmi, ktoré boli identifikované asponi dvoma

metddami (Tab. 2).
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Tab. 2. Lokalizacia profagovych fragmentov detekovanych v kmefoch z ¢elPade Lactobacillaceae.

V tabul’ke st zndzornené len kontigy, ktoré obsahovali profagové sekvencie, rovnako identifikované pomocou
dvoch alebo viacerych sposobov vyhodnotenia. Najblizsi pribuzny profag bol uréeny pomocou algoritmu
BLASTn. Viacero* znaci, ze kazdy z fragmentov nachadzajucich sa na danych kontigoch mal iného
najblizSieho pribuzného profaga

Program — Geneious PhiSpy VirSorter2
. . Najblizsi . Najblizsi . Najblizsi
Kmen | Kontig/y T Kontig/y - Kontig/y o
Lactiplantibacillus plantarum / paraplantarum
KMB-597 9 ctUZT2 9 ctUZT2 9 ctUZT2
17 ctevG3 17 ctevG3 17 ctevG3
LLAIEHBLS) 44, 57, 62 Shal 35, 36, 38, 46 Viacero* S0, 218, S8 4 Viacero*
46, 57, 62
1 ctuOP1 1 ctuOP1
KMB-618 1 ctuOP1 21 ct9713 21 ct9713
24 ctUZT2 24 ctUZT2
14, 17, 14 ctLCL3, ctzJO1 14 ctyPQ2
KMB-619 | 192,177 | &0 103 ctevG3 103 ctu0P1
KMB-621 11, 32 ctjinQ4 11, 32, 58, 66 Viacero* 11, 32, 58, 66 Viacero*
. 42 ctUZT2 42 ctUZT2
KMB-599 42 Phigle 11 ctyPQ2 1 ctyPQ2
Lacticaseibacillus casei / paracasei
KMB-598 1 PLE3 1 PLE3 1 PLE3
13 ctG1U4 13 ctYhx1
KMB-616 22 PLE2 22 PLE2 22 PLE2
28,92, 105 gtGXo3 28 JNU P9 28,92, 105 Viacero*
29,92 ctdjhl 29 ctlk33
KMB-622 64 ctxtv2 29 ctlk33 92, 64 Viacero*
3 ctoN81 3 ctoN81
KMB-623 3,22 ctoN81 2 R31 2 R31
18 ctZby4 18 ctlQ610
KMB-1135 18,23 Lrml 23 P71 3 P71
Limosilactobacillus fermentum
KMB-612 27 ctrpAl 27 ctrpAl 27 ctrpAl
1 ctokx1 1 ctokx1 1 ctokx 1
KMB-613 5 JNU P5 5 JNU P5 5 JNU P5
Levilactobacillus brevis
20 LBR48 20 LBR48
KMB-615 20 LBR48 7 ctyPQ2 26 ctyPQ2
KMB-620 | 24,51, 63 ctyPQ2 24,51,63 Viacero* 24 ctyPQ2
Lentilactobacillus parabuchneri
20 ctkN83 20 ctkN83 20 ctkN83
KMB-1134 25 ctkuul
25 ctkuul 57 ctkuul 25 ctkuul

Vo vsetkych kmenoch sme detekovali fragmenty obsahujice fagové gény, avSak
Castokrat to boli nekompletné profagy. Niektoré profagové oblasti neobsahovali gény zapojené
do morfogenézy fagovych castic a gény zapojené do lyzy hostitel'skej bunky. To moéze
naznacovat’, ze sa jedna o zbytky povodne funkéného profaga [7]. VacSina profagov, ktoré
boli uréené ako blizko pribuzné nepokryvala celt ¢ast’ identifikovanych fragmentov, ¢o mohlo
byt’ sposobené neuplnym osekvenovanim danej oblasti. Taktiez to méze znamenat’, ze sa jedna

o nové, zatial nepopisané profigy. Porovnanie dizok identifikovanych profagov, ako aj
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pokrytie najbliz§im pribuznym profagom, je uvedené v tab. 3. V tabulke st uvedené

len regiony, ktoré boli identifikované ako fagové pomocou vsetkych troch metdd.

Tab. 3. Porovnanie diZok profiagovych segmentov identifikovanych v analyzovanych kmeiioch.
Znéazornené su len také fagové regiony, ktoré boli identifikované pomocou vsetkych troch metdd rovnako.

*Kontigom boli ré6znymi metdédami priradené odlisné, navzajom vel'mi podobné profagy

itk Dizka fragmentu (kbp) Najblizsi pribuzr;}'/ —
Kmen fagovy iz okryhe
! (re ggi()n})/ Geneious | PhiSpy | Virsorter2 | Nazov ]()klil;;l Consions | THEsy VirSzorter
Lactiplantibacillus plantarum / paraplantarum
KMB-597 9 67,7 80,7 64,1 ctUZT2 52 61% 50% 62%
KMB-614 17 18,9 21,1 22 ctevG3 29 81% 75% 75%
KMB-618 1 39,9 33,4 37,7 ctuOP1 45,4 53% 48% 46%
KMB-619 14 19,3 24,3 46,6 ctzJO1* 30,5 68% 56% 57%
KMB-621 11 29,5 32,2 34,8 ctjnQ4* 42,9 67% 67% 51%
32 6,2 18,8 29,2 ctyPQ2* 46 46% 59% 61%
42 - 47 46,6 ctUzT2 52 - 30% 30%
MRy 403 : - Phigle | 422 | 36% - -
Lacticaseibacillus casei / paracasei
KMB-598 1 38,9 41,5 39,9 PLE3 41 68% 62% 65%
KMB-616 22 30,8 28 33,2 PLE2 35 81% 89% 79%
KMB-622 29 27,9 32 34,4 ctlk33 40,6 49% 44% 41%
KMB-623 3 21,1 21,6 22,6 ctoN81 40,9 73% 74% 71%
22 15,5 10 19,3 CtON81* 40,9 16% 60% 36%
KMB-1135 18 33,7 24,6 38,4 Lrml1* 39,9 41% 64% 44%
23 4,9 32,3 34,5 Lrml* 39,9 30% 73% 74%
Limosilactobacillus fermentum
KMB-612 27 29,8 23,4 27,9 ctrpAl 27,1 81% 97% 82%
KMB-613 1 19,1 58,9 40,2 ctokx1 17,7 76% 24% 36%
5 44,6 56,6 45,7 JNU P5 58,2 46% 49% 60%
Levilactobacillus brevis
KMB-615 20 35,3 38,1 42,8 LBR48 48,2 60% 45% 50%
KMB-620 24 14 9,9 9,9 ctyPQ2 46 66% 75% 75%
Lentilactobacillus parabuchneri
20 43,1 24,4 47,3 ctkN83 50 56% 48% 56%
KMB-1134 25 37,3 26 36,9 ctkuul 429 67% 72% 74%

Celkovo najviac profagovych oblasti sme detekovali pomocou programu PhiSpy avSak

pri blizSej analyze sme zistili, Ze vicSina identifikovanych fragmentov obsahovala vylucne

bakteridlne gény, a preto bola nespravne urcend. Analyza programom VirSorter2 obsahuje

krok, v ktorom sa odstrania prave takéto chybne urcené sekvencie, ¢o vyrazne urychli

identifikéaciu profagovych regionov.

Okrem poctu identifikovanych profagovych regionov sa vysledky liSili medzi

metddami aj v kontigoch, v ktorych boli profagové regiony identifikované. TaktieZ vacSina

referencnych profagov uvedenych v tab. 2 a 3, pochédzala z rovnakej Stidie zaoberajlcej sa

detekciou profagov skriningom tisicok gendmov [8]. To moze znamenat, ze fagové regiony,
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ktoré boli identifikované na rovnakych kontigoch, ale bol im urceny odliSny najblizsi pribuzny

profag, st v skutocnosti vysoko pribuzné.

Zaver

V praci sme pomocou celogenomového sekvenovania analyzovali pritomnost’ profagov
v kmenoch ¢elade Lactobacillaceae. Tieto kmene boli vybrané na zaklade ich potencialneho
vyuzitia pri tvorbe Startovacich kultar Specificky urc¢enych pre tvorbu bryndze. Je nevyhnutné
analyzovat’ pritomnost profagov v kmenoch Startovacich kultur, pretoze profagy by po
indukcii mohli viest' k spomaleniu alebo uplnému zastaveniu fermentacie. Vyuzitim troch
roznych sposobov detekcie profagov sme analyzovali 16 kmenov LAB, priCom sme vo
vSetkych detekovali regidny obsahujice profagové gény. V niektorych pripadoch sa jednalo
o profagové oblasti, ktoré neboli kompletné a chybali im niektoré esencidlne gény. Na zaklade
toho sa domnievame, Ze sa jednd o uz nefunkéné profagy, ktoré by nemuseli mat’ negativny
vplyv na fermentacnu reakciu. Nevyhodou pouzitych metéd modze byt aj vyuzitie vopred
zostavenej databazy fagovych sekvencii, na zdklade ktorej su profagy detekované. To ma za
nasledok uprednostiiovanie detekcie uz zndmych profagov voci doposial nepopisanym fagom.
Na druhu stranu, vyuzitie Specializovanych programov je rychlejS§ie ako manualne
prehl'addvanie anotovanych genomov.

Schopnost’ indukcie detekovanych profagov bude overend v najblizSom obdobi.
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Abstract

First records about horseflies fauna (Diptera: Tabanidae) of Ornithological Centre at Drienovec

During the field works in 2022, a total of 13 species of tabanids were recorded in Ornithological Centre
at Drienovec (Slovak karst region): Atylotus sp., Haematopota italica, H. pluvialis, Hybomitra solstitialis,
Chrysops caecutiens, Philipomyia graeca, Tabanus bromius, T. glaucopis, T. maculicornis, T. spodopterus, T.
sudeticus, T. tergestinus, Therioplectes gigas. Tabanids were captured once in June with an entomological net and
once in August with a Manitoba trap. No new species was documented for the Slovak Karst. A total of ten
individuals of tabanids were trapped into mist nets during the field trips. They were determined into four species
and one genus: Atylotus, Tabanus bromius, T. glaucopis, T. spodopterus, T. sudeticus. The horseflies were caught
in mist nets above water surface. Trapped tabanids in the mist nets were likely water-seeking individuals. Based
on the recorded observation, it is possible to consider ornithological nets as a new type of ecological trap for
tabanids.

Keywords: horseflies; mist nets; ecological trap, karst

Uvod a formulicia ciela

Na Slovenska je znamy vyskyt 56 druhov ovadov. Vajicka st kladené v znaSkach
napriklad na vlhkt podu alebo na litordlnu vegetaciu. Larvy ovadov su predatori. Dospelé
samce sa Zivia rastlinnymi Stavami, zatial’ o samice su hematofagne. PretoZe sa samicky Zivia
krvou stavovcov, su vektormi mnohych ochoreni [1]. Poznat’ sucasny vyskyt konkrétnych
druhov ovadov na Slovensku je ddlezité pri hodnoteni ich medicinskeho a veterinarneho
potencialu. Uroveii poznania fauny ovadovitych, nielen na eurépskom kontinente, sa viak vo
vSeobecnosti povazuje za relativne nizku [2]. Poznanie fauny ovadov Slovenska je zaloZené na
star$ich udajoch, pricom vysledky vSetkych faunistickych vyskumov do roku 1995 zhfnaju tri
prace [3, 4, 5]. V minulosti teda bola pozornost’ venovand aj faune ovadov vychodného
Slovenska. Napriklad boli publikované prace zamerané priamo na ovady byvalého
vychodoslovenského kraja [6, 7, 8]. V Sestdesiatich rokoch minulého storo¢ia prebiehal
v ramci Slovenského krasu pravidelny vyskum na dvoch lokalitach: Ardovo a Zadiel [9].
Vyskumu ovadov Slovenského krasu sa vSak recentne nevenuje Ziadna pozornost. Vzhl'adom
na bioindika¢ny potencidl ovadov by mohol vyskum tejto skupiny v Slovenskom krase

poskytnut’ vysledky pouziteI'né pri ochrane biotopov cennych zhladiska biodiverzity.
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Prikladom takejto lokality je Ornitologicky stacionar Drienovec, ktory predstavuje vyznamny

migracny koridor vtakov [10]. Fauna ovadov tejto lokality vSak nebola doposial’ Studovana.
Cielom prace je priniest prvé udaje o faune ovadov Ornitologického stacionara

Drienovec a vyhodnotit’ tieto vysledky v kontexte poznania fauny ovadov ako Slovenska tak

aj Slovenského krasu.

Material a metody

Ornitologicky stacionar Drienovec (48.61631 N, 20.91520 E) je sti€ast'ou katastralneho
uzemia obce Drienovec v KoSickom okrese. Nachadza sa v nadmorskej vyske 190 m n. m.
v Kosickej kotline a spada pod ochranné pasmo Narodného parku Slovensky kras. Na lokalite
su krovité zarasty (napr. Cornus mas Linnaeus, 1753), porasty makrofytov a stromova
vegetacia (napr. Salix alba Linnaeus, 1753). Lokalitu tvoria podmacané plochy, nachadzaju sa
tu vyvieracky a v blizkosti stacionara je vodna nadrz [10]. Na skiumanej lokalite ako aj v jej
blizkosti sa teda nachadza relativne vel'ké mnoZstvo potencidlnych larvalnych mikrohabitatov
ovadov. V bezprostrednej blizkosti skiimanej lokality sa nachadzaji plochy xerotermnej
krasovej planiny, ktoré sa vyuzivaji ako pastviny pre hovidzi dobytok. Okrem krav su
prikladom d’alSich potencidlnych hostitel'ov ovadov na lokalite, resp. v jej blizkosti Sus scrofa
Linnaeus, 1758, Capreolus capreolus Linnaeus, 1758 [10].

Nad vodnou hladinou toku vyviera¢ky boli ovady ziskané pomocou entomologickej
sietky, tzv. smykanim. Ovady boli takymto sposobom odchytavané pol hodinu (od 13:00 do
13:30) dita 17.6.2022. Zber bol realizovany pocas Slovenského vazkarského stretnutia 2022.
Ovady boli dna 18.8.2022 odchytavané hromadne pomocou Manitobskej pasce. Pod ¢iernou
platovou gul'ou bol situovany kvasinkovy generator CO,. Hromadny odchyt prebiehal od 8:00
do 19:00. Po dobu exponovania Manitobskej pasce boli ovady ziskané aj z ornitologickych
sieti. Ovady ziskané pocas vyssie uvedenych dni boli preparované na sucho. Zachytené ovady,
pocas dni 20.8. a 21.8. 2022, v ornitologickych sietach, boli zbierané kolektivom realizatorov
Ornitologického stacionara Drienovec. Takto ziskané ovady boli vloZené do ¢istého 96% liehu.

Zber ovadov na lokalite bol teda nepravidelny a sporadicky. Na zaklade vysledkov nie
je mozné vyhodnotit’ kvantitativne vlastnosti spolocenstva ovadovitych skimanej lokality.
Analyzované st iba kvalitativne charakteristiky cen6zy ovadovitych. Na urovanie ovadov

bola pouzita publikacia [1].

Vysledky a diskusia

Pocas sezony roku 2022 bolo na uzemi Ornitologického stacionira Drienovec
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ziskanych celkom 51 jedincov ovadov, patriacich k 13 druhom: A#ylotus sp. Osten-Sacken,
1876, Haematopota italica Meigen, 1804, H. pluvialis (Linnaeus, 1758), Hybomitra solstitialis
(Meigen, 1820), Chrysops caecutiens (Linnaeus, 1758), Philipomyia graeca (Fabricius, 1794),
Tabanus bromius Linnaeus, 1758, T. glaucopis Meigen, 1820, T. maculicornis Zetterstedt,
1842, T. spodopterus Meigen, 1820, T. sudeticus Zeller, 1842, T. tergestinus Egger, 1859,
Therioplectes gigas (Herbst, 1787)

Lokalita Ornitologicky stacionar Drienovec patri v rdmci oblasti Zapadné Karpaty do
okrsku Slovensky kras (krasovy) [3]. Pocas sezony roku 2022 nebol zaznamenany ziadny
prvonalez pre tato oblast. Tato skutocnost’ poukazuje na relativne dobrt preskimanost’ fauny
ovadov Slovenského krasu ako okrsku, hoci recentné udaje absentuju uplne. Mézeme teda
predpokladat, ze v minulosti bolo =ziskané relativne velké mnozstvo spolahlivo

porovnatel'nych dat.

Tab. 1. Ovady ziskané na lokalite Ornitologicky stacionar Drienovec

Druh Smykanie  Ornitologicka siet’ Ornitologicka siet’ Manitobska pasca
16.6.2022 18.8.2022 20.-21.82022 18.8.2022
Atylotus sp. 1Q
Haematopota italica 18 19
Haematopota pluvialis 29
Hybomitra solstitialis 19
Chrysops caecutiens 19
Philipomyia graeca 29
Tabanus bromius 18 18 19 79
Tabanus glaucopis 19 3Q 109
Tabanus maculicornis 248 59
Tabanus spodopterus 19 13 19
Tabanus sudeticus 19 29
Tabanus tergestinus 19
Therioplectes gigas 43

Porovnanie ziskanych udajov pocas sezény 2022 s historickymi zaznamami naznacuje,
ze druh Chrysops caecutiens patri v Slovenskom krase medzi prirodzene vzicne druhy.

Prezencia druhu bola v ramci okrsku Slovensky kras zistena iba na lokalite Zadiel [3, 9].
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V analyzovanom materialy z roku 2022 bol druh zastipeny iba jednou samickou (Tab. 1.).
Tieto udaje st zaujimavé, pretoze v dvadsiatom storoci bol tento zastupca ¢elade Tabanidae
povazovany za najhojnejsi druh rodu Chrysops na vychodnom Slovensku. Pricom sa Chrysops
caecutiens recentne povazuje za jedného z najrozsirenejSich druhov v Eurdpe [11]. Pocas
vyskumu v roku 2022 nebola zistena na Studovanej lokalite prezencia ziadneho druhu z rodu
Chrysops. Vzhl'adom na to, Ze Ornitologicky staciondr Drienovec predstavuje vyznamny
migracny koridor pre vtaky, ide z parazitologického a ochranarskeho hl'adiska o ddlezity tidaj.
Existuju totiz zaznamy o utoceni samiciek rodu Chrysops na vtaky [12]. HostiteI'sky najviac
Specializované druhy ovadov na skumanej lokalite st tzv. boofilné druhy, napadajiace primarne
hovédzi dobytok [1]. Tato skupina ovadov bola zastipena celkom dvomi druhmi Tabanus
spodopterus a Tabanus sudeticus. T. spodopterus bol zo vSetkych zaznamenanych ovadov na
Studovanej lokalite zisteny na najva¢Som pocte lokalit (8) v ramci Slovenského krasu [3]. T.
spodopterus bol v roku 2022 zisteny ako v juni, tak aj v auguste (Tab. 1.). Tieto zdznamy resp.
udaje potvrdzuju, Ze ide o teplomilny druh stepnych oblasti [1].

Dalsi teplomilny druh zisteny na lokalite je Philipomyia graeca. V miernom pasme je
vyskyt tohto zastupcu viazany na vapencové biotopy [1]. Druh bol na lokalite zisteny v juni
a odchytené boli dve samice smykanim nad vodnou hladinou (Tab. 1.). Vo svetle vyssie
uvedenych skuto¢nosti md zistenie vyskytu druhu bioindika¢ny vyznam, pretoze
v bezprostrednej blizkosti skimanej lokality sa nachddzaju plochy xerotermnej krasovej
planiny [10]. Z bioindika¢ného hladiska je taktiez vyznamné aj zistenie prezencie druhu
Therioplectes gigas. T. gigas je povaZovany za xerotermny druh a svojim vyskytom je viazany
na teplé a vapencové lokality [1]. Ak zoberieme do tvahy, Ze iméga lietaji zvy€ajne od maja
do druhej polovice jina [1], odchytenie celkom Styroch samcov v priebehu polhodiny dia
16.6.2022 (Tab. 1.) naznacuje, ze na lokalite mdze dlhodobo existovat’ prosperujliica populacia.
V ramci Slovenského krasu vSak bola prezencia druhu v minulosti zistena iba na lokalite Zadiel
[10]. Tuto skutocnost’ je mozné najlepsie vysvetlit’ vyzorom tohto zastupcu. Jedince 7. gigas
pripominaj svojim vzhl'adom ¢meliaky [13], kvoli Comu mohol byt’ tento predstavitel’ skupiny
Tabanidae prehliadnuty. Okrem vysSie uvedenych troch teplomilnych druhov na bioindikaény
potencidl ovadov poukazuje aj skutocnost’, ze s vynimkou druhu Tabanus solstitialis boli
vSetky druhy ovadov zistené aj na izemi pohoria Burda [14, 15]. Tento tdaj je dolezity, pretoze
sa vramci pohoria Burda nachidzaji xerotermy, pri€om v bezprostrednej blizkosti
Ornitologického stacionara Drienovec st plochy xerotermnej krasovej planiny [10, 16].

Z ornitologickych sieti bolo ziskanych celkom 10 jedincov patriacich k piatim druhom

Atylotus sp., Tabanus bromius, T. glaucopis, T. spodopterus, T. sudeticus (Tab. 1.). Najviac
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exemplarov patrilo do druhu Tabanus glaucopis (Obr. 1.). Najvacsie ovady zachytené
v sietach boli urc¢ené do druhu Tabanus sudeticus a T. spodopterus. Do sieti sa vSak zachytili
aj malé druhy, napriklad jeden exemplar rodu Atylotus. PoCas odstranenia zo sietky sa vSak
determinacné znaky jedinca poskodili natol’ko, Ze ho nebolo mozné spolahlivo urcit’ do druhu.
Ostatné jedince vSak neboli poskodené vobec. Udaje teda naznacuju, Ze ornitologické siete by
mohli mat’ potencialne vyuZitie pri vyskume ovadov. Ovady boli ziskané iba z tych sieti, ktoré
boli natiahnuté nad vodnou hladinou. Zastupcovia skupiny Tabanidae sa do sieti zrejme
zachytili kvoli tomu, Ze potrebuji znacné mnozstvo vody, ovady totiz aktivne vyhladavaji
vodné plochy [1]. Zo sieti bolo ziskanych 8 samic a 2 samce. Hoci su potrebné d’alSie vyskumy
tieto udaje naznacuju, Ze do ornitologickych sieti sa moZze zachytit’ viac samic, pretoze na
rozdiel od samcov vyhl'adavaju vodné zdroje nielen za ucelom pitia ¢i termoregulacie, ale aj
kvoli nakladeniu vaji¢ok. Hoci st nutné dalSie pozorovania, vysledky potvrdzuju, ze

ornitologické siete predstavuju novy druh ekologickej pasce pre ovady.

Obr. 1. Ovad zachyteny v ornitologickej sieti — Samicka druhu Tabanus glaucopis je zachytena
v ornitologickej sieti nad vodnou hladinou na lokalite Ornitologicky stacionar Drienovec (18.8.2022). Fotografia
je dokazom toho, ze ornitologické siete st pre ovady ekologickou pascou.

Zaver

Na lokalite Ornitologicky stacionar Drienovec bola zistend prezencia celkom 13
druhov. Atylotus sp., Haematopota italica, H. pluvialis, Hybomitra solstitialis, Chrysops
caecutiens, Philipomyia graeca, Tabanus bromius, T. glaucopis, T. maculicornis, T.
spodopterus, T. sudeticus, T. tergestinus, Therioplectes gigas. Ziskané vysledky potvrdili
bioindikacny potencial ovadov. Pre spolahlivé poznanie fauny ovadovitych Ornitologického

stacionara Drienovec je vSak nutné realizovat’ d’alSie vyskumu zamerané na tuto skupinu
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hmyzu. Na zdklade pozorovani je mozné povazovat ornitologické siete za novy druh
ekologickej pasce pre ovady. Tento druh ekologickej pasce by mohol mat’ praktické vyuzitie

pri hromadnom zbere ovadov.
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Abstract

Effects of aerobic endurance training on daily rhythms of activity in obese adolescents (interim data
analysis)

Circadian rhythms optimize physiology and health by temporally coordinating cellular functions, tissue
functions, and even behaviour. Chaotic eating habits can disrupt the time coordination of metabolism and
physiology, which ultimately leads to the development of civilization diseases, such as obesity. Our aim was to
determine whether exercise can improve circadian rhythms in obese adolescents (n=8). The activity of probands
was monitored using an actigraphic device GENEActiv (Activinsights), before and after 12 weeks of aerobic
endurance training. Rhythmic parameters (mesor, amplitude, acrophase) of daily rhythms were not affected by
the intervention. In conclusion, aerobic-strength training was not able to improve and synchronize a temporal
organization of activity in obese adolescents, probably the result of low treatment compliance.

Keywords: daily rhythms, adolescent, obesity, aerobic-strength training; exercise

Uvod a formulicia ciela

Obezita je chronické progresivne ochorenie zapri¢inené energetickou nerovnovahou
medzi prijmom a vydajom energie, ktoré je charakterizované¢ akumuléciou tuku. Obezita
predstavuje zavazné riziko pre rozvoj chronickych pridruzenych civilizaénych ochoreni. Je
zodpovedna za 60 % zvySenie rizika rozvoja diabetu 2. typu, 20 % zvySenie rizika rozvoja
artériovej hypertenzie a ischemickej choroby srdca a za 10 az 30 % narast rakovinovych
ochoreni [1]. Tie vyznamne ovplyviiuju ako morbiditu, tak aj kvalitu a dizku Zivota obézneho
jedinca. Dalsie fyziologické komplikacie spojené s obezitou st inava, dychavi¢nost’, bolesti
chrbtice, kfcové zily, opuchy, spankové apnoe, aterogénna dyslipidémia, steatdéza pecene,
hyperkoagulacia a pod. NavysSe sa k nim pridavaju aj psychosocidlne problémy, ako depresia,
seba podcenovanie, izolacia, diskriminacia a d’al$ie. Si¢asnym znepokojujicim problémom je
vzostup vyskytu nadvahy a obezity u deti, ktorych zdravotné a psychické dosledky st este
dramatickejSie ako u dospelych [1, 2].

Incidencia nadvéhy a obezity neustale stipa, a preto WHO oznacilo obezitu za hlavny
problém verejného zdravia a formalne uznalo obezitu za globalnu epidémiu [6]. V roku 2016
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malo v dospelej populacii nadvdhu 39% muzov a 40% Zien a obezitu 11% muzov a 15%
dospelych Zien. [1]

Cirkadidnne rytmy ako uz naznacuje nazov (z latinského circa - priblizne, dies - defl)
su priblizne 24 hodinové oscilacie, ktoré st pritomné prakticky na vSetkych trovniach
organizacie biologickych procesov, od molekularnych, cez biochemické a fyziologické, az po
behavioralne [4]. Cirkadianne rytmy optimalizuju fyzioldgiu tym, Ze Casovo koordinuju
jednotlivé procesy navzajom a aj s podmienkami prostredia, predovsetkym s cyklom svetla a
tmy. S tym suvisi aj prijem potravy, ako aj jeho nac¢asovanie, co méze ovplyviovat’ robustnost’
dennych biologickych rytmov. Chaotické stravovacie navyky mozu narusit Casovu
koordinaciu metabolizmu a fyzioldgie, ktoré v celkovom dosledku vedu k vyvoju chronickych
chordb, ktoré su tiez charakteristikou starnutia. Naproti tomu pravidelné cykly prijmu potravy
a hladovania alebo postu maji opacny efekt. Preto spravnym nacasovanim externych podnetov
a definovanymi stravovacimi navykmi moézeme stabilizovat’ cirkadidnne hodiny, ktoré
reciproéne mozu zabrdnit’ rozvoju chordb a potencialne zlepSit’ ich prognozu [4]. Jednym
takymto experimentdlnym zasahom je pravidelné cvicenie, ktoré pomaha zlepSovat
energetickl rovnovahu zvySovanim vydaja energie, ale aj synchronizovat’ cirkadianny systém.

Cielom predkladanej prace bolo sledovat’ parametre cirkadidnnych rytmov pohybove;j
aktivity mladych obéznych pacientov, ktori boli zaradeni do intervencnej Stidie s
kombinovanym cvicenim pod vedenim odborného cvicitel’a s frekvenciou trikrat tyzdenne po

dobu 12 tyzdnov.

Material a metody

Do experimentu vstupilo 12 obéznych adolescentnych probandov, z ktorych iba 8
probandov splnilo vSetky inkluzivne a exkluzivne kritéria, ziCastnilo sa na primeranom pocte
cvic¢end a boli zahrnuti do vysledkov prezentovanej Studie (vek: 16,3 = 0,5; BMI >30; 5 muZzov
a 3 Zeny). Participanti neuZivali Ziadne lieky a vyZivové doplnky a nemali diagnostikované
ziadne iné pridruzené ochorenia. Pokus prebiehal v obdobi méj-jul 2018 alebo august-oktdber
2018 v Biomedicinskom Centre Slovenskej akadémie vied (Bratislava, Slovenska republika).
Participanti aich zdkonni zastupcovia boli informovani o podmienkach a priebehu
experimentu a vSetci poskytli podpisany informovany sthlas.

Tyzden pred zaciatkom experimentu boli zaznamenané udaje o vyske, vahe, obvode
pasu a bokov. Pocas tyzdna boli merané bazalne udaje fyzickej aktivity akcelerometrom
GENEActiv (Activinsights, Velkd Britania). Aktigrafické zariadenie bolo umiestnené na

nedominantné zapistie a data boli zberané v 1-minutovych intervaloch po dobu jedného
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tyzdna. Nasledne probandi absolvovali aerobne-silovy tréning pod vedenim trénera pocas 12
tyzdnov, 3x tyzdenne v skupinach po piatich. Ich kazdodenna rutina nebola pocas experimentu
nijako obmedzovand a i¢astnici boli inStruovani nemenit svoje zvyklosti. VyzZivova
intervencia nebola aplikovand. Po ukonceni 12-tyzdiiovej tréningovej intervencie prebichali
merania aktivity a parametrov obezity na porovnanie s hodnotami ziskanymi pocas bazalneho
tyzdna.

Data sme analyzovali pomocou softvéru GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, USA).
Kosinorova krivka bola nafitovana do dat pomocou metédy najmensich Stvorcov. Mezor
(priemerna hodnota za 24 hodin), amplitida (polovica rozdielu medzi maximalnou
a minimalnou hodnotou v ramci jedného cyklu) a akrofaza (Cas, kedy nafitovana krivka
dosahuje vrchol) signifikantnych rytmov boli ziskané kosinorovou analyzou [5]. ZvIast’ sme
analyzovali udaje z pracovnych dni a vol'nych dni (vikendu). Normalne rozdelenie dat sme
overovali Shapiro-Wilkovym testom. Signifikantné rozdiely v datach pred a po intervencii sme
hodnotili parovym Studentovym ¢-testom alebo Wilcoxonovym #-testom pri hladine

vyznamnosti 5%.

Vysledky a diskusia

Cvicenie je vel'mi doleZité pre spravne ¢asovanie metabolickych rytmov a taktieZ moze
fazovo posunut’ alebo posilnit’ denné rytmy fyzickej aktivity, o moze byt prospesné pre
obéznych jedincov [7]. Denné rytmy sledovanych obéznych adolescentnych probandov sa
vyznacovali dlhou fazou aktivity, ktora astokrat presahovala do obdobia po lokalnej polnoci.
Toto zistenie je v sulade sneskorSim chronotypom adolescentov vSeobecne [8] a tato
charakteristika nebola vyznamne zmenena po tréningovej intervencii (Obr. 1). Okrem toho sme
pozorovali vyrazné interindividualne rozdiely v miere aktivity, ktoré sa nezlepsili vplyvom

cvicéenia.
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Obr. 1. Reprezentativne aktogramy Siestich probandov (P). Prvy tyzden sa jedincom merali bazalna data
minimalne pat’ dni. Probandom bola opétovne premerana aktivita po troch mesiacoch aerdbne-silového tréningu
(Eervena §ipka). VoIné dni (vikend) st vyznagené bledomodrou farbou. Cas je uvedenych v astronomickych
hodinach so zaciatkom o polnoci (0).

Dalej sme analyzovali charakteristiky dennych rytmov na zhodnotenie vplyvu cvienia
pocas pracovnych (Obr. 2A-C) a vol'nych dni na cirkadidnnu organizaciu probandov (Obr. 2D-
F). Kosinorova analyza odhalila signifikantny rytmus fyzickej aktivity u vSetkych probandov
pocas pracovnych aj vol'nych dni (p <0,05). Mezor (priemernd hodnota za 24 hodin) sa nelisila
po intervencii poc¢as pracovnych dni (Obr. 2A; t)=0,04; p = 0,97), ani vol'nych dni (Obr. 2D;
t5=0,43; p = 0,69). Cvicenie nemalo signifikantny vplyv ani na amplitadu (polovica rozdielu
medzi maximalnou a miniméalnou hodnotou v ramci jedného cyklu) fyzickej aktivity (pracovny
deit: Obr. 2B; t6=0,23; p = 0,83; volny deii: Obr. 2E; t5=0,54; p = 0,61). Akrofaza, ktora

odrdza fazovy posun rytmu, taktieZ nebola zmenena pocas pracovnych (Obr. 2C; t=0,15; p =
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0,88) ani volI'nych dni (Obr. 2F; t5=0,01; p = 0,99).

V uvedenych hodnotach sme nezistili signifikantné rozdiely pred a po absolvovani
pravidelného cvicenia a intervencia nemala vplyv na rytmické parametre fyzickej aktivity
pocas pracovnych alebo voI'nych dni. Nesignifikantné zmeny parametrov ¢asovej organizacie
boli zaroven v stlade s nezmenenymi biometrickymi udajmi - hmotnost’ tela (¢7)= 0,43; p =
0,20), index telesnej hmotnosti (Ws)= 20,00; p = 0,20), obvod pasu (#¢) = 0,88; p = 0,41),
obvod bokov (#7=0,28; p = 0,79), pomer obvodu pasu a obvodu bokov (¢6=4,41; p =>0,99),
pomer obvodu pasu a vysky (#6=0,82; p = 0,44). Nesignifikantny vplyv cvi¢enia mohol
suvisiet’ s nizkou adherenciou k pravidelnej i¢asti na cviceni, ktora mala tendenciu korelovat’
so zmenami v obvode pasu (r = 0,74; p = 0,10). Limitaciu tejto Studie je absencia kontrolnej
skupiny bez intervencie, nakolko ide len o pilotny pokus. Ked'Ze intervencia nespdsobila
vyznamny pokles hmotnosti a nezlep$ila vyznamne charakteristiky biologickych rytmov, v
dalsich studiach bude potrebny komplexny manazment obezity, ktory okrem cvicenia bude

zahfiat’ vyzivovl intervenciu a kognitivnhu behavioralnu terapiu.

Pracovné dni
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Obr. 2. Porovnanie rytmickych parametrov probandov (P) pred a po cviceni pocas pracovnych dni (A-C)
a vol’nych dni (D-F). Mezor (A,D), Amplitada (B,E), Akrofdza (C,E). Data su uvedené ako priemer + SEM. V
skupine bolo 6-8 jedincov.
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Zaver

Aerobne-silovy tréning u obéznych adolescentov nemal signifikantny vplyv na ¢asovi
organizaciu dennych rytmov aktivity. Zaznamenali sme vel'mi vyrazna inter-individualnu
variabilitu v celkovej aktivite, ako aj jej odpovedi na cvi€enie, tak poCas pracovnych, ako aj
volnych dni. Téato vyrazna variabilita menSicho poc¢tu zucastnenych probandov, spolu
srelativne nizkou adherenciou k pravidelnému cvieniu, pravdepodobne prispela
k nesignifikantnym dosledkom cvicenia na chronobiologické charakteristiky rytmu pohybovej

aktivity, ako aj ukazovatel'om obezity.
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Abstract

Influenza viruses yearly affect 10% of human population causing acute respiratory infection. Even tough
influenza viruses affect mainly upper and lower respiratory tract, the viral particles can spread through the body
and can affect different organs, such as brain, and can cause severe neuroinflammation. The non-structural NS1
protein of influenza A virus play a role in antagonizing host antiviral response. In this study we used NS1 truncated
virus NS80, lacking the effector and C-terminal tail domain, and human influenza A virus [A/WSN/33 (HIN1)].
The goal of our study was to determine how adaptation of viruses can affect its pathogenicity, if the influenza A
viruses spread to brains of infected mice, and if the NS1 protein affect antiviral response in case of brain infection.

Keywords: influenza A virus; NSI protein; adaptation; antiviral response

Introduction and Objectives

Influenza viruses belongs to the family Orthomyxoviridae. To study influenza virus
pathogenesis and immunology several animal models, including mice were established [1].

During the influenza infection the replication of viruses is almost exclusively restricted
to respiratory tract. However, as the host immune system is trying to fight off the infection, it
produces inflammatory cytokines and chemokines that are not tissue restricted. These
circulating inflammatory regulators and activated immune cells can then induce damage
throughout the body, such as neurological complications. We also recognize several
neurotropic and non-neurotropic strains of influenza A viruses [2]. Neurotropic strains can
enter the CNS through blood-brain barrier causing neuroinflammation, producing
proinflammatory cytokines such as interleukin-1f (IL-1p), tumor necrosis factor a (TNF-a)
etc. [3].

The multifunctional non-structural NS1 protein encoded by the eight segment of
influenza A virus consist of a N-terminal domain, a linker, an effector domain, and C-terminal
tail. The C-terminal tail domain and effector domain have a key role in antagonizing host
antiviral responses and contributes to effective viral replication. To better understood the role

of this domains during influenza A infection, NS1-truncated virus (NS80) was made, lacking
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both domains [4].
The main goal of our study was to determine how adaptation of influenza A viruses to
mice model could affect their pathogenesis, and in the case of NS80 virus how the missing

domain affect the host antiviral response.

Materials and methods

Viruses and cells: WSN and NS1-truncated virus NS80, derived from human influenza

A strains A/WSN/33 (HIN1). Both were also adapted to mice by serial lung passaging.
Adherent epithelial Vero cells (ATCC® CCL-81™) were cultured in DMEM medium
supplemented with 10 % FBS and maintained in 5 % CO> at 37 °C. NS1-truncated virus was
prepared by transfection system described by Hoffmann et al., 2000 [5].

Experimental animals: As a susceptible in vivo model we used inbred line of BALB/c

mice (Dobra Voda, 360). Viral titers were determined in organ homogenates using ELISA
method on Vero cells.

Adaptation of viruses: Anaesthetized mice were intranasally inoculated with 40 pl of

WSN and NS80 virus. Infected animals were two days p.i. killed and lung were removed and
homogenized in PBS with antibiotics. Homogenates were centrifugated and obtained
supernatant was used to intranasally infect next mice. The procedure was performed till fifth

passage.

Western blot and immunoprecipitation: Western blotting and immunoprecipitation
were used for detection of IL-1p. As samples we used homogenized brain tissue obtained from
infected mice. The protocol we used was previously described by Hanckova et al., 2023 [6].

Isolation of VRNA and RT-PCR: The RNA from brains was extracted using SV Total

RNA Isolation System (Promega, Wisconsin, USA). RNA was reverse transcribed using

random hexa-nucleotide primers and MuLV reverse transcriptase. Viral transcripts were

detected by semi-quantitative PCR as described previously by Turianova et al., 2020 [4].
Histology: Brains from infected mice were obtained at day 3 p.i., embedded in paraffin

and then sectioned. Sectioned samples were stained with hematoxylin and eosin.

Results and discussion

Adaptation and growth curve: NS80 virus (lack effector and C domain) is attenuated.

To determine if the adaptation cause any differences in replicative properties of these viruses,
we infected VERO cells with non-adapted WSN and NS80 and adapted WSNad and NS80ad

viruses. The quantification of replicated viruses was measured by ELISA. As we can see from
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the growth curve (Fig. 1) NS80 replicates in the Vero cell to lower titer than WSN virus.
However, NS80ad replicated to the similar titer as wild type WSN virus after its adaptation.

Adaptation did not influence replicative properties of WSNad virus.

Growth curve
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Fig. 1. Growth curve representing viral replication on VERO cells over 72h period.

Spread of the virus to the brain: The brains of infected mice were collected on the day

3 p.i. Homogenates were prepared, and the presence of viral RNA was detected by RT-PCR.
The viral RNA was detected in three cases — WSN, NS80 and NS80ad by RT-PCR (Fig.2).
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Fig. 2. Confirmation of effective spread of the influenza A viruses to mice brain. The viral RNA was
detected using M2 constructed primers.

Activation of RIG-1 like receptor pathway: mRNA levels of selected genes in infected

mice brains were determined by semi-quantitative PCR assay. NS80 and NS80ad viruses
activated RIG-I signaling pathway more efficiently than the WSN and WSNad, which is
showed by higher mRNA expression. Higher expression of RIG-I and overexpressed MDAS
pathways leads to higher expression of NF-kB and IRF3 in brains of infected mice with NS80
and NS80ad than WSN viruses. Noticeable is also the significant difference between antiviral

response in case of NS80 and NS80ad in case of MDAS, NF-f and IRF3 mRNA expression
(Fig. 3).
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Fig. 3. Activation of RIG-1 like receptor signaling pathway. Statistically significant differences between
mRNA expression in negative control (NC) and in infected mice are indicated as follows: "P<0.05; *"P<0.001.
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Fig. 4. Protein level of IRF3 and IRF3-P. The graph compares the levels of inactivated (asterisk) and

activated (black circles) IRF3-P protein.

Transcribed protein IRF3: IRF3 play an important role as one of the first antiviral host
response transcriptional factor. It regulates transcription of type I IFN genes and IFN-
stimulated genes (ISG). In cells it’s found as two different forms: inactive form and activated
phosphorylated form upon infection. The graph shows percentual levels of translated IRF3 and
IRF3-P proteins in the brains of infected mice. The level of IRF3-P increased in the brains
infected with WSN, WSNad and NS80ad (Fig.4). Although the NS80 virus was detected in
the brain of one infected mouse, the IRF3 pathway was not activated, and the level of IRF3-P

Levels of IFN-a were strongly overexpressed in infected brains in case of all four types
of viruses (adapted and non-adapted). The expression of IFN-3 was in case of WSN almost at
the same level as the negative control. Significant difference compared to WSN is expression

of IFN-f in case of WSNad and NS80 (Fig. 5).
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Fig. 5. Relative expression of interferons as the first antiviral response in brain cells. Statistically
significant differences between NC and viruses are indicated as follows: “P<0.05; *"P<0.001.

Like expression of IFN-a, the expression of inflammatory cytokine interleukin-1 (IL-
1B) was almost the same in case of all four types of viruses, showing the stereotype nature of
innate immunity mechanisms. The overexpression of IL-2 is more noticeable upon the infection

with WSN and WSNad viruses. Among adapted viruses, strongest immune response occurred
in case of WSNad (Fig. 6).
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Fig. 6. Relative expression of interleukins IL-1f a IL-2. Statistically significant differences between NC and
viruses are indicated as follows: "P<0.05; *P<0.001.

Expresion of IL-1f in the infected brains: The IL-1p was detected in the brains infected

with all viruses (Fig. 7). The amount of immunoprecipitated proteins was very low but higher

level of IL-1P was detected in the brains infected with WSN and NS80ad viruses.
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Fig. 7. Bands after detection of IL-1p in the brain samples of infected mice.

Histology: The sign of virus infection was also visible in the infected brain tissue slices.
(Fig. 8). In case of infected tissue, there are signs of apoptosis (black arrows). In case of NS80
and NS80ad there are also signs of perivascular cuffing due to inflammation (asterisk). In case

of infected mice, the brain tissue seems looser, and the cell junctions were interrupted.
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Fig. 8. Brain tissue samples stained with hematoxylin and eosine. A — normal brain tissue of non-infected
mouse with neural and glial cells; B — infection with WSN; C — infection with WSNad; D — infection with
NS80; D — infection with NS80ad.

Conclusion

Our study leads us to several conclusions. Even though the NS80 virus replication was
compromised because of the lacking domains from NS1 protein, and NS80 is attenuated in the
mice, the adaptation resulted in increased replication in Vero cells and loss of attenuation in
Balb/c mice.

We confirmed the ability of influenza A viruses to spread into the brains by RT-PCR.
All viruses activated the RIG-1-like signaling pathway, IFN response, and production of
inflammatory proteins.

The viral effect on the brain was also determined by brain pathophysiology.
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Abstract

The effect of dim light at night on the inflammatory response and clock gene expression in the liver and
adipose tissue

Dim light at night (ALAN) is considered a circadian disruptor affecting several physiological processes.
In our study, we aimed to analyse the effect of ALAN on the expression of clock genes and inflammatory genes
in the liver and adipose tissue after the immune stimulation at different times of the day. Wistar rats were exposed
to ALAN regime for 2 weeks, then stimulated with lipopolysaccharide (LPS) in the active or passive phase. Three
hours upon stimulation, the rats were decapitated. With qPCR we analysed the expression of clock genes Rev-
erba and Bmall and the genes involved in the immune response (//-1, Nfil3, Nfkbl, Nirp3 and RelA). Exposure to
ALAN suppressed the daily variation in immune response of Rel4 in adipose tissue, but not in the liver. The
immune stimulation in the active phase enhanced the Bma/l and reduced the Rev-erba expression in both tissues.
ALAN attenuated the daily variation in immune response of Bmall in the liver. Our results indicate that the ALAN
disturbed time-of-day-dependent immune response of metabolically active organs in a tissue-specific manner.

Keywords: circadian; innate immunity; ALAN; metabolism; liver; adipose tissue; clock genes

Uvod a formulacia ciela

Cirkadianny systém je dolezity pre synchroniziciu fyziologickych procesov
s podmienkami prostredia [1]. Molekularny mechanizmus cirkadidnneho systému spociva v
transkripéno-transla¢nej slucke hodinovych génov, kde proteiny PER a CRY inhibuji svoju
expresiu vizbou na BMAL1:CLOCK komplex [2]. Tento komplex stimuluje expresiu génov
Per a Cry atiez génov Rev-erbo a Ror, ktoré tvoria aditivnu transkripéno-translacnu slucku.
Hodinové transkripéné faktory zaroven reguluji mnohé iné gény zapojené v imunitnej
odpovedi ¢i metabolizme.

Medzi cirkadidannym systémom a imunitnou reakciou existuje recipro¢ny regulacny
vzt'ah. Pritomnost’ CLOCK v bunke zvysila NFkB-mediovant transkripciu cielovych génov
[3]. REV-ERBua potlacil expresiu transkripénych faktorov Nlrp3 a RelA podjednotky NFkB vo
viacerych in vitro modeloch [4]. Mutacia v Clock géne redukovala produkciu cytokinov po
stimulacii lipopolysacharidom (LPS) [5]. Zaroven, RelB podjednotka NFkB faktora potlacila
BMALI:CLOCK-mediovan transaktivaciu Perl promodtora. Podobné vysledky boli
pozorované aj po stimulacii mysi cytokinom TNFa, o spdsobilo potlaenie expresie Rev-erba,

Per3 a Dbp v peceni [6].
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Svetlo je najddlezitejSim externym synchronizatorom cirkadidnneho systému, preto
narusSenie svetelného rezimu moéze ovplyvnit' rytmus hodinovych génov a cirkadidnne
riadenych procesov. Tlmené svetlo pocas noci (ALAN) je povazované za cirkadianny disruptor
a naSe prace ukdzali, Ze mdze narusit’ rytmicka expresiu hodinovych génov a vazopresinu
v centralnom oscilatore v hypotalame a tiez denné rytmy expresie hodinovych génov v peceni,
tukovom tkanive a slezine [7]. Ciel'om nasej Stadie bolo analyzovat’ vplyv ALAN na zépalovu
odpoved’ hodinovych génov a génov zapojenych do imunitnej odpovede v peceni a tukovom

tkanive v zavislosti od fazy dna.

Material a metody

Na experiment sme pouzili 58 samcov potkanov kmena Wistar (vek 17 tyzdiov, 325 g)
z chovnej stanice Ustavu experimentalnej farmakologie a toxikolégie, CEM, SAV, Dobra
Voda. Potkany boli umiestnené v akreditovanom zverinci Prirodovedeckej fakulty Univerzity
Komenského (Prif UK). V karanténe boli jeden tyzdeii na kontrolnom rezime 12 h svetlo (L;
150 lux) a 12 h tma (D; 0 lux) so zaciatkom svetlej fazy o 10:00 (Zeitgeber time 0; ZTO0) a
s pristupom k potrave a vode ad libitum. Experiment bol schvaleny etickou komisiou Prif UK
a Statnou veterinarnou a potravovou spravou SR.

Potkany boli rozdelené podl'a svetelného rezimu do dvoch skupin: 1) kontrolné skupina
(CTRL) s rezimom LD 12:12 h a2) ALAN skupina s tlmenym osvetlenim (~2 lux) pocas
noci. Po dvoch tyzdiioch bola polovica jedincov v kazdej skupine stimulovana
intraperitonedlnym podanim lipopolysacharidu (LPS) (E. coli, sérotyp 01111:B4; Sigma-
Aldrich) v davke 1 mg/kg hmotnosti tela. Nestimulovanym zvieratam bol aplikovany sterilny
fyziologicky roztok (FR). Stimulacia prebiehala 2 hodiny po zacati svetlej fazy (ZT2) alebo 2
hodiny po zacati tmavej fazy (ZT14). Po deviatich dioch bol potkanom v rovnakom case
opakovane podany LPS alebo FR. Tri hodiny po druhej stimuldcii boli potkany usmrtené
dekapitaciou v izoflurdnovej anestézii. Tukové tkanivo a pecent boli odobraté, zmrazené v
tekutom dusiku a uskladnené na -80 °C.

Na izolaciu RNA sme vyuZili RNeasy Plus Universal Mini Kit (Quiagen, USA)
a postupovali sme podla nadvodu od vyrobcu. Tkanivo pecene bolo homogenizované v
lyza¢nom reagente QIAzol (RNeasy, Quiagen, USA) a tukové tkanivo bolo homogenizované
v TRI reagente (Molecular Research Center, Inc., USA) pomocou pristroja FastPrep (MP
Biomedicals, USA). Koncentraciu izolovanej RNA ajej Cistotu sme odmerali pomocou
NanoDropu (Thermo Fisher Scientific, USA). Na reverznu transkripciu RNA do cDNA sme
pouzili Maxima Reverse Transcriptase kit (EM0741; Thermo Fisher Scientific, USA). Na
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amplifikdciu cDNA sme pouzili Maxima/ROX qPCR Master Mix (K0221, Thermo Fisher
Scientific, USA). Real-time PCR prebiehala v detek¢nom systéme CFX Connect Real-time
System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Relativnu expresiu génov sme prepocitali pomocou
kalibracnej krivky a expresia cielovych génov bola normalizovand na geometricky priemer
ribozomalneho proteinu S29 (Rps29) a aktinu B (Actb) v peceni a na Rps29 v tukovom tkanive.
Zoznam primerov sa nachadza v Tab. 1. Statisticka analyza bola vypracovana v programe
Graphpad Prism 8 (GraphPad software, California, USA). Norméalne rozlozenie bolo overené
pomocou Shapiro-Wilkovho testu. Relativna expresia génov bola hodnotend dvojfaktorou
analyzou variancie (faktory LPS, ALAN) a Bonfferoniho post hoc testom. Odpoved’ na LPS
v zavislosti od Casu stimulécie bola vypocitana ako podiel expresie mRNA po LPS stimulécii
a priemeru nestimulovanej skupiny na kontrolnom alebo ALAN rezime a bola porovnana

neparovym t-testom alebo Mann-Whitneyho test.

Tab. 1. Zoznam pouZitych primerov

Gén Forward sekvencia Reverse sekvencia
Rps29 (NM_012876.1) GCTGAACATGTGCCGACAGT GGTCGCTTAGTCCAACTTAA TGAA
Actb (NM_031144.3) GATCAAGATCATTGCTCCTC CTG AGGGTGTAAAACGCAGCTCA
Reld (NM_199267.2) ATTGTGTTCCGAACTCCCCC TTTCTTCAATCCGGTGGCGA
Nfil3 (NM_053727.2) TTTGACCTGGAGAAGCATGG GCCTCGGAAACCTTATAGCC
Nfib TCAGCTTCGGAGAAAATCGG CTCCTTGTCTTTGATTTCGGG
(NM 001276711 .1
[I-1 (NM_031512.2) GCCAACAAGTGGTATTCTCC A GCCGTCTTTCATCACACAGG
ot ()/(\)/i”lpj a0 1 TCCAGTGTGTTTTCCCAGAC C ACTTGAGAAGAGACCTCGGC
Rev-erba TCCCACATACTTCCCACCAT CA CACTCGGCTGCTGTCTTCCA T
(NM_145775.2)
Bmall (NM_024362.2) CACCTTGCGGAATGTCACAG TACTTCCTTGGTCCACGGGT

Vysledky a diskusia

V peceni sme zistili zvySen expresiu /[-1 (ZT2 Fq, 25= 60,04; p<0,001 a ZT14
Fq,25=78,90; p<0,001) (Obr. 1A) Reld (ZT2 F(1,25=27,66; p<0,001 a ZT14 F 4= 31,92; p<
0,001) (Obr. 1B) a NFxBI (ZT2 Fq, 25= 34,15; p< 0,001 a ZT14 F, 25= 37,85; p<0,001)
(Obr. 1C) po stimulacii s LPS v oboch fazach a bez ohl'adu na svetelny rezim. Nepozorovali
sme ziadnu dennu variabilitu v LPS-indukovanej expresii tychto génov (Obr. 1D, E, F).

V tukovom tkanive potkanov na CTRL reZime sa expresia Reld zvysila po stimulacii s LPS
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v pasivnej faze (p<0,01) priCom po stimulécii v aktivnej faze sa expresia nemenila (F(i, 25=
2,521; p=0,12) (Obr. 2B). U potkanov na ALAN reZime sa expresia Rel4 v odpovedi na LPS
nemenila ani v jednej faze, o viedlo k strate dennej variability pozorovanej na CTRL rezime
(Obr. 2D). Expresia Nlrp3 sa po LPS stimulacii v pasivnej faze zvysila len v CTRL skupine
(p<0,001) zatial’ ¢o ziadnu odpoved’ sme nezaznamenali v ALAN skupine (p=0,25). Stimulacia
v aktivnej faze zvysila expresiu Nlrp3 v oboch skupinach (Fi,25= 25,62; p<0,001) (Obr. 2A).
Dennd variabilita v stimulovanej odpovedi Nirp3 bola v ALAN skupine potlacend (p=0,28)
(Obr. 2C). Tieto vysledky naznacuji ze imunitnd stimulécia v zavislosti od fazy dna moze

vyvolat tkanivovo Specificky efekt odpovede imunitnych komponentov.
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Obr. 1. Relativna expresia Il-1 (4), RelA (B) a Nfkbl (C) v peceni u kontrolnej skupiny (CTRL) a ALAN
skupiny, 3 hodiny po stimulacii s lipopolysacharidom (LPS) alebo fyziologickym roztokom (FR), v ¢ase
Z.T2 alebo ZT14 (ZT0 — zadiatok svetlej fazy) a normalizovana odpoved’ na LPS pre II-1 (D), RelA (E)
a Nfwbl (F). Data st uvedené ako priemer £ SEM; ***p<0,001.
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Obr. 2. Relativna expresia Nlrp3 (A) a RelA (B) v tukovom tkanive u CTRL a ALAN skupiny, 3 hodiny po
stimulacii s LPS alebo FR v ¢ase ZT2 alebo ZT14 a normalizovana odpoved’ na LPS pre Nirp3 (C) a RelA
(D). Data st uvedené ako priemer = SEM; **p<0,01, ***p<0,001.

Expresia Nfil3 v peCeni sa zvySila po LPS stimulécii v oboch fazach (ZT2: Fq, 25=
37,08; p<0,0001 aZT14: Fq, 25= 81,79; p<0,0001) bez ohladu na rezim. ALAN znizil
v porovnani s CTRL rezimom expresiu Nfil3 iba vo svetlej faze (F(1, 25= 4,662; p<0,05) (Obr.
3E). Tento efekt mdze suvisiet’ so zvySenim expresie Rev-erbo vplyvom ALAN rezimu vo

svetlej faze, kedZe REV-ERBa negativne reguluje expresiu Nfi/3 [4]. Denna variabilita
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v odpovedi Nfil3 po LPS stimulacii bola vplyvom ALAN rezimu potlac¢ena (p=0,19) (Obr. 3J).
Tieto vysledky naznacuju ze ALAN rezim narusil rytmus jeho expresie indukovanej zapalom.

Expresia Rev-erba. v peceni a tukovom tkanive sa vplyvom ALAN rezimu zvysila
v pasivnej faze (pecen: F(1,25= 7,629; p<0,05; tuk: F(, 25=5,793; p<0,05) a znizila v aktivnej
faze oproti kontrole (pecen: F(1,25= 15,99; p<0,001; tuk: F(,25= 15,901; p<0,001) (Obr. 3A;
3C). Naopak, expresia Bmall v peCeni a tuku sa vplyvom ALAN rezimu znizila v pasivnej faze
(peceit: F(, 25= 5,305; p<0,05; tuk: F(, 25= 4,449; p<0,05;) a zvysila v aktivnej faze (pecei:
Fa,25=51,56; p<0,001; tuk: F(1,25= 21,63; p<0,001) v porovnani s kontrolou (Obr. 3B; 3D).
Tieto vysledky naznacuju Ze rytmicka expresia hodinovych génov v oboch tkanivach je
vplyvom ALAN rezimu narusend, co koreluje aj s vysledkami nedavnej stadie [8], kde bolo
zistené fazové predbichanie rytmu hodinovych génov vplyvom ALAN. Po podani LPS
v aktivnej faze sa expresia Rev-erba znizila (pecen: F,25=57,16; p<0,001; tuk: Fa,25=35,32;
p<0,001) (Obr. 3A; 3C) a expresia Bmall zvysila (peceit: F(1,25= 169,1; p<0,001; tuk: F(, 25=
32,86; p<0,001) (Obr. 3B; 3D) v peceni aj tukovom tkanive bez ohl'adu na svetelny rezim.
Imunitnd stimulacia v pasivnej faze neovplyvnila expresiu tychto hodinovych génov. Této
denna variabilita v expresii Rev-erba po LPS stimulécii bola pozorovana v CTRL (pecen:
p<0,001; tuk: p<0,001) aj ALAN rezime (pecen: p<0,01; tuk: p<0,001) (Obr. 3F; 3H).
V expresii Bmall bola dennd variabilita v zapalovej odpovedi potlacend v peeni ALAN

potkanov (p=0,57) (Obr. 3G).
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Obr. 3. Relativna expresia Rev-erba (A), Bmall (B) a Nfil3 (E) v peceni a Rev-erba (C) a Bmall
(D) tukovom tkanive u CTRL a ALAN skupiny, 3 hodiny po stimulacii s LPS alebo FR v ¢ase ZT2 alebo
7.T14 a normalizovana odpoved’ na LPS pre Rev-erba (F), Bmall (G) a Nfil3 (J) v pe€eni a Rev-erbo (H)
a Bmall (I) v tukovom tkanive. Data su zobrazené ako priemer = SEM; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
Zaver
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Dvojtyzdiiové vystavenie ALAN rezimu nemalo vplyv na zapalovi odpoved’ génov
NF«B drahy v peceni a nezaznamenali sme ani rozdiel v ich zapalovej indukcii medzi aktivnou
a pasivnou fazou. V tukovom tkanive ALAN rezim potlacil dennu variabilitu v zapalove;j
odpovedi RelA podjednotky a Nlrp3 transkripéného faktora. Vplyv ALAN rezimu a aj od casu
zéavislej imunitnej stimuldcie mali tkanivovo Specificky efekt. Rezim ALAN narusil expresiu
Rev-erboa a Bmall v porovnani s kontrolnou skupinou v oboch tkanivach, ¢o naznacuje posun
rytmickej expresie hodinovych génov. Zapalom vyvoland odpoved hodinovych génov
vykazovala v oboch tkanivéch jasnu zavislost’ od fazy dna, ktora bola vplyvom ALAN rezimu
potlacena iba v expresii Bmall v peceni. NaruSenie rytmickej expresie hodinovych génov ale
aj potlacend denna variabilita odpovedi imunitnych génov moéze ovplyviovat’ aj zapalova

adaptaciu metabolizmu, potrebnu pre spravny priebeh imunitnej reakcie.
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Abstract

UL 144, a Human Cytomegalovirus (HCMV)-encoded transmembrane immunomodulatory glycoprotein,
shares a high homology with the human ortholog HVEM. On the other site, CD160 is a GPI-anchored protein,
a member of the immunoglobulin superfamily. It functions as a broad specificity receptor for MHC class I
and related molecules and plays a crucial role in the activation of NK-cell cytotoxicity and cytokine production.
It also modulates the immune system and is implicated in some pathologies, like cancer. Nevertheless, the mutual
differences between UL144 and HVEM prevent its interactions with human CD160. Surprisingly, Rhesus
Cytomegalovirus (RhCMV)-isolated UL144 interacts with human and rhesus CD160 with low affinity. Recent
results revealed the ability of glycosylation mutants prepared from UL144 to interact with CD160 comparable to
that of soluble HVEM. In addition, the crystals of UL144 recombinants from both R\CMV and HCMV alone
have been prepared and crystallization in complex with CD160 was accessed too. The crystallization data of all
protein crystals are being further optimized.

Keywords: HCMV UL144; receptor CD160; vapor diffusion crystallization, co-IP assay

Introduction and Objectives

The UL144 protein belongs to the type I transmembrane glycoproteins, which share the
highest degree of similarity with the human herpes virus entry mediator (HVEM) [1]. HVEM
plays a crucial role in innate and acquired immune responses related to defence against viral
pathogens such as HCMV. It affects the inhibition and proliferation of T-lymphocytes by
interactions with immunoglobulins (Ig) or TNF ligands [2]. HVEM is one of the binding
partners of CD160. CD160 is a glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored membrane
protein with a single IgV-like domain that belongs to the Ig superfamily. There are four distinct
isoforms of CD160, but only two (those with an IgV-like domain) can bind to HVEM.
It demonstrates that the Ig domain is essential for protein binding [3].

CD160/HVEM is an example of an immune checkpoint, a complex of signalling
molecules able to regulate the immune system. In T-lymphocytes, for example, the interaction
results in a co-inhibitory signal which suppresses CD4+ T cell proliferation and interferon-y
(IFN-y) production [4 — 5]. In contrast, the CD160/HVEM complex provides costimulatory
signals that boost cytokine production and promote lytic activity in NK cells [2]. CD160
and HVEM are the main regulators that exhibit multiple functional outcomes. It depends on

several variables, including the competitive engagement of different ligands, expression
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patterns at different cell types, cis versus trans interactions, and the context-dependent
direction of signal transduction [6].

Here we focused on the assurance of the atomic and molecular structure of recombinant
glycoproteins UL144, and its glycosylation mutants encoded in the Ur/b' genomic region of
HCMYV or RhCMV to reveal and characterize their mutual binding properties with CD160.
A co-immunoprecipitation assay (co-IP) was used to create protein-protein complexes.
The result was visualized by Western blot (WB) using specific antibodies against recombinant

protein markers.

Materials and method

Protein purification and formation of protein-protein complexes

The baculovirus expression system in Spodoptera frugipherda (Sf9) insect cells
was used for the expression of recombinant proteins. All types of proteins UL144 contained
an N-terminal hexa-histidine tag (HCMV UL144-His (WT), HCMV UL144-His (N91);
HCMYV UL144-His (DG), RhCMV UL144-His) and C-terminal of human CD160 fused with
IgG-Fc tag (HuCD160-Fc). Soluble His-tagged recombinant proteins were purified by affinity
chromatography using a HisTrap™ Fast Flow, 1 mL column (GE Healthcare). Also,
recombinant protein Fc-fusion CD160 was purified by affinity chromatography using
HiTrap™ Protein A HP, 1 ml column (GE Healthcare). After concentration to a final volume
by centrifugation on an AmiconR Ultra (Merck Millipore), all proteins have been analyzed
using denaturing SDS-PAGE (12.5% SDS-polyacrylamide gel at 140V; 145mA; 40W; 90
mins) and measured on a NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). A
pull-down assay, applying commercially available Dynabeads™ His-Tag Isolation & Pull-
down Kit (Invitrogen), was used for co-immunoprecipitation (co-IP) and formation of protein-
protein complexes between recombinant proteins. The workflow using Dynabeads was
performed according to the manufacturer’s instructions. Protein complexes have been
transported by wet Western Blot (WB) to an Immobilon-P PVDF membranes and detected by
specific antibody. The work procedure, instructions and solution composition described in
the general protocol for WB (Bio-Rad) were followed. On the first membrane, HRP Anti-6X
His tag® antibody (ab1187) diluted in 1xTBS-T solution with the addition of 5% (w/v) milk
powder in the required ratio was used to detect His-tagged proteins UL144. The Fc-fusion
protein CD160 was detected on the second membrane using an Anti-Human IgG (Fc specific)

antibody produced in goats and diluted in 1xXTBS-T solution with the addition of 5% (w/v) milk
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powder in the required ratio. Protein complexes on the membranes were visualized with 1
mg/ml DAB (3,3'-diaminobenzidine) in a solution of 50 mmol/l Tris/HCI1 (pH 7.3) and 30%
hydrogen peroxide (H20.). To stop the reaction has used distilled water.

Protein crystallization

Purified His-tagged recombinant proteins have been concentrated by centrifugation
with an AmiconR Ultra 10K (Merck Millipore) to a final concentration of 1-3 mg/ml.
Subsequently, crystallization conditions have screened for each of these proteins alone
and their complexes with recombinant Fc-fusion protein CD160. The crystallization screens
have derived from Hampton Research and Molecular Dimensions, e.g., JCSG-plus™ (MD]1-
37), PACT Premier MD 1-29 and Morpheus® MD1-46. Preliminary crystallization was
achieved by vapor-diffusion technique in a sitting-drop format with classical 24-well plates
(Cryschem™ Plate). The drop contained an individual His-tagged recombinant protein (in 100
mM Sodium phosphate pH 8.0; 600 mM NaCl; 0.02% TweenTM-20) or its protein-protein
complex (in 300 mM Imidazole; 50 mM Sodium phosphate pH 8.0; 300 mM NacCl; 0.01 %
TweenTM-20) solution together with precipitant solution from the commercially available
screen in the desired ratio. A volume of 0.5 mL of 1.5 M NaCl solution has been added to the
reservoir. The completed plate was tape sealed, stored at RT, and observed for one month
regularly. The obtained protein crystals have fished out using a crystallization loop, then flash

cooled by liquid nitrogen and stored in a nitrogen dewar until measured on a synchrotron.

Results and discussion

All proteins purified by the baculovirus-mediated expression system in Sf9 insect cells
(BV-S19) were of correct molecular mass, sufficient concentration and purity and used
in further experiments. The approximate molecular weight was determined by denaturing
(12.5%) SDS-PAGE analysis and WB (Fig. 1, a-e). Concentration and purity have been
measured on a NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). We used
the commercially available kit Dynabeads™ His-Tag Isolation & Pull-down (Invitrogen)
to prepare the protein complexes formed between recombinant His-tagged proteins UL144
(native, deglycosylated, N91 and rhesus) and Fc-fusion HuCD160. This kit works
on the principle of co-immunoprecipitation. Both co-IP were analyzed by WB using different

antibodies to determine the binding properties of individual proteins (Fig. 2).
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Fig. 1. The result of purification of recombinant proteins HuCD160 (a; lane 2); HCMV UL144-WT (b; lane
1 —2); HCMV UL144-DG (c; lane 1); HCMV UL144-N91 (d; lane 4 — 6) and RhCMV UL144-WT (e; 3 — 6) in
the BV-Sf9 system. Example of sample analysis by Western blot (a, b) and SDS-PAGE (c-¢). Lane M:
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific).

Here we report that RhCMV UL144-His was unable to bind to HuCD160-Fc (Fig. 2
(al), lane 2) even though Sedy et al. in their study reported the opposite findings [2], although
they have used different set-up. Furthermore, HCMV UL144-WT was also unable to bind
HuCD160-Fc (Fig. 2 (al), lane 4). Interestingly, we proved that HCMV UL144-His DG (Fig. 2
(al), lane 1) and HCMV UL144-His N91 (Fig. 2 (al), lane 3) formed a complex with
HuCD160-Fc. It suggests the importance of glycosylation (as a post-translational modification
of proteins) plays the role in receptor binding. The binding affinity was comparable to that
of soluble HVEM. However, there is the fact that the chosen expression system in insect cells
may reduce glycosylation compared to mammalian cells and thus affect protein binding.
The major bands on the WB corresponded to the HuCD160-Fc complex with recombinant His-
tagged proteins that have size is about 50-60 kDa (Fig. 2, al-a2).

Dynabeads co-IP (Dynabeads His-Tag Isolation & Pulldown)
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Fig. 2. (al) WB analysis of co-IP between different constructs of UL144 proteins (encoded by HCMYV and
RhCMYV) and HuCD160-Fc¢ using HRP Anti-6X His tag® antibody (ab1187).

(a2) WB analysis of co-immunoprecipitation assays (co-IP) between different constructs of UL144
proteins (encoded by HCMYV and RhCMYV) and HuCD160-Fc using Anti- Human IgG (Fc specific)
antibody.

Lane M: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific); 1: interaction between HCMV UL144
(DG) and HuCD160-Fc; 2: interaction between RhCMV UL144 (WT) and HuCD160-Fc; 3: interaction between
HCMYV UL144 (N91) and HuCD160-Fc; 4: interaction between HCMV UL144 (WT) and HuCD160-Fc; 5-8:
washing steps after binding of HuCD160-Fc.
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Fig. 3. The crystals of RhCMYV UL144-WT (A, B); HCMV UL144-DG (C) and HCMV UL144-N91 (D)
were obtained under above-mentioned crystallization conditions with precipitant to protein ratio 1:2 in the drop.
Together with the protein crystals, their size is shown in the picture.

Recombinant proteins RhCMV UL144-WT, HCMV UL144-WT, HCMV UL144-DG,
and HCMV UL144-N91 have crystallized using the sitting drop vapor diffusion method
through different commercial crystallization screens (e.g., JCSG-plus™ (MD1-37), PACT
Premier MD 1-29 and Morpheus® MD1-46). We optimized the concentration ratio of proteins
to precipitant, as well as temperature, pH, and additives. We have found crystallization "hit"
for RkCMV UL144-WT (100 mM CHES pH 9.5, 20%w/v PEG 8000), for another RhCMV
UL144-WT (24%w/v PEG 1500), for HCMV UL144-DG (100 mM TRIS pH 7.0, 200 mM
Magnesium chloride hexahydrate, 10%w/v PEG 8000) and for HCMV UL144-N91 (200 mM
Zinc acetate dihydrate, 100 mM Sodium acetate pH 4.5, 10%w/v PEG 3000). These crystals
were of sufficient quality for X-ray diffraction measurement and therefore tested at the DESY
synchrotron (Hamburg) (Fig. 3). Recently, we obtained another initial crystallization "hit" for
HCMYV UL144-DG under the precipitant condition: 100 mM CHES pH 9.5, 20%w/v PEG 8000
(Not shown). Is it the same preliminary crystallization condition that was used for
the crystallization of RhRCMV UL144-WT (Fig. 3A). Further, we will optimize and test it for
X-ray diffraction. We have not yet managed to crystallize the protein complexes prepared

by co-IP.
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Conclusion

Successfully expressed and purified recombinant His-tagged recombinants of proteins
UL144 (HCMV and RhCMV) and recombinant Fc-fusion protein human CD160 with desired
properties were allowed to form the protein-protein complexes by using a co-
immunoprecipitation assay with specifically labelled antibody. The preliminary results of these
protein-protein interactions further emphasize the importance of post-translational
modification and its influence on the receptor binding properties. The data obtained by
crystallization helped to gain a profound knowledge of the atomic and molecular structure of
glycoprotein UL144. The created protein-protein complexes will continue to be tested with
commercially available crystallization screens until we find their optimal crystallization "hits".
The preliminary crystallization conditions, we found, will be further optimized, and obtained
crystals will be tested for X-ray diffraction. This study aims to elucidate the modulation of
immune effector pathways by protein UL144 (HCMV or RhCMYV) at the molecular level for

the rational design of bio-immunotherapeutics.
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Abstract

Monitoring the immunomodulatory effect of chondroitin sulfate and fucoidan in in vivo conditions on a
laboratory mouse model

Immunotherapeutic approaches have been supported by the discovery of a specific serum Gce-globulin,
or also vitamin D transport protein, with the ability to convert to a specific globulin component of macrophage
activating factor (GcMAF). Physiologically, GcMAF acts as a macrophage-activating signaling glycoprotein,
inhibits angiogenesis, and exerts tumoricidal effects. Nagalase is produced by cancer cells and virus-infected cells.
Nagalase deglycolyses N-acetyl-galactosamine from the GeMAF molecule, thereby inactivating the protein and
preventing it from triggering a cascade of immunological mechanisms. The action of nagalase on the GEMAF
protein results in a state of immunodeficiency, loss of immunity control over cancer cells, and uncontrolled viral
multiplication in the host organism. The submitted contribution represents a literature search from selected areas
of the studied topic, which we plan to experimentally devote ourselves to in the future. As part of the experimental
part, we carried out an experiment on laboratory mice according to the schemes presented in the article.

Keywords: GeMAF; nagalase; glycosaminoglycans; fucoidan; laboratory mice

Uvod a formulicia ciela

Imunomodula¢né G¢inky chondroitin sulfatu a fukoidanu st predmetom vyskumu
inovativnych imunoterapeutickych metdd cielenych na relativne nova Specificki oblast’
imunitnej normalizacie. Imunonormaliza¢né metddy odstraiiujuce priciny dysfunkcie imunity
maju potencial v lie€be chronickych ochoreni, akymi st imunodysregulacie, imunodeficientné
stavy, chronické bakteridlne a virusové infekcie a onkologické ochorenia. Faktor aktivujici
makrofagy odvodeny od Ge-globulinového proteinu (GeMAF) je glykoprotein obsahujuci N-
acetyl-galaktozaminovy radikal viazany na treonin v 420. pozicii aminokyselinového retazca
s terminalnym N-radikalom ako vdzobnym miestom pre vitamin D a jeho metabolity. Vytvara
sa modifik4ciou Ge-proteinu viazuceho vitamin D (VDTP). Vitamin D sa zG€astiiuje na riadeni
komplexnych mechanizmov adaptivneho a vrodeného imunitného systému. Pritom dochadza
k védzbe a transportu k cielovym receptorom bunkovych membran. VSetky metabolity vitaminu

D st viazané a transportované prevazne proteinom viazucim vitamin D (VDTP-vitamin D-
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transportny protein) [1]. In vivo selektivna deglykozylacia Ge proteinu sa vyskytuje prirodzene
ako sucast’ zapalovej odpovede, zatial’ Co in vitro membranovo viazana beta-galaktoziddza a
sialiddza aktivovanych B- a T-lymfocytov hydrolyzuju termindlnu galaktézu a kyselinu
sialovu, priCom vzniké aktiviny GcMAF (Obr. 1). Okrem stimulacie makrofagov sa preukézalo,
7ze GcMATF inhibuje angiogenézu spojent s nadorom v réznych systémoch, a tento ¢inok sa

povazoval za skuto¢nost’, ze suvisi s protinadorovymi vlastnostami GcMAF [2, 3].
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Obr. 1. Struktira Ge-proteinu a jeho konverzia na GeMAF [4].

Zaujem o GcMAF je sposobeny jeho schopnostou podielat’ sa na obrannych
mechanizmoch organizmu prostrednictvom aktivacie makrofagov: obrana proti patogénom,
malignym poskodenym bunkam ako aj posilnenie mechanizmov lie¢ebnych procesov. Okrem
toho moZze zohravat’ ilohu pri komunikacii neurénov, modulovat’ aktivaciu mikroglii, posobit’
neuroprotektivne pred toxicitou cytostatik a podporovat’ tzv. neuroplasticitu [5].

Glykozaminoglykdny (GAG) su skupinou linedrnych, negativne nabitych
polysacharidov, ktoré sa vyskytuju tak na povrchu l'udskych buniek, ako aj v extracelularnej
matrix. GAG interaguju so Sirokym spektrom proteinov, vratane protedz, rastovych faktorov,
cytokinov, chemokinov a adhéznych molekul, ¢o im umozZiuje sprostredkovat mnohé
fyziologické procesy, ako je funkcia proteinov, bunkova adhézia a signalizacia. Rastlici zaujem
o vyskum interakcii glykozaminoglykénov s proteinmi a ich ulohy pri 'udskych ochoreniach,
vratane kardiovaskularnych chorob, infekénych chordb, neurodegenerativnych chordb

a nadorov, prindsa nové terapeutikda zamerané na Specifické interakcie. Najviac zastipenym
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glykozaminoglykdnom v extracelularnom priestore je chondroitin sulfat (CS), ktory je
zékladnou zlozkou spojivovych tkaniv. Vedecké poznatky r6znych aspektov fukoidanov (F) sa
neustale rozsiruji pre rdéznorodost’ biologickych ucinkov a Sirokt dostupnost’ z prirodnych
zdrojov. Medzi zname biologické Uc¢inky fukoidanov patri antivirusova, antikoagulacna,
protinadorova, antioxidac¢nd, protizdpalova a imunomodulacna aktivita a neuroprotektivne
ucinky. Terapeutické vyuzitie fukoidanov je intenzivne smerované aj do oblasti liecby
rakoviny [3].

Cielom naSich experimentov bude potvrdenie mechanizmu substratovej inhibicie
nagalazy zalozenej na podani substratového nadbytku latok zo skupiny glykozaminoglykanov
obsahujucich N-acetylgalaktozamin v molekule inhibujucich aktivitu nagaldzy in vivo na
modeli laboratornych mysi. V ramci ndsho vyskumu chceme zistit', ¢i nami Studované latky
chondroitin sulfat a sulfatovany fukoidan a ich kombindcia CS+F maju priaznivé uc¢inky na
inhibiciu aktivity nagalazy, a teda na zvySenie tvorby GeMAF proteinu v danom organizme.
Experimentalne pristipime k cielenému subkutinnemu podaniu nadorovych buniek
laboratérnym mysSiam a budeme sledovat’ uc¢inok peroralne podanych lieiv CS, F, CS+F na
progresiu ako aj inhibiciu vytvorenych xenograftov. V rdmci vyskumu planujeme Studovat’ ich
antiproliferativny, protinddorovy a imunomodulaény G¢inok. Podstatou imunomodulaéného
ucinku nami Studovanych latok chondroitin sulfatu (CS) a fukoidanu (F) je in vivo zvySenie

tvorby GecMAF proteinu prostrednictvom inhibicie aktivity nagaldzy.

Material a metody
Hepalclc7 - Stabilizovand adherentnd bunkova linia, izolovana z hepatocelularneho
karcinomu C57/L mysi.

Chondroitin sulfat, Gnosis Bioresearch S.r.l. Italy 0.004% w/w (CS, obr. 2) sa sklada

z retazca striedajucich sa cukrov, ktorymi su GalNAc a kyselina glukurénova.

Fukoidan KangCare Biotech, Co., Ltd, China 0,002% w/w (F, obr. 3) pozostava z L-

fukozovych a sulfatovych esterovych skupin, moze obsahovat’ galaktézu, N-acetyl-
galaktozamin, xyl6zu, mandzu, kyseliny urénovu a glukurénovu.

Laboratérne mysi z kmetta NMRI - Linia nahych atymickych mysi s autozomalnou

recesivnou mutaciou v géne Foxnl (forkhead box N1), ktora spdsobuje deficienciu T- bunkove;j

odpovede.
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Obr. 2. Chemicka Struktira chondroitinu (C14H21NO11) [2].

Obr. 3. Chemicka Struktiara fukeidanu (CsH1607S) [3].

Experiment in vivo na laboratéornych mySiach - Experimentalne sme laboratorne mysi

infikovali subkutidnne nadorovymi bunkami Hepa 1clc7 v objeme 100 pl na 2 mil. buniek.
Podl’a publikovanych dat sme schému davkovania v experimentoch navrhli pre podédvanie CS
600mg/kg/denn a F 600mg/kg/dent vo vode, 1 krat denne, nedelena davka. Ako prvi sme
podavali aj dvojkombindciu CS + F a planujeme Studovat’ synergické uc¢inky tychto latok na
mysiach. Podavali sme CS300mg + F300mg/kg/dent 1 krat denne, nedelend davka. Spominané
latky do tela myS$i sme aplikovali peroralnym spdsobom pomocou mikropipety + Spicky
v objeme vopred vypocitanom podl'a vahy jedinca. Priebeh experimentu dokumentuje (Obr. 4)

a na (Obr. 5) prezentujeme podavanie naSich latok laboratornym mySiam.
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ranie sleziny z mysi

Zaciatok experimentu
Subkuténne podanie nadorovych
buniek Hepalclc7 (2 mil. bb/mys)

v objeme 100 il do chvosta mysi D Dni. kedy sme v nasom experimente mali volno.

Deil. kedy boli my$iam subkutanne podavané nadorové bunky HepalclcT.
. Dni, kedy sme aplikovali peroralnym spésobom do tela mysi CS. F, CS+F a PBS.
- Dni, kedy sme vykonavali pitvu mysi. odber krvi, kosmej drene a sledovali patologické zmeny organov.
- Dni. kedy sme uskurocnili priamu imunofluorescenciu alebo fixovanie slezinovych buniek.

Obr. 4. Priebeh experimentu realizovany na laboratérnych mysiach.
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Obr. 5. Podavanie uc¢innych latok peroralnym spésobom do tela laboratérnych mysi. Laboratorne mysi
rozdelené podl'a pohlavia a typu podavanej latky.

Vysledky

V rdmci experimentalnej Casti ndSho vyskumu sme zatial’ zrealizovali experiment na
mysSiach (Obr. 4 a Obr. 5). VSetky zvierata sme usmrtili a odobraté vzorky (organy, krv, sérum)
sme vhodne uskladnili. V kratkej budticnosti planujeme vySetrit' mySacie séra na pritomnost’

a kvantitativne stanovenie enzymu nagaldzy vyuzitim inovativnej metody ELISA. Tento test
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ma vysoku citlivost’ a vynikajucu Specifickost’ na detekciu N-acetylgalaktosaminidazy Alfa
(NAGA). Hlavnym nasim ciel'om je sledovanie imunomodula¢ného ucinku CS, F a CS + F na
in vivo zvySenie GEMAF proteinu, ¢o by bolo priamym dokazom inhibicie nagalazy.

Dal§im vyznamnym cielom nagho vyskumu je sledovanie fagocytarnej aktivity
makrofagov prostrednictvom zvySenia tvorby GcMAF proteinu v organizme vyuzitim
spominanych latok CS aF pripravenych na baze glykozaminoglykanov a sulfatovanych

heteropolysacharidov.

Zaver

Predlozeny prispevok predstavuje vypracovanu literarnu reSerS z vybranych oblasti
Studovanej témy, ktorym sa planujeme v kratkej budiicnosti experimentalne venovat. V ramci
experimentalnej Casti sme zrealizovali experiment na laboratéornych mysiach podl'a uvedenych
schém. Predpokladame, Ze sledovanie Uc¢inkov peroralneho lieCiva na imunitni odpoved’
organizmu (v naSom vyskume na zvieracom modeli) moZze poskytnit’ vyznamné ukazovatele
a nasmerovania v rdmci GcMAF imunoterapie. Vyznamnym prinosom nasho vyskumu je
uviest’ do praxe nova 3. generdciu GcMAF imunoterapie zaloZenu na inhibicii zvysenej
aktivity nagaldzy sposobujlicej imunodeficientné stavy. Schopnost’ nagalazy inhibovat’ aktivitu
makrofdgov u experimentdlnych mysi s vyvijajicimi sa nddormi, kde pdsobi ako
imunosupresor, je predmetom nasho d’al§ieho vyskumu s cielom vytvorenia zakladov pre nové
imunomodulacné lieCiva. Hypotetickym terapeutickym cielom je rieSenie neutralizujice
imunosupresivny ucinok nagaldzy posobenim na VDTP a Ge-MAF. Jednym z nadejnych
farmakologickych rieSeni sa javi prdve in vivo substratova inhibicia aktivity nagaldzy

prostrednictvom podéavania heteropolysacharidov a glykozaminoglykéanov.
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Abstract

Whole genome analysis of Listeria monocytogenes strains isolated from food processing environment

Listeria monocytogenes is a gram-positive, facultatively anaerobic, non-spore-forming bacterium that
causes listeriosis. It is one of the most dangerous foodborne zoonotic pathogens. It is necessary to monitor the
frequency of its occurrence in food. Increased attention should be paid to persistent strains that are capable of
creating a permanent risk of contamination of the resulting ready to eat products. In cooperation with the Food
Research Institute we have analyzed whole genome sequences of 29 listeria strains isolated from meat factory and
sheep dairy farm. We detected prophages integrated in their genomes as they can influence properties of the host
bacteria. Totaly 72 prophages was present, the number varied from one to five per strain. According to the genome
similarity the prophages were divided into thirteen groups. The most frequent prophages possessed incomplete
genome with the size of 12 kbp which were integrated into the esterase gene. Prophages integrated into tRNA
genes had 40 kbp encoding for 60 genes and were complete. The use of bacteriophage endolysins encoded by
these prophages may be useful for the biological control of pathogen growth in food products and food processing
environments, because they are able to lyze the host cell by enzymatic degradation of peptidoglycan.

Keywords: endolysin, L. monocytogenes; listeriosis; persistence; prophage; WGS

Uvod a formulicia ciela

Listeria monocytogenes je grampozitivny, alimentdrny bakteridlny patogén, ktory
sposobuje listeridzu, systémové ochorenie vyplyvajuce z pozitia kontaminovanych potravin.
U imunokompromitovanych jedincov moze prechddzat’ cez hematoencefalicku bariéru alebo
fetoplacentarnu bariéru a spdsobit’ potencialne smrtelni meningitidu alebo sepsu a v pripade
gravidnych zien moZze zapriCinit’ predCasny porod alebo potrat. Zaroven schopnost’ prechodu
cez hematoencefalicku a fetoplacentarnu bariéru siivisi so systémovym $irenim tohto patogénu
[1]. VSetky kmene rodu Listeria spp. su ty¢inkovité fakultativne anaerdby, ktoré mozu rast pri
nizkych teplotach a su celkom odolné voci environmentalnemu stresu, ako je nizke pH a vysoka
koncentracia soli, o su vlastnosti, ktoré robia z L. monocytogenes hlavny problém v
potravinarskom priemysle [2]. Kontrola L. monocytogenes v zariadeniach na spracovanie
potravin je vyzvou, pretoze tento patogén modze perzistovat' roky v zariadeniach. Hoci je

L. monocytogenes inaktivovana tepelnym spracovanim pouzivanym na vyrobu RTE (ready to
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eat) potravin, krizovéa kontaminacia po spracovani zo zariadeni a prostredia predstavuje hlavny
problém [3, 4]. Na kontrolu post-vyrobnej kontaminacie v zdvodoch na spracovanie potravin
sa pouzivaju rdézne pristupy, vratane prisnych implementacii spravnej vyrobnej praxe, sanitarne
Standardné prevadzkové postupy, technoldgie sterilného balenia [5], post-vyrobné upravy
v baleni produktov pomocou antimikrobidlnych latok. Na zlepSovanie kontroly
L. monocytogenes a predchadzani krizovej kontaminacie v r6znych prostrediach suvisiacich
s potravinami sa vyuZzivaju pristupy molekuldrnej subtypizécie, ktoré poskytuju lepsie
pochopenie ekologie a prenosu tohto patogénu.

Ciel'om predkladanej prace bola celogenomova analyza kmenov L. monocytogenes
izolovanych z prostredia vybranych potravinarskych prevadzok na Slovensku. Dal§im z cielov
prace bola identifikdcia integrovanych profagov, nakol’ko mo6zu napoméhat kmetiom
L. monocytogenes perzistovat’ v prostredi potravinarskych prevadzok. Mézu kédovat’ pomocné
metabolické gény, faktory virulencie, gény antimikrobidlnej rezistencie, gény uniku pred

imunitym systémom alebo gény pre enzymy s lytickou aktivitou.

Material a metody

Izolacia a kultivacia bakterialnych kmernov

Kmene L. monocytogenes (Tab. 1) boli izolované v spolupréci s Vyskumnym ustavom
potravinarskym Bratislava z dvoch zavodov spracovania potravin Standardnymi postupmi na
analyzu L. monocytogenes v potravinach.

Na kultivaciu kmenov L. monocytogenes sme pouzili médium Tryptic-Soy Broth
(TSB), pri¢om bakteridlne kmene boli inkubované pri teplote 37°C po dobu 12 hodin. Takto

rozrastené noc¢né kultiry boli pouzité na izolaciu DNA.

Izolacia DNA a priprava sekvenacnych kniznic

Na izolaciu chromozomalnej DNA L. monocytogenes sme pouzili komerénll supravu
QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Nemecko) a kontrolu koncentracie DNA sme
overili na pristroji QubitTM dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen by Thermofisher Scientific;
Eugene, Oregon USA). Gendmové kniZznice uréené na sekvenovanie sme pripravili podl'a
protokolu Nextera XT DNA Prep Kit (Illumina; SanDiego, California USA) a precistili na
magnetickych gul6¢kach AMPure XP magnetic beads (Beckman Coulter Life Sciences;
Indianapolis, Indiana USA). Priemerna dizku findlnych kniZnic sme stanovili pomocou
pristroja Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies; Santa Clara, California USA) a samotné

sekvenovanie prebehlo na platforme Illumina (Illumina; SanDiego, California USA).
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Bioinformaticka spracovanie a analyza genomov L. monocytogenes

Data zo sekvenatora sme poskladali do kontigov pomocou algoritmu SPAdes (Center
for Algorithmic Biotechnology; St. Petersburg State University, Russia) a genémy sme
anotovali a analyzovali pomocou online platforiem BV-BRC (Bacterial and Viral
Bioinformatics Resource Integration Center) a CGE (Center for Genomic Epidemiology;
Kongens Lyngby, Denmark). V anotovanych sekvenciach sme detekovali profagy integrované
v gendme jednotlivych kmenov na zéklade identifikéacie fagovych esencialnych proteinov, ako
st integrazy, alebo na zdklade identifikécie oblasti obsahujucej proteiny podobné profagovym
proteinom. Z identifikovanych profagov sme vytvorili fylogeneticky strom v databéaze
VICTOR (Virus Classification and Tree Building Online Resource) s vyuzitim vzorca DO,
podpory vetvy odvodenej zo 100 pseudo-bootstrap replikatov a F hodnoty 0,6.

Vysledky a diskusia

V préci sme sekvenovali 29 kmenov L. monocytogenes (Tab. 1), ktoré boli zaradené do
Siestich sekvenénych typov. Priemerna dizka genému bola 2,9 Mb s priemernym pod&tom
kontigov 35 a pokrytim 51. Pomocou vyhladévania profagovych génov sme v anotovanych
gendmoch detekovali profagy. Celkovy pocet identifikovanych profagov v tychto kmenoch
bol 72. Na zéklade 70% pokrytia gendomu a 50% identity sme profagy rozdelili do 13 skupin
oznacenych pismenami A-L. Do skupiny A sme zaradili 27 profagov, do skupiny B dva
profagy identifikované v kmenoch L. monocytogenes KMB-1087 a L. monocytogenes KMB-
1115, do skupiny C iba jedného profaga identifikovaného v kmeni L. monocytogenes KMB-
1112, do skupiny D profagy identifikované u kmenov L. monocytogenes KMB-1095 a L.
monocytogenes KMB-1096, do skupine E jedného profiga identifikovaného v kmeni L.
monocytogenes KMB-1114, do skupiny F 19 identifikovanych profagov, do skupiny G dva
profagy identifikované v kmenoch L. monocytogenes KMB-1095 a L. monocytogenes KMB-
1115, do skupiny H dva profagy identifikované v kmenoch L. monocytogenes KMB-1087 a L.
monocytogenes KMB-1114, do skupiny I13 profagov, do skupiny J jedného profaga
identifikovaného v kmeni L. monocytogenes KMB-1096, do skupiny K jedného profaga
identifikovaného v kmeni L. monocytogenes KMB-1110 ado skupiny L profaga
identifikovaného v kmeni L. monocytogenes KMB-1114. Zistili sme, Ze kazdy kmei obsahoval
minimalne jedného profaga a maximalne sme nasli pat integrovanych profagov v gendéme
kmena L. monocytogenes KMB-1114. Najc€astejSim miestom integracie profagov do genému
boli gény pre tRNA, po ktorych nasledovali gény koédujuce kompetencny transkripény faktor a
esterazu. Profagy integrované do esterazovych génov predstavuji netiplné profagy s vel'kost'ou
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genomu 12 kbp kodujace 19 proteinov, ktoré nemaju homologiu so ziadnymi publikovanymi
profagmi. Profagy integrované do génov pre tRNA naopak predstavuju Gplné profagy, maja
velkost” gendmu v priemere 40 kb so 60 protein kodujucimi génmi. Tieto fagy boli pribuzné
s niekol’kymi profagmi v databéze, pricom najcastejsie to bolo s profagmi LP A006, LP A118,
LP 030-3, LP HMO00113468 a LP 101 [6]. Z identifikovanych listeriovych profagov sme na
zaklade podobnosti nukleotidovych sekvencii vytvorili fylogeneticky strom pomocou databazy

VICTOR (Obr. 1).
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Obr. 1: Fylogeneticky strom identifikovanych profigov v genéme kmeiov L. monocytogenes
izolovanych z prostredia potravinarskych prevadzok
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Tab. 1: Identifikované profagy v genome kmenov L. monocytogenes izolovanych z prostredia
potravinarskych prevadzok
*ST= sekvencny typ
**P/Sp= perzistentny/sporadicky

Kmen ST* P/Sp** | Povod vzorky | Identifikované profagy | Pocet integrovanych profagy
KMB-1087 9 P masova A,BH,I 4
prevadzka
KMB-1088 14 P masova A,F 2
prevadzka
méasova
KMB-1091 8 Sp previdzka A F 1 3
KMB-1094 14 P masova A,F 2
prevadzka
KMB-1095 121 Sp masova A,D,G,1 4
prevadzka
KMB-1096 9 P masova A,D,]J 3
prevadzka
masova
KMB-1098 194 Sp previdzka A 1
maéasova
KMB-1099 6 Sp previdzka A F 2
masova
KMB-1100 87 Sp previdzka Al 2
maéasova
KMB-1101 6 Sp previdzka AF 2
KMB-1102 20 - masova A 1
prevadzka
KMB-1104 14 P ovcia farma A F 1 3
KMB-1105 2833 Sp ov¢ia farma Al 2
KMB-1106 14 P ovcia farma A F, 1 3
KMB-1108 14 P ovcia farma A F, 1 3
KMB-1110 14 P ov¢ia farma A F, 1K 4
KMB-1111 14 P ovcia farma A F, 1 3
KMB-1112 91 Sp ov¢ia farma A,CF 3
KMB-1113 14 P ovcia farma A F, 1 3
KMB-1114 451 Sp ov¢ia farma A E,F H L 5
KMB-1115 394 Sp ov¢ia farma A,B, G 3
KMB-1116 14 P ovéia farma A,F 2
KMB-1118 14 P ov¢ia farma AF 1 3
KMB-1120 14 P ov¢ia farma AF 1 3
KMB-1131 14 - masova A F 2
prevadzka
KMB-1132 14 - masova A F 2
prevadzka
KMB-1133 14 - masova A F 2
prevadzka
Celkovy pocet 72
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Zaver

V praci sme pomocou celogenomového sekvenovania charakterizovali 27 kmenov

L. monocytogenes. Kmene sme rozdelili do Siestich sekven¢nych typov na zdklade MLST

analyzy. V kmenoch sme celkovo identifikovali celkovo 72 profagov. Tieto profagy mdzu

napomahat’ kmetiom L. monocytogenes perzistovat' v prostredi potravinarskych prevadzok,

nakol’ko mézu kédovat’ pomocné metabolické gény, faktory virulencie, gény antimikrobialne;j

rezistencie, gény uniku imunity alebo gény pre enzymy s lytickou aktivitou.
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Abstract

Anthropological analysis of skeletal remains from the crypt in the Cathedral of the Holy Trinity in Zilina
(Slovakia) — Preliminary study

Skeletal remains exhumed from the crypt in 2020-2022 were analysed. A basic anthropological analysis,
including an evaluation of morphoscopic and morphometric features, an estimation of sex and age at death of the
individuals, was performed. To date, approximately 35% of the total volume of skeletal remains has been exhumed
from the crypt. Based on the number of skulls and cranial bones, the minimum number of individuals whose
remains have been exhumed from the crypt is 1,870 adults. The minimum number of non-adults was determined
to be 606 based on the number of right humeri. Of the 553 adult skulls, most were brachycephalic (45.4%). Stature
was estimated from maximum femur length (F1). The average stature of males was 170.3+6.0 cm, and that of
females was 160.2+5.2 cm. Most of the males and females belonged to the category of high stature (46.5% and
52.4%, respectively). The research will be continued in the summer of 2023.

Keywords: ossuary; morphometric and morphoscopic analysis; minimum number of individuals

Uvod a formulicia ciela

Katedrdla NajsvitejSej Trojice patri k najstarSim a najvyznamnejSim objektom
v centralnej asti mesta Zilina. Prva pisomna zmienka o farskom kostole v Ziline pochadza
z roku 1423. Objav starSich zékladov pod sucasnym kostolom vSak posunul jeho existenciu az
do polovice 13. storoCia, kedy bolo okolie kostola vyhradené na pochovavanie Zilinskych
mestanov a to az do konca 18. storocia [1]. V roku 2020 sa konala prvé etapa obnovy exteriéru
kostola. Pocas prebiehajuceho archeologického vyskumu bol v stene bocnej lode chramu
objaveny vetraci otvor, ktory ustil do klenbovej miestnosti, interpretovanej ako krypta.
Vybudovana bola pravdepodobne v 14. storo¢i. Tento priestor s rozmermi 6,4 X 6,5 m a vySkou
asi 3,9 m bol zaplneny I'udskymi kostrovymi pozostatkami do vysky viac ako 2 m v objeme 80
a7 90 m*. Pozostatky neleZali v anatomickej polohe, ale boli premiesané so zeminou, hoblinami
a roznymi archeologickymi nalezmi. Kosti pochadzaji pravdepodobne z povodného
prikostolného cintorina a zrejme aj z ned’alekej kostnice [2]. Katedra antropologie PriF UK
v Bratislave v spolupraci s Povazskym muzeom v Ziline a Zilinskou diecézou realizovala
v lete 2021 a 2022 workshopy, po¢as ktorych bolo exhumovanych priblizne 35 m* kostrovych
pozostatkov. Cielom antropologickej analyzy bolo zhodnotenie morfoskopickych

a morfometrickych znakov, odhad pohlavia a veku dozitia jedincov a stanovenie minimalneho
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poctu jedincov, ktorych pozostatky boli ulozené do krypty.

Material a metody

Predmetom antropologickej analyzy boli kostrové pozostatky z krypty Katedraly
Najsvitej$ej trojice v Ziline exhumované pocas troch vyskumnych sezén v rokoch 2020 —
2022. Kostrové pozostatky boli triedené v exteriéri kostola, v priestore pred kryptou.
Morfoskopicka a morfometrické analyza prebiehala priamo na mieste (Obr. 1). Hodnotili sa tie
kosti, ktorych stav zachovanosti to dovolil a v mnozstve, ktoré bolo mozné z hl'adiska nasej
Casovej kapacity spracovat. Zvysné kosti sa len spocitavali, aby bolo mozné odhadnut’
minimélny pocet jedincov (MNI), ktorych pozostatky boli ulozené do krypty [3]. Neuplné
lebky sa pocitali len tie, ktoré mali zachovanu ¢elovu kost’. V pripade dlhych kosti to boli len
také, ktoré mali zachovanych viac ako 50 % diafyzy. Na lebkach sme vek dozitia dospelych
jedincov odhadovali podl'a stupiia obliteracie lebecnych §vov [4] a podl'a stupiia opotrebovania
zubov [5]. U nedospelych jedincov bol vek odhadnuty na zdklade stupnia mineralizicie a
prerezavania chrupu [6]. Na lebkach dospelych jedincov sme na odhad pohlavia zhodnotili
stupenl rozvoja sexudlne-diagnostickych znakov, na zaklade ktorych sme vypocitali hodnotu
DS skére (stupeii sexualizacie) [7]. V ramci kraniometrickej analyzy sme vypocitali dizkovo-
Sirkovy index cranialis (11) [8]. Na ramennych a stehnovych kostiach sme pohlavie odhadovali
na zaklade obvodu a priecneho, resp. zvislého priemeru hlavice [9]. Telesnu vysku sme
vypocitali len u dospelych jedincov, a to na zéklade maximalnej dizky stehnovej kosti (F1)
[10]. Na zaklade vypocitanej vysky sme jedincov klasifikovali do kategérii podl'a Martina a
Sallera (1957) [8].

Obr. 1. Triedenie kosti pred kryptou (A) a morfometricka analyza (B — C)
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Vysledky a diskusia

Stanovenie minimalneho poctu jedincov (MNI)

NajpocetnejSie zastiipené boli lebky a kosti lebky dospelych jedincov (Tab. 1).
Pritomnych bolo 1870 lebiek v r6znom stupni zachovania (914 calvarium, 404 calvaria, 299
calva, 235 os frontale, a 18 splanchnocranium s os frontale), ¢o znamena, ze doposial
exhumované pozostatky patrili minimalne 1870 dospelym jedincom. U nedospelych jedincov
sme zaznamenali najviac pravostrannych ramennych kosti (N =606). V krypte boli teda
pochované pozostatky minimélne 606 nedospelych jedincov. Vzhl'adom na to, ze doposial
sme exhumovali asi len 30 % z celkového objemu kostrovych pozostatkov, konecny pocet

pochovanych jedincov bude urcite vyssi.

Tab. 1. Pocet exhumovanych kosti rozdelenych podl’a pohlavia a laterality
D — prava kost’, S — l'ava kost’, N — neurcena lateralita, C — kréné stavce, Th — hrudnikové stavce, L — driekové
stavce, S — krizové stavce

Druh kosti . Dospeli jedinci Nedospeli jedinci
Muzi Zeny Neurceni Spolu Spolu

Lebka 232 128 1510 1870 322
Sanka 50 22 559 631 89
Cl 0 0 67 67 5
C2 0 0 47 47 4
C3-C7 0 0 159 159 34
Thl —Th12 0 0 1195 1195 125
L1-LS5 0 0 1165 3495 82
S1-S5 0 0 0 0 8
Krizova 0 0 412 412 20
Hrudna 0 0 92 92 2

Druh kosti D S D S D S N Spolu D S N  Spolu
Rebra 0 0 0 0 26 30 0 56 5 3 0 8
Jabicko 0 0 0 0 4 13 0 17 0 0 0 0
KTténa 0 0 0 0 188 224 0 412 142 30 0 172
Lopatka 0 0 0 0 340 353 0 693 236 39 0 275
Ramenna 134 106 117 82 855 853 0 2147 606 203 O 809
Vretenna 0 0 0 0 573 478 0 1051 60 46 O 106
Laktova 0 0 0 0 656 566 0 1222 60 33 0 93
Panvova 211 184 133 140 460 466 0 1594 88 91 0 179
Stehnova 420 436 148 155 1051 1170 0 3380 504 495 0 999
Pistala 0 0 0 0 1384 1244 0 2628 234 223 1 458
Ihlica 0 0 0 0 471 445 109 1025 40 42 25 107

Morfoskopickéd a morfometricka analyza lebiek

Predmetom analyzy bolo 638 lebiek vo ve'mi dobrom stave zachovanosti. Z celkového
poctu 602 lebiek dospelych jedincov, bolo 232 muzskych, 128 Zenskych a242 lebiek

neuréeného pohlavia (Tab. 2). Co sa tyka veku dozitia, najvyssi pocet dospelych jedincov bol
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v kategorii adultus (314 lebiek, 49,2 %) a najnizsi po€et vo veku senilis (52 lebiek, 8,2 %).

Tab. 2. Rozdelenie hodnotenych lebiek na zaklade pohlavia a veku doZitia
N — pocet lebiek

Muzi Zeny Neuréené pohlavie Spolu
Vekové kategorie
% N % N % N %

Infans I (7 mes. — 61.) 0 0,0 0 0,0 1 0,2 1 0,2
Infans II (7 — 13) 0 0,0 0 0,0 15 2,4 15 2,4
Juvenis (14 — 19) 0 0,0 0 0,0 20 3,1 20 3,1
Adultus (20 — 39) 96 15,0 83 13,0 135 21,2 314 49,2
Maturus (40 — 59) 104 16,3 33 52 83 13,0 220 345
Senilis (60 +) 24 38 9 14 19 3,0 52 8,2
Dospeli neurcitel'ni 8 1,3 3 0,5 5 0,8 16 2,5
Spolu 232 36,4 128 20,1 278 43,6 638 100,0

Index cranialis (I1) bolo mozné vypocitat pri 553 lebkach dospelych jedincov (Tab. 3).
Najviac zastipené boli brachykranné (45,4 %), hyperbrachykranné (27,3 %) a mesokranné
lebky (17,7 %). Ultradolichokranna lebka bola v stbore zastipend len jedenkrat (0,2 %)
a patrila jedincovi s neur¢enym pohlavim. Tieto vysledky poukazuju na brachycefalizany
trend, ktory je dokazatelne pozorovany na nasom uzemi v obdobi stredoveku az novoveku

[11,12].

Odhad telesnej vysky

Z celkového poctu 3380 stehnovych kosti dospelych jedincov, bolo metricky
analyzovanych 1910 kosti (Tab. 4). Maximélnu dizku (F1) bolo moZné zmerat na 1348
kostiach, z ktorych bolo 823 muzskych (404 pravych (dex.) a 419 l'avych (sin.)), 286 Zenskych
(142 dex. a 146 sin.) a 339 neurceného pohlavia. Priemerné vySka muzov (170,3 + 6,0 cm) bola
klasifikovana ako vysoka. Najviac jedincov spadalo do kategodrie vysoka telesna vyska (dex.
45,1 %, sin. 47,9 %), nasledovala nadpriemerna vyska. Najmenej zastipenymi kategoriami
bola vyska mal4, vel'mi mal4 a vel'mi vysoka. Maximalna dizka bola odmerana na 142 pravych
zenskych stehnovych kostiach a 146 lavych. Priemernd hodnota vySky postavy Zien
predstavovala 160,2 + 5,2 cm, ktord spadda do kategorie vysoka telesnd vyska. Najviac
zastipenou kategoriou bola vysokd vyska postavy (dex. 53,5 %, sin. 51,4 %), nasledovala

nadpriemernd vyska. Kategdria vel'mi malej telesnej vySky nebola u Zien zaznamenana vobec.
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Tab. 3. Kategorizacia lebiek dospelych jedincov podl’a indexu cranialis (Garson 1886) [13]
N — pocet lebick

218 394 114 20,6 221 40,0 553 100,0

N % N % N % N %

'Ultradolichokran (x=649) 0 00 0 00 102 102
‘Hyperdolichokran (65,0-69.9) 1 02 102 102 3 05
Dolichokran (700-749) 5 09 3 05 10 18 18 33
‘Mesokran (75,0-79.9) 43 78 20 36 35 63 98 177
‘Brachykran (80,0 849) 9 174 53 96 102 184 251 454
'Hyperbrachykran (85,0-89,9) 65 118 32 58 54 98 151 273
Ultrabrachykran (900-x) 8 14 5 09 I8 33 31 56
S

Tab. 4. Kategorizacia telesnej vySky (Martin a Saller 1957) [8]
N — poéet stehnovych kosti

Prava kost’ Lava kost’ Prava kost’ Lava kost’

N % N % N % N %
_ 1 0,3 1 0,2 0 0,0 0 00
_ 14 3,5 13 3,1 2 1,4 1 0,7
_ 58 144 39 9,3 4 2,8 5 34
_ 63 15,6 61 14,6 25 17,6 21 144
_ 68 16,8 84 20,1 32 225 31 212
_ 182 45,1 201 479 76 53,5 75 514
_ 18 4,5 20 48 3 2,1 13 89
_ 404 100,0 419 100,0 142 100,0 146 100,0

Zaver

Doposial’ boli z krypty exhumované pozostatky minimalne 1870 dospelych a 606
nedospelych jedincov. Index cranialis (I1) bolo mozné vypocitat’ u 553 lebiek dospelych
jedincov. Najviac lebiek (45,4 %) patrilo do kategorie brachykrannych. Priemerné telesna
vyska dosiahla 170,31 = 6,0 cm u muzov a 160,19 + 5,2 cm u zien. Kategoria vysoka telesnd
vyska bola u muzov aj u zZien zastupena najpocetnejsie (muzi 46,5 %, zeny 52,4 %). Doposial
objavené nalezy su len ¢ast’ou svedectva, ktoré krypta este stale ukryva, nakol’ko v uplynulych
troch sezonach bolo exhumovanych asi 35 % z celkového objemu kostrovych pozostatkov.
Vo vyskume krypty sa planuje pokracovat’ aj tento rok. Vd’aka vyskumu ziskavame stale lepsiu
predstavu o Zivote a zdravotnom stave obyvatelov Ziliny v obdobi vrcholného stredoveku az

novoveku a odkryvame tak nepoznanu historiu mesta.
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Abstract

The effect of treating spring barley seeds with a superabsorbent polymer on the effectiveness of fungicide
dressing against the fungal pathogen Bipolaris sorokiniana

Superabsorbent polymers (SAPs) applied to the surface of seeds act as water reservoirs that can help
plants germinate during periods of drought. They can be applied alone, but in agricultural praxis usually together
or after the pesticide dressing. The aim of the experiment was to evaluate the changes in the effectiveness of
fungicides used for seed protection against seed-born pathogen B. sorokiniana after the subsequent application of
SAP as a seed coat. The results showed that seed dressing with fungicides significantly reduced plant disease
symptoms, both in terms of visual symptom assessment and the amount of pathogenic DNA in plant tissue
determined by Real-Time PCR but did not completely prevent plant infection. The application of SAP did not
have a negative effect on the effectiveness of the fungicide dressing in protection against the fungal pathogen
B. sorokiniana.

Keywords: fungicide dressing; Real-Time PCR; seed-born pathogen; seed coating; superabsorbent polymers

Uvod a formulicia ciela

Aplikacia superabsorbéného polyméru (SAP) na semend pol'nohospodarsky
vyznamnych rastlin sa ukazuje ako u€inny néstroj v boji proti nedostatku podnej vlahy. Sucho
sa stava v dosledku klimatickej zmeny abiotickym stresovym faktorom, ktory dramaticky
znizuje vynosy vysiatych plodin [1]. Aplikaciou SAP priamo na osivo pomocou kvapalnej
suspenzie sa vytvori vel'mi tenky a homogénny film. Po styku s pddnou vlhkost'ou vznikne na
povrchu semien hydrogél, ktory sluzi ako mikrorezervoar vody pre kli¢iace rastliny, z ktorého
je voda spitne uvol'novana semenu podl’a jeho potrieb na zéklade rozdielov osmotickych tlakov
[2]. SAP st povazované za podne kondicionéry, ktoré maju schopnost’ absorbovat’ molekuly
vody a zabudovat’ ich do svojej 3D Struktury. Schopnost’ opakovanej absorpcie je na urovni
300-500 nasobku hmotnosti SAP [3]. Obal'ovanie semien polymérmi sa povazuje za inovativny
nastroj na vyrovnanie sa s nedostatkom vody pri kli¢eni semien, no na druhej strane moze
ovplyvnit’ i€innost’ 14tok na ochranu rastlin pouzivanych pri moreni semien.

Okrem abiotického stresu posobia na vysiate pol'nohospodarske komodity aj biotické
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stresové faktory. Jednym zo zévaznych hubovych patogénov jacmena jarného (Hordeum
vulgare L.) je z dlhodobého hl'adiska Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker. Huba napada
najma obilniny, ¢im spdsobuje pokles urody a kvality zrna a kontaminaciu mykotoxinmi.

V naSej praci sme sa zaoberali posudenim vplyvu obalovania osiva SAP
Aquaholder®Seed (kopolymér kyseliny akrylovej, draselnej soli kyseliny akrylovej

a akrylamidu) na fungicidny uc¢inok moridla proti hubovému patogénu Bipolaris sorokiniana.

Material a metody

Biologicky material:

a) osivo ja¢mena jarného (Hordeum vulgare L.), odr. Bojos a Laudis, morené semena boli
oSetrené moridlom Raxil Star (Bayer), polovica znich nésledne polymérom
Aquaholder®Seed,

b) kultara Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker, kultivovana na Zivnej pode.

Nédobovy experiment: Vplyv obalovania semien SAP na Gi¢innost’ fungicidnych latok

v moridle bol overovany v nadobovom experimente v kontrolovanych kultiva¢nych
podmienkach (20°C, 16-h fotoperidoda). Semena jacmena boli ukladané rovnomerne do kruhu
po obvode ¢repnika, inokulum patogéna vo forme ja¢émennych kripov prerastenych mycéliom
B. sorokiniana bolo aplikované do stredu ¢repnika. Hodnotené bolo vzchadzanie a vyska rastlin
po 7 dinoch od vysevu a vizualne symptomy infekcie viditeIné na koleoptylach rastlin po 3
tyzdioch podl'a Sestbodovej stupnice: 0/Ziadne napadnutie, 1/do 10 % plochy svetlohnedych
1ézii, 2/ 11 — 25 % svetlohnedych 1ézii, 3/26 — 40 % svetlohnedych alebo tmavych 1ézii, 4/41 —
71 % tmavych 1ézii, 5/76 — 100 % tmavych lézii.

Izoladcia DNA a Real-Time PCR: Izolacia celkove] DNA sa uskutocnila z priblizne 0,1

g hubového mycélia z kultary B. sorokiniana a 0,1 g rastlinného materidlu. Vzorky boli
rozdrvené pomocou tekutého dusika a celkovd genomicka DNA bola izolovana pomocou
extrakéného kitu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Kvantifik4cia patogénnej
DNA v rastlinnom materiali sa uskuto¢iiovala metdédou real-time PCR pomocou SYBR®
Green farbicky (SYBR® Green I Masters Mix). PouZité boli Specifické primery BISOR2 F a
BSOR2 R navrhnuté pomocou programu Primer Express Software v 2.0 z oblasti lokusu Brnl
ohranic¢enej primermi COSA F/R podl'a Matusinsky a kol. [4]. Na vyhodnotenie vysledkov bol
pouzity program ABI PRISM® 7000 software.

Statistické vyhodnotenie: Vysledky boli §tatisticky vyhodnotené testami ANOVA a

naslednym LSD pri hladine vyznamnosti a = 0,05 pouzitim Statistického programu
Statgraphics Centurion XVI. Analyza hlavnych komponentov (Principal component analysis,
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PCA) a PERMANOVA s naslednym post-hoc parovym porovnanim na zistenie rozdielov

medzi typmi oSetrenia bola realizovana pomocou programu Past3 (PAleontological STatistics).

Vysledky a diskusia

Vzchadzanie rastlin v experimente nebolo ovplyvnené oSetrenim semien a dosahovalo
vo vSetkych variantoch oboch odrod 96,7 — 100%. Vyska rastlin bola pri oboch odrodach
Statisticky vyznamne ovplyvnena moridlom, ktoré negativhe ovplyvnilo vysku rastlin
v juvenilnom §tadiu (obr. 1a). Vyska rastlin bola signifikantne ovplyvnena aj infekciou v pode,
ked’ dosahovala v ramci odrod a variantov oSetrenia semien 120,34 — 141,57 mm pri rastlinach

pestovanych v pdde bez infekcie a 90,13 — 128,0 mm pri infikovanom variante.
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Obr. 1. Box ploty vyjadrujtice vySku rastliny (a), stupeii napadnutia (b) a mnoZstvo pg patogénnej DNA
na 1 ng celkovej DNA (c) pri roznych typoch osetrenia osiva jacmena v pode infikovanej B. sorokiniana.
K=kontrolné osivo bez osetrenia, M=osivo morené, SAP+M=0sivo morené a oSetrené SAP. Rozdielne malé
pismena zodpovedaju Statisticky vyznamnym rozdielom medzi typmi oSetrenia (LSD, P < 0,05) a Statistické
vyhodnotenie bolo robené pre kazdu odrodu samostatne.

V pripade vizualneho hodnotenia symptomov napadnutia boli pri oboch odrodach
pozorované signifikantné rozdiely medzi semenami neoSetrenymi (kontrola) a oSetrenymi (obr.
1b), pricom rozdiely v oSetreniach moridlo a moridlo + SAP neboli pozorované. Napadnutie
rastlin vSak bolo vizudlne detekovatelné aj pri rastlinich zo semien oSetrenych moridlom

samotnym alebo v kombinacii so SAP. Kvantitativna analyza obsahu patogénnej DNA
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pomocou real-time PCR rovnako potvrdila Statisticky vyznamné rozdiely medzi oSetrenymi

a neoSetrenymi semenami (Obr. 1c) v prospech oSetrenych semien. Pri odr. Bojos oSetrenie

moridlo + SAP vykazalo dokonca lepSie vysledky, t.j. Statisticky vyznamne niz$i obsah

patogénnej DNA v pletivach rastlin, avSak pri odr. Laudis bol trend opacény, hoci rozdiely

neboli Statisticky vyznamné.
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Obr. 2. PCA analyza vyjadrujica rozmiestnenie vzoriek z jednotlivych typov oSetrenia osiva ja¢meria
odrody Bojos (a) a Laudis (b). Kontrola bez osetrenia (¢ervena farba), osivo morené (zelena farba) a osivo

morené a oSetrené SAP (modra farba).
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Pomocou analyzy hlavnych komponentov (PCA) boli vzorky z r6znych typov oSetrenia
Statisticky odlisné pri oboch odrodaich (PERMANOVA, P = 0,0001; Obr. 2). Prvé dva hlavné
komponenty pri odrode Bojos (Obr. 2a) oddelili kazdy typ oSetrenia osiva od seba, ale pri
odrode Laudis (Obr. 2b) je zretelny prekryv medzi osivami oSetrenymi moridlom a osivom
oSetrenym moridlom spolu so SAP. Tieto oSetrené osiva sa vSak ¢iastocne prekryvaju v PCA
grafe aj s kontrolnymi neoSetrenymi vzorkami osiva. Tieto vysledky z PCA grafov boli
nasledne potvrdené post-hoc parovym porovnanim hodndt vsetkych hlavnych komponentov
apri odrode Bojos bol detegovany Statisticky vyznamny rozdiel medzi kazdym typom
oSetrenia osiva apri odrode Laudis Statisticky vyznamny rozdiel bol detegovany medzi
kontrolou a oboma typmi oSetrenia, ale nie medzi vzorkami osiva s moridlom a moridlom

spolu so SAP (Tab. 1).

Tab. 1. Parové porovnanie pomocou analyzy PERMANOVA medzi kaZzdym typom o3etrenia osiva
hodnotené na zaklade hodndt hlavnych komponentov z PCA z obr. 2. Cisla v tabul’ke predstavuju P-
hodnoty. P-hodnoty pod diagonalou zodpovedaju odrode Bojos a hodnoty nad diagonalou odrode Laudis.

Kontrola Moridlo Moridlo + SAP
Kontrola 0,0001 0,0001
Moridlo 0,0001 0,0603
Moridlo 0,0001 0,0001
+ SAP

V predchadzajicej praci [5] bola vykonana podobné $tidia na osive pSenice letnej
f. ozimna a kukurice siatej pri infekcii pddy hubovym patogénom Fusarium culmorum.
Rovnako aj v tychto experimentoch bolo zistené, ze aplikdcia SAP na morené osivo zasadne
neovplyvnila jeho fungicidny €inok. Nas§ experiment s pouzitim d’alSieho hubového patogéna
a hostitel'skej rastliny tieto zavery potvrdil. [6] potvrdili, Ze protiokonazol
mikroenkapsulovany v B-cyklodextrine, ktory bol pridany do suspenzie na obal'ovanie semien
pSenice, nielenze efektivne znizil Uroven infekcie pSenice hubovym patogénom Fusarium
graminearum, ale zaroven zvysil dizku koretiov a stoniek a tiez hmotnost’ susiny a poet klasov
v porovnani s protiokonazolom bez enkapsulacie alebo neoSetrenymi semenami. Schopnosti
superabsorpénych polymérov interagovat’ s inymi latkami [7] aredukovat’ ich mobilitu
v pdde [8] umoznuji akumulovat’ U¢inok tychto latok v mieste potreby a znizovat tak
neziaducu kontaminaciu pddy. Perspektivne mozu byt tieto latky v pol'nohospodarstve vyuzité
nielen ako absorbenty vody, ale v kombinacii s d’al§imi substanciami, napr. s biopesticidmi

alebo symbiotickymi mikroorganizmami, davaju predpoklady pre vyuzivanie ekologicky
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prijatel'nejSich alternativ v boji proti patogénom spdsobujiicim ochorenia plodin.

Zaver

Zaverom modzeme konStatovat’, Ze oSetrenie semien SAP s cielom zlepsit' klienie
semien v podmienkach sucha nemalo negativny vplyv na ucinnost’ moridla v ochrane pred
hubovym patogénom B. sorokiniana. Pouzité¢ moridlo signifikantne znizilo prejav symptomov
ochorenia na rastlindch, ¢o sa tyka vizudlneho hodnotenia symptémov aj mnozstva patogénne;j
DNA v pletivach rastlin, avSak tplne nezabranilo infikovaniu rastlin. Vizudlne symptomy
ochorenia boli pri oSetrenych semenach oboch odréd slabSie v porovnani s kontrolnymi
semenami, bez rozdielov medzi oSetrenim moridlom samotnym a moridlom + SAP. Pri
kombinovanom oSetreni moridlo + SAP bolo pri jednej zodrod dokonca detegované

signifikantne niz$ie mnozstvo patogénnej DNA.
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Abstract

Identification of the genetic cause of sensorineural hearing impairment with emphasis on the analysis of
the STRC gene

The second most common cause of autosomal-recessive sensorineural hearing loss are mutations and
copy number variations (CNVs) in the STRC gene. Pathogenic variants cause non-syndromic hearing loss, but
larger deletions of adjacent regions (CATSPER?2) may lead to a syndromic hearing disorder associated with male
infertility. Due to a high homology between the STRC gene and its pseudogen, it is difficult to evaluate these
changes. Therefore, the aim of our study was to optimize variant identification in the STRC gene. Causative
mutations including CNVs and point mutations were found in 5.9% of 353 probands. The homozygous STRC
deletion extended into CATSPER2 was described in 8 probands. The homozygous deletion of separate STRC exons
was observed in other 8 probands. Five heterozygous deletion probands exhibited hemizygous pathogenic
mutations in the second allele. The results confirmed, that STRC is an important contributor to mild-to-moderate
congenital hearing impairment.

Keywords: senzorineural hearing loss; STRC gene; pseudogene; CNV; point mutations

Uvod a formulacia ciel’a

K jednym z najcastejSich zmyslovych poskodeni vo svetovej populécii sa radi porucha
sluchu. Za geneticku etiologiu, ktora tvori viac ako 50% vsetkych pripadov, zodpoveda vel'ké
mnozstvo génov, ktoré sa podiel'ajii na nesyndromovej ako aj syndromovej poruche sluchu.
Castou pri¢inou miernej aZ stredne tazkej, neprogresivnej poruchy sluchu s kongenitdlnym
nastupom resp. nastupom v detskom veku, su aj zmeny v géne STRC [1]. Tieto zmeny
sposobuju jednak nesyndromovl senzorineurdlnu poruchu sluchu (DFNB16), avSak vacsie
delécie zasahujuce aj prilahly gén CATSPER2, su zodpovedné aj za syndrémovu poruchu
sluchu spdjani s muzskou neplodnostou (Deafness-Infertility Syndrome; DIS). V oboch

pripadoch ide o ochorenie s autozomadlne recesivnym typom dedic¢nosti [2].
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Doteraz bolo popisanych viac ako 400 patogénnych jednonukleotidovych variantov
(SNV), malych delécii ¢i inzercii alebo variantov poctu koépii (CNV) génu STRC, ktoré su
asociované s poruchou sluchu [3]. Gén STRC sa nachadza na chromozome 15q15.3, obsahuje
29 exonov a jeho vel'kost je priblizne 19 kb. Kdduje protein stereocilin dlhy 1809 aminokyselin
[4]. K jeho expresii dochdadza vo vnutornom uchu, kde sa podiel’a na vytvarani horizontal top
connectors stereocilii vonkajSich vlaskovych buniek ana ukotveni najvyssej stereocilie
k tektoridlnej membrane. STRC je tandemovo duplikovany. Kédujuca sekvencia druhej kdpie
je vsak prerusend muticiou v exone 20, ktora vytvara pred¢asny STOP kodon, ¢im vznika
neaktivny pseudogén ySTRC [5].

V stcasnosti sa masivne paralelné sekvenovanie novej generacie (NGS) ¢asto pouziva
na genetické testovanie v klinickom prostredi, avSak analyzovat’ gén STRC pomocou NGS je
narocné. Pri mapovani osekvenovanych usekov k referencnému gendému cCasto dochadza
k nespravnemu porovnavaniu ziskanych sekvencii k samotnému génu STRC, ale aj k vysoko
homologickej oblasti jeho pseudogénu [6].

Ciel' prace je preto zamerany na optimalizdciu metéd umoznujucich identifikaciu
patogénnych respektive pravdepodobne patogénnych variantov v géne STRC, ako aj analyzu
CNV v géne STRC a prilahlych oblasti. Daliim cielom prace je stanovit prevalenciu vyskytu
senzorineuralnej poruchy sluchu spdsobenej zmenami v géne STRC vo vybranej populacii

pacientov.

Material a metody
Subor pacientov. V spolupraci s Klinikou ORL a chirurgie hlavy a krku LFUK a UNB v
Bratislave, Detskou ORL klinikou LFUK a NUDCH v Bratislave a ORL ambulanciami

umiestnenymi po celom Slovensku bolo od roku 2010 doteraz v Laboratoriu Diabgene,
Biomedicinske centrum SAV zozbieranych vySe 2000 vzoriek — 1120 probandov s poruchou
sluchu a ich rodinnych prislusnikov. V tejto praci sme analyzovali gén STRC u 353 pacientov
s obojstrannou senzorineuralnou poruchou sluchu, u ktorych predchadzajuce analyzy (analyza
génov GJB2 a GJB6) doposial neodhalili pri¢inu poruchy sluchu. Kritériom pre vyber
pacientov bol néstup poruchy sluchu do 15. roku Zivota a z testovania boli vyli€eni probandi s
vel'mi tazkou poruchou sluchu.

Izol4cia genomickej DNA. Genomickii DNA z periférnej krvi pacientov sme izolovali

pomocou kitu Whole Blood DNA Maxi Preparation Kit (Bioteke Corporation), ale aj
prostrednictvom automatického izolatora nukleovych kyselin MagCore® HF16Plus (RBC
Bioscience), pre ktory su navrhnuté komercne vyrdbané stripy vyuzivajuce kit MagCore

88



Gemonic DNA Large Volume Whole Blood Kit (RBC Bioscience). Pocas prace sme sa riadili
postupom odporuc¢anym vyrobcom Kkitu.

Multiplexna amplifikdcia prob zdvisld od ligdcie (MLPA). Na presnu identifikdciu

rozsahu delécii/duplikacii v naSom pripade v géne STRC ajeho prilahlych usekov (gény
PPIP5K1, CKMTIB a CATSPER?2) sme pouzili metodu MLPA. Vzorky sme analyzovali
pomocou kitu SALSA® MLPA® Probemix P461 DIS A1-0616 (MRC Holland). Na
kapilarnom sekvenatore Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
USA) sme separovali subor PCR amplikénov a ziskané vysledky sme analyzovali softvérom
Coftalyser.Net (MRC Holland).

Long-range a nested PCR. Pomocou LongAmp Hot Start 7ag DNA polymerazy (NEB)

a dvoch parov primerov sme si amplifikovali dva rozne dlhé PCR produkty. Jeden zahfiiajuci
usek exonov 1-19 a druhy exény 12-29. Oba produkty sme néasledne 1000x riedili ultracistou
vodou, aby sme sa v nasledujucich krokoch vyhli kontaminacii pseudogénom.

Vyhodou nested PCR je zvySena citlivost” a Specifickost” amplifikovaného produktu, aj
ked’ je k dispozicii malé mnozstvo templatovej DNA. V nasom pripade su templatom nariedené
PCR produkty zlong-range PCR. V nested PCR sme pouzili pary primerov navrhnuté
samostatne pre kazdy exon, ¢im sme si amplifikovali kratsi Specifickejsi PCR produkt jedného
konkrétneho exonu. Primery pre long-range a nested PCR sme si navrhli podla dostupnej

literatiry od autorov Vona a kol. [2].

Elektroforéza v agar6zovom géli. Po skonceni PCR reakcie sme PCR produkty
separovali elektroforézou v agar6zovom géli (1% a 1,5% gél) a vizualizovali pod UV svetlom,
aby sme si overili pritomnost’ produktov pred samotnym Sangerovym sekvenovanim.

Sangerovo sekvenovanie. Sekvenovanie sa uskutocnilo pomocou kapilarneho

sekvenatora Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA). Ziskané
sekvencie exonov génu STRC sme vyhodnocovali pomocou programu SeqScape Software v2.7

(ThermoFisher Scientific), kde boli porovnané voci referencnej sekvencii NM_153700.2.

Vysledky a diskusia

Z 353 vybranych probandov sa nam podarilo identifikovat’ pri¢inu poruchy sluchu na
podklade variantov v géne STRC celkovo u 21 probandov, ¢o predstavuje 5,9% v testovanom
stibore pacientov. Podobna prevalencia bola popisana napr. v Nemecku (6%) [2] alebo Ceskej
republike (5,5%) [7]. Homozygotnu deléciu celej oblasti CKMT1B-STRC-CATSPER?2, ktora je
umuzov spojena so syndromom DIS, sme identifikovali u 8 probandov (Obr.1, Tab.1).

U d’alSich 8 probandov sme identifikovali r6zne dlhé homozygotné delécie zasahujuce niektoré
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exony génu STRC (Tab. 1). U probanda D414 sme napr. identifikovali homozygotna deléciu
exénov 10 a 11 au probanda D1453 homozygotnua deléciu exdnov 4 az 11 (Tab.1). Tieto kratke
delécie exonov génu STRC nebolo mozné detegovat MLPA metddou, ktorda umoziuje
detegovat’ CNV len v oblasti exonov 19 (2 proby), 23,24 a 25 (po 1 prébe) (Obr.1) a preto bolo

potrebné¢ analyzovat’ tieto vzorky aj pomocou nested PCR a elektroforézou v agar6zovom géli.
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Obr. 1. MLPA analyza génu STRC u probandov D1021 a D1459. Vlavo: polovi¢né relativne mnozstvo
vsetkych amplifikovanych exonovych oblasti STRC (exony 19 — 25) ako aj pril'ahlych oblasti (gény CKMTIB a
CATSPER?2) v porovnani s referenénymi amplikonmi u probanda naznacuje heterozygotnu deléciu celej
Studovanej oblasti. Vpravo: homozygotna delécia oblasti CKMT1B-STRC-CATSPER?.

DNA dalsich patnastich probandov s detegovanou heterozygotnou deléciou génu STRC
bola d’alej analyzovana long-range a nested PCR a sekvenovand podl'a Sangera s cielom
odhalenia variantov v géne STRC.

Prostrednictvom chromatogramov zo Sangerovho sekvenovania namapovanych na
referen¢ni sekvenciu STRC, boli pomocou programu SeqScape identifikované patogénne
resp. pravdepodobne patogénne varianty génu STRC u 5 probandov s heterozygotnou deléciou
STRC. U pacienta D1333 bol detegovany nonsense variant ¢.4402C>T zapriciiujici vznik
pred¢asného termina¢ného kodonu (p.Argl468Ter). Tento variant bol v minulosti popisany
u pacientov v hemizygotnom stave spolu s heterozygotnou deléciou génu STRC [2]. Nonsense
variant ¢.3217C>T (p.Argl073Ter) bol identifikovany u troch probandov (D1263, D1011
a D865). Tento variant je znamym variantom, ktory bol popisany ako variant s najvys$Sou
prevalenciou aj v ¢eskej populdcii pacientov s poruchou sluchu na podklade mutacii v géne
STRC [7]. U probanda D1021 bol detegovany pravdepodobne patogénny variant v pozicii
c.3794C>T. Je to missense variant, ktory spdsobuje zdmenu nepolarnej aminokyseliny prolin
v konzervovanej polohe 1265 za hydrofobny leucin (p.Pro1265Leu) (Tab. 1). Tento variant bol
neddvno popisany v zlozenom heterozygotnom stave spolu s deléciou celého génu STRC

u detského pacienta vo Washingtone [8].
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Tab. 1. Klinicky fenotyp a genotyp pacientov s detegovanymi patogénnymi variantami v géne STRC.
(* — syndromova porucha sluchu, PS — porucha sluchu, M — muz, Z — Zena, ¢ — kongenitalny nastup PS)

p:il;sell(l)ta Pohlavie  Nastup PS Zavaznost’ Lalela GLuuhp 2.alela
D414 M prelingvalne arka* deléciaci%lg ZJ;ST RC- delécia ST fIC ex6n 10-
D467 M c stredne fazkd delemaci%lg ZJ;ST RC-  delécia g)i'ﬂ;[ 72" ISB—ST RC
D583 7 c stredne fazkd delemaci%lg ZJ;ST RC-  delécia g)i'ﬂ;[ 72" ISB—ST RC
D703 7 10r.  stredne tazks 192 CEMIIESTRE - ergcia crmriB-sTRC
D865 M ¢ stredne tazka 411 CEMTTESTRE - grpe e 321705
D1011 V4 c stredne tazka  delécia CKMTIB-STRC STRC: c.3217C>T
D1021 7 Tr. stredne tazks 99 CEMIIBSTRC e e 379405
D1263 z St strednetazka %R CEMITBSTRG grpes e anrrest
D1313 M c lahka delécia CKMTIB-STRC  delécia CKMTIB-STRC
D1328 M Ir stredne fazka delemaci% 7;51 g;ST RC-  delécia S)I((é\r{ g {5 B-STRC
D1333 M ¢ stredne tazka 191602 CEMTIESTRC - gpe: c aaoacot
D1353 M c Pahka delemaci% 7;51 g;ST RC-  delécia S)I((é\r{ g {5 B-STRC
D1453 z c X;‘;V"Otfi‘;a delécia CKMTIB-STRC  delécia STRC exon 4-11
D1459 M c Pahké delemaci%ggéST RC- delemaci%g Il;;ST RC-
D1489 7 c Pahké delemaci%ggéST RC- delemaci%g Il;;ST RC-
D1532 M . stredne fazk delemaci%YZg;ST RC- delemaci%g Il;ST RC-
D1652 7 . Pahké delemaci%YZg;ST RC- delemaci%g Il;ST RC-
D1688 7 . stredne fazkd delemaci%YZg;ST RC- delemaci%g Il;ST RC-
D1845 M c Pahké delemaCi%TE]]?;ST RC- delemaci%g Il;;ST RC-
D1865 M 5 stredne fazka delemaci% 7;51 II?SST RC- de1601aci§];§) 7;{ Ile?;S‘T RC-
D1905 M c stredne fazka delemaci% 7;51 II?SST RC- de1601aci§];§) 7;{ Ile?;S‘T RC-

Porucha sluchu na podklade mutacii v géne STRC je vo vSeobecnosti 'ahké az stredne
tazka, neprogredujlca, s nastupom v detskom veku [1]. Audiometrické a ASSR vySetrenie
nasich probandov potvrdilo tieto pozorovania (Obr. 2). Zavaznost poruchy sluchu bola
u vsetkych probandov Tlahkd az stredne tazkd a bola diagnostikovand do veku 10
rokov. Vynimku tvori len proband D414, u ktorého bola diagnostikovand tazkd porucha

sluchu spolu s hereditarnou nefropatiou, rendlnou tubuldrnou acidézou a mentalnou
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retardaciou. U tohto probanda preto zvazujeme WES analyzu, ktora by mohla odhalit’ d’alSie

gény spolupodiel’ajuce sa na t'azSom klinickom obraze.
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Obr. 2. Prahova ténova audiometria probandov s poruchou sluchu na podklade mutacii v géne STRC.
Zobrazené su spojené audiogramy pre vzdusné vedenie namerané pre pravé ucho (vlavo) a l'avé ucho (vpravo).

Zaver
Podarilo sa ndm zaviest’ uc¢inné a presné metddy schopné identifikovat’ patogénne
varianty génu STRC. Vysledky potvrdili vysokt prevalenciu poruchy sluchu na podklade

mutacii v géne STRC a Sirok $kdlu zmien vyskytujicich sa v tomto géne.
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Abstract

Anthropometric characteristics of older school-age children and their use in clinical practice (Bratislava
region)

The aim of this article is to analyze the values of waist circumference, Pignet index and recently
developed A Body Shape Index in older school-age children. The goal is also an intersex comparison of individual
age categories and a comparison of the studied group with the Slovak standa rd for evaluating the secular trend.
The sample consisted of children (277 boys and 275 girls) aged eleven to fifteen. The gender differences in mean
values of waist circumference were statistically significant in six and seven-year age categories, in the Pignet
index in all age categories. Compared to the Slovak norm, we evaluated the differences in waist circumference as
statistically significant in all age categories for both sexes. When evaluating the differences in the Pignet index,
statistically significant differences were found in boys only at the ages of fourteen and fifteen, they were confirmed
in girls in all age categories.

Keywords: growth; development, secular changes; obesity

Uvod a formulicia ciela

Biologicky rast a zrenie organizmu deti a mladeZe sa systematicky Studuje viac ako 160
rokov. Uz od 19. storoCia eurdpske deti rastli a vyvijali sa rychlejSie, boli vysSie a skor
dospievali. Sekularny trend sa moZe charakterizovat’ ako zmena vzoru somatického vyvoja deti
urcitej populdcie v porovnani s inou generaciou. Sekuldrne trendy v Eurdpe st jasne spojené
s industrializaciou a zmenami siivisiacimi so Zivotnym Stylom, preto sa tieto zmeny nevyskytli
sucasne v roznych eurdpskych krajinach [1]. Miera rastu pocas detstva sa za poslednych 50 —
100 rokov znacne zvysila. Vo vSetkych rozvinutych krajinach doslo k vel'kému sekularnemu
zvySeniu miery rastu a dozrievania. Na sekuldrny trend rastu tela do vySky mé vplyv zlepSena
kvalita prostredia, zlepSend zdravotna starostlivost’ a zlepSené podmienky vyzivy obyvatel'stva.

Tieto faktory su vzajomne prepojené s tymi, ktoré sa tykaju aj vel'kosti rodiny a s genetickymi
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faktormi [2]. V eurdpskych krajindch sa zvysSila telesnd vyska v rozmedzi 1 az 3 cm
za desatroCie pri sledovani vysledkov za posledné storocie [3]. Napriek tomu, zatial' ¢o
vSeobecnda obezita je Siroko hodnotend pomocou indexu telesnej hmotnosti (BMI) , podla
dobre znamych kategorii Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) neexistuje v sucasnosti
konsenzus o tom, ako najlepSie posudit’ abdomindlnu adipozitu a r6zne antropometrické indexy
zahtnajuce obvod brucha. Body Shape Index (ABSI) bol vSak Specidlne navrhnuty ako
nezavisly od BMI [8]. Krakauer a Krakauer (2012) zistili, ze niektori 'udia s normalnym BMI
boli podl'a ABSI ohrozeni na zdravi. Tento index poukéze do akej miery je telesnd hmotnost’
tvorend svalmi a do akej miery ho tvori tuk. Svaly st taz§ie, ale menej objemné [9]. Sekularne
trendy rastu sa v mnohych rozvojovych krajinach spomalili, zatial' Co prirastok hmotnosti
pokracuje, ¢o vedie k nadvahe a obezite [6]. Vyska sa od roku 1975 stabilizovala, ale hmotnost’
sa zvySuje a epidémia obezity v zapadnom svete rastie [3].

Cielom tohto clanku je analyzovat’ hodnoty obvodu brucha na postdenie nadvahy,
hodnoty Pignetovho indexu na posudenie telesnej stavby a taktieZ hodnoty neddvno
vytvoreného Indexu tvaru tela na posudenie abdomindalnej obezity u deti starSiecho Skolského
veku. Ciel'om je taktiez zistit' intersexudlne rozdiely v jednotlivych vekovych kategoriach a
porovnat’ vysledky sledované¢ho stiboru so slovenskou normou na posudenie sekuldrneho

trendu.

Material a metody
Sledovany subor pozostaval z 552 deti (275 chlapcov a 277 dievcat), ktoré boli
rozdelené do piatich vekovych kategoérii, od 11 do 15 rokov, ¢o zodpoveda veku deti starSieho
Skolského veku. Zber dat sauskuto¢nil v zdkladnych Skoldchv Bratislave v roku 2014 —
2020. V publikacii sme sa zamerali na jeden telesny rozmer a tri indexy telesnych rozmerov.
Pri zistovani telesnej vysky (cm), telesnej hmotnosti (kg), obvodu brucha (cm) a obvodu
hrudnika (cm) sme postupovali podl'a metodiky Martina a Sallera (1957) . Obvod brucha sme
merali vovyske pupka cez antropometricky bod omphalion v horizontalnej rovine pasovou
mierou. Z nameranych tdajov bol vypocitany Pignetov index, Index tvaru tela (ABSI) a Index
adiposity (BAI), na ktorych vypocet bol pouzity nasledovny vzorec:
PI = telesna vyska (cm)-[obvod hrudnika (cm)+ telesnd hmotnost’ (kg) | [L]
ABSI = obvod brucha (m) * telesnd hmotnost’ (kg) 2 * telesna vyska (m)>®  [IL]
BAI = (obvod brucha (m) / (telesna vyska (m) ) — 18 [IIL.]
Na statistické spracovanie sme pouzili funkcie MS Excel 2010, kde sme pocitali

zékladné Statistické charakteristiky ako aritmeticky priemer a smerodajni odchylku.
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Na stanovenie intersexualnych rozdielov sme pouzili program IBM SPSS 20, kde sme
na zéklade vysledkov normality dat pouzili adekvétne Statistické testy. Statistickt vyznamnost’

sme hodnotili na hladine vyznamnosti 0,05.

Vysledky a diskusia

Nadbyto¢ny telesnej tuk okolo stredu predstavuje vacsie zdravotné riziko, ako telesny
tuk v oblasti bokov a stehien. Ako uvadza Svacina (2010), riziko metabolickych komplikacii,
t. j. tendencia k centralnemu typu obezity, je imerné prave obvodu brucha . Ak je obvod brucha
u deti vacsi ako polovica telesnej vysky, moze byt jednotlivec v stave metabolického rizika,
ak je naopak mensi, jednotlivec by mal byt’ bez metabolického rizika [4]. Priemerné hodnoty
obvodu brucha boli vysSie u chlapcov vo vsetkych vekovych kategoriach. Signifikantné
intersexualne rozdiely su viditelné v kategoérii 11, 12 a 15-ro¢nych (p < 0,001) ( Tab.1) .
Pri¢inou vyssieho metabolického rizika, ako aj vysSieho vyskytu obéznych chlapcov, moze byt
7e u dievc€at tuk rozmiestneny po tele rovnomernejsie, zatial’ ¢o u chlapcov sa nachadza najma
okolo pasa. Po vyhodnoteni somatickych parametrov v ramci intersexualnych rozdielov, sme
porovnali nase parametre so suborom Slovakova et al. (1989) [10]. Pri porovnani obvodu
brucha s udajmi so slovenskou normou boli u oboch pohlavi vo vSetkych vekovych kategoriach
zistené Statistiky vyznamné rozdiely v priemernych hodnotach v prospech sledovaného stiboru
(Tab.2). To mdze suvisiet’ s narastajucou prevalenciou negativnych zmien environmentalneho
prostredia. Nadmerny prijem energeticky bohatej stravy nie je kompenzovany adekvatnou
fyzickou aktivitou. Aktivne formy travenia vol'ného ¢asu nahradza televizia, pocita¢ a internet
[12].

Medzi ukazovatele telesnej stavby sme zaradili Pignetov index. Priemerné hodnoty
tohto indexu vo vSetkych vekovych kategoriach ako u dievCat tak aj u chlapcov klesali
s vekom. Zaujimavé je to, Ze medzi hodnotami tohto indexu boli minusové &isla. Statisticka
vyznamnost’ sa nepotvrdila. Priemerné hodnoty Pignetovho indexu vo vSetkych vekovych
kategdriach dievcat aj chlapcov v porovnani so slovenskou normou boli nizsie a Statisticky
vyznamné vo vSetkych vekovych kategoridch (p < 0,001; Tab. 2). Znizovanie hodndt
Pignetovho indexu znamena mohutnenie tela, u obéznych st hodnoty az negativne. Index tvaru
tela a Index adiposity u deti nebol na Slovensku ani v ziadnych inych krajinach doposial
hodnoteny, z tohto dovodu sme nemali stibor na porovnanie.

Na prekonanie nedostatkov BMI (Krakauer a Krakauer, 2012) priSli s indexom
telesného tvaru (ABSI) na zéklade obvodu pasu, BMI a telesnej vysky. Je vSak pokrocilejsi,

lebo rozliSuje dobré a zl¢é rozloZenie telesné¢ho tuku. BMI déva do suvisu vysku a hmotnost’,

95



ale nepoukazuje na to, kde na tele sa hmotnost’ sustred’'uje [8]. Pri porovnavani priemernych
hodnét Indexu tvaru tela (ABSI) sme pozorovali vysSie hodnoty u chlapcov vo vsetkych
vekovych kategoéridch. Statisticka vyznamnost' sa potvrdila u 11-roénych (p < 0,001), 13-
ro¢nych (0,019) a 15-ro¢nych (p < 0,001; Tab.l). ZvySend hodnota sledované¢ho indexu
vypovedd o zvysenom podiele viscerdlneho tuku v abdominalnej oblasti v porovnani s
periférnym tkanivom a taktiez o zvySenom riziku vzniku kardiometabolickych komplikacii.
Chlapci maji vyssi index, lebo akurat v takom periode dochddza k intervencia dievcat.
Dievcata o seba zacinaju viacej dbat), strazia si telesni hmotnost’, ¢o ma prave v tomto veku

Casto za nasledok rozvoj portch prijmu potravy [5] .

Tab. 1. Telesné rozmery a indexy telesnych rozmerov sledovaného stiboru
Legenda: N — pocet probandov, x — aritmeticky priemer, SD — smerodajna odchylka,
p — Statistickd vyznamnost, OB — obvod brucha, PI — Pignetov index, ABSI — Index tvaru tela, BAI-Index

adiposity
Sledovany sibor
Chlapci Dievcata
Vek (rok) = SD X SD p
N =61 N=57
OB 7229 8,84 (68,68 8,65 0,021
I jp 31,74 |12,77 PB3,75  |12,92 0,397
ABSI 8527  |13,98 72,89  [14.48 <0,001
BAI 2591 P45 P55l P72 0,504
N =63 N =57
OB 82,10 5,94 [70,86 9,07 <0,001
12 3466 1034 B122  |11,06 0,080
ABSI 8529  |1546 80,52  [1821 0,126
BAI 2432 P84 Pssl B30 0,004
N=47 N =47
OB 7483 P30 [13.87 W84 0,532
13 Jpr 31,11 1424 D797 8,04 0,192
ABSI 104,51 [19,81 (95,53  [16,64 0,019
BAI 23,19  PB26 P55 P36 < 0,001
N=43 N =56
OB 76,58  [8,86 (13,81  [1,59 0,104
14 Ip 23,54 17,00 [3,68  [10,33 0,962
ABSI 116,39 435 97,70 ]2,58 < 0,001
BAI 23,16 448 D490 W62 0,064
N =60 N=42
OB 7899 |34 [7590 16,06 0,032
IS 20,54 2,10 P477 13,16 0,232
ABSI 132,07 [28,02 (108,06 [18,52 < 0,001
BAI 2251 445 P597 P60 < 0,001
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V roku 2011 bol navrhnuty index zaloZeny na antropometrickych meraniach
na hodnotenie percenta telesného tuku (BF) u dospelych. Index adipozity — (BAI) vyuziva
meranie obvodu bokov atelesnti vysSku, ukdzal sa ako prakticky, jednoduchy, rychly a
nendro¢ny. Vyhody metdédy z nej robia zaujimavu alternativu k laboratornym metédam
na hodnotenie zlozenia tela v epidemiologickych Studiach alebo klinickej praxi, najmi
na identifikaciu nadvahy alebo obezity u l'udi so sedavym Zzivotnym S$tylom [9]. V nasom
stibore u chlapcov mbzeme sledovat’, Ze s vekom sa hodnoty znizuji. Statisticka vyznamnost’
sa potvrdila u 12-ro¢nych (p = 0,004), 13-ro¢nych (< 0,001) a 15- ro¢nych (< 0,001; Tab. 1).
Pri¢inou takého vysledku je ze v nastupe pubertalnej rastovej akceleracie dochadza u chlapcov
k znateI'nému ubytku podkoznej tukovej vrstvy, stdvaji sa StihlejSimi a postava sa formuje
muzskym smerom, ¢o sa prejavi hlavne rozsirenim ramien. Dizka rastového obdobia je
u chlapcov dlhsia a dosahuju vyssiu vysku v porovnani s diev€atami. Pre diev¢at v tomto
vekovom rozmedzi uz doSlo k realizdcii zmien asociovanych s pubertou a redistribucia

tukového tkaniva odpoveda typickému vzoru rozloZenia tuku dospelej Zeny [8].

Tab. 2. Porovnanie telesného rozmeru a indexu sledovaného siiboru so slovenskou normou
Legenda: N — pocet probandov, x — aritmeticky priemer, SD — smerodajna odchylka, p — Statistickd vyznamnost’,
OB - obvod brucha (cm), PI — Pignetov index

Chlapci Dievéata
Sledovany subor Slovakova et Sledovany subor [Slovakova et al.
Vek al. (1989) (1989)
(roky) x [SD x |SD p X SD x [SD p
N =61 N =95 N =57 N =56
OB | 72,29 | 8,84 |63,36| 6,91 1,107 68,68 8,65 | 62,06 | 7,72 < 0,001
11 PI 31,74 | 12,7 |40,59| 9,56 | <0,001 | 33,75 | 12,92 | 40,57 | 9,61 < 0,001
=63 N=57 =57 =48
OB | 82,10 | 5,94 1[65,53] 6,5 0 70,86 9,07 | 64,83 | 7,22 < 0,001
12 PI 34,66 | 10,34 |37,90| 8,78 0,066 34,22 | 11,06 | 40,82 | 10,82 | <0,001
N =47 N =46 =47 N=59
OB | 74,83 | 9,30 [67,95| 7,62 | <0,001 | 73,87 | 4,84 | 66,69 | 5,61 1,904
13 PI | 31,11 | 14,24 [36,00] 11,72 | 0,073 | 27,97 | 8,04 | 41,19 | 9,06 | 2,547
=43 N=44 =56 =42
OB | 76,58 | 8,86 [70,69| 6,72 | <0,001 | 73,81 7,59 | 71,22 | 6,91 0,08
14 PI 23,54 | 17,00 |33,23| 10,17 | <0,001 | 23,68 | 10,33 | 32,51 | 8,14 < 0,001
=60 N =40 =42 =44
OB | 78,99 | 8,34 |71,69| 5,02 3,694 75,90 | 6,06 | 73,49 | 7,13 0,094
15 PI | 20,54 | 22,10 |32.39] 10,09 | <0,001 | 24,77 | 13,16 | 29.25 | 11,76 | 0,105

Zaver
Pri porovnani intersexudlnych rozdielov sledovaného stboru so suborom (1989)

vidime, Ze terajSie deti starSieho veku maju vyssie hodnoty obvodu brucha. Pignetovom indexe
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sme zistili znizovanie hodndt, u niektorych deti tento index mal minusové hodnoty. Tento
index mézeme povazovat’ za vhodny pri diagnostike obezity a nadhmotnosti. Vysledky nasho
vyskumu potvrdzuju sekularny trend zvySovania telesnej hmotnosti, ktord silne koreluje
so zviacSovanim obvodovych mier a so vzrastajicou mierou celkovej, ¢i konkrétne
abdominalnej formy obezity. Nepriaznivy je zrychleny ndrast hodnot telesnej hmotnosti
pri spomalovani rastu, o sa zakonite prejavilo vo vyznamnom ndraste priemernych hodnot
vo vsetkych vekovych skupinach chlapcov i dievcat a taktiez vo vyssich obvodovych mierach.
V dobe celosvetového narastu prevalencie nadvahy a obezity tak prispieva k rieSeniu problému
s absentujucimi aktualnymi tdajmi potrebnymi na hodnotenie zdravotného stavu v pediatricke;j

praxi.
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Abstract

Optimization of method for isolation of extracellular vesicles from the plasma

Liquid biopsy represents a less invasive technique in personalized medicine and oncology. It is used to
detect cancer-derived components which include extracellular vesicles (EVs). EVs are lipid membrane-bound
structures produced by all the cells in the body and released to extracellular space. Components of EVs can be
used as biomarkers for the detection of cancer or other diseases while reflecting the phenotypic state of the cell of
origin that can differ among the physiological or pathological state of the cell and between different cell types.
Proper isolation and analysis of plasma EVs are still challenging. In our study, we present different approaches
for EVs preparation from plasma in combination with Imaging Flow Cytometry and fluorochromes. Our data
manifest that we achieved a higher concentration of EVs in the sample with the Amicon® Ultra-15 Centrifugal
Filter Unit. We were able to identify 3-6 times more EVs in 1 ml of the sample by Amicon opposite to the TFF-
Easy filter.

Keywords: extracellular vesicles; EVs; Imaging Flow Cytometry, SEC chromatography

Uvod a formulicia ciela

Extracelularne vezikuly (EV) st fosfolipidovou membranou ohranicené castice
produkované vSetkymi bunkami v l'udskom tele a uvol'ované do extracelularneho priestoru za
fyziologickych aj patologickych podmienok. Predstavuju vel'mi heterogénnu skupinu castic,
ktorych jednou z dnes znamych funkcii je zabezpecovat’ komunikdciu medzi bunkami, a to aj
dorucovanim svojho obsahu bioaktivnych molekul (karga) do cielove; bunky. Podla
mechanizmu vzniku ich moZno rozdelit’ na apoptotické telieska (50-5000 nm), mikrovezikuly
(100-1000 nm) a exozémy (30-150 nm). Podl'a velkosti je mozné rozdelit’ EV na ,,malé*“ EV
(sEV) a ,,stredné/velke EV* (m/l EV), pri¢om rozsahy st definované pre malé¢ EV < 100 nm
alebo <200 nm a pre stredné/vel’ké EV > 200 nm. EV aich obsah su zloZené z proteinov,
lipidov a nukleovych kyselin [1, 2]. Unikatna skladba EV umoziluje, aby boli pouzité ako
biomarkery pri ré6znych chorobnych stavoch vratane onkologickych chorob. V onkologii sa
pouzitie zameriava na vcasni detekciu a diagnostiku, prognoézu pacienta s onkologickym
ochorenim, vyber a stratifikdciu liecby, sledovanie ucinkov liecby, ako aj sledovanie
miniméalnej reziduélnej choroby [3, 4].

Pre klinické vyuzitie v onkoldgii solidnych nadorov sa vyvijaju metddy, pomocou

ktorych sa sleduje expresia proteinov na povrchu EV s timyslom identifikovat’ bioaktivne
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molekuly ovplyviiujuce spravanie cielovych buniek alebo spojitost EV s bunkami nadoru.
Tiez sa vyvijajia metddy na analyzu obsahu EV, ktory moze byt’ potencidlnym faktorom tc¢inku
na ciel'ové bunky. Pre vyvoj tychto metdd je kI'icové ziskavat’ EV z pacientskej plazmy s ¢o
najmensimi stratami a v ¢o najvyssej Cistote [2].

Zlatym standardom v oblasti izolacie EV je ultracentrifugécia, ktora vyzaduje nakladné
pristrojové vybavenie a je ¢asovo naroc¢na. V poslednom case sa viac do popredia dostadva
vylucovacia chromatografia podl'a vel’kosti (z angl. size exclusion chromatography) (SEC) [1,
2], ktorad je menej nékladnd, rychla, s relativne solidnymi ziskami a Cistotou izolatu EV
z plazmy [5].

Prietokova cytometria sa pouziva na kvantifikaciu a fenotypizaciu Castic v suspenzii.
Bezne pouzivané prietokové cytometre maju tazkosti odlisit EV od pozadia, preto bolo
prelomovym nedévne vyvinutie zobrazovacej prietokovej cytometrie na identifikaciu a analyzu
jednotlivych EV [6].

V naSej praci sme sa rozhodli pouzivat’ SEC na izolaciu EV z plazmy, pretoze je to
lacnejSia a menej ¢asovo naro¢na alternativa k ultracentrifugacii. Pri izolacii EV z plazmy sme
pouzili kolonu maxiPURE-EV (Hansa BioMed, Estonia), ktora produkuje nariedeny izolat EV
(15ml), a ten je potrebné pre analyzu zobrazovacou prietokovou cytometriou predtym
zakoncentrovat. Cielom tejto prace bolo porovnanie dvoch metdod koncentracie EV,
tangencialnej prietokove;j filtracie (z angl. tangential flow filtration — TFF) a ultrafiltracie. Na
TFF sme pouZili TFF-Easy filter (Hansa BioMed, Estonia) a na ultrafiltraciu Amicon Ultra-15
Centrifugal Filter Unit, 10 KDa (Merck, SRN). Koncentrované vzorky EV sme analyzovali
pomocou markera pre EV (CD81) za pouzitia zobrazovacej prietokovej cytometrie

(Imagestream Amnis MKII, Luminex, USA).

Material a metody

Extracelularne vezikuly (EV) boli izolované z 10 ml periférnej krvi zdravého
dobrovol'nika odobratej venepunkciou do vékuovanej skimavky BD Vacutainer s K-zEDTA
(Becton, Dickinson and Company, USA). Plazma pouzitd na izolaciu EV bola ziskana
diferencialnou centrifugéciou. Krv v objeme 10 ml sa centrifugovala 10 min / 300 x g na
oddelenie buniek od plazmy. Odobrata plazma sa d’alej centrifugovala 20 min / 5 000 x g na
oddelenie zvySkovych castic buniek a apoptotickych teliesok od EV. Po centrifugécii sa
odobral supernatant nachadzajuci sa nad vytvorenym peletom, ktory sa centrifugoval 30 min /
16 000 x g na oddelenie va¢sich EV od menSich, pri€om vicsie EV vytvorili pelet a mensie EV

tvorili supernatant, ktory sa d’alej analyzoval.
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Supernatant, ktory obsahoval mens$ie EV bol nariedeny roztokom 0,1 pm filtrované¢ho
I1x PBS do objemu 20 ml a naniesol sa na povrch vopred premytej maxiPURE-EV kolony
0,1 um filtrovanym 1x PBS podla postupu od vyrobcu. Pocas celého experimentu sme
pouzivali iba 1x PBS filtrovany cez 0,1 um filter (PBS). Po naneseni na kolonu sa najprv
zbierala frakcia mftveho objemu 15 ml, ktord sa zahodila. Nasledovala elucia frakcie EV
v objeme 15 ml.

Na pouzitie v d’al§ich analyzach EV je potrebné vzorku zakoncentrovat’. Na porovnanie
efektivity koncentrovania vzorky izolovanych EV sme zvolili metédu TFF (TFF-Easy filter)
a ultrafiltraciu (Amicon Ultra-15 10kDA). Pri zakoncentrovani pomocou TFF-Easy filtra sme
postupovali podl'a manualu od vyrobcu. Na filter sme naniesli 15 ml izoldtu EV pomocou
strieckaCky. Kone¢ny objem, do ktorého sme pomocou TFF izolat EV zakoncentrovali bol 1 ml.
Pri pouziti koncentratora Amicon Ultra-15 10 kDa sme postupovali podl'a manualu od vyrobcu.
Izolat EV v objeme 15 ml sa naniesol na filter a skimavka Amicon sa centrifugovala 20 min /
4000 x g. Vysledny zakoncentrovany objem EV bol 1 ml.

Takto pripravené vzorky zakoncentrovanych EV sa analyzovali zobrazovacou
prietokovou cytometriou za pouzitia protilatky proti EV markeru CDS81, ktora je znacena
fluorescencne s fykoerytrinom (PE) (Thermofisher, USA). Okrem vzorky EV s CD81-PE sme
pripravili tiez kontrolné vzorky EV s CD81-PE + 0,1 % Tritonom X-100 (Merck, SRN),
kontrola protilatky CD81-PE v PBS a samotny roztok PBS. Farbenie vzoriek a kontrol s 10x
CD81-PE prebiehalo 1h v tme pri izbovej teplote. Triton X-100 sa pridaval do kontrolnej
vzorky po 45 minutach inkubacie s CD81-PE. Zo vSetkych vzoriek a kontrol boli pripravené
riedenia 10x, 20x, 40x s roztokom PBS. Ofarbené vzorky izolovanych EV a kontrolné vzorky
boli analyzované pomocou zobrazovacej prietokovej cytometrie na prietokovom cytometri
Amnis ImageStream X Mk II. pri tychto nastaveniach: 488 nm laser nastaveny na 400 mW;
SSC (side scatter) nastaveny na 10 mW v kanali 6; zvacSenie nastavené na 60x; zapnuty high
gain mod; rychlost’ prietoku nizka / citlivost’ vysoka. Fluorofér PE protilatky CD81 sme
detegovali v kanali 3 (Ch3). Data boli spracované a vyhodnotené pomocou softvéru IDEAS

6.3 (Luminex, USA).

Vysledky a diskusia

Extracelularne vezikuly (EV) su Struktary, ktorych velkost sa pohybuje
v nanometroch. Su uvolfiované z buniek do prostredia, kde sluzia na komunikaciu medzi
bunkami prostrednictvom dorucovania svojho obsahu. V poslednej dobe sa coraz viac

vyuzivaju ako biomarkery v diagnostike réznych ochoreni, pretoze v komunikécii buniek
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a tym aj v patologickych procesoch maji vyznamnu tlohu [1]. Medzinarodna spolo¢nost’ pre
extracelularne vezikuly poskytla minimalne informacie na stadium EV (MISEV2018), ktoré
zhrnula v ¢lanku, v ktorom informuje o réznych spdsoboch izolacie a analyzy EV a jeho
obsahu [2].

V nasSej praci sme sa rozhodli optimalizovat’ proces pripravy izolatu EV z plazmy. EV
boli izolované z 10 ml krvi zdravého dobrovolnika. Plazma bola ziskand diferenciadlnou
centrifugaciou, EV boli naizolované¢ pomocou SEC kolony a zakoncentrované do vysledného
objemu 1 ml, bud’ metdédou TFF alebo ultrafiltraciou. Pritomnost’ EV vo vyslednej vzorke bola
dokazana pomocou EV markera tetraspaninu CD81-PE za pouzitia zobrazovacej prietokovej

cytometrie. Na obrazku 1 mdzete vidiet’ dot-blot graf s nameranymi idajmi a zobrazenim EV
v kanali CD81 (Obr. 1).

Intenzita_Ch6é

Intenzita Ch3

Obr. 1. Zavislost’ intenzity fluorescencie v kanali 3 (CD81) od intenzity fluorescencie v kanali 6. Na
obrazku je zobrazeny graf zavislosti intenzity fluorescencie v kanali 3 (CD81) od intenzity fluorescencie
v kanali 6, ktory sa pouziva ako SSC (side scatter). Kanal CD81 zobrazeny na obrazku oznacuje malé¢ EV. Ich
velkost je ur¢ena pomocou SSC a pozitivita na EV marker je uréena intenzitou v kanali 3. (Vytvorené
a upravené pomocou softvéru IDEAS 6.3 Luminex).

Strednd hodnota intenzity fluorescencie v kanali CD81 (kanal 3) by pri vSetkych
riedeniach mala zostat’ pre jednotlivé detegované objekty priblizne rovnaka (zlepené zhluky
EV si z merania vylicené). Pri vzorkadch zakoncentrovanych pomocou TFF boli hodnoty
strednej intenzity fluorescencie v kanali CD81 pri riedeni vzorky 10x 905, pri riedeni 20x 852
pri riedeni 40x 946. Pri vzorkach zakoncentrovanych pomocou ultrafiltracie boli hodnoty

strednej intenzity fluorescencie v kanali CD81 pri riedeni vzorky 10x 948 pri riedeni 20x 1000
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pri riedeni 40x 1027. Zaroven je v tabulke 1 a 2 ukazané, Ze koncentracia EV vo vzorke by
mala klesat’ s kazdym riedenim. Ako d’alSia kontrola slizi vzorka inkubovana s 0,1 % Triton
X-100, ktory by mal rozrusit’ va¢sinu EV a preto vzorky, ktoré obsahuju Triton X-100 by mali
obsahovat’ menej objektov ako vzorky obsahujtice len EV s protilatkou. Poslednou kontrolou
je samotna protilatka v roztoku PBS, ktorej krystaly velkostou spadaju do kanalu CD81
rovnako ako EV, pricom je potrebné pouzivat protilatky s co najmensim pozadim (Tab. 1, Tab.
2). Autori Welsh a kol. uvadzaju ako by sa mali Standardizovane vykonavat’ experimenty s EV

a prietokovou cytometriou [7].

Tab. 1. Pocet objektov na 1 ml v kanali CD81 pri vzorkach zakoncentrovanych pomocou TFF filtra.
V tabul’ke su uvedené hodnoty koncentracii (pocet objektov na ml) vzoriek a kontrol v kanali CD81 u vzoriek
EV, ktoré boli zakoncentrované pomocou TFF filtra.

Vzorka 10x 20x 40x
EV+CD81-PE 5556 166 1329 293 413 449
EV+CD81-PE+Triton X-100 624 621 256 317 129 482
CD81-PE 102 162 28 374 8 867
PBS 0 0 0

Tab. 2. Pocet objektov na 1 ml v kanali CD81 pri vzorkach zakoncentrovanych pomocou koncentratora
Amicon. V tabulke st uvedené hodnoty koncentracii (pocet objektov na ml) vzoriek a kontrol v kanali CD81
u vzoriek EV, ktoré boli zakoncentrované pomocou Amicon koncentratora.

Riedenia
Vzorka 10x 20x
EV+CD81-PE 16 995 611 6 349 062
EV+CD81-PE+Triton X-100 3419 034 1346611
CD81-PE 228 437 69 004
PBS 0 0

Na zaklade vysledkov porovnania poctu objektov v kanali CD81 vo vzorkdch EV
farbenych EV markerom (CD81) sme zhodnotili, Ze vhodnejSou metodikou na
zakoncentrovanie EV po ich izolacii na kolone maxiPURE je ultrafiltracia v porovnani s TFF,
pretozZe je ucinnejsia. V zavislosti od riedenia bol pocet objektov EV pre ultrafiltraciu vyssi 3-

6 x v porovnani s TFF (Obr. 2).
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Porovnanie metodik zakoncentrovania EV
TFF filter vs. koncentrator Amicon
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Obr. 2. Porovnanie TFF filtra a koncentratora Amicon.

Zaver

Z 10 ml krvi zdravého dobrovolnika sme uspesne vyizolovali a analyzovali

extracelularne vezikuly. Vysledky naSej prace ukazali, Ze vhodnejSou metdodou pre

zakoncentrovanie vzorky po SEC chromatografii je pouZitie ultrafiltracie, ktora umoZiuje

ziskat’ niekol'’konasobne vicsie poéty EV ako TFF. Ziskané poznatky su zakladom pre d’alSiu

optimalizaciu a zlepSenie pripravy vzoriek pre downstream analyzy EV.
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Abstract

Influenza viruses (IVs) cause acute respiratory infections in local outbreaks, seasonal epidemics, or
sporadic pandemics. Approximately 10% of the world's population is infected by influenza viruses annually,
making it one of the major global threats. The severity and clinical course of influenza infection are determined
by direct infection of the respiratory epithelium combined with the effects of inflammation as a result of an
immune response. Even though, IV is primarily considered a respiratory pathogen, various reports suggest that
IV is frequently associated with a number of clinical syndromes that involve organ systems outside the respiratory
tract. Upon detection of IV, host immune system aims to clear the viral infection. Non-structural protein 1 (NS1)
of IV inhibits host immune defenses through various mechanisms, thus contributing to efficient viral replication.
The aim of this study is to analyse the dissemination of IV to the spleen of infected mice, and investigate the
influence of NS1 protein on activation of immune response.

Keywords: influenza A virus; NSI protein; immune system; T cell; macrophage

Introduction and Objectives

The influenza A virus (IAV) is a leading cause of respiratory illnesses in humans, with
the most severe cases occurring in young and elderly individuals [1]. Although IAV is primarily
recognized as a respiratory pathogen, it can also lead to a wide range of non-pulmonary
complications, affecting the heart, brain, spleen, and other organs [2].

The innate immune system is comprised of various phagocytic cells, cytokines, and
IFN-stimulated genes, which provide the first line of defense against IAV infection. Adaptive
immunity is mediated by T cells and B cells following exposure to a specific antigen [3]. T
cells include CD4" T cells which differentiate into T helper (Th) cells, and CD8" T cells which
differentiate into cytotoxic T lymphocytes (CTLs). Furthermore, Th cells are divided into
several distinct subsets: Thl, Th2, Th9, Th17, T-follicular helper (Tth), and T-regulatory
(Treg) cells [4]. Research has shown that Th1 cells mediate cellular immune responses against

intracellular viruses and bacteria through the activation of macrophages and CTLs. In contrast,
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Th2 cells mediate humoral immune responses by promoting B-cell proliferation,
differentiation, maturation, and the production of antibodies [5]. The signature cytokines
produced by the Thl subset are IFN-y, IL-2, and IL-10, whereas Th2 cytokines include IL-4,
IL-5, and IL-13 [4].

The non-structural NS1 protein of IAV inhibits host antiviral defenses, contributing to
efficient viral replication. It possesses plenty of strategies to inhibit the host immune response
on multiple levels. Evidence has shown that NS1 counteracts several components of the RIG-
I-like signaling pathway (e.g. IRF-3) to efficiently suppress IFN synthesis [6]. This study aimed
to analyse the dissemination of IAV to distant organs, specifically to the spleens of mice
infected with adapted and non-adapted IAV strains. Additionally, the activation of an innate

and adaptive immune response in the infected organs was observed.

Materials and methods

Viruses: We used human influenza A strain A/WSN/33 (HIN1) and NS80 (NS1-
truncated virus; deletion mutant of A/WSN/33 lacking C-terminal and effector domain of NS1
protein), which were prepared by using reverse genetics system. We also used adapted strains
of respective viruses: WSN ad, NS80 ad. The adapted viruses were obtained by serial passage
of the virus from lung to lung of Balb/c mice.

Cell lines: Adherent epithelial Vero cells (ATCC® CCL-81™) were cultured in
Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS) and maintained in 5% CO; atmosphere at 37°C.

Experimental animals: As a susceptible in vivo model we used 4 weeks old female

inbred line of white laboratory Balb/c mice (Dobréa Voda).
Balb/c mice infection: Anaesthetised mice were intranasally inoculated with either

lethal dose (LD1oo) or non-lethal dose (LDo) of WSN, WSN ad, NS80, or NS80 ad. Three days

post infection, the spleens, lungs, and hearts were dissected and homogenised in PBS.

Determination of virus titer: Virus titer in the organ homogenates were determined by

ELISA assay on Vero cells.

Semi-quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT PCR): Total

RNA from the spleens was extracted using the SV Total RNA Isolation System (Promega). A
total of 400 ng/ul RNA was reverse transcribed using random hexanucleotide primers and the
MuLV reverse transcriptase (Finnzyme; Thermo Fisher Scientific). The mRNA levels of

selected genes were detected by semi-quantitative RT-PCR. The sequences of primers targeting
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B-actin, M2, RIG-I, MDA-5, NF-kB, IRF3, IRF7, IRF4, T-bet, GATA-3, IL-2, and IL-4 were
previously described [7, 8].

Flow cytometry: After organ homogenization, ACK lysis buffer was added to ensure

the lysis of red blood cells. Subsequently, PBS was added, and cell suspension was centrifuged
at 1100 rpm for 30 minutes at 22°C. The supernatant was removed, and remaining pellet was
resuspended in PBS, and centrifuged at 870 rpm for 10 minutes at 22 °C. Then, 1x10° cells per
sample were resuspended in PBS and Fc block reagent was added to each sample. Cells were
then stained with mixture of immunophenotyping antibodies: Rat anti-mouse CD4
(BioLegend), anti-mouse IL-23R (BioLegend), anti-mouse CD193 (CCR3) (BioLegend), anti-
h/m IL-12RB2 (R&D Systems). After staining, FACS buffer was added, and cells were
centrifuged at 1500 rpm for 5 minutes at 4°C. Obtained pellet was then resuspended in PBS.
Data was acquired with a BD FACS Aria II SORP UV flow cytometer.

Results and discussion

To identify the course of viral replication of adapted viruses (WSN-ad, NS80-ad) and
non-adapted viruses (WSN, NS80) we determined the growth curve of each virus. Firstly, Vero
cells were infected with respective viruses with constant MOI (0,1). The virus titer was
determined by ELISA at 0-, 24-, 48-, and 72-hours post-infection. The highest viral titers were
observed 48 hours post-infection, in the cells infected with WSN and NS80-ad. On the other
hand, the replication of non-adapted NS80 was significantly lower compared to other viruses.
These results show that non-adapted NS80 retains its attenuated properties. However, the viral
titer of NS80-ad was equal to the one of WSN, which indicates that after adaptation, the NS80

is no longer attenuated (Fig.1).

The growth curve
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Fig. 1. The growth curve of viruses WSN, WSN-ad, NS80, and NS80-ad. Confluent monolayers of Vero
cells were infected with viruses at an MOI of 0.1 and incubated at 37°C. At different time points (0-, 24-, 48-,
and 72-hours post-infection), virus titer in culture medium was determined by ELISA on Vero cells.
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To determine the dissemination of influenza virus, female Balb/c mice were intranasally
infected with viruses WSN, NS80, WSN-ad, and NS80-ad (LD1¢o). Three days post infection,
the infected mice developed various symptoms including ruffled fur, lethargy, and rapid weight
loss. Dissected spleens did not show any macroscopic changes or visible signs of pathology.
The virus titer was established in the organ homogenates by ELISA method. We detected the
virus titer in the lungs of mice infected with LDigo as well as LDo of respective viruses.
Regarding spleens, the virus titer was observed in the mice infected with LD1oo of respective
viruses. The presence of the virus was also detected by RT-PCR, using primers targeting gene
M, which encodes viral proteins M1 and M2. The highest expression levels of M2 mRNA were
observed in the spleens of mice infected with LD1oo of WSN and NS80-ad (Fig. 2).

Fig. 2. The expression levels of M2 mRNA in the spleens of mice infected with LD100 of WSN, NS80, WSN-
ad, and NS80-ad. NC1-NC3 represent non-infected mice.

To study the immunological factors associated with IAV infection, the immune
response in mice infected with control WSN and atenuated NS80 was compared. Our results
showed that NS80 virus activated RIG-I-like receptor signaling pathway more efficiently than
control WSN virus. The expression of RIG-I, IRF-3, NF-kB mRNA was increased in the mice
infected with NS80 in comparison to WSN. To determine the induced subsets of CD4" T cells
and distinquish the classically activated macrophages (M1) from alternative activated
macrophages (M2) in the infected spleens, we have compared the transcription profiles of theirs
specific markers and cytokines, as well as expression of specific markers on the cell surface.
The mRNA levels of M1 markers CD38, Gprl8 and M2 markers Egr2, and Agrl were
significantly increased in mice infected with LD1oo of WSN and WSN-ad. The expression of
Thl regulator T-bet was similar in the mice infected with WSN and NS80 viruses. Compaired
to negative control, the expression of T-bet was notably higher (Fig. 3A). The expression of
Th1 cytokine IL-2 was significantly higher in WSN-ad, as well as NS80-ad (Fig. 3B). The level
of Th2 regulator GATA-3 mRNA was significantly increased in mice infected with NS80-ad
(Fig. 3C). The highest level of Th2 cytokine IL-4 was observed in mice infected with non-
adapted WSN (Fig. 3D).
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Fig. 3. Induction of Th1 and Th2 response in spleens of Balb/c mice infected with LD1¢0 of WSN, WSN-ad,
NS80, and NS80-ad.

Using flow cytometry, we determined the subpopulations of T cells in organ
homogenates, specifically Th (CD4") cells, which play a major role in adaptive immune
response to IAV. Based on the surface expression of markers IL-12Rb2°(Thl) and
CCR3"(Th2), we managed to distinguish Th1 and Th2 subsets of CD4" T cells. We also
distinguished M1 and M2 macrophages based on the surface expression of markers
CD68(M1), and CD163"(M2). The WSN-ad virus elucid the hyperinflammatory immune
response and significantly increased the level of Thl (Fig. 4A) and Th2 (Fig. 4B) cells in the
spleens of mice infected with LD1go of WSN-ad. The levels of CD68"(M1) and CD1637(M2)
were also increased in mice infected with LD1oo of WSN-ad (Fig. 4C, 4D).
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Fig. 4. Subsets of CD4+ T lymphocytes in the spleen of mice infected with LD1o0o and LDo of WSN, WSN-
ad, NS80, NS80-ad.
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Conclusion

Our results show that adaptation of NS80 virus increased the replication of this virus in
Vero cells. Adapted NS80 virus is not attenuated as non-adapted NS80 virus. The virus was
detected in the spleens of mice infected with WSN and NS80 virus (LD10o). Adaptation of
NS8O virus increased the pathogenicity and ability of this virus to be spread into other organs.
All viruses induced the RIG-I signaling pathway. Adapted virus significantly increased
expression of cytokine mRNAs. The WSN-ad virus eluded the hyperinflammatory immune
response in the spleens of infected BALB/c mice. Adapted WSN virus significantly increased
the levels of CD68"(M1) and CD1637(M2) macrophages.
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Abstract

Monitoring of selected innate immune response genes after tick-borne encephalitis virus infection in
keratinocytes

Tick-borne encephalitis Virus (TBEV) is the most well-known and probably the most dangerous virus in
the Flaviviridae family in our region. TBEV inducing encephalitis in an infected person. To properly set up an
appropriate therapy, it is crucial to know all the links between the host's immune system and the virus, which
includes the interaction of TBEV with skin cells. At our laboratory, we confirmed that TBEV proliferates in human
keratinocytes in vitro but without an apparent cytopathic effect. The skin, as the external barrier of people and
animals, is the gateway for many others pathogens occurring in the environment or transmitted by parasites acting
on the skin. Ticks are the main vectors that transmit not only TBEV, but a wide range of other pathogens, including
viruses, with significant implications by causing severe human and animal diseases.

Keywords: Tick-borne encephalitis virus; skin; keratinocytes, gene expression; immune response

Uvod a formulacia ciela

Virus kliestovej encefalitidy je maly obaleny virus s nesegmentovanym genémom
tvorenym molekulou RNA + polarity. Patri do ¢el'ade Flaviviridae. Ciel'ovym organom virusu
v organizme je CNS. Po infekcii navodi hortckovité stavy, ktoré casto prerastaju az do
encefalitidy a meningitidy [1].

Vstupnou branou pre mnohé virusy, vratane TBEV, a miestom ich prvého kontaktu
s imunitou hostitel'a je koza. Obranu, ako aj zachovanie homeostazy zabezpecCuje cela siet
imunokompetentnych ~ buniek  animi  produkovanych  cytokinov,  chemokinov
a antimikrobidlnych peptidov [2]. NajvdcSia Cast koZze — epidermis je tvorend hlavne
keratinocytmi — v r6znych stupnioch diferencidcie. St jednymi z buniek, s ktorymi prichadza
do styku vektor aj prenaSany patogén, v naSom pripade TBEV. Na povrchu a aj v cytoplazme
keratinocytov dochadza k produkcii patogén-rozpoznavajicich receptorov (PRR), pomocou
ktorych identifikuju cudzorodé antigény a nasledne indukuju vel'mi efektivne imunitné reakcie
[3]. V zavislosti od ich vnutrobunkovej lokalizacie nasledne aktivuji r6zne signalne drahy,
ktoré vyvolavaju prislusna imunitni odpoved — prozéapalovu cytokinovu alebo antivirusovu
interferonovi. Po transformaénych zmenach dochadza k asociacii s mitochondridlnym

adaptorovym proteinom antivirusovej signalizacie (MAVS). V tejto kaskddovej reakci,
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nasleduje aktivacia viacerych kaspaz a kindzovych inhibitorov (IKKe, TBK-1), ¢o vyusti do
fosforylacie NF-xB (nuclear factor- kB) a IRF3 (interferon regulatory factor 3). Tieto faktory
sa viazu na ISRE (IFN-stimulated responsive elements), a tym aktivuju transkripciu
interferonovych génov a génov pre ich receptory [4].

V naSom experimente sme sa zamerali na sledovanie vplyvu TBEV na expresiu
vybranych génov asociovanych s antivirusovou imunitnou odpoved’ou v infikovanych
koznych keratinocytoch v porovnani s neinfikovanymi bunkami. Zaroven sme pocas prvych
troch dni po infekcii monitorovali vplyv koncentracie virusu na expresiu sledovanych génov.
Kazdy gén bol testovany v 3 paralelkach. Vysledky pochadzaji z dvoch nezévislych

experimentov.

Material a metody

Bunkova linia HaCaT: Je spontanne transformovand aneuploidnd bunkova linia

keratinocytov. Bunky sme udrziavali v kompletnom médiu DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s, Lonza), (s 1 % L-Glutaminom a1l % antibiotikami penicilin (10000 U/ml) —
streptomycin (10000 pg/ml), Lonza)), obohatenom o 10 % fetidlne bovinne sérum (FBS,
Lonza), pri teplote 37 °C a pri atmosfére obsahujucej 5 % CO,.

Virus kliestovej encefalitidy — kmeii Hypr: Zbierka BMC VU SAV, bol mnoZeny na

mozgoch novorodenych mysi kmenia BALB/c.

Infikovanie buniek: Nakol'ko sme sledovali vplyv réznych koncentracii TBEV na
expresiu vybranych génov asociovanych s antivirusovou imunitnou odpoved’ou v priebehu 72
hod po infekcii, infikovali sme 24-hodinovii bunkova kultiru (10° buniek) virusom TBE kmeti
Hypr v troch r6znych multiplicitdch infekcie (MOI) 01, 1 a 5. V priebehu nasledujucich troch
dni po infekcii sme v 24 hodinovych intervaloch odoberali bunky, ktoré sme pouzili na izolaciu
celkovej RNA pomocou komercéne dostupnych kitov.

Izolacia RNA: Z infikovanych keratinocytov sme celkovii RNA izolovali pomocou

kitu GenJet RNA Purification kit (Thermoscientific), postupovali sme podla protokolu

vydaného vyrobcom. Koncentraciu RNA sme merali na Nanodrop 2000 Spectrophotometer
(Thermo scientific) pri vinovej dizke (A =260 nm) a dlhodobo uskladnili pri teplote -80 °C.
Prepis RNA: RNA sme pomocou komeréne dostupného kitu First Strand cDNA

Synthesis kit (Thermoscientific) prepisali do cDNA. Postupovali sme podla protokolu
vydaného vyrobcom. Do prvého vlakna cDNA sme prepisovali 500 ng RNA za pomoci 100
uM RANDOM primerov. Koncentraciu sme odmerali na Nanodrop 2000 Spectrophotometer,
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Thermo Scientific. Prepisani cDNA sme vyuzivali ako templat pri semikvantitativnych real-
time PCR reakciach.

Real-time PCR: Vplyv TBEV na expresiu génov asociovanych s antivirusovou

odpovedou sme sledovali pomocou semikvantitativnej Real-time PCR, pomocou kitu

MAXIMA Sybr Green/ROX (Thermoscientific) s vyuzitim gén Specifickych primerov, ktoré

sme navrhli pre sledované gény. Pracovna koncentracia primerov bola 0,3 uM. Do 10 ul reakcii
sme davali 150 ng cDNA. Teplotny program qPCR bol nastaveny podl'a pokynov vyrobcu,
v zavislosti od sekvencie primerov bola teplota aneldcia a polymerizacie nastavend na 60 °C.
Reakciu sme realizovali v StepOnePlus Real-time PCR termocykleri (Applied Biosystems,
USA).

Vsetky skimané vzorky sme testovali v troch paralelnych jamkach. Vysledné hodnoty
Ct sme vo vypoctovej tabul’ke porovnavali oproti hodnotam B-aktinu a oproti kontrolnym —
neinfikovanym bunkdm. Vysledné hodnoty indikujii ndsobok indukcie jednotlivych génov

v infikovanych bunkéch v porovnani s neopracovanymi bunkami.

Vysledky a diskusia

V tomto experimente sme monitorovali vplyv TBEV infekcie na expresiu 14 génov —
TLR3, TLR4, RIG, MDA-5, IRF3, IFN B1, IFN A1, IFNa-R1, IFNA-R1, OAS1, MxA, ISG56,
MyD88 aPKR - zapojenych do vrodenej antivirusovej obrany ludskych koznych
keratinocytov, pocas prvych 72h po infekcii.

Uz 24h po infekcii sme zaznamenali ndrast expresie vacSiny génov (Obr. 1.). Najvyssie,
2- az 3-nasobné zvicSenie expresie sme zaznamenali pri génoch IRF3, IFNa-R1 a IFNA-R1.
Tento nasobok sme zaznamenali iba pri MOI 5 u spomenutych génov (IRF3 aj pri MOI 1).
NajcastejSim narastom expresie bolo 1- aZ 2-nasobné zvidcSenie, ktoré sme zaznamenali
najcCastejSie pri MOI 01. Pri niektorych génoch sme zaznamenali pokles nasobku expresie so
stupajicou MOI (TLR4, IFN B1, IFN A1, OAS1, ISG56, MyD88 a PKR). Je tieZ mozné, ze pri
vy$sich koncentraciach virusu dochadza k indukeii monitorovanych génov skor ako 24 hod po

infekcii.
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Expresia génov 24h po infekcii TBEV
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Obr. 1. Narast expresie sledovanych génov v HaCaT-CLS po infekcii TBEV 24h po infekcii. Hodnoty osi Y
vyjadruji nasobok zmeny expresie sledovaného génu vo vztahu k neopracovanym bunkam.

V porovnani s 24 h intervalom sme 48 h po infekcii opét’ detegovali narast expresie génov pre
prvé subjednotky receptorov pre IFN Ilalll typu — IRF3, IFNo-R1 a IFNA-R1 (takmer
dvojnédsobné zvicsenie). V pripade expresie TLR4, MDA-5, RIG-I, IFN B1, IFN A1,0AS],
ISG56 a PKR, sme zaznamenali vyraznt inhibiciu expresie. V pripade TLR4 s narastom davky
virusu dochadzalo k zvySovaniu inhibi¢ného efektu. Naopak, v pripade IRF3 (MOI 0.1),
TLR3, MxA a Myd88 (MOI 0.1 a 1) inhibi¢ny efekt virusu na expresie sledovanych génov
slabol s rasticou MOI. (Obr. 2). V pripade génov Myd88, MxA a TLR3 mal koncentracny
vplyv kolisavy efekt, s poklesom 48 hod po infekcii.

Expresia génov 48h po infekcii TBEV
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Obr. 2. Narast expresie sledovanych génov v HaCaT-CLS po infekcii TBEV 48 h po infekcii. Hodnoty osi
Y vyjadruji nasobok zmeny expresie sledovaného génu vo vzt'ahu k neopracovanym bunkam.

Ako vidno z obrazku 3, 72 hod po infekcii dochadzalo v infikovanych keratinocytoch k narastu
indukcie expresie génov IFNo-R1(2,5-krat) a IFNA-R1(2-krat), najmd pri MOI 5, ato
v porovnani s oboma predchddzajicimi diiami. Rovnako doslo k pozitivnej stimulacii expresie
génu pre TLR3 (2-krat), Myd88 (1,5-krat), a IRF3 (2-krat). Pri ostatnych sledovanych génoch
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sme zaznamenali pomalé utlmovanie expresie. Okrem toho, nad’alej dochadzalo k expresii

génov Myd88 a MxA (pri MOI 5).

Expresia génov 72h po infekcii
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Obr. 3. Narast expresie sledovanych génov v HaCaT-CLS po infekcii TBEV 72 h po infekcii. Hodnoty osi
Y vyjadruji nasobok zmeny expresie sledovaného génu vo vzt'ahu k neopracovanym bunkam.

Nase vysledky naznacuju, ze k indukcii nami testovanych interferonov dochéadzalo
hned’ po infekcii, no postupne nastaval pokles expresie génov pre IFN-B a IFN-A, MDA-5
a RIG-I. Gény pre receptory tychto interferonov dosahovali vysSie hodnoty expresie aj
v neskors$ich ¢asovych intervaloch a pri vyssich infekénych davkach (MOI 5). Hoci arbovirusy
nie su silnymi induktormi IFN I typu, podarilo sa nam detegovat’ aktivaciu imunitnej odpovede
v l'udskych keratinocytoch asociovanu nielen s IFN Itypu, ale aj IFN III typu, ktoré sa
podiel'aji na antivirusovej ochrane epitelov. IFN-A sa tak spolupodiel’a na obrane pred invaziou
napr. arbovirusov [5], poskytujic obranu v prvej linii, ktora sposobuje menSie vedlajSie
posSkodenie ako silnejSia odpoved’ IFN I typu. K indukcii nami testovanych PRR dochadzalo
najmi na zaciatku infekcie s postupnym utlmovanim expresie. V pripade senzorickych PRR
typickych pre TBEV, RIG-I a MDA-5, sme detegovali najvySsiu mieru aktivacie uz 24 hod po
infekcii, preto bude zaujimavé, otestovat’ mieru expresie v skorSich ¢asovych intervaloch po
infekcii. Vynimkou bolo TLR3. Pravdepodobne, podobne ako pri infikovani buniek CNC, aj
v kozi bude tento PRR zohrévat’ vyznamnu tlohu. Pri génoch kédujucich antivirusové proteiny
sme zaznamenali vySSie hodnoty expresie len pri géne pre Myd88 vo vsetkych Casovych
intervaloch. Délezitost” funkcie Myd88 pocas infekcie TBEV bola dokazand v priebehu
antivirusovej odpovede mySacich astrocytoch infikovanych TBEV, kedy bola preukazana
bifazickd indukcia IFN-B, v neskorSich intervaloch infekcie zavisld prave od signalizcie

Myd88/TRIF [6].
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Zaver

Nase experimenty potvrdili schopnost’ l'udskych keratinocytov infikovat’ sa virusom
TBE a reagovat na infekciu zvysenou expresiou vacsiny nami sledovanych génov zapojenych
v imunitnej odpovedi. Najvyraznejsie indukcie expresie vacsiny génov sme zaznamenali 24 h
po infekcii pre vsetky MOI. U niektorych génov sme detegovali narast expresie v dosledku
vysSej infekénej davky, uinych malo zvySovanie koncentracie virusu inhibi¢ny efekt.
V experimentoch, ktorymi dokazujeme indukciu expresie testovanych génov sa stile

pokracuje.
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Abstract

Urinary tract infections (UTIs) belong to the most common bacterial infections. The uropathogenic
Escherichia coli (UPEC) strains are very common causative agents of this condition, they are responsible for 80%
of all cases. Infections are commonly treated with antibiotics, but the problem is the increasing incidence of
resistant bacteria. The phage therapy is one of the alternative treatment options. To increase the host spectrum and
reduce the likelihood of developing phage-resistant strains of bacteria, cocktails composed of multiple phages are
most often used in therapy. The aim of the presented work was the isolation and characterization of bacteriophages
infecting UPEC strains. We isolated bacteriophages from waste water. We established the host phage specificity
in a panel of 85 clinical strains of E. coli. We established a one-step growth curve and the adsorption of phages to
host strains.

Keywords: Urinary tract infections, bacteriophages, phage therapy; antibiotic resistance

Introduction and Objectives

Urinary tract infections represent one of the most common problems in clinical
medicine. Around 150 million people become infected with this infection every year. The
primary cause of community-acquired UTI is the UroPathogenic Escherichia coli (UPEC)
(about 80— 90%). UPEC strains have a plentiful of both structural (as fimbriae, pili, curli,
flagella) and secreted (toxins, iron-acquisition systems) virulence factors that contribute to their
potential to cause disease, although the ability to adhere to host epithelial cells in the urinary
tract represents the most important determinant of pathogenicity [1].

UTlIs are becoming one of the difficult to treat infections because of the widespread of
antibiotic resistance mechanisms among the members of the family Enterobacteriaceae,
including E. coli, having the plasmid encoding extended-spectrum B-lactamases (ESBLs)
which rapidly spread resistance to third-generation cephalosporins as well as other antibiotics.
Currenty, the most commonly recomended therapy for UTIs are antibiotics such as
trimethoprim sulfamethoxazole, ciprofloxacin and ampicillin. However, with the increasing
rates of bacterial resistance, alternative therapies should be considered to reduce the burden of
these common infections [2]. Many promising approaches are being developed, phage therapy
is one of the alternative treatment options. Using bacterial phages for therapy has drawn

increasing attention in recent years. Phages are viruses that attack bacteria to complete their
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life cycle [3]. Phage therapy can be defined as the application of strictly virulent phages for the
purpose of lysing specific bacterial pathogen which is causing clinical infection. This practice
has been around for a century [4]. Like all viruses, bacteriophages are very species-specific
with respect to their hosts and usually only infect a single bacterial species or even specific
strains within a species and only rarely able to infect throughout bacterial species or genera
(polyvalent phages) [5]. Phage therapy can be divided into two groups; the first group is based
on using a cocktail targeting wide range of pathogens. The second group is more modern
approach which based on personalising medication, phages are selected according to patient
pathogen [3].

The main aim of the presented work is to prepare and characterize a phage cocktail,
determine the host specificity range of each phage and measure the percentage of growth

inhibition of the phage cocktail to selected E. coli strains in artificial urine.

Materials and methods

Bacterial strains and cultivation conditions

In the work, we used 77 isolates of E. coli originating from a urine sample (n = 74) and
a vaginal swab (n = 3). We cultured bacterial strains in liquid or solid LB medium.

Phage isolation

Bacteriophages were isolated from wastewater. The water was filtered through a
cellulose filter with a pore diameter of 0.45 pm. 9 ml of filtered water were mixed with 9 ml
of 2 times concentrated LB medium, 2 ml of overnight bacterial culture of the indicator strain,
50 pul MgCl12 (1M), 50 pl CaCl2 (1M) and 500 pl of 20 % glucose and incubated overnight on
a shaker at 37 °C. The overnight culture was mixed with 200 pl chloroform, incubated on ice
for 10 minutes and lysed bacteria were removed by centrifugation. The supernatant containing
the phages was poured into a sterile tube, chloroform was added again, lysates were
concentrated by precipitation with polyethylene glycol and re-suspended in MS solution. The
phage lysates were stored at 4 °C.

Determination of host specificity of bacteriophages

The host range of bacteriophages were determined using a spot test on double agar by
spotting 10 ul phage lysate with three concentrations — 108, 10° and 10* PFU/ml. Based on the
type of plaques and the lysis zone, the bacterial strains were divided into sensitive, partially
sensitive and resistant.

Determination of growth parameters of bacteriophages

For determination of one step growth curve the subculture of the indicator strain grown
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to ODsoo = 0.3 was mixed with phage lysate with a concentration of 10’ PFU/ml (MOI = 0.01),
after the phage adsorption to cell surface the mixture was diluted 100 times and incubated at
37 °C, in 5 min intervals (0 — 60 min) 50 pl samples were removed into 450 ul cold SM buffer,
stored on ice, the titer was determined by using 5 — 200 pl mixture from samples and plated on
double agar plate. the plates were incubated overnight at 37 °C, plaques formed were counted
and the one step growth curve was constructed. (Fig. 2).

Inhibition of E. coli growth by the phage cocktail

We tested the ability of bacteriophages to lyse a bacterial culture in artificial urine by
measuring the optical density of the culture in a 96-well microtitre plate. We mixed artificial
urine [6] with an overnight culture of bacteria with a concentration of approximately 8x10°
CFU/ml (OD600 = 0.1) and a phage cocktail with a concentration of each phage of 8x10®
PFU/ml (MOI = 10) into the wells up to a volume of 200 pul. The optical density of wells was

measured each hour for 24 hours on VarioScan spectrophotometer.

Results and discussion

Our team isolated and characterized 17 bacteriophages with potential therapeutic
activity against E. coli strains. The phages belonged to Straboviridae, Siphoviridae,
Drexlerviridae, Autographiviridae and Podoviridae families. A phage cocktail composed of
six phages belonging to Straboviridae and Autographiviridae was prepared (Tab. 1). The
sensitivity of 77 E. coli strains to phage infection were tested, vKMB26 was found to be
infecting up to 57 % of the strains, other phages from the cocktail infected 17 — 43 % strains
(Fig. 1). Phages infected mainly strains belonging to the B2 and D phylogroups.

. E. coli phylogenomic groups

mA mBl B2 mC mD

No. of sensitive E. coli strains

Fig. 1. Sensitivity of E. coli strains to phages from the phage cocktail.
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Determination of growth parameters of bacteriophages

Phages showed high adsorption to E. coli strains, 72 — 98 % in five min interval (Tab.

1). with life cycle ranging from 15 to 30 min (Tab.1). One step growth curve showed the latent

period 7.5 — 15 min and the burst size 38 — 212 phages per cell. The highest burst size was

determined for vKMB47 belonging to Vectrevirus of Autographiviridae family.

Tab. 1. Phages used for the phage cocktail.

E. coli Latent Life Burst | Adsorptio
Name Family Genus indicator | period/ cycle/ size n after 5
strain min min min/%
vKMB23 Straboviridae Tequatrovirus | KMB-507 10 20 95 72
vKMB26 Straboviridae Tequatrovirus | KMB-517 15 30 47 80
vKMB42 Straboviridae Tequatrovirus | KMB-233 15 25 69 77
vKMB43 Straboviridae Krischvirus KMB-972 10 20 38 80
vKMBI14 | Autographiviridae Vectrevirus KMB-528 7.5 15 190 98
VKMB47 Autographiviridae Vectrevirus KMB-972 10 30 212 98
One step growth
1.00E+10
1.00E+09
1.00E+08
—8—Fh. 23
= 1006407 —e—Ph. 26
£ L i 5 Ph. 42
2 1.00E+06 Q__.__i’ Ph.43
1.00E+05 —8—Fh. 47
—e—ph. 14

1.00E+04

1.00E+03

10

30 40

Time/ min

Fig. 2. One step growth curve of E. coli phages.
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Inhibition of E. coli growth by the phage cocktail

We tested the effect of the phage cocktail in simulated urine as in vitro bladder model
conditions [6]. In our work, we obtained similar results as in the LB medium a high rate of lysis
was observed in cultures in the logarithmic phase of growth (Fig. 2). The cocktail reduced the
concentration of bacteria by 99 +0.4 %, but within 24 hours there was a re-growth of phage-
resistant cells. Culture in the stationary phase was inhibited to a lesser extent than in LB
medium, during the first hours and after eight hours there was a re-growth of the culture. One
of the possible explanations for the better growth of a culture with a phage cocktail may be the
presence of gelatin, in which phages are kept. Gelatin, representing a source of carbon in a
nutritionally poor medium such as simulated urine, could promote improved growth of phage-

resistant cells.

0D 600

Time/ hr

Fig. 3. Inhibition of E. coli growth by the phage cocktail on artificial urine (MOI = 10).

Conclusion

A phage cocktail composed of six phages confirmed good efficacy against four of the
five tested strains in artificial urine medium. The growth parameters were determined and we
observed good adsorption, we observed high inhibition, up to 80 % in four out of the five tested

strains. The acquired results will be used in the preparation of cocktails for UTIs phage therapy.
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Abstract

Monitoring the physical structure of older school-age students (Bratislava region)

The main goal of this study was to determine anthropometric characteristics of males and females of high
school age in Bratislava. Our research focuses on the comparison of high school students aged 11 to 15 years to
find out if there are sex differences, on the assessment of somatotype and the analysis of body composition of the
subjects by height, as well as on the calculation of anthropometric parameters and comparison of the obtained
indicators with previous standards. 566 children (277 males and 279 females) were examined, divided into five
groups according to age. 14 body parameters were measured, with the help of which 10 body indices were
subsequently calculated. Our results show that the parameters of males are higher than those of females.
Comparing the obtained indicators with the parameters measured in 1989, we can conclude that young people
tend to accelerate their growth and gain weight over the years.

Keywords: height; high school age,; anthropometric indices

Uvod a formulicia ciela

Sledovanie hodndt zékladnych telesnych charakteristik u deti a dospievajucej mladeze
je jeden z najjednoduchsich, zdkladnych a neinvazivnych spésobov posudzovania zdravotného
a vyzivového stavu jedincov a celej populacie. VEasné rozpoznanie odchylky vyvinu telesnych
znakov dietata od ocakavanych hodnot mdze naznafovat’ vyskyt zadvaznejSieho ochorenia,
nespravne stravovacie navyky, psychické alebo iné problémy diet’at’a [1].

Rast je jedna z funkénych a Strukturdlnych zmien, ktoré prebiehaju pocas Zivota jedinca
alebo zmnozZenie a zvia¢Sovanie buniek a tym zvicSovanie celej telesnej hmoty. Ako vyvin sa
oznacuje zrenie Struktury a funkcii nediferencovaného stavu k vysoko Specializovanej funkéne;j
kapacite [2].

Starsi Skolsky vek je obdobie od 11 rokov do 15 rokov. Aktivizuje sa ¢innost” hypofyzy,

ktora je spuStatom hormoénov stimulujicich vyvin a rast endokrinnych Zliaz a tkaniv [3].
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Obdobie puberty je charakteristické intenzivnym telesnym rastom (v priemere Styri — pat’ cm
u dievcat, u chlapcov 5,5 cm). Hmotnost’ vzrasta v priemere o 4,5 kg u chlapcov [4].
Sekularny trend (saeculum — storocie) sa prejavuje zvySovanim telesnej hmotnosti a
vysky u dospelych, ¢o znamena urychlenie vyvinu rastu u deti a mladeze [5]. Sekularny trend
sa tyka zmien vraste avyvine, tieto zmeny vznikli v dosledku zlepSovania Zivotnych
podmienok, ku ktorym doslo v priebehu demografickej revolucie 19. a 20. storocia [6].
Cielom tejto Studie bolo sledovanie telesnej stavby ziakov starSieho Skolského veku
z Bratislavského kraja. Na zéklade porovnania sicasnych dat s dditami Slovakova et al. (1989),
sme vytvorili nové normy pre slovensku populaciu, porovnavali intersexualne rozdiely v ramci

sledovanej vekovej kategorie s d’alSim vyuzitim v klinickej a Sportovej praxi [7].

Material a metody

Stborom st chlapci a dievcatd starSieho Skolského veku od 11 do 15 rokov
z Bratislavského kraja. Sledovany stbor tvori 566 deti (277 chlapcov a 279 dievcat; tab. 1).
Databazu merani poskytla Katedra antropoldgie Univerzity Komenského v Bratislave. Meranie
bolo realizované v rokoch 2014 — 2020 v Bratislave. Zber dat sa uskuto¢nil v zakladnych

Skolach v Bratislave.

Tab. 1. Pocet jedincov v sledovanom stbore vzhP’adom na vekové kategérie a pohlavie

Vek (roky) Pocet chlapcov | Pocet dievéat
11,00 —11,99 63 75
12,00 — 12,99 71 45
13,00 — 13,99 47 52
14,00 — 14,99 41 63
15,00 — 15,99 55 44

Spolu 277 279

V danej $tadii sme sa zamerali na telesné rozmery a indexy: telesni hmotnost’ a telesnti
vysku, torakdlny index (TI = sagitalny priemer hrudnika x 100 / transverzéalny priemer
hrudnika) a Rohrerov index (index telesnej plnosti; RI = telesna hmotnost’ * 10° / telesna
vyska?).

Na Statistické spracovanie udajov sme pouzili program Microsoft Excel a IBM SPSS
20, pomocou t-test pre nezavislé vybery sme stanovili intersexudlne rozdiely, na zhodnotenie
rozdielov v priemernych hodnotach parametrov sledovaného stiboru a stiboru Slovakova et al.

(1989) sme pouzili t-test s Aspin-Welchovou aproximaciou, Statistickd vyznamnost sme

hodnotili na hladine vyznamnosti 0,05.
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Vysledky a diskusia

Pri porovnani intersexualnych rozmerov sme zistili, ze chlapci st vo vSetkych vekovych
skupinach vyssi ako dievcata, Statistickd vyznamnost’ rozdielov sa potvrdila vo veku 13, 14
a 15 rokov (p< 0,001). Chlapci maji vysSiu telesni hmotnost’ ako dievcatd, Statisticka
vyznamnost’ sa potvrdila vo veku 11, 14 a 15 rokov. Rychly rast vysky a hmotnosti oboch
pohlavi méze byt ovplyvneny nacasovanim puberty a vznikom sekularneho trendu. Sekularny
trend je vyvojovy smer, ktory sa prejavuje zvySovanim telesnej vysky a hmotnosti dospelych
a urychlenim rastu a vyvinu deti a mladeze [8]. V puberte dochadza k rastovému Spurtu, ktoré
u chlapcov obycajne zac¢ina medzi 12. az 13. rokom a kon¢i medzi 17. az 18. rokom Zivota.
Najvyraznejsi pubertalny rast chlapcov je v 14. roku, kedy rocny prirastok na vyske tvori 7 az
12 ecm [9-10]. V sledovanom subore chlapcov zaciatok takého rastového Spurtu mdzeme
pozorovat’ vo veku 12 rokov, ¢o je v sulade s MojziSova (2008); Riegerova a Ulbrichova
(2006). Na rozdiel od chlapcov dochadza u dievcat k rastovému Spurtu skor, a to priblizne v
desiatich rokoch a konc¢i tiez skor, obyc€ajne v 15. roku. Najvicsia rychlost’ rastu u dievcat byva
opisovand v 12 rokoch, kedy narasta v priemere sedem az 11 cm za rok. Rastové zrychlenie v
puberte byva u dievCat viac intenzivne, ale zato kratSie ako u chlapcov [11]. U dievcat
sledovaného stuboru v stilade sa potvrdil najvacsi narast vysky v 12 rokoch a zastavenie rastu
vo veku 15 rokov (tabul’ka 2).

Dalsim typickym pubertalnym znakom u dievéat je menarché. V nadich podmienkach
sa objavuje prva menStruacia u diev€at vo veku okolo 13 rokov a po nej sa rychlost’ rastu
spomal’uje, dievCata vyrastii v priemere uz len o 7,5 cm. Po menarché vSak pokracuje rast
panvy, zvacSuje sa mnozstvo podkozného tuku, ktory sa charakteristicky uklada a formuje
zensky typ postavy [9-10]. Toto obdobie je charakteristické druhou premenou postavy nielen
u dievcat, ale aj u chlapcov, tieto zmeny potvrdzuju zvySenie telesnej hmotnosti u deti starSieho
Skolského veku.

Pri hodnoteni torakdlneho indexu maju Statisticky vyznamne vysSie hodnoty chlapci
v porovnani s dievéatami vo vekovych skupinach 11, 12, 14 a 15 rokov (p< 0,001). Statisticky
vyznamne vySSie hodnoty Rohrerovho indexu sme zistili uchlapcov vo veku 11
rokov, diev€atd mali Statisticky vyznamne vysSie hodnoty vo veku 13 rokov. Na zaklade
hodnotenia Rohrerovho indexu — indexu telesnej plnosti maju dievcata plnsie postavy, ¢o suvisi

aj s pubertalnym vyvinom.
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Tab. 2. Porovnanie telesnych parametrov a indexov sledovaného siiboru so slovenskou normou
(Slovakova et al. 1989)
Legenda: N — pocet jedincov, x — aritmeticky priemer, SD — smerodajna odchylka, TV — telesnéa vyska, TH —
telesna hmotnost’, TI — torakalny index, RI — Rohrerov index, p — hodnota vyznamnosti

Chlapci Dievéata
Sledovany Slovakova et Sledovany Slovakova et
Vek subor al. (1989) p subor al. (1989) p
X SD X SD X SD X SD
N=63 N= 95 N=175 N =56
TV | 151,06 5,44 [ 146,87 | 6,25 | <0,001 | 150,18 | 6,90 |147,32 7,13 0,023
1 TH| 46,00 8,34 | 37,48 7,29 | <0,001 | 42,81 9,50 37,87 7,85 0,001
TI| 72,13 5,42 | 69,44 4,59 | 0,002 69,24 6,80 |70,04 4,85 (0,434
RI | 1,33 0,21 | 1,18 0,15 | <0,001 | 1,25 0,20 | 1,17 0,15 0,013
N=71 N=57 N =45 N =48
TV | 156,09 7,36 [151,32 | 7,54 | <0,001 | 156,36 5,73 (153,33 8,95 10,054
12 TH| 46,91 8,99 | 41,20 7,86 <0,00 | 48,90 6,96 |40,95 8,08 [<0,0
TI | 70,14 5,80 | 72,20 5,08 0,(}34 67,64 5,31 |72,63 5,21 <(()DTO
RI| 1,23 0,16 | 1,18 0,13 0,059 1,28 0,15 | 1,13 0,18 0,(())})1
N =47 N =46 N=52 N=59
TV | 163,46 | 7,17 |158,41| 9,25 | 0,004 | 160,37 7,96 (158,99 6,61 (0,327
13 TH| 53,84 9,22 | 46,90 | 10,18 | <0,001 | 54,19 8,18 | 43,86 7,39 10,001
TI | 68,38 |7,56 71,45 5,06 | 0,024 68,60 6,33 69,81 6,51 0,324
RI 1,23 0,20 | 1,17 0,15 0,106 1,33 0,27 | 1,18 0,12 <
0,001
N=41 N=44 N=63 N=42
TV | 169,02 8,61 [166,68 | 10,14| 0,254 | 162,72 5,76 (160,56 6,30 (0,079
14 TH| 61,83 12,66 | 53,93 | 10,39 | 0,002 55,04 8,70 | 50,10 6,45 0,001
TI | 71,67 6,47 | 72,28 5,93 | 0,652 68,73 7,32 | 68,18 5,75 (0,668
RI| 1,28 0,22 | 1,16 0,12 | 0,002 1,28 0,21 | 1,21 0,12 (0,053
N=55 N=40 N=44 N =44
TV | 175,45 7,20 [172,78 | 6,86 | 0,070 | 165,47 6,39 (165,36 5,53 10,931
15 TH| 66,98 13,09 | 58,51 7,95 | <0,001 | 56,42 9,43 | 54,64 7,14 10,321
TI | 70,50 8,55 | 70,78 6,53 | 0,857 66,86 4,97 170,51 5,65 0,002
RI| 1,24 0,26 | 1,13 0,13 | 0,016 1,24 0,17 | 1,21 0,16 (0,396

Pri porovnani sledovaného suboru so slovenskou normou z roku 1989 moéZeme
konStatovat, Ze za posledné roky doslo k vyraznym zmendm v raste. Chlapci su S$tatisticky
vyznamne vy$$i vo vekovych skupinach 11, 12, 13-ro¢nych, ako chlapci z roku 1989. Dievcata
su vysSie vo vSetkych vekovych skupinach vyssSie ako dievCata v porovnani s normou,

Statisticky vyznamny rozdiel sme zistili iba vo vekovej skupine 11 rokov (p < 0,001). Vo
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vekovej skupine 15-rocnych je minimalny rozdiel, potvrdilo sa, ze akceleracia rastu do vysky
pretrvava u chlapcov, u dievcat sa rast do vysky spomaluje. Pri hodnoteni telesnej hmotnosti
sme zistili vo vsetkych skupinach u oboch pohlavi narast telesnej hmotnosti. Chlapci aj
dievcatd maju Statisticky vyznamne vyssiu telesnu hmotnost’, okrem dievcat vo veku 15 rokov,
kde sa Statistickd vyznamnost' rozdielov oproti norme nepotvrdila, ¢o moze suvisiet’ s
dospievanim dievcat, ich potrebou vyzerat' StihlejSie a krajSie. Pri hodnoteni torakalneho
indexu maju Statisticky vyznamne vyssSie hodnoty chlapci vo vekovych skupinach 11, 12, 14
a 15 rokov (p < 0,001). Pri Rohrerovom indexe sme zistili, ze chlapci maji Statisticky
vyznamne vyssie hodnoty vo veku 11 rokov (p =0,002), dievcata vo veku 13 rokov (p <0,001),
¢o suvisi aj s pubertdlnym vyvinom a nastupom menarche. V ostatnych vekovych skupinach
sme nezistili ziadne Statisticky vyznamné rozdiely.

Akceleraciu a sekularny trend ovplyviiuje vyziva a racionalna strava (bohatd na
bielkoviny a vitaminy), spravny rezim diia s dostatocnym odpoc¢inkom a primeranou telesnou
¢innost'ou, systematicky pohyb na cerstvom vzduchu a slnku, hygiena, Grovenl byvania,
lekarska starostlivost’ a pravidelny lekarsky dohl'ad, harmonicky dusevny vyvin, urbanizacny
faktor, rozpad izolatov, skupin populacie izolovanych vplyvom prirodnych podmienok

a socialnych pricin [8].

Zaver

Vysledky nasej prace poukazali na sekularny trend u deti v si¢asnej populacii. Nakol'ko
pri porovnani priemernych hodnot chlapcov aj diev¢at vo veku 11 az 15 rokov, sme zistili, Ze
dne$né deti su vysSie a tazsie v porovnanie s datami Slovakova et al. (1989). Napriek tomu,
ze u dievcéat dochadza k spomaleniu rastu telesnej vysky, Statistickd vyznamnost’ sa nepotvrdila
v 12 az 15-ro¢nych diev€at a 14 a 5-ro¢nych chlapcov, ¢o mdze byt ovplyvnené tym, Ze
dievcatd dosahuju rastovy Spurt skor ako chlapci, a kon¢i potom tiez skor. Narast telesnej
hmotnosti pokracuje so stupajucim vekom u oboch pohlavi, ¢o je charakteristické druhou
premenou postavy aj u chlapcov aj u dievcat. Vyska a telesnd hmotnost’ jedincov st dlhodobo
povazované za dolezity ukazovatel’ vyzivy a zdravia populédcie. UZ v minulom storoc¢i bol u
deti a dospelych pozorovany narast vysky a telesnej hmotnosti, ¢o odraza zlepSenie vyzivy a
socidlno-ekonomickych podmienok. Podla vysledkov diplomovej prace moZzno povedat’ o
potrebe vytvorenia novych slovenskych Standardov pre deti v predSkolskom veku, ked'ze
Standardy minulosti st zastarané a nezodpovedaju fyzickym parametrom dneSnych deti.

Vysledky naSej prace vytvaraju vhodny zaklad pre tvorbu novych slovenskych noriem.
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Abstract

Degradation of PCBs by iron bionanoparticles from coffee waste prepared under inert and air
atmospheres

PCBs, as persistent organic compounds, is a threat to the environment and human health. Their removing
is expensive and difficult. By using food or plant waste for the green synthesis of nanoparticles and subsequent
application, these harmful substances can be eliminated. In this work we focus on the elimination of PCBs through
two approaches — the use of the iron bionanoparticles and the iron bionanoparticles together with the bacteria
Ochrobactrum anthropi and Stenotrophomonas maltophilia. A coffee ground and coffee were used for the
synthesis of the iron bionanoparticles in an inert and air atmosphere. According to our results, bionanoparticles
prepared in an inert atmosphere are more effective tool for degradation of PCBs. The coffee ground is suitable for
the preparation of bionanoparticles. However, coffee provided little better degradation activity of PCBs compared
to coffee ground. Application of nanoparticles together with bacteria appear to be the most effective method.

Keywords: coffee ground; green synthesis; inert atmosphere; iron bionanoparticles; PCB

Uvod a formulicia ciela

Zelena syntéza ponuka atraktivnu alternativu pre syntézu netoxickych, ekonomicky
vyhodnych a ekologickych bionanocastic Zeleza [1]. Bionanocastice pripravené zelenou
syntézou vznikaju redukciou soli Zeleza bioaktivnymi latkami pritomnymi v rastlinnom
extrakte [2]. Pocas potravinarskej vyroby vznikd velké mnoZstvo nevyuzitelného odpadu,
alternativy pre jeho opatovné pouzitie sa hl'adaju. Az 42 % potravinového odpadu vznikd v
domadcnostiach, 39 % straty v priemysle a 14 % v sektore stravovacich sluZieb, pricom 5 % sa
strati pri distribucii [3]. V poslednej dobe sa vynalozilo usilie na premenu zeleného odpadu na
komercéne vyuzite'né produkty, pretoze su bohaté na bioaktivne zliceniny (vitaminy, mineraly,
aminokyseliny a polyfenoly). Jedna z najrozsirenejSich skupin fytochemikalii vyskytujacich
sa vo vSetkych vegetativnych organoch rastlin a nasledne konzervovana v odumretych ¢astiach
rastlin identifikovanych v zelenom odpade su fenoly [4]. Prave fenoly, resp. flavonoidy
zabezpecuju oxidacno-redukénymi reakciami tvorbu bionanocastic [2].

Tieto pripravené nanocastice mozno vyuZit na degradaciu toxickych a zdraviu

129



Skodlivych latok. Polychlorované bifenyly (PCB) su perzistentné organické znecCist'ujice latky,
ktoré boli zakazané Stokholmskym dohovorom v roku 2001. Ide o triedu 209 kongenérov
rdzneho stupiia chlorécie (pri vyrobe ich redlne vznikalo asi 80), ktoré sa vyznacuji nizkou
rozpustnostou vo vode, vysokou hydrofébnost'ou a dlhodobou perzistenciou v prostredi. Maju
genotoxické a karcinogénne Uc¢inky, potlaCaju imunitu, vyvolavaju zépalové reakcie a patria
medzi endokrinné disruptory [5]. Na Slovensku sa PCB vyrabali 25 rokov (1959 — 1984)
v Chemku Strazske, dnes je tato oblast’ potvrdenou environmentalnou zétazou.

Cielom naSej prace bolo pripravit bionanocastice interakciou prekurzoru zeleza
a extraktu bioaktivnych latok z kavy a najmi z rastlinného odpadu — kavovej usadeniny,
zelenou syntézou v inertnej a vzduSnej atmosfére a nasledne ich vyuzit’ na degradaciu PCB
(Delor 103 — komer¢ne vyrabany produkt v zavode Chemko Strazske). Degradacné
experimenty sa realizovali dvoma spdsobmi — aplikaciou samotnych bionanocastic Zeleza
a sekvencnou aplikdciou bionanocastic Zeleza a baktérii adaptovanych na PCB, ktoré boli

izolované zo sedimentov v oblasti Chemka StraZske, ¢iZe nanobiodegradaciou.

Material a metody

Syntéza bionanocastic Zeleza

Na pripravu bionanocastic Zeleza sa pouzila kdva Bellarom — Brazil (100 % arabica) a
po jej pouziti, aj zozbierand kavova usadenina. Tieto materidly sa nasledne extrahovali vodou
bez pristupu svetla (aby nedoslo k fotooxidacii polyfenolov). Do takto pripravenych extraktov
sa pridala Zeleznatd sol’ (FeSO4 . 7H20) a syntéza bionanocastic prebiehala 48 h na rotacnej
trepacke pri 20 °C. Polovica bionanocastic sa syntetizovala vo vzdus$nej atmosfére a polovica
v atmosfére inertného plynu — argénu. Pripravené bionanocastice sa scentrifugovali a nasledne
sa pouzili na degradacné experimenty.

Degrada¢né experimenty

Degradacia PCB prebiehala dvomi typmi experimentov (oba vo vzdu$nej atmosfére) —
aplikaciou bionanocastic a sekven¢nou aplikaciou bionanocastic a baktérii adaptovanych na
PCB, Stenotrophomonas maltophilia a Ochrobactrum anthropi.

Aplikacia samotnych bionanodastic Zeleza

Do reagen¢nych flia§ sa pridalo minimdlne minerdlne médium (100 ml), pridavok
Deloru 103 (priemyselna zmes PCB) (0,1 g.1'!) a pripravené bionanogastice (3 ml). Nasledne
prebiehala inkubdcia na rotacnej trepacke pri 25 °C po dobu 7 a 14 dni.

Sekven¢na aplikacia bionanocastic Zeleza a baktérii adaptovanych na PCB

Do reagen¢nych flia§ sa pridalo minimdlne minerdlne médium (100 ml), pridavok
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Deloru 103 (0,1 g.I'!), pripravené bionanocastice (3 ml) a nasledovala 7-diiové inkubacia na
rotacnej trepaCke. Po inkubacii sa obsah reagencnych flia§ prelial do Erlenmayerovych
bani¢iek, uzatvorenych vatovou zitkou (vzdusnd atmosféra), pridala sa biomasa
Stenotrophomonas maltophilia alebo biomasa Ochrobactrum anthropi (1 g.l'). Inkubécia
pokracovala d’alej po dobu 14 dni.

Nedegradované PCB sa z vodného prostredia vyextrahovali do n-hexanu a naslednym
meranim vSetkych vzoriek (merané v tripletoch) na plynovom chromatografe s ECD sa
analyzovalo sedem kongenérov PCB : PCB 8 (2,4’-CB), PCB 28 (2,4,4’-CB), PCB 52
(2,2,5,5’-CB), PCB 101 (2,2",4,5,5-CB), PCB 118 (2,3",4,4", 5-CB), PCB 153 (2,2",4,4°,5,5"-
CB)aPCB 138 (2,2°,3,4,4",5-CB).

Vysledky a diskusia

Syntéza bionanocastic zeleza

Po pridani prekurzora Fe do vodného extraktu bolo mozné pozorovat’ okamzitu zmenu
farby z tmavo-hnedej na Ciernu u kavy a na tmavo-zelenl u kdvovej usadeniny. Zaroven sa

vytvoril precipitat, ktory postupne sedimentoval na dno nddoby. Na zdklade tohto optického

zistenia vieme povedat’, Ze nastala syntéza bionanocastic zeleza, ¢o potvrdzuje aj literatura [6].

Obr. 1. Syntéza bionanocastic z kavy a z kavovej usadeniny po pridani Zeleznatej soli.
A —kéava, B — kavova usadenina.

Aplikacia samotnych bionanocastic zeleza

Vyhodnotenie degradacie PCB samotnymi bionanocasticami Zeleza, kde inkubacia
trvala 7 a 14 dni je zobrazené na obr. 2. a obr. 3. Po 7-diovej inkubécii bionanocastice Zeleza
zkavy azkavovej usadeniny pripravené v inertnej atmosfére, vykazovali ovela vysSiu

degradacnu aktivitu takmer u vSetkych siedmich kongenérov PCB v porovnani s
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bionanocasticami pripravenymi vo vzdusnej atmosfére. Po 14-diiovej inkubécii bol
pozorovany opacny vysledok. Tento jav mohol byt zapri¢ineny tym, Ze bionanocastice
pripravené v inertnej atmosfére zoxidovali poCas degradacie rychlejsie ako tie, ktoré boli
pripravené vo vzdus$nej atmosfére a tym padom klesla ich G¢innost’ degradacie a zacali tvorit
agregaty. Z obr. 2. vyplyva, Ze bionanocastice zeleza z kavy pripravené v inertnej atmosfére
maji 022 % vyssSiu degradaciu sumy vSetkych 7 kongenérov PCB, ako bionanocastice
pripravené¢ vo vzduSnej atmosfére. Pri bionanocasticiach zeleza zkavovej usadeniny
pozorujeme priblizne rovnaky percentudlny rozdiel (21 %) ubytku sumy vsetkych 7
kongenérov PCB medzi bionanocasticami pripravenymi v inertnej a vo vzdusSnej atmosfére.
Bionanocastice z kavy poskytovali lepsiu degradacna schopnost’ pocas 7-diovej inkubécie. Po
14 dnoch inkubécie je rozdiel v percentudlnych ubytkoch sumy vsSetkych kongenérov PCB
medzi bionanocasticami pripravenymi v inertnej a vzdusnej atmosfére ovela mens$i. Pri
usadenine st to 2 % apri kave 8 %. Z vysledkov sa javi, Ze dlhSia doba inkubacie je na
degradaciu PCB efektivnejSia. Kavova usadenina obsahuje menej bioaktivnych latok ako kéava.
V procese jej pripravy bola Cast’ tychto latok rozpustend vo vodnom prostredi a Cast’ pretrvala
v kavovej usadenine. Preto sa domnievame, ze kéva ako bohatsi zdroj tychto latok je schopna
tvorit’ vicSie mnozstvo bionanocastic zeleza. Dany kavovy odpad je vSak vyuzitelny na

uspesnu pripravu bionanocastic, ktoré st nasledne schopné efektivne degradovat’ PCB.
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Obr. 2. Percentuilny ubytok kongenérov PCB pocas 7-diovej (A) a 14 diiovej (B) aplikacie bionanocastic.

Sekven¢na aplikacia bionanocastic Zeleza a baktérii adaptovanych na PCB

Vyhodnotenie druhého typu experimentu je zobrazené na obr. 4. a obr. 5. Degradécia

PCB sekvencnou aplikaciou bionanocastic a baktérii sa javi ovela GcinnejSia v porovnani
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s prvou metddou. Podla informacii z literatary [2] predpokladame, ze prvotna degradacia
samotnymi bionanocasticami spdsobila dechloraciu viac chloérovanych kongenérov na
kongenéry s niz§im poctom chlorov a tak boli tieto kongenéry pristupnejSie pre naslednu
degradaciu pridanymi baktériami. Najvyssiu degrada¢nti schopnost’ vykazuju bionanocastice
zeleza z kavy pripravené v inertnej atmosfére spolu s Ochrobactrum anthropi (91 %). 90 %
ubytok PCB bol dosiahnuty aplikovanim bionanocastic Zeleza z kdvovej usadeniny v inertnej
atmosfére spolu s biomasou Stenotrophomonas maltophilia. Baktérie Ochrobactrum anthropi
mali podobnt degrada¢nt ucinnost’ ako Stenotrophomonas maltophilia s bionanocasticami
zkévovej usadeniny rovnako tak aj zkavy, pripravenymi v inertnej atmosfére
s bionanocCasticami  pripravenymi vo vzduSnej atmosfére vidiet znacné rozdiely.
Bionanocastice pripravené v inertnej atmosfére spolu s baktériami vykazuji = vySsi
percentualny ubytok PCB takmer vSetkych siedmich kongenéroch PCB ako bionanocastice

pripravené vo vzdusnej atmosfére.
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Obr. 3. Percentuilny ubytok kongenérov PCB aplikovanim bionanocastic pripravenych v inertnej (C)
a vo vzdus$nej atmosfére (D) s naslednym pridavkom baktérii. O4 — Ochrobactrum anthropi; SM —
Stenotrophomonas maltophilia.

Zaver

Zelena syntéza bionanocastic zeleza z bioaktivnych latok obsiahnutych v kave alebo
kavovej usadenine prebehla uspesne. Zistili sme, Ze bionanocastice Zeleza pripravené v inertnej
atmosfére vykazovali takmer vo vSetkych pripadoch v oboch typoch experimentu vysSiu
schopnost’ degradovat’ PCB ako tie, ktoré boli pripravené vo vzdusnej atmosfére. Z vysledkov

taktieZ vyplyva, ze najlepsSia metoda na degradaciu perzistentnych polutantov PCB je aplikacia
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bionanocastic Zeleza z kavy, rovnako tak zkévove] usadeniny, pripravenych v inertnej
atmosfére v naslednej kombinacii s baktériami adaptovanymi na PCB. Samotné bionanocastice
z kavy vykazovali lepsSiu degradacnu schopnost’ ako z kdvovej usadeniny, preto su vhodnejSim
materidlom na pripravu bionanocastic zeleza, avSak ndm sluzili len na porovnanie a pre
pouzitie v praxi pocas remediacii su samozrejme doporucované bionanocastice pripravené

z odpadu, teda z kdvovej usadeniny.
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Abstract

Comparison of hybrid poplar monocultures and floodplain forests based on herb layer diversity

In this work, we compared natural floodplain forests and monocultures of hybrid poplars in terms of
undergrowth diversity. We used 106 phytocenological relevés. We obtained 17 of our records by phytocenological
imaging according to the methodology of the Zurich-Montpellier School [1, 2] on the area of 400 m? during the
vegetation season in 2018. We compared the differences in the representation of neophytes and diagnostic species
using a paired t-test in the statistical program R-software (R Core development team 2012). The representation of
diagnostic species and their cover tested by paired t-test were higher in natural floodplain forests. On the contrary,
the values of the presence and cover of neophytes were lower in natural floodplain forests. The results point to
the adverse impact of planting hybrid poplar monocultures on the diversity and invasion of the area and point to
the need to change the approach in forestry.

Keywords: monoculture replacement plantings; twin plots method; plant functional groups

Uvod a formulacia ciela

Luzné lesy su typické ich Specifickymi rastlinnymi spoloCenstvami viazanymi na
pravidelné povodne. Okrem toho o ich vzniku rozhoduje aj hladina podzemnej vody a pddna
vlhkost' [3]. POvodné tuzemia, ktoré vplyvom cloveka z anikli, zacali intenzivnym
hospodarenim nahradzat plantdZe introdukovanych alochtonnych druhov drevin. Po
desiatkach rokov sa tak velk4 Cast tzemia luZnych lesov premenila na rozsiahle plantaze
nepdvodnych topolovych kultivarov [4]. Tieto zmeny boli sprevadzané aj zmenami
floristického zloZenia bylinnej vrstvy [5], poklesom poc¢tu podvodnych druhov a zvySenim poctu
a pokryvnosti neofytov [6].

Ciel'om prace bolo porovnanie diverzity a invadovanosti podrastu v luznych lesoch s
prirodzenym druhovym zloZenim a nahradnych vysadbach monokultar hybridnych topol'ov
pomocou parovych zapisov (twin plots method).

Zaujmové Uzemie terénneho vyskumu zahfiia lokality luznych lesov inunda¢ného
tizemia pozdiz rakuskeho, slovenského a madarského toku Dunaja a Mogonského Dunaja. V
Rakusku sa jednalo o uzemie Narodného parku Donau-Auen, na slovenskom useku boli
lokality rozmiestnené od Bratislavy po Velky Lél a v Mad’arsku od Dunasziget po Narodny

park Duna-Drava. Vyskum tiez prebiehal pozdiz Moravy v blizkosti Moravského Sv. Jana a
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Malych Levarov; Vahu v Kolarove a Sali; Malého Dunaja pri obci Potonske Liky a v CHKO
Latorica pozdiZ riek Latorica (pri obci Leles, Kralovsky Chlmec a Sv. Maria) a Laborec (v PR
Raskovsky luh a pri obci [Zkovce).

Material a metody

Lokality pre parové zapisy boli vyberané prostrednictvom L-GIS — Lesnickeho
geografického informacného systému (http://gis.nlcsk.org/lgis/). Nasledne sme vyber
vhodnych lokalit preverili terénnym prieskumom.

V praci sme pouzili 106 fytocenologickych zapisov. 17 zépisov sme ziskali
fytocenologickym snimkovanim pocas vegetacnej sezony 2018. Ako d’alsi zdroj informacii pre
analyzy slazili fytocenologické zapisy Mikulovej (2015 — 2019), Slabejovej (2015 — 2019),
Zednicka (2016), Sibikovej (2014 —2019) a Jarolimka (2014 — 2019). Fytocenologické zapisy
sme ziskali podl'a metodiky ziiri§sko-montpellierskej $koly [1, 2] na ploche 400 m2. Odhad
pokryvnosti etdzi sme zaznamenali pomocou rozsirenej Braun-Blanquetovej kombinovanej 9-
¢lennej stupnice pokryvnosti a pocetnosti [2]. Poloha zapisov bola zamerana pomocou GPS
(GARMIN 600t). Nomenklatura taxénov je zjednotend podl'a Marholda a Hindaka [7],
nomenklatiira syntaxénov podl’a Jarolimka a Sibika [8].

Pérové zapisy sme vzdy zaznamendvali na lokalitach s rovnakou nadmorskou vyskou,
orientaciou svahu, sklonom a typom pody, na rovnakej ploche a v ¢ase vegetatného optima.
Jedinym rozdielom medzi porastami bol dominantny druh dreviny. S cielom maximalizovat
jednotnost’ tidajov z hl'adiska podmienok prostredia boli zapisy ziskané na relativne malej a
homogénnej ploche. Vzdialenost’ medzi parovymi zépismi bola do 200 m. Aby sme vylucili
vplyv okrajového efektu, ktory v lesoch siaha do vzdialenosti 30 m od okraja porastu, stanovili
sme minimalnu vzdialenost’ parovych zapisov na 50 m.

Data boli uloZené do elektronickej podoby pomocou programu TURBOVEG [9] a boli
d’alej spracované pomocou softvéru JUICE [10]. V pripravenom datasete sme v programe
JUICE [10] kvoli vypocitaniu poctu a pokryvnosti neofytov a diagnostickych druhov oznacili
neofyty podl'a Zoznamu nepovodnych druhov Slovenska [11]. Diagnostické druhy pre zviz
Salicion albae a podzvdaz Ulmenion sme oznacili na zaklade relevantnych publikécii
(Hardwood floodplain forests in Slovakia: syntaxomical revision [12]; Diagnostic, constant
and dominant species of the higher vegetation units of Slovakia [8]; Fragmentation of
hardwood floodplain forests — how does it affect species composition? [13] a Katalog biotopov
Slovenska [14]). Pre kazdy zapis bol vypocitany pocet a pokryvnost’ neofytov a druhov
diagnostickych pre luzné lesy.
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Rozdiely v zastupeni neofytov a diagnostickych druhov boli porovnané v ramci
jednotlivych dvojic pomocou parového t-testu v Statistickom programe R-software (R Core
development team 2012, normalita rozdelenia bola testovand pomocou Shapiro-Wilcoxon

testu). Vysledky boli vizualizované pomocou husl'ového grafu (violin plot, R-softvare, package

ggplot2).

Vysledky a diskusia

V pripade funkénych skupin rastlin boli vo vSetkych pozorovanych faktoroch rozdiely
signifikantné, pricom najvacsi rozdiel mozno pozorovat’ pri pokryvnosti neofytov. Pomocou
parového t-testu sme dokézali rozdielnost’ v zastipeni funkénych skupin rastlin (konkrétne v
pocte a pokryvnosti neofytov a diagnostickych druhov) lokalit v luznych lesoch s prirodzenym
druhovym zloZenim a lokalit v ndhradnych vysadbach monokultir hybridnych topolov.

Vysledky ukazuju, Ze prirodzené luzné lesy boli z hl'adiska zastipenia diagnostickych
druhov v porovnani s monokultirami bohatSie. V monokulturach hybridnych topol'ov bola

zaznamenand vacsia variabilita v pocte diagnostickych druhov (Obr. 1.).
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Obr. 2. Porovnanie pokryvnosti diagnostickych druhov u monokultir a luZného lesa
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V prirodzenych luznych lesoch bola aj vyrazne vysSia pokryvnost diagnostickych
druhov, pri¢om najcastejSia hodnota bola 90 % (Obr. 2).

Najcéastejsi pocet neofytov v prirodzenych luznych lesoch bol priblizne 2. V
monokultirach bola tato hodnota priblizne o 1 hodnotu vyssia — 3.1. Subdataset lokalit v
prirodzenych luznych lesoch je vSak blizSie hodnote nula a v porovnani s subdatasetom

monokultar nepresahuje hodnotu 7.5 neofytov v zépise (Obr. 3).

neophytes

factor(group_correct)

Obr. 3. Porovnanie po¢tu neofytov u monokultir a luzZného lesa

V pripade pokryvnosti neofytov vysledky ukazuji medzi prirodzenymi luznymi lesmi
a monokulturami vyrazny rozdiel. Vo vicSine zapisov v monokultirach sa pokryvnost’

neofytov pohybovala od 70 % — 95 %. V pripade prirodzenych luZznych lesov sa pokryvnost’
neofytov v zapisoch nachédzala v rozmedzi od 0 % — 25 % (Obr. 4).

neophyles_cover

factor(group_correct)

Obr. 4. Porovnanie pokryvnosti neofytov u monokultir a luZzného lesa

V stadii PetraSovej et al. (2013) [16] bol jednym z najvyznamnejSich faktorov

ovplyviiujicich pocet neofytov ¢as. Pocet nepdvodnych druhov sa v priebehu ¢asu zvySoval,
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o zodpoveda nalezom z inych luznych biotopov [16, 17]. Cas vyznamne ovplyviluje aj
povodnu druhovu bohatost’, ale s opacnym efektom — pocet povodnych druhov v priebehu Casu
klesa. Vysledky predlozenej prace st z ¢asového hl'adiska ziskané o 7 rokov neskdr ako
posledné data zo Stidie PetrdSova et al. (2013), priCom priemerny pocet neofytov bol na
hodnote 2, ¢o je rovnako ako je uvadzané z roku 2013. Priemerny pocet v monokultarach bol
eSte vyssi, o poukazuje na vyznamnu ulohu monokultir v podpore Sirenia nepovodnych

druhov v luznych lesoch.

Zaver

V praci sme sa pokusili zodpovedat’ otazku, ¢i sa prirodzené luzné lesy liSia od
monokultir hybridnych topolov v diverzite podrastu. Na zéklade naSich vysledkov mézeme
konstatovat’, ze z hl'adiska zastipenia diagnostickych druhov su prirodzené luzné lesy bohatsie
ako monokultury. V prirodzenych luznych lesoch bola aj vyrazne vysSia pokryvnost
diagnostickych druhov. Signifikatny bol aj rozdiel v pritomnosti a pokryvnosti neofytov medzi
Studovanymi porastmi, pricom v pripade monokultir boli hodnoty vyrazne vyssie.

Dobre fungujuce luzné lesy dokazu poskytnit viaceré ekosystémové sluzby, ako
napriklad filtraciu vody, udrziavanie hladiny podzemnej vody, ochranu proti erozii.
Zadrziavanim vody zas znizuju riziko povodni v l'udskych sidlach. Taktiez maji vyznamny
vplyv pri zachytavania emisii CO2, ¢im prispievaju k zmieriovaniu zmeny klimy. To mé pre
naSu spolocnost’ dolezity socialny, ekonomicky a ekologicky prinos [18]. Regeneracia

niZzinnych luznych lesov s vyuzitim holistickych principov je preto viac ako Ziadana.
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Uloha mozocka v naucenej vokalnej komunikacii dospelych spevavcov
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Abstract

The role of the cerebellum in learned vocal communication in adult songbirds

Cerebellar dysfunctions in patients with cerebellum tumors, ischemia, injury, and lesions point to the role
of the cerebellum (Cb) in human speech. Cb is necessary also for song learning. However, its role in adult
songbirds has not been established. We created lesions in deep cerebellar nuclei (DCN), the major output of Cb,
of adult male zebra finches (Taeniopygia guttata) and recorded their songs for up to 4 months. Magnetic resonance
imaging (MRI) confirmed the correct position of the lesions. We found that the birds with DCN lesions sang
longer songs from 3.5 months post-op, and it was due to a higher number of introductory notes and elongated
song after introductory notes. The elongated song consisted of more song motifs as well as more syllables. In
contrast, the motif duration was sung faster from 2 months post-op which was caused by faster singing of syllables,
but not inter-syllable intervals. To sum up, we demonstrated that DCN lesions affect temporal features of the
birdsong. These results indicate the involvement of Cb in learned vocalization also in adult songbirds.

Keywords: cerebellum, deep cerebellar nuclei (DCN); lesions, zebra finch, adult song

Uvod a formulicia ciela

Uloha mozoc¢ka bola donedavna spajana hlavne s regulaciou motoriky a svalového
tonusu [1 —2]. Mozoc¢ek ma vSak vyznamnu tlohu aj pri regulacii nemotorickych funkecii, akou
je kognicia [3]. Medzi takéto nemotorické funkcie sa radi aj I'udska rec, ktora bola popisana v
spojitosti s mozockovou aktivitou v jeho pravej Casti [4]. Niektoré deficity reci, ako je
napriklad ataxické dysartia, si spajané s poruchou mozocka, kedy je fonacia a artikulacia reci
zhorSena [5]. M6Zeme tu pozorovat’ aj dysprozodiu, pri ktorej dochddza k zmenam hlasitosti a
tempa reci [6].

Ako vhodny animélny model na skimanie vlastnosti nauc¢enej vokalizacie sa vyuZzivaja
spevavce, ktoré s 'udskou recou zdiel'aju vel'a podobnosti v procese u¢enia a neurondlnych
mechanizmov kontroly [7]. Mozocek spolu s korou a bazalnymi gangliami (BG) riadia proces
osvojovania si re¢i v obdobi detstva az po motoriku rec¢i dospelych l'udi [8]. Pomocou
anatomickych §tadii sa u zebricky Cervenozobej (Taeniopygia guttata) prvykrat poukazalo na
prepojenie medzi hlbokymi mozockovymi jadrami (DCN) a striatalnym jadrom Area X cez
disynaptické spojenie v dorzélnej talamickej zéne [9 — 10]. Elektrofyziologické Studie a 1ézie
potvrdili funkéné prepojenie Area X a DCN [11 — 12]. Stimuldciou DCN boli aktivované

neurdény v jadre Area X a lézie v DCN negativne ovplyvnili schopnost’ mladych zebri¢iek
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napodobiniovat’ spev svojich titorov (dospelych samcov). Mladi samci kopirovali menej slabik
piesne. Tymto experimentom bola potvrdena uloha mozocka v procese ucenia vokalnej
komunikacie spevavcov. Zmeny v speve dospelych samcov po 1ézii DCN vsak autori nezistili
[11]. Naproti tomu 1ézie Area X u dospelych zebriciek viedli k Strukturdlnym zmenam v DCN,
ktoré boli zaznamenané pomocou zobrazovania magnetickou rezonanciou (MRI) [12] a
zmenami génovej expresie [13].

Zostava teda nejasné, do akej miery ovplyviiuji DCN mozocka vokalizaciu dospelych
spevavcov. Ciel'om tejto Stidie bolo preskumat’ vplyv neurotoxického poskodenia DCN na
spev dospelych samcov zebri¢ky ¢ervenozobej, priCom sme sa blizSie zamerali na temporalne

vlastnosti vtacej piesne.

Material a metody

Animalny model

Stadia bola robend na 18 dospelych samcoch zebri¢ky &ervenozobej z chovatel'ske;
kolénie Centra biovied Slovenskej akadémie vied, Ustave biochémie a genetiky Zivo&ichov.
Stadia bola schvalena Statnou veterindrnou a potravinovou spravou SR. V priebehu
experimentu sa spevavce nachadzali vo zvuk tlmiacich boxoch s teplotou 25 £3 °C, vlhkost'ou
55 £5 % a svetelnymi podmienkami 14L:10D. Potrava, voda a piesok boli k dispozicii ad
libitum.

Stereotaxicka operacia

Prvej skupine spevavcov sme vytvorili bilaterdlne neurotoxické 1ézie v DCN (n=13),
druhd skupina predstavovala kontrolu (n = 5). Pocas operacie boli vtaky v anestézii
izoflurdnom (1,5 — 2,7 %, 1 1/min). Lézie sme vytvorili pomocou 69 nl 1 % roztoku kyseliny
iboténovej (pH 7,6; Sigma, USA), ktort sme podali do kazdej hemisféry cez sklenentl kapilaru
pripojent k tlakovému injektoru Nanoject II (Drummond Scientific, USA). Uhol hlavy bol 50°
a koordinaty pre DCN boli RC: -2,7/-2,85, ML: £1,3 a DV: -3,4/-3,3 od bodu, kde sa mozocek
stretava s hemisférami. Po operacii sme koZzu prekryli akrylovym lepidlom a aplikovali lokéalne
anestetikum Mezocaine (Zentiva, SK). Nasledne po 1 h zotavovania pod vyhrievacou lampou
sme zviera umiestnili do boxu tlmiaceho zvuk, kde sme zaznamenavali spev.

Magneticka rezonancia

Trinast’ samcov podstupilo MRI vySetrenie 3 dni po operdcii za ucelom overenia
spravneho umiestnenia 1ézie v DCN. Sestnast’ sagitalnych rezov s hriibkou 0,4 mm sme pouzili
na lokalizdciu lézie pomocou sekvencie 2D fast multislice spin echo s parametrami

(TR/TE/NEX=3000/80/12) s priestorovym rozlisenim 200 um a celkovym ¢asom merania 10
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min. Samce boli pocas MRI vySetrenia v inhalaénej anestézii (izofluran, 1,5 — 1,7 %, 0,6
1/min.). Dychovt frekvenciu sme udrziavali okolo 50 bpm a okolita teplotu na 39 °C.

Analvza spravania

Pomocou softvéru Sound Analysis Pro (SAP, 2011) sme nahravali nenasmerované
piesne (spievané osamote). Analyzovali sme prvych 10 piesni z 2 dni pred operaciou a po
operacii v prvych 3 dnoch (1d, 2d, 3d), v 2 tyzdioch (2t) a nasledne kazdé¢ 2 tyzdne az po 16.
tyzden (16t). Zvycajne piesen zebriciek zac¢ina ivodnymi slabikami, za ktorymi nasleduju
slabiky davajuce vznik motivom piesne [14]. Pri analyze sme sa zamerali na: celkova dizku
piesne, Gast’ dizky piesne Givodnych slabik, ast’ dizky piesne po Givodnych slabikéach, celkovy
pocet slabik piesne, pocet ivodnych slabik, pocet slabik v Casti piesne po uvodnych slabikach,
podet motivov, dizku motivov, dizku slabik a dizku medzi-slabikového priestoru. Ziskané data
sme u kazdého jedinca normalizovali. Za 100 % sme povazovali priemer hodnot sledovaného
parametra z dni pred operaciou a nasledne sme vSetky hodnoty po operacii prepocitali na
percenta k tomuto priemeru. Kazdi hodnotu sme prepocitali podla vzorca
anorrm=100%*a/priemerpre-op/post-op, Kde anorrm predstavuje normalizovanu hodnotu a a je merana
hodnota. Parovym t-testom sme porovnavali 2 hodnoty z predopera¢nych dni. Jedno-faktorova
ANOVA s opakovanim sltizila na porovnanie parametrov piesni pred a po 1ézii DCN, pricom
faktor bol ¢as. Nasledne Dunnettov post-hoc test alebo Holm-Sidakov test analyzoval

porovnania jednotlivych pooperacnych skupin s kontrolnou skupinou.

Vysledky a diskusia
Najprv sme zistovali vplyv lézie na dizku celej piesne a potvrdili sme vyznamny vplyv
¢asu na trvanie piesne (ANOVA: p=0,003). Nasledujuci Dunnettov test ukazal, ze vtaky
spievali dlhSie piesne po 14t a 16t po 1ézii DCN (p=0,046 a 0,039; Obr.1A). Blizsia analyza
odhalila, Ze predizenie piesne v 14t a 16t bolo pravdepodobne zapri¢inené dlhsim trvanim &asti
piesne s tvodnymi slabikami (ANOVA: p=0,006, Dunnettov test: 14t p=0,010; 16t p=0,009;
Obr. 1B), ako aj dlhSou ¢ast'ou piesne po tvodnych slabikach (ANOVA: p=0,006, Dunnettov
test: 14t p=0,007; 16t p=0,006; Obr. 1C).
Dalej sme skiimali, ¢i dlhsie piesne po DCN 1éziach obsahovali aj viac slabik a motivov.
Zistili sme, ze Cas ovplyvnil pocet slabik v celej piesni (ANOVA: p<0,001), pricom sa piesen
skladala z vyrazne vicSieho poctu slabik v 14t aj 16t po 1ézii DCN (Dunnettov test: 14t
p=0,008; 16t p=0,014; Obr. 2A). PodrobnejsSie analyzy odhalili, Ze sa zvysil pocet tvodnych
slabik (ANOVA: p=0,002; Dunnettov test: 14t p=0,004; 16t p=0,002; Obr. 2B), ako aj pocet
slabik v Casti piesne po tvodnych slabikach (ANOVA: p=0,002; Dunnettov test: 14t p=0,004;
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16t p=0,003; Obr. 2C). Tieto slabiky tvorili motivy piesne, ktorych pocet sa takisto zvysil
(ANOVA: p =0,006; Holm-Sidak test: 14t p=0,006; 16t p=0,010; Obr. 2D).
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Obr. 1. Dizka piesne. (A) diZka celej piesne; (B) ¢ast’ dizky piesne Givodnych slabik a (C) ¢ast’ dizky piesne po
uvodnych slabikdch. Kazdy graf zndzoriuje priebeh spevu v ¢ase od prvého predoperacného dna po 16 tyzden
po operacii. Hodnota meraného parametra 100 % je vyznacend bodkovanou priamkou. Jednotlivé ¢asové body

znazoriuju priemer a SEM. V prvom grafe Sipka vyznacuje den tvorby 1ézie v DCN.
*p<0,05, **p<0,01.
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Obr. 2. Pocet slabik piesne. (A) celkovy pocet slabik piesne; (B) pocet uvodnych slabik; (C) pocet slabik v
Casti piesne po uvodnych slabikach a (D) pocet motivov. Kazdy graf znazornuje priebeh spevu v ¢ase od prvého
predopera¢ného dna po 16 tyzden po operacii Hodnota meraného parametra 100% je vyznacena bodkovanou
priamkou. Jednotlivé ¢asové body znazornuju priemer a SEM. V prvom grafe Sipka vyznacuje den tvorby 1ézie
v DCN. * p < 0,05, ** p <0,01.

V dalSej analyze sme skumali, ¢i DCN lézie ovplyvnili aj rychlost’ spievania.

Preukazali sme, Ze dizka motivu sa zretel'ne skratila od 8t (ANOVA: p<0,001; Dunnettov test:
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p=0,010-0,026 pre 8t-16t; Obr. 3A). Blizsia analyza preukazala, ze motivy boli skratené v
dosledku skratenia jednotlivych slabik (ANOVA: p<0,001; Dunnettov test: 8t p=0,002; 16t
p<0,001; Obr. 3B), ale dizka medzi-slabikového priestoru zostala neovplyvnena (ANOVA:
p=0,484; Obr. 3C). Porovnatel'ny jav bol pozorovany v speve vtakov po 1ézii Area X taktiez
od 2. mesiaca, kedy sa zrychlil spev [12, 15]. Takisto aj u I'udi poruchy mozocka, ako v pripade
ataxickej dysartrie, mutizmu alebo Schmahmannovmu syndrému, vedd k jazykovym
nedostatkom spédjanych napriklad s dysprozddiou (zmenou hlasitosti a rychlosti reci), s
docasnou stratou reci alebo s agramatizmom [5-6, 17—18].

Podobne T'udia s dysfunkciou mozocka nie st schopni spravne rozoznat casoveé
intervaly 10-150 ms, ktoré dizkou koresponduji akustickym segmentom reéi [19] a st podobné
dizkou slabikam spevu zebricky. Tito Pudia vSak nemajii problém rozoznat' kratke Gasové
intervaly do 10 ms, a podobne zebricky po 1ézii DCN nezmenili dizku medzi-slabikovych

intervalov v speve.
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Obr. 3. Tempo piesne. (A) dizka motivu; (B) diZka jednotlivych slabik a (C) dizka medzi-slabikového
priestoru. Kazdy graf znazoriuje priebeh spevu v ¢ase od prvého predopera¢ného diia po 16 tyzden po operacii
Hodnota meraného parametra 100% je vyznacena bodkovanou priamkou. Jednotlivé ¢asové body znazorfiuju
priemer a SEM. V prvom grafe Sipka vyznacuje den tvorby lézie v DCN. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p<0,001.

Zaver

Nasa stadia ako prva preukézala vplyv excitotoxickych 1ézii DCN mozocka na nauceny
spev dospelych samcov zebriCiek cervenozobych. Nase vysledky naznacuji, Ze mozocek
ovplyviluje temporalne vlastnosti naucenej vokalizacie dospelych spevavcov. Takisto Studie
na I'ud’och s reCovymi poruchami poukazuji na prepojenie mozocka s BG. Molekularne
mechanizmy tychto zmien vSak nie st jasné a mohol by ich odhalit’ dalsi vyskum na

spevavcoch.
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Abstract

Exposure to low levels of artificial light at night (dim light at night, dLAN) is a common phenomenon
that many people, including pregnant women, experience today. In our study, we utilized an animal model of
gestational exposure to dLAN to study its effect on pregnancy outcomes and the development of rat pups.
Gestation length, litter size and proportion of male offspring were compared between control dams exposed to
dark nights (0 1x) and dams exposed to 2 Ix dLAN throughout gestation. Offspring were checked for the
achievement of developmental milestones (fur development, incisor eruption, pinna detachment, ear canal
opening, eye opening, testicular descent, vaginal opening) and their neuromotor development was tracked
(righting, air righting, negative geotaxis, bar holding test). Body weight was monitored for ~6 postnatal weeks.
We found a trend for smaller litters in the dLAN-exposed rats. Analyses of other measures did not provide
sufficient evidence to conclude a disruptive effect of dLAN on the selected parameters of prepubertal rat
development.

Keywords: dim light at night; somatic development; neuromotor development; laboratory rat

Introduction and Objectives

For millions of years, humans and animals have evolved in the presence of a stable
light-dark (LD) cycle, and their physiology and behavior adapted to these cyclic changes. The
use of artificial light at night, while allowing us to stretch the period of daily activity into late
hours, strips the light-dark cycle of its predictability, and is thought to disrupt sleep, hormone
secretion and modulate mood [1 — 2]. It is estimated that more than 80 % of the human
population lives under light-polluted skies [3]. Many people are exposed to low-intensity
artificial light at night (dim light at night, dLAN) due to light trespass from streetlamps, or
through the use of electronic devices at night [4]. Pregnant women make up a portion of this
population and a study observed an association between higher levels of outdoor light at night
and shorter pregnancy, lower birth weight and preterm birth [5]. The developing fetus is
vulnerable to the effects of various environmental factors that increase the risks of
neurodevelopmental disorders in susceptible individuals [6]. Multiple mechanisms by which a
disturbance of the circadian system (a common effect of aberrant light exposure [7]) could
contribute to developmental deficits have been suggested [8]. Some studies on laboratory
animals have already explored the relationship between manipulation of gestational LD regime

and offspring neurodevelopmental outcomes in adulthood, with multiple discovering increased
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depressive- and anxiety-like behavior, lower sociability, and impaired cognition in the tested
individuals [7, 9 — 11]. The effects on rat development in the earlier postnatal stages have
received little attention so far. While the results of the scarce studies point to gestational
exposure to light at night negatively impacting fetal physiology and early offspring
development in laboratory rodents [7, 10, 12 — 13], most studies use phase shifts of the LD
cycle or use the light of high intensity — sometimes up to 400 Ix, a light level corresponding to
that of a bright office [14]. While such models might, to some extent, mimic the regime shift
workers are subjected to, they do not represent the conditions most people are routinely
exposed to. For this reason, dLAN exposure — shown to impact the physiology and behavior of
adult rats [15], and when applied prenatally shown to contribute to altered development of
hormone secretion rhythms in preweaning rats [16] — has been chosen in our study as a more
accurate model. We aimed to elucidate its effects on the somatic and neuromotor development

of rat pups.

Materials and methods

The parental generation consisted of adult Wistar rats, 16 females and 8 males
(Breeding Station of the Institute of Experimental Pharmacology and Toxicology, Dobra Voda,
Slovak Republic). The animals were housed under standard LD regime 12:12. The ambient
temperature was maintained at 21 + 1°C and the humidity at 55 + 10 %. The animals had
standard laboratory chow (MP-0S-06) and water ad libitum. In females, the estrous cycle phase
was determined daily by examination of vaginal smears. On the day of proestrus female rats
were housed with a male rat overnight (2 — 3 females : 1 male). The day of the presence of
spermatozoa in the vaginal smear was considered to be gestational day 0 (GO). Pregnant rats
were then assigned to either the control group (LD 12:12, 200 1x: 0 Ix, CTRL, n=9) or a group
exposed to dLAN from GO until delivery (LD 12:12, 200 Ix: 2 Ix; dLAN, n = 7). Following
parturition, all dams and their offspring were returned to control conditions. The experiment
was approved by the Ethical Committee for the Care and Use of Laboratory Animals at
Comenius University in Bratislava, Slovak Republic.

Gestation length, litter size and proportion of males and females in each group on
a postnatal day (PND)1 were recorded, along with the offspring’s body weight on PNDI.
Litters were adjusted to 4 pups of each sex per litter on PND2 — 4.

The body weight of offspring was measured daily from PND1 until weaning (PND21),
with all females in a litter weighed together, and all males in a litter weighed together. After

weaning, animals were weighed individually twice per week, the first time being on PND21 —
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25 (depending on the litter) which corresponds to time point 1. A total of five postweaning
weight measurements were taken, with four-day intervals between the time points 1 — 2,3 — 4
and three-day intervals between the time points 2 — 3, 4 — 5. Achievement of developmental
milestones was monitored on selected days as follows: fur eruption (PND®6), incisor eruption
(PND6 — 12), pinna detachment (PNDS), ear canal opening (PNDI1 — 16), eye opening
(PND12 — 17), testicular descent (PND15 — 30), vaginal opening (PND32 — 38). The age of the
pups at the time of the milestone achievement was noted.

To study the effects of prenatal dLAN on neuromotor and reflex development of pups
we employed the following tests: righting reflex (the latency to turn over from a supine position
was noted; PNDS), air righting reflex (the ability to turn mid-air from the supine position after
being dropped above a padded surface and land on all four paws was evaluated; PND15 — 20),
negative geotaxis (the latency to turn 180° after being placed on an inclined surface (25°) with
the head facing down was measured; PND7 —9), bar holding test (the time the pup kept hanging
from an elevated bar by its forelimbs was measured, PND14 — 16).

All body weight measurements, somatic development observations and neuromotor and
reflex tests were conducted in the mornings, usually starting immediately after lights were on.

Statistical analyses were conducted in Statistica 14.0 (TIBCO Software Inc., USA) and
data visualization was performed in GraphPad Prism 9.5 (GraphPad Software, LLC, USA).
Between-group differences in gestation length and litter size were evaluated by the Mann-
Whitney test and t-test respectively, and the proportion of males in groups was compared by
the Chi-square test. For other parameters, all analyses were conducted separately for each sex,
and to control for litter effects, the mean values per litter (separate for each sex) were used.
Both pre- and postweaning weights were analyzed by two-way repeated measures analysis of
variance (RM ANOVA) (factors: group [CTRL vs. dLAN], age) with Greenhouse-Geisser
correction. Parameters of somatic maturation and performance of the righting reflex and the air
righting reflex (determined separately for each day) were analyzed by t-test or the Mann
Whitney test when the data remained non-normal even after transformation. Performance in
the negative geotaxis test and the bar holding test was evaluated by two-way RM ANOVA
(factors: group [CTRL vs. dLAN], age), in the case of negative geotaxis on log10 transformed
data. For post hoc analysis we used Unequal N HSD test. Differences were considered

statistically significant when p < 0.05.
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Results and discussion

No significant differences between groups were seen in gestation length, the proportion
of male offspring, or offspring body weight on PND1. These findings agree with other studies
that exposed rodents to aberrant light regimes during pregnancy. The studies also reported a
lack of significant difference between groups in litter size [11, 13]. While the between-group
difference in this parameter did not reach statistical significance in our study either, we did

observe a trend for smaller litters in dLAN compared to CTRL rats (ti4 = 2.14, p = 0.05, Fig.
L.).
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Fig. 1. Litter size in control rats (CTRL, n = 9) and rats exposed to dim light at night throughout
gestation (ALAN, n = 7). Data represent the mean + SEM.

Smaller litter size has been found, together with longer pregnancy and lower offspring
birth weight, in mice exposed to 50 Ix light at night throughout gestation. The authors also
observed the disruptive effects of light at night on multiple parameters of female reproductive
physiology, including a decrease in progesterone levels, that may have contributed to the
outcomes [17].

Body weight kept increasing in both sexes both before (females: Fi.49,20.84 = 2538.06,
p <0.001, males: Fiss, 2167 = 2354.233, p < 0.001) and after weaning (females: Fi31, 2508 =
3380.344, p <0.001, males: Fi.73, 2420 = 2045.56, p < 0.001) with no differences between
groups during the pre-weaning period. After weaning, a trend for lower weight in dLAN males
(F1,14 = 4.036, p = 0.06) and a significant interaction of age*group in this sex could be seen
(F1.73, 2400 = 4.802, p < 0.05, Fig. 2.); however, post hoc analysis did not reveal significant
differences between body weight of CTRL and dLAN males at any time point. The observed
effect of prenatal LD cycle manipulations on body weight differs between studies with some
finding increased, other decreased body weight in treated rodents and some not finding any
difference [7, 9 — 13]. Nevertheless, because of the order in which litters were born in our study
there was a one-day difference in the mean age of CTRL and dLAN pups at all postweaning

weight measurement time points. Based on the weight gain rate in the days before weaning,
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and on the estimated postweaning mean daily weight gain, we do not think it would be correct
to attribute the observed results to the effect of treatment rather than age difference, nor

discount the possible contribution of the prenatal insult.
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Fig. 2. Body weight changes in the period from weaning to adolescence in male rats of control group
(CTRL) and group prenatally exposed to dim light at night (dLAN). The x-axis shows the mean age of the
animals on the time points when the measurements were taken. Data represent the mean £ SEM. CTRL n=9,

dLAN n=7.*p<0.05, *** p <0.001

Fur and detached pinna were already present in all animals on the day of observation.
We were unable to find significant differences between groups in the timing of incisor eruption,
ear canal opening, eye opening, testicular descent and vaginal opening. The discrepancies
between our results and those of some other studies could be because of the different timing of
exposure and light intensities used [12 — 13]. No significant differences between groups were
observed in either of the righting tests, nor in the latency to turn in the negative geotaxis test,
although in this task, the effect of age on performance was significant both in males (F», 28 =
4.060, p < 0.05) and females (F2,28=4.122, p < 0.05), with animals requiring less time to turn
on PND9 than on PND7. The differences in pups’ endurance in the bar holding test did not
prove to be significant between groups.

While the measures of early development seemingly have not been affected by prenatal
dLAN, it is still possible that some consequences of the prenatal insult on offspring’s
physiology and behavior will manifest later during life, considering a study in mice found
heightened anxiety-like behavior in adults prenatally exposed to 5 Ix dLAN [9]. Also,
compared to humans, in rats the nervous system is rather immature at birth and undergoes
accelerated postnatal development [18]. It is, therefore, possible that prolonging the exposure
to dLAN to include the week after birth could lead to more pronounced effects on rat

development.
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Conclusion

To our knowledge, our study is the first to investigate the effects of low-intensity light
at night on the early somatic and neuromotor development of rat pups. We were unable to
confirm a negative effect of prenatal exposure to dLAN on the observed measures of
development. The trend for smaller litter size in dLAN-exposed dams hints at the possible
effects of dLAN on the reproductive physiology of the dams. Further research using larger
samples is needed to confirm the effect of gestational dLAN exposure on mothers, and both

short- and long-term outcomes of offspring.
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Abstract

Anthropometry and bone mineral density parameters in women with asthma

The aim of this study is to determine the relationship between the occurrence of asthma in women and
anthropometric parameters and indices. The studied group consisted of 69 women aged 23-87 years with an
average age of 59.32 + 13.27 years. The group of women with asthma consisted of 44 women (with a mean age
of 58.73 £ 12.36 years) and the comparison group consisted of 25 women (with a mean age of 60.36 + 14.94
years). Subjects completed a validated questionnaire and their bone mineral density was measured using the
MiniOmni device. Statistical analysis showed that women who had asthma had statistically significantly lower
mean values of body height (p = 0.014) and Z-score (p = 0.033). On the other hand, statistically significantly
higher mean values were recorded for body weight (p = 0.011), waist circumference (p = 0.027), BMI (p =0.001)
and WHtR (p = 0.009). The same results were observed in correlation analysis.

Keywords: asthma, bone density; anthropometry

Uvod a formulacia ciela

Astma je zépalové ochorenie dolnych dychacich ciest typické svojou chronicitou, ktora
sa rozvinie pri drazdeni dychacich ciest alergénmi alebo inymi latkami. Zapal sposobuje
nadmernt ¢innost’ dychacich ciest prejavujuci sa stiahnutim bronchidlneho svalstva, zvySenou
sekréciou sliznice anasledne jej opuchom. Tento patofyziologicky proces sposobuje
postihnutému sipot, dychavi¢nost’, kaSel a tlak na hrudniku, avSak tieto symptomy sa liSia
v intenzite a frekvencii ich vyskytu [1, 2].

Morbidita astmy sa rokmi zvySuje a postihuje nielen dospelych, ale aj deti. V st¢asnosti
tymto ochorenim trpi priblizne 300 miliéonov I'udi [1]. Samotny vyskyt astmy je podmieneny
aj vekom a pohlavim. U chlapcov pred obdobim puberty sa astma vyskytuje CastejSie ako
u dievcat, avSak pocas dospievania a v dospelosti je prevalencia vyskytu astmy vysSia u Zien
nez umuzov. Tieto intersexudlne rozdiely st dosledkom rdznych anatomickych,
imunologickych a hormonalnych faktorov. V pripade Zien zohravaji najdolezitejSiu ulohu
pohlavné hormony, ¢o zvyc€ajne signalizuje tazsi priebeh ochorenia, s ¢im suvisi aj zhorSena
kvalita zivota [3, 4].

Dlhodobé uzivanie inhalacnych kortikoidov, ako jedna z foriem liecby astmy,

predstavuje zvysené riziko vzniku osteopénie i osteopordzy [5]. Cielom prace je preto zistit,
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¢i existuje vztah medzi vybranymi antropometrickymi parametrami, kostnou denzitou

a vyskytom astmy u Zien v slovenskej populécii.

Material a metody

Sledovany subor tvorilo 69 Zien vo veku 23 — 87 rokov (s priemernym vekom 59,32 +
13,27 rokov) pochadzajucich z okresu Presov. Subor Zien s astmou pozostaval zo 44 Zien
(s priemernym vekom 58,73 + 12,36 rokov) a porovnavaci stbor tvorilo 25 zien (s priemernym
vekom 60,36 + 14,94 rokov). Pouzité data boli zozbierané od janudra do februdra 2023.
Probandky, ktoré sa zucastnili vyskumu podpisali informovany sthlas s tcastou na vyskume
a vyplnili validovany dotaznik. Biomedicinsky vyskum je schvaleny aj etickou komisiou
s ¢islom ECH19021. Pouzity dotaznik obsahoval otazky tykajice sa zdravotného stavu
jedincov, prioritne pltcnych ochoreni, fajcenia, uzivania glukokortikoidov, vitaminu
D, fyzickej aktivity a zivotného $tylu. Nasledne prebiehalo meranie mineralnej kostnej denzity
na lavej hornej koncatine v distalnej Casti vretennej kosti pomocou pristroja MiniOmni
(Sunlight, Izrael). Vysledkom merania boli hodnoty T-skoére (hodnoty nad -1 SD boli
vyhodnotené ako normalne; v rozmedzi od -1 SD do -2,5 SD ako osteopenické; pod -2,5 SD
ako osteoporotické), Z-skoére (hodnoty nad -2 boli vyhodnotené ako normalne; pod a vratane -
2 ako zniZend kostnd denzita pod ocakavanym rozsahom pre danu vekovu skupinu) a SOS
(sound of speed). Hodnoty telesnej vysky a telesnej hmotnosti probandky uviedli vo
validovanom dotazniku. Z antropometrickych merani bol jedincom zmerany obvod pasa
a obvod bokov. Z nameranych tdajov boli vypocitané nasledovné indexy: BMI (Body Mass
Index, index telesnej hmotnosti), WHR (Waist to Hip Ratio, pomer obvodu pasa k obvodu
bokov) a WHtR (Waist to Height Ratio, pomer obvodu pasa k telesnej vyske) podl'a uvedenych

VZOrcov:

Body Mass Index (BMI) = telesnd hmotnost (kg)/telesnd vyska? [L]
Waist to Hip Ratio (WHR) = obvod pasa (cm)/obvod bokov (cm) [11.]
Waist to Height Ratio (WHtR) = obvod pésa (cm)/telesna vyska (cm) [111.]

Jednotlivé ziskané parametre boli Statisticky spracované v programe SPSS verzia 20.0.
Normalita dat bola sledovand Kolmogorovov-Smirnovovym testom. Pri premennych s

normalnou distribticiou dat bol pouzity dvoj vyberovy nezavisly T-test a pri premennych s nie
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normalnou distribuciou dat bol pouzity Mann-Whitneyov U-test. Na korelacni analyzu
asocidcie pritomnosti astmy u Zien a vybranych antropometrickych parametrov ¢i indexov
a hodndt kostnej denzity bol vyuzity Pearsonov korelacny test pre premenné s normalnou
distribuciou dat a Spearmanov korelacny test pre premenné s asymetrickou distribuciou.
Hodnoty na hladine vyznamnosti o = 0,05 s hodnotou vyznamnosti p < 0,05 boli povazované

za Statisticky signifikantné.

Vysledky a diskusia

Pri porovnani priemernych hodnét vybranych antropometrickych parametrov a indexov
medzi klinickym suborom Zzien s astmou a porovndvacim suborom zien bez astmy boli
zaznamenané Statisticky vyznamné rozdiely (tab. 1). Zeny trpiace astmou vykazovali
Statisticky vyznamne niz§ie priemerné hodnoty telesnej vysky (p = 0,014) a Z-skore (p =
0,033). Statisticky vyznamne vyssie priemerné hodnoty boli zaznamenané pri telesnej
hmotnosti (p = 0,011), obvode pasa (p = 0,027) a pri BMI (p = 0,001) a WHtR indexe (p =

0,009). Pri hodnotéach T-skore neboli zistené Statisticky vyznamné suvislosti.

Tab. 1. Porovnanie antropometrickych parametrov a indexov u Zien vzhPadom na pritomnost’ astmy.
N — pocet jedincov, x — priemer, SD — smerodajna odchylka, p — hodnota vyznamnosti, TV — telesna vyska, TH
— telesna hmotnost’, BMI — Body Mass Index, WHR — Waist to Hip Ratio, WHtR — Waist to Height Ratio, SOS

— sound of speed

Sledované Zeny s astmou Porovnavaci stibor
parametere P
a indexy N priemer SD N priemer SD
TV (cm) 44 161,955 5,742 25 165,920 7,059 0,014
TH (kg) 44 77,386 12,642 25 69,240 11,837 0,011
Ob‘zgilg’asa 44 96,200 16,002 25 87,580 13,607 0,027
Ol 44 110,136 12,207 25 104,616 11,965 0,173
bokov (cm)
BMI
2 44 29,528 4,812 25 25,254 4,596 0,001
(kg/m”)
WHR 44 0,871 0,095 25 0,836 0,062 0,101
WHtR 44 0,594 0,102 25 0,530 0,086 0,009
T-skore 44 -1,389 1,361 25 -0,916 1,630 0,201
Z-skore 44 -0,159 1,134 25 0,556 1,575 0,033
SOS (m/s) 44 4032,800 132,641 25 4078,800 159,688 0,203

Korela¢na analyza (tab. 2) medzi astmou a vybranymi antropometrickymi parametrami

a indexami v subore Zien preukdzala Statisticky vyznamné stvislosti medzi vyskytom astmy
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a priemernymi hodnotami telesnej hmotnosti (p = 0,011), telesnej vysky (p = 0,014), obvodom
pasa (p = 0,027), BMI (p = 0,001), WHtR (p = 0,009) a Z-skore (p = 0,033). U zien s astmou
vykazuju parametre telesnej hmotnosti, obvodu pasa, BMI a WHtR pozitivny korelac¢ny
koeficient, z coho vyplyva, Ze Zeny trpiace astmou maji vysSie priemerné hodnoty tychto
parametrov ako Zeny, ktoré astmou netrpia. Negativny korelaény koeficient vykazovali
parametre telesnej vysky a Z-skore, z Coho vyplyva, ze astmatické probandky maju nizsie
priemerné hodnoty tychto parametrov v porovnani s porovnavacou skupinou zien. Yanik et al.
[6] vo svojej Studii zaznamenali, ze hodnoty T- skore a Z-skoére boli nizsie u porovnavacej
skupiny, avSak rozdiel nebol Statisticky vyznamny. Nasa Studia nezaznamenala suvislosti
medzi hodnotami T-skére a vyskytom astmy no preukazala vysSie hodnoty Z-skore
u porovnavacej skupiny. Stidia Wang et al. [7] zistila asociaciu medzi vysokymi hodnotami
BMI a prevalenciou astmy, no neuvadzaju Statisticky vyznamné koreldcie medzi BMI
a vyskytom astmy u Zien s astmou a bez astmy. Podobne aj stiidia Petermann-Rocha et al. [§8]
zistila suvislost’ medzi vys$§imi hodnotami BMI a obvodom pésa u l'udi trpiacich astmou, avSak

tieto dve stidie neuvadzaju Statisticky vyznamné korelacie nezéavisle od pohlavia.

Tab. 2. Korela¢na analyza medzi astmou a telesnymi parametrami a indexami v sledovanom stibore
N — pocet jedincov, r — korelacny koeficient, p — hodnota vyznamnosti, TV — telesna vyska, TH — telesna
hmotnost’, BMI — Body Mass Index, WHR — Waist to Hip Ratio, WHtR — Waist to Height Ratio, SOS — sound
of speed, p*<0,05, p**<0,001

Sledované N
parametere a indexy r P
Astma 1 -
TV (cm) -0,296* 0,014
TH (kg) 0,306* 0,011
Obvod pasa (cm) 0,267* 0,027
Obvod bokov (cm) 0,165 0,175
BMI (kg/m?) 0,403** 0,001
WHR 0,199 0,101
WHtR 0,311* 0,009
T-skore -0,156 0,201
Z-skore -0,258* 0,033
SOS (m/s) -0,155 0,203

156



Zaver

Zistili sme Statisticky vyznamné rozdiely vo vybranych antropometrickych
parametroch a indexoch medzi klinickym suborom Zzien s astmou a porovnavacim stborom
Zien bez astmy. Statisticky vyznamné nizsie priemerné hodnoty sme zaznamenali v klinickom
subore u zZien pri telesnej vyske a Z-skore a Statisticky vyznamne vysSie priemerné hodnoty
pri parametroch telesnej hmotnosti, obvodu pasa, BMI a WHtR indexe v porovnani
s kontrolnou skupinou. Identifikované Statisticky vyznamné faktory, ktoré suvisia s astmou,

mozu byt predmetom zaujmu v klinickej praxi a mézu byt prinosné pre d’alsie jej sledovanie.
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Abstract

The effect of recreational sports activity on bone mineral content in young adults

The aim of this study was to examine the association between recreational physical activity and bone
mineral content in young Slovak adults. Our sample consisted of 712 individuals (mean age 21.63 * 2.36 years),
with a predominance of women (492 female — mean age 21.32 + 2.24 years, 220 male — mean age 22.31 + 2.47
years). Data on physical activity were collected at the personal interview using a standardized questionnaire.The
examined bone parameter (mineral content) was measured using diagnostic device InBody770. In the present
study, a statistically significant association was found between recreational physical activity and mineral content
values in bones. A more detailed analysis revealed a significant correlation with recreational sports activities in
both sexes.

Keywords: recreational physical activity; bone; mineral content

Uvod a formulacia ciela

Mineralne latky v l'udskom organizme zohravaji vel'mi délezitu ulohu. Predstavuju
esencidlne zlozky potrebné pri mnohych regulacnych, oxido — redukénych mechanizmoch
a zaroveinl su potrebné pre tvorbu kosti a zubov (vapnik, zinok, hor¢ik). Mineréalne latky tvoria
priblizne 4 % z celkovej telesnej hmotnosti ¢loveka, pricom az 8 % z nich je uchovavanych
priamo v kostnom tkanive. Obsah mineralov v kostiach oznacujeme ako BMC — Bone Mineral
Content [1].

Mineralizécia kosti je fyziologicky proces, ktory zacina pocas intrauterinného vyvinu
priblizne v trefom trimestri tehotenstva a pretrvava az do konca dospievania. Nadobudanie
BMC je ovplyvnené najmi hormonalnymi faktormi (70 — 80 %) a faktormi prostredia (20 —
30 %) [2]. Medzi najznamejSie exogénne faktory prostredia, ktoré¢ su schopné ovplyvnit’
hodnoty BMC zarad’ujeme fyzicku aktivitu, sedentarizmus a diétne obmedzenia [3]. Ukéazalo
sa, ze fyzicka aktivita je schopna vo vel'mi vel'kej miere ovplyviiovat’ samotni remodelaciu
kosti a zaroven predstavuje vhodny nastroj na zlepSenie kostnej hmoty [4-5].

Cim st hodnoty BMC vyssie, tym je kostné tkanivo hustejsie, silnejSie a menej
nachylné na zlomeniny. BMC je mozné merat’ v celom tele alebo na Specifickych miestach ako

je napriklad horna alebo dolnad koncatina. Hodnoty BMC st vyjadrené v kilogramoch (kg)
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a sluzia na vypocet BMD (Bone Mineral Density — kostna mineralna hustota). BMC a BMD
sa povazuju za najlepsie indikatory rizika osteoporozy a zlomenin [6].
Cielom tejto Stadie je preskimat vztah medzi rekreacnou Sportovou aktivitou

a obsahom mineralov v kostiach u mladych dospelych muzov a zien zo Slovenska.

Material a metody

Analyzovany stbor pozostaval zo 712 jedincov kaukazoidnej variety mladej slovenskej
populacie vo veku 18 — 30 rokov s priemernym vekom 21,63 + 2,36. Zber tidajov prebichal na
pracovisku Katedry antropologie Prirodovedeckej fakulty Univerzity Komenského
v Bratislave (Prif UK). Prevaznu cast’ stiboru tvorili Zeny (n =492) s priemernym vekom 21,32
+ 2,24, zatial’ ¢o priemerny vek muzov (n = 220) bol 22,31 + 2,47. Vyskumu sa z¢astnili iba
ti jedinci, ktori vopred poskytli informovany stihlas so spracovanim dat na vedecké ucely
v rdmci projektu ,,Analyza biologickych a behavioralnych determinantov kvality a zdravia
periférneho skeletu v ranej dospelosti* schvaleného etickou komisiou (ECH19021).

Data boli ziskané pomocou Standardizovaného dotaznika Svetovej zdravotnickej
organizacie (WHO), ktory obsahoval zdkladné informécie ako je pohlavie, vek, telesna vyska
(TV) a telesnd hmotnost’ (TH) a aj otazky tykajice sa zdravotného stavu a zivotného Stylu
probanda (fyzicka aktivita, fajCenie, stravovacie navyky). V ramci pravidelnosti vykonédvania
fyzickej aktivity, skimani jedinci odpovedali na otazku ,,Ako Casto Sportujete?*, pricom na
vyber mali z viacerych moznosti (denne, 5 — 6 dni do tyzdna, 3 — 4 dni do tyZdna, 1 —2 dni do
tyzdna, 1 — 3 dni do mesiaca, menej ako raz do mesiaca, neSportujem). Na zaklade ziskanych
odpovedi boli nasledne rozdeleni na dve kategorie: Sportujuci (denne, 5 — 6 dni do tyzdna, 3 —
4 dni do tyzdna, 1 — 2 dni do tyzdiia) a neSportujuci (1 — 3 dni do mesiaca, menej ako raz do
mesiaca, neSportujem). V pripade otdzok tykajucich sa jednotlivych druhov Sportov (beh,
posiliiovanie, cyklistika, plavanie atd’.) mali jedinci na vyber z dvoch odpovedi (&4no, nie).

Skumani jedinci nasledne podstipili komplexnu analyzu zlozenia l'udského tela
pomocou diagnostického pristroja InBody 770. Pristroj InBody 770 vyuziva patentovanu
technologiu BIA (bioelektrickd impedancna analyza), pri ktorej dochddza k prechodu
striedavého elektrického pradu s nizkou intenzitou biologickymi Struktrami [7]. InBody 770
nam poskytol mnozZstvo uZito¢nych informécii vratane mnozstva mineralnych latok v tele,
obsahu mineralov v kostiach, podiele aktivnej telesnej hmoty, mnozstve viscelarneho tuku,

svalového tkaniva ¢i segmentalnu analyzu tela.
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Na vyhodnotenie ziskanych dat sme pouzili program Microsoft Excel (2010) a
Statisticky program SPSS verziu 20.0 (SPSS Inc, Chicago, IL). Na urcenie normality dat sme
pouzili Kolmogorovov-Smirnovov test a nasledne vhodny parametricky (t-test pre nezavislé
vybery) alebo neparametricky test (Mann Whitney U test), jednofaktorovll analyzu rozptylu
a Spearmanovu korela¢ni analyzu. Vysledky Statistickych analyz st vyjadrené pomocou

hodnoty vyznamnosti (p). Za Statisticky vyznamné boli povazované hodnoty p < 0,05.

Vysledky a diskusia

Vysledky naSej Stadie preukazali, ze az 77,4 % muzov a 70,5 % Zien z nasej vzorky
vykonavalo fyzicki aktivitu. Sportujici jedinci tak predstavovali prevazni vic§inu
sledovaného stuboru (72,6 %), priCom zvySnych 27,4 % predstavovali jedinci, ktori sa
nezucastiiovali ziadnych Sportovych aktivit. Signifikantné rozdiely v BMC medzi skupinami
¢portujucich a neéportujlcich jedincov boli zaznamenané v celom stibore (p < 0,001), ale aj v samostatnej skupine
muzov (p = 0,027) a v samostatnej skupine Zien (p = 0,018), pri¢om vy&sie hodnoty BMC mali prave Eportujici
(Tab.1). Témou fyzicka aktivita a BMC sa zaoberali viaceré stidie ako je Grimm et al. (2016)
a Bettis, Kim a Hamrick (2018), ktori taktiez potvrdili jej pozitivny vplyv na hodnoty BMC.

Na zéklade ziskanych vysledkov sme realizovali podrobnejSiu analyzu zameranu na
preskimanie asociacii medzi konkrétnym druhom Sportu a BMC v zévislosti od pohlavia.
Medzi najcastejsSie vykonavané Sporty u muzov patrili posiliiovanie (58,5 %), beh (28,1 %)
a cyklistika (24,6 %). V pripade zien to boli Sporty ako je posiliiovanie (52,3 %), beh (27,5 %)
ajoga (15,3 %). U muzov bol zaznamenany Statisticky vyznamny vzt'ah v pripade tane¢nych
Sportov (p = 0,020), zatial’ Co v skupine Zien boli zaznamenané viaceré signifikantné linedrne
vztahy, a to v pripade basketbalu (p = 0,023), volejbalu (p =0,011) a jogy (p = 0,012; Tab. 2).

Je dolezité poznamenat’, Zze sme zaznamenali nielen pozitivnu, ale 1 negativnu korelaciu.

Tab. 1. Obsah mineralov v kostiach (kg) u Sportujucich a neSportujicich muZov a Zien.
Vysvetlivky: n — pocet jedincov, SD — smerodajna odchylka, p — hodnota vyznamnosti

Skupina n p Priemer + SD Minimum Maximum
. Sportujuci 517 0,001 3,02 £ 0,66 1,82 5,43
PO nesportujuci 195 | © 2,82+ 0,61 1,94 5,53
) Sportujici 346 2,66 + 0,32 1.82 3,78
Zeny portyuet. 0.018
nesportujuci 145 2,58 £ 0,33 1,94 3,60
¥portujici 171 3751 0.57 2,49 543
Muzi poryRel. 0,027
nesportujuci 50 3,53+ 0,68 2,32 5,53
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Tab. 2. Vzt’ah medzi obsahom mineralov v kostiach a r6znymi druhmi Sportu u fyzicky aktivnych muzov
a Zien
Vysvetlivky: n — pocet jedincov, r — korela¢ny koeficient, p — hodnota vyznamnosti

Muzi Zeny Muzi Zeny

Druh Sportu (m=171) | m=346) | Druh Sportu (n (n =346)

=171)

Beh r | -0149 | 0,076 Voleibal r |-0006 | 0,136
¢ p 0,051 0,160 oleyba p | 0,935 | o011
Posiliovanic || 0:022 0,036 ; r |-0078 | -0,136
osgnovanie .1 0,774 0,502 oga p | 0308 | 0012
. r | -0128 | 0,057 o r | o104 | 0,052
Cyklistika P 0,096 0,292 Bojové Sporty p 0,177 0,332
Plivani r | 0,126 0092 | r | 0177 | -0,037
avanie p 0,100 0,087 anecne Sporty I " IT5650 | 0,493
Futbal r | -0018 | 0086 Basketbal r | o104 | 0,122
utba p | 0818 [ 0,109 asketba p | 0177 | 0,023

Nase vysledky dokumentované v Tab. 3 ukazuju, Ze priemerné hodnoty BMC st vyssie
vo vicsine pripadov Sportujicich zien (beh, posiliovanie, cyklistika, plavanie, futbal,
basketbal, volejbal, bojové Sporty). Ich pozitivny vplyv na BMC potvrdzuji aj viaceré Stadie
(futbal — Zouhal et al. 2020; posiltiovanie — Chen et al. 2020). Statisticky signifikantné rozdiely
medzi nesportujlci a Sportujicimi zenami, sme pozorovali v pripade basketbalu, volejbalu
a jogy, pricom vyssie hodnoty BMC boli zaznamenané u Sportujucich jedincov basketbalu a
volejbalu (Tab. 3). Pozitivny vplyv volejbalu a plavania na hodnoty BMC je zaznamenany aj
v §tadii Valente-Dos-Santos et al. (2018).

Totoznl analyzu na zéklade rovnakych kritérii sme nésledne vykonali v pripade
skupiny $portujicich muzov (n = 171). Statisticky signifikantny rozdiel v BMC sme
zaznamenali medzi skupinami muzov vykonavajucimi a nevykonavajicimi tane¢né Sporty,
pricom vysSie hodnoty BMC boli zaznamenané prave u netancujucich muzov (Tab. 4).
Zvysené hodnoty BMC, ale Statisticky insignifikantné, boli zaznamenané u jedincov
venujucich sa posililovaniu, plavaniu, basketbalu a bojovym Sportom (Tab. 4). Nase vysledky
potvrdzuju Studie Zribi et al. (2014), ktord preukézala pozitivny vplyv basketbalu na BMC
a Stadia Nygaard et al. (2015), ktora sa zaoberala vplyvom posiliiovania na BMC.
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Tab. 3. Porovnanie priemernych hodnét obsahu mineralov v kostiach (kg) u fyzicky aktivnych Zien
(n = 346) v zavislosti od druhu Sportu.
Poznamky: n — pocet jedincov, SD — smerodajna odchylka, p — hodnota vyznamnosti

n priemer + p n priemer + p

SD SD
T S e e T S e
TR £ i v ey ey £ e
Cyklistika :1112 34015 jgiiggi 0292 | Bojové porty :;Z 3;” ;ggiggﬁ 0,332
R ST g g o e e
Futbal :1112 3‘2‘4 iggig;i 0,109 Basketbal :;Z 339 ;g;ig;i 0,024

Tab. 4. Porovnanie priemernych hodnét obsahu mineralov v kostiach (kg) u fyzicky aktivhych muzZov
(n =171) v zavislosti od druhu Sportu.
Poznamky: n — pocet jedincov, SD — smerodajna odchylka, p — hodnota vyznamnosti

n priemer % p n priemer % p
SD SD
e :112 14283 iﬁ?igig 0,050 Volejbal :;Z 11565 iﬁigg 0,780
Posiliiovanie :Iilz 17000 g:;;‘ig:g? 0,955 Joga 2:12 1ZO 3’75%0’57 -
Cyklistika ;11112 14229 ;ziigg 0,176 | Bojové sporty :rllz 123 2Z)§i832 0,104
e e e T T
a2 T T e ez
Zaver

NasSa Studia preukdzala vyznamnu asocidciu medzi hodnotami BMC a rekreac¢nou
fyzickou aktivitou. Pri podrobnejSich analyzach sa nam podarilo preukazat’ signifikantny vztah
medzi basketbalom, volejbalom a jogou u Zien a tanecnymi Sportmi u muzov s BMC. U Zien
vo vicSine pripadov (beh, posiliiovanie, cyklistika, plavanie, futbal, basketbal, volejbal, bojové
Sporty) vykondvanie rekreacnej Sportovej aktivity pozitivne vplyvalo na BMC. U muZov sme
pozorovali pozitivny vplyv na BMC len v pripade posililovania, plavania, basketbalu a
bojovych Sportov. Napriek tomu, Ze st potrebné d’alsie vyskumy, nase vysledky mozno vyuzit’
v oblasti klinickej a §portovej antropoldgie pre lepSie porozumenie vplyvu rekreacnej Sportove;j

aktivity na obsah mineralov v kostiach u mladych dospelych.
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Abstract

Evaluation of ghosting in footpritns with respect to a specific area of the foorprint

The aim of this study is to analyze the presence of ghosting phenomenon in the studied footprints to
facilitate the distinction between dynamic and static footprints using ghosting in footprints. Dynamic footprints
often contain a phenomenon called ghosting. To evaluate ghosting in footprints, the most general definition was
followed — if the footprint contains a lighter area around the tips of one or more toes, or an area like a shadow on
the back of the heel, it is considered ghosting. Ghosting was evaluated on all five toes on both the left and right
footprints, as well as on the heel of both footprints. Ghosting was most frequently found on the second left toe
and the first left toe. Ghosting on all ten toes was present in five individuals (2.94%). On the prints of the left foot,
ghosting was present on all five toes in 22 subjects (12.94%), while on the right foot in 15 subjects (8.82%). The
results of this study indicate that ghosting in footprints is an important feature and needs to be considered when
evaluating footprints.

Keywords: dynamic footprints; ghosting phenomenon; prevalence; forensic podiatry

Uvod a formulacia ciela

Napriek tomu, Ze odtlacky chodidiel nebyvaji Casto zanechané na mieste ¢inu,
v pripade nalezu maji vypovednl hodnotu. Dopomahaju k vytvoreniu biologického profilu
v pripade metrickych charakteristik a m6Zu mat’ identifika¢ny charakter, avsak je potrebné mat’
porovnavaci material. Odtlacky chodidla mézu byt zanechané na tvrdom povrchu réznymi
latkami. Ak sa zisti suvislost’ medzi trestnym ¢inom a zanechanym odtlackom, a telesna vyska
sa d4 odhadnut’ z rozmerov tohto odtlacku, ide o relevantny dokazovy material [1]. V mnohych
pripadoch sa na mieste ¢inu nachadzaju prave dynamické odtlacky chodidiel. Hlavnym
rozdielom medzi dynamickymi a statickymi odtlackami je sposob ich vzniku. Statické odtlacky
vznikaju pri poloZeni bosého chodidla na podloZzku a naslednym zdvihnutim chodidla
vertikdlne a naopak dynamické odtlacky vznikaju pri chddzi, ked sa chodidlo odvija od
podlozky [2]. Dalsim rozdielom, ktory sa len neddvno zadal spajat’ s dynamickymi odtlackami
chodidiel [1, 2, 3] je, Ze dynamické odtlacky sa liSia od statickych stop pritomnost’ou d’alSich
markantov okolo zadnej Casti pdty a vrcholov oblasti odtlatkov prstov. Tieto markanty
nazyvame arteficidlny presah plantogramu [3]. Skimanie arteficidlneho presahu na
plantogramoch méze dopomdct’ k rozliSeniu, ¢i je odtlacok chodidla na mieste ¢inu staticky

alebo dynamicky. Viaceri autori zistili, Ze arteficidlny presah na plantogramoch sa
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v ojedinelych pripadoch vyskytuje aj na statickych odtlackoch chodidiel [1, 3, 4, 5, 6].
Arteficidlny presah plantogramu je vSak relevantna charakteristika dynamického odtlacku,
ktoru treba brat’ do tivahy pri merani rozmerov plantogramov, ktoré¢ st ndsledne vyuzivané pri
predikcii telesnej vysky a hmotnosti [6].

Existuju dva spdsoby hodnotenia arteficidlneho presahu na plantogramoch. Burrow [2]
opisal arteficialny presah ako svetlejsie tiene, ktoré st prediZzenim jedného alebo viacerych
prstov prip. pity na plantograme. Vernon et al. [3] vSak popisal arteficidlny presah ako
vonkajsiu svetli oblast’, ktora sa 1isi od vnutornej tmavej oblasti odtlacku chodidla, ktora sa
nachadza v prednej Casti prstov a v zadnej oblasti paty. Momentalne neexistuje jednotna
definicia tohto pojmu a jeho hodnotenia.

Ciel'om tejto studie bolo preskiimat’ prevalenciu arteficidlneho presahu na jednotlivych
oblastiach plantogramu a vypocitat’ intervaly spolahlivosti pre Sir§iu vzorku populacie Jedna
o pilotnu $tidiu, ktord mdze byt ndpomocnd pri d’alSom vyskume zameranom na rozliSenie
dynamickych a statickych odtlackov, ale aj bliZSie objasnenie tohto, zatial’ malo prebadaného,

fenoménu.

Material a metody

Subor pozostava zo 170 jedincov, Studentov Prirodovedeckej fakulty UK, z ktorych je
74 muzov a 96 zien, vo veku od 18 do 30 rokov. VSetci zucastneni boli starsi ako 18 rokov, z
dovodu poziadavky ukoncenia rastu kosti nohy a jedinci bez akejkol'vek deformdcie chrbtice,
deformacii dolnych koncatin, chordb ¢i chirurgickych zakrokov. Odber odtlatkov chodidiel
prebiehal od janudra 2020 do decembra 2022 na Prirodovedeckej fakulte na Katedre
antropoldgie. Vyskum bol schvéleny etickou komisiou (Etickd komisia PriF UK, projekt
ECH19004). Vsetci zOcastneni probandi podpisali informovany suthlas, ktory poskytol
zakladné informécie k vyskumu a Gi€ast’ na vyskume bola dobrovol'na.

Pritomnost’ arteficidlneho presahu sme vyhodnocovali podla §tadie Vernon et al. [3]
rovnako ako v §tidii Svabova et al. [7]. Na hodnotenie arteficidlneho presahu (obr. 1, obr. 2)
sme sa riadili najv§eobecnejSou definiciou [3] — ak odtlacok chodidla obsahuje svetlejSiu oblast’
okolo $piciek jedného, alebo viacerych prstov, pripadne oblast’ podobnu tieniu na zadnej strane
péty ide o arteficidlny presah. Presah sme hodnotili na vSetkych piatich prstoch na 'avom aj na
pravom odtlacku chodidla a taktiez na pdte oboch odtlackov [3]. Na Statistické spracovanie a
vyhodnotenie udajov sa pouzil program MS Office Excel 2016 a IBM SPSS Statistics 28.

V programe SPSS sme na Statistické spracovanie pouzili chi-kvadrat test.
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Obr. 2. Pritomnost’ arteficidlneho presahu na pite plantogramu

Vysledky a diskusia

Na odobratych odtlackoch sme sledovali pritomnost’ arteficidlneho presahu na prvom
az piatom prste (T1 — T5) a na pite. Arteficialny presah bol zaznamenany aspoil na jednom
mieste z analyzovanych Casti plantogramu na 150 (88,24 %) odtlackoch z celkového poctu 340.
Prevalencia a intervaly spol'ahlivosti pre jednotlivé oblasti stt zobrazené v tab. 1. Vysledky sme
porovnavali so Stidiami, ktoré sii zamerané na arteficialny presah plantogramov, avsak tychto
Studii je momentalne vel'mi malo. Najvacsi vyskyt arteficidlneho presahu bol zaznamenany na
druhom lavom prste a prvom l'avom prste. Tretie najcastejSie miesto vyskytu arteficidlneho
presahu bol treti prst na 'avej nohe, po ilom nasledovali prvé dva prsty na pravej nohe.

Vysledky nekoresponduju so stidiou Nirenberga et al. [4], kde bolo naj¢astejSie miesto
vyskytu prvy prst na 'avej nohe, za nim nasledoval prvy prst na pravej nohe a druhy prst na
l'avej nohe. V §tudii Burrow [2] boli vysledky rovnaké ako u Nirenberga et al. [4]. Rozdiely

modzu byt’ spésobené rozdielnou metdédou hodnotenia arteficialneho presahu.
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Tab. 1. Frekvencia vyskytu arteficidlneho presahu (AP) na jednotlivych prstoch na odtlacku chodidla a
pétach s 95 % intervalom spolahlivosti (IS) v sibore podl’a pohlavia a laterality
Legenda tabulky — T1/T2/T3/T4/T5 — prvy az piaty prst na nohe

Oblast O Pravy plantogram
plantogramu Lavy plantogram

zeny Pocet | Vyskyt AP IS (95 %) Pocet | Vyskyt AP IS (95 %)
Tl 51 53,13 % 43,1 -63,1 46 47,92 % 37,9-579
T2 55 57,29 % 474-672 42 4375% | 33,8-537
13 49 51,04 % 41,0-61,0 32 3333% | 23,9-428
T4 38 39,58 % 29,8494 30 3125% | 21,9-40,6
TS5 38 39,58 % 29,8494 34 3542% | 258-450
péta 30 31,25 % 21,9 40,6 30 3125% | 21,9-40,6
muzi Podet | Vyskyt AP IS (95 %) Pocet | Vyskyt AP | IS (95 %)
Tl 40 54,05 % 42.8-653 34 4595% | 34,7-572
12 38 51,35 % 40,0 — 62,7 28 37,84 % | 26,8-489
T3 32 43,24 % 32,0 — 54,5 21 28,38 % 18,1 — 38,7
T4 22 29,73 % 19,3 — 40,2 16 21,62 % 12,1-31,2
TS5 19 25,68 % 15,6 — 35,7 17 22,97 % 133-32,7
péta 28 37,84 % 26,8 —48,9 24 3243% | 21,8-43,1

Pritomnost’ arteficidlneho presahu na plantogramoch sme nésledne vypocitali pre 57
r6znych kombinacii vyskytu. VSeobecne pre tuto vzorku plati, ze frekvencia arteficidlneho
presahu na plantogramoch klesd s narastajicim poctom oblasti vyskytu na plantogramoch.
Vynimkou je kombinacia prvého a druhého l'avého prsta a kombinacia prvého, druhého a
treticho 'avého prsta. Tento fakt mdze byt sposobeny tym, Ze tieto dva resp. tri prsty su
zvycajne najdlhSie a najviac zat'aZzované pri chddzi. Pri chodzi tlaCime na zem palcom a potom
prenasSame vahu na druhy, prip. treti prst, priCom $tvrty a piaty prst s menej zatazené. Ma to
stvis s dynamickym charakterom medidlneho obluka klenby nohy a jeho vyraznej$im
zapojenim do lokomocie a zarovenl menSou pevnostou véziv a Sliach a zvySenou laxnostou
laterdlneho obluka [1, 8]. Arteficidlny presah na vSetkych desiatich prstoch bol pritomny u
piatich jedincov (2,94 %). Na odtlackoch 'avého chodidla bol arteficidlny presah na vSetkych
piatich prstoch pritomny u 22 probandov (12,94 %), priCom na pravom plantograme u 15
probandov (8,82 %). Ak berieme do uvahy aj patu tak na lavom plantograme je arteficialny
presah na vSetkych oblastiach pritomny len u piatich probandov (2,94 %) a na pravom u Styroch
probandov (2,35 %).

Rozdiely medzi vyskytom arteficidlneho presahu na plantogramoch v sledovanom
subore a v subore Nirenberga et al. [4] a Burrowa [2] moZno vysvetlit’ rozdielnou metdédou

odberu odtlackov ¢i subjektivnym hodnotenim pozorovatel'a. Rozdielne prevalencie mézu byt’
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vysvetlené¢ aj faktom, ze vo vyskume sme hodnotili pritomnost’ arteficidlneho presahu na
odtlackoch vyhotovenych postavenim probanda a naslednym vykro¢enim, pricom Nirenberg
et al. [4] a Burrow [2] odoberali odtlacky chddze a vybrali Stvrty — Siesty odtlacok. Délezitymi
faktormi su urcite populacna Specificita, rozdielny sposob chddze, ¢i r6zne sposoby obtivania
a druhy samotnej obuvi.

Intersexualne rozdiely boli signifikantné len v pripade arteficidlneho presahu na piatom

prste avého plantogramu (tab. 2).

Tab. 2. Intersexualne rozdiely v sledovanom stibore vzh’adom na oblast’ vyskytu arteficidlneho presahu
(AP) na plantograme
Legenda tabulky: T1/T2/T3/T4/T5 — prvy/druhy/treti/Stvrty/piaty prst na nohe, p — hodnota vyznamnosti

Vyskyt AP (pocet) na l'avom | Vyskyt AP (pocet) na pravom
plantograme lantograme
Oblast’ odtlacku Muzi Zeny p Muzi Zeny p

T1 40 51 0,829 34 46 0,799
T2 38 55 0,628 28 42 0,404
T3 32 49 0,313 21 32 0,489
T4 22 38 0,183 16 30 0,161
TS 19 38 0,045 17 34 0,082
péta 28 30 0,369 24 30 0,870

Dovodom moze byt, Ze v niektorych pripadoch sa piaty prst neodtlacil, pripadne
rozdielnym rozloZenim telesnej hmotnosti pri vykroceni. Tieto vysledky suhlasia so $tadiou
vykonanou Mendelovou [6].

V stbore boli vyznamné bilaterdlne rozdiely vzhl'adom na vyskyt arteficidlneho
presahu na jednotlivych oblastiach odtlacku len na druhom (p = 0,013) a tretom prste (p =
0,002). Vzhl'adom na lateralitu sme teda pozorovali Castejsi vyskyt arteficidlneho presahu na
prstoch a péte I'avej nohy, o predstavuje zhodu so Stidiami Nirenberg et al. [4] a Burrow [2].
Taktiez je to v stilade s vysledkami prace Mendelova [6], ktora v§ak hodnotila statické odtlacky
chodidiel. K limitom tejto $tadie patria rozdielne spdsoby hodnotenia arteficidlneho presahu
na plantogramoch ¢i rozdielny sposob odberu odtlatkov. Napriek tomu, Ze problematike
arteficialneho presahu plantogramov sa v stc¢asnosti venuje vel'mi malo $tudii, tento fenomén
sa pomerne casto sa vyskytuje na dynamickych plantogramoch. Taktiez chybaju stadie, ktoré
vyhodnocuju presah na statickych odtlackoch resp. Studie, ktoré porovnavaju arteficialny

presah na statickych a dynamickych odtlackoch chodidiel.
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Zaver

Z vysledkov tejto Studie vyplyva, ze ide o relevantni charakteristiku dynamického

odtlacku chodidla. Vzhl'adom na lateralitu sme pozorovali v celom subore CastejSi vyskyt

arteficidlneho presahu na prstoch a péte 'avej nohy. Najvacsi vyskyt arteficialneho presahu bol

zaznamenany na druhom l'avom prste a prvom l'avom prste. V pripade nélezu dynamického

odtlacku chodidla na mieste Cinu je potrebné brat’ do uvahy tento presah, ¢o nasledne moéze

viest k uspesnej§im odhadom telesnej vySky a vypracovaniu presnejSicho biologického

profilu. Ked’ze ide o jednu z prvych stadii tohto typu, je potrebné d’alSie preskumanie

arteficidlneho presahu na plantogramoch ajeho dolezitosti pri rozliSeni dynamickych

a statickych odtlackoch chodidla.
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Abstract

Bioactive transition metal complexes based on quinazolinones — potential interactions with DNA of
human cells treated with H>O, in vitro

Effective treatment of cancer is one of the main challenges of modern medicine. One approach in cancer
therapy is a chemotherapy. Despite the wide use of cisplatin in the treatment mixtures for different cancer types,
it has huge disadvantages manifested in the high toxicity, severe side effects and the emergence of frequent drug
resistance. However, quinazolinones represent new possibilities to deal with these difficulties. These substances
display a wide spectrum of biological activity, moreover they can form complexes with metal ions which makes
them a potential replacement for cisplatin. Our study is focused on 2,3-substituted quinazolinones and their metal
complexes. We tested them with the MTT and the Comet assay. The results showed higher cytotoxicity and
increased genotoxicity of copper complexes in the presence of H,O»; the quinazolinone ligands exhibited much
lower toxicity and trend to protect human hepatoma HepG2 cells against H,O».

Keywords: cancer; chemotherapy; cisplatin; quinazolinones; MTT assay; Comet assay

Uvod a formulicia ciela

Cisplatina (cisPt) je jednym znajefektivnejSich a najcastejSie pouZivanych
chemoterapeutik zaloZenych na baze bioaktivneho komplexu kovu [1]. V roku 1845 bola cisPt
objavena talianskym chemikom Michelem Peyronem [2]. AvSak za opisanie jej biologicke;j
aktivity vd’a¢ime Barnettovi Rosenbergovi, ktory detegoval inhibiciu proliferacie nadorovych
buniek po jej aplikovani [3]. CisPt méa Siroké spektrum vyuZitia pri terapii naddorovych
ochoreni, ako su napriklad: rakovina semennikov, vaje¢nikov, mocového mechura, plic,
hlavy, krku, kréku maternice a zaludka [1, 4, 5]. Aj ked’ je cisPt takym uspeSnym lieCivom,
vel'mi dobre je znama aj jej temna stranka, t.j. profil toxicity a vedlajSich U€inkov cisPt, ako
su: nefrotoxicita, ototoxicita, hepatotoxicita, neurotoxicita, gastrointestindlna toxicita, silné
alergické reakcie, zniZena aktivita imunitného systému, krvéacanie ¢i nauzea a zvracanie [4, 5].
Dal§im vaznym problémom pri pouZivani tejto latky je vznik rezistencie nadorov na wi¢inok
cisPt, o sa moze prejavit uz pri podani prvej davky chemoterapie, teda bunky disponuji
rezistenciou prakticky od zaciatku. Naopak, ak vznikd pocas jednotlivych opakovani cyklov

chemoterapie, hovorime o ziskanej rezistencii [1]. Tieto problémy ntia vedcov pripravovat
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nov¢ biologicky aktivne molekuly, ktoré by vykazovali cytotoxicka aktivitu selektivne
zameranu na nadorové bunky. Nové objavy by mohli viest’ k znizeniu aplikovaného mnozstva
a intenzity vedl'ajSich U¢inkov na chemoterapiu a rovnako by mohli byt potlacené stile
pribudajuce problémy s rezistenciou na liegivo. Takéto primarne poziadavky by mohli spiiiat’
derivaty chinazolinov a chinazolinénov. Su to zlu¢eniny so Sirokym spektrom biologicke;j
aktivity, napr.: antimikrobidlnymi, antioxidacnymi, protizapalovymi, antikonvulzivnymi,
antidepresivnymi a antimalarickymi G¢inkami [6], a dokonca niektoré znich vykazuju aj
protinadorovu aktivitu [7]. My sme sa zamerali na 2,3-substituované chinazolinonové derivaty
(Q3 a Q10), ktoré st schopné vytvarat’ bioaktivne komplexy s ionmi prechodnych kovov, napr.
s Cu®". Testovali sme derivaty Q3, Q10, ktoré vystupuji v tllohe ligandov, a ich med’naté
komplexy Q3-Cu(Il), Q10-Cu(Il). Ako model sme si zvolili I'udska hepatokarcinémova
bunkovt liniu HepG2. MTT test sme pouzili na uréenie cytotoxicity Studovanych latok, ziskané
hodnoty ndm pomohli pri vybere koncentracii pre kométovy test. Pomocou neho sme skimali
protektivny a/alebo genotoxicky potencidl Studovanych latok. Na vyvolanie oxida¢ného stresu

v bunkach sme pouzili peroxid vodika (H20,).

Material a metody

Modelova bunkova kultara

Bunkova linia T'udského hepatokarcindmu bola odobratd patnastroénému pacientovi
s diferencovanym hepatoceluldrnym karcindmom [8]. Bunky sa kultivovali ako adherentna
bunkova linia v Dulbeccovom modifikovanom Eaglovom médiu (DMEM) doplnenom o 5 ml
roztok penicilinu/streptomycinu a 10% fetdlnym hovddzim sérom. Bunky HepG2 rastli

na Petriho miskéch a platnickach s médiom v termostate vo vlhkej atmosfére 5% CO; pri 37°C.

MTT test — cytotoxicita
Miera cytotoxicity zlicenin (Q3, Q10, Q3-Cu(Il), Q10-Cu(Il)) bola detegovana

kolometrickym MTT testom. PocCas inkubacie dochadza k farebnej zmene Zltej tetrazoliove;j
soli 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid (MTT), ktord je redukovana
mitochondridlnymi enzymami metabolicky aktivnych buniek na purpurovy formazan a ten je
nasledne spektrofotometricky kvantifikovany [9]. Exponencidlne rastice bunky boli vystavené
roznym koncentraciam ligandov (1-1000 uM) a komplexov (0,1-10 uM) 48 h. Negativna
kontrola predstavovala bunky oSetrené médiom s DMSO (koncentracia prisluchajiica najvyssej
testovanej koncentracii). Po 48 h vplyve sme bunky premyli PBS a nechali inkubovat’ so 100

pl média a 50 pl roztoku MTT farbicky (1 mg/ml v PBS) 4 h pri 37°C. Nésledne sme odstranili
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médium s MTT farbickou a vytvorené krystaliky formazanu v 96-jamkovej platnicke sme
rozpustili v DMSO 30 min na trepacke. Intenzitu absorbcie svetla sme zmerali pouzitim
xMark™ Microplate Absorbance Spectrophotometer (Bio-Rad Laboratories, Inc.,Hercules,
CA, USA) pri exciticii 540 nm a emisnej vinovej dizke 690 nm. Kazdy experiment bol
zopakovany trikrat arelativna cytotoxicita bola percentualne prepocitand vzhl'adom k

negativnej kontrole (NK; 100% zivotaschopnych buniek). Pre vypocet sme pouzili vzorec:
Viabilita (%) = (4 ovplyvnenych buniek/4 kontrolnych buniek) x 100 [L.]

Z vysledkov sme vypocitali aritmetické priemery + smerodajné odchylky a Statisticky

ich porovnali s NK Studentovym #-testom.

Kométovy test (test jednobunkovej gélovej elektroforézy)

Na detekciu protektivneho a/alebo genotoxického ucinku testovanych latok v bunkach
HepG2 sme pouzili alkalicki kométovl analyzu podla Singha a kol. [10]. Exponencidlne
rastuce bunky sme vystavili 48 h vplyvu Studovanych latok v netoxickych koncentraciach,
ktoré sme vybrali na zaklade vysledkov MTT testu. V negativnej kontrole (NK) boli bunky
vystavené iba médiu s DMSO v koncentrécii prislichajicej najvy$sej koncentracii latky pre
kométovy test. Po ukonceni vplyvu sme bunky spracovali nasledovne: bunky sme oplachli
PBS, trypsinizovali a 1,5x10° buniek sme centrifugovali 10 min pri 2000 rpm. Pelet sme
rozsuspendovali v 0,75 % LMP agaroze, aplikovali na podlozné sklicka, ktoré boli pokryté
vrstvou 1 % NMP agardzy a prikryli krycim sklickom. Po stuhnuti agardézy sme odstranili
krycie sklicka a polovicu vzoriek sme vystavili HO2 (500 pM) na 5 min v chlade a tme; sklicka
so vzorkami NK ovplyvnené H>O; predstavuji pozitivnu kontrolu (PK). Potom nasledovala
1yza v lyzujucom pufri (2,5 M NaCl + 0,1 M Na;EDTA + 10 mM Tris-HCl, pH=10, 1 % Triton
X-100) pri 4°C v tme 1 h. Nasledne sme sklicka presunuli do elektroforetického roztoku (dH-0
+5M NaOH + 0,2 M Na2EDTA) na odvijanie (40 min v tme pri 4°C). Hned’ potom sme spustili
elektroforézu a nechali putovat’ fragmenty DNA v elektrickom poli (25 V, 300 mA, 30 min,
4°C). Na zaver sme vzorky neutralizovali (0,4 M Tris-HCI, pH=7,5) a farbili etidium
bromidom (5 pg/ml). Kométy sme analyzovali pomocou fluorescencného mikroskopu Carl
Zeiss Axiolmager.Z2 automatizovanym vyhodnocovacim programom Metafer 5
(MetaSystems Hard & Software GmbH, AltluBheim, Nemecko). Ako parameter poskodenia
DNA sme pouzili percento DNA v chvoste komét. Experiment sme zopakovali minimalne 3-

krat pre kazdu testovanu latku. Z vysledkov sme vypocitali aritmetické priemery + smerodajné
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odchylky a Statisticky ich porovnali s negativnou resp. pozitivnou kontrolou (neovplyvnené

bunky resp. neovplyvnené bunky vystavené H,O,) Studentovym z-testom.

Vysledky a diskusia

Cytotoxické vlastnosti zluCenin sme testovali na HepG2 bunkéch z ddévodu ich
enzymatickej vybavy a metabolickej aktivity. Na analyzu a zhodnotenie toxického pdsobenia
zlucenin sa vSeobecne pouziva MTT test, ide o vyhodni metédu na meranie bunkovej
metabolickej aktivity, ¢o slizi ako ukazovatel cytotoxicity. Vysledky testu ukézali rozne
inhibi¢né aktivity skimanych latok: Q3, Q10 a Q3-Cu(II), Q10-Cu(Il). Ligandy a ich med’naté
komplexy ovplyvnili viabilitu buniek HepG2 sposobom zavislym od koncentracie. Pri analyze
vysledkov chinazolinénovych ligandov sme pozorovali hodnoty IC50 okolo 200 uM (Q3) a
150 uM (Q10) (Obr. 1A).

120 120
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40 -
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Obr. 1. Cytotoxicita chinazolinénovych ligandov a Cu(II) komplexov detegovana MTT testom
Grafy znazornuju prezivanie buniek HepG2 po 48 h ovplyvneni réznymi koncentraciami (1-1000 uM) ligandov
(A) Q3 (zItd) a Q10 (ruzova) a roznymi koncentraciami (0,1-10 pM) med’natych komplexov (B) Q3-Cu(Il)
(zelena) a Q10-Cu(Il) (Seda). *p<0,001 znazornuje Statisticky preukazny pokles viability buniek voci NK

V pripade med’natych komplexov sme pozorovali prudky nérast cytotoxicity, ich hodnoty IC50
su 6 uM Q3-Cu(Il) a 3 uM Q10-Cu(Il) (Obr. 1B). Z vysledkov je vidiet, Ze derivaty Q10
vykazuju mierne vysSiu cytotoxicitu ako Q3. Prudky ndrast toxicity med’natych komplexov je

spdsobeny pritomnost'ou medi v molekule tychto zlucenin.
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Obr. 2. Poskodenie DNA indukované kombinovanym ovplyvnenim chinazolinénovymi derivatmi
(48 h) a H202 (5 min na 'ade v tme) detegované kométovym testom
Grafy znazorfiuju vztah medzi % DNA v chvoste a pouzitou koncentraciou Studovanej latky pre ligand Q3 (A -
zIty) a komplex Q3-Cu(Il) (B - zeleny), ligand Q10 (C - ruzovy) a komplex Q10-Cu(Il) (D - sedy). *p<0,001
znézorfiuje $tatisticku preukaznost’ PK (H0, 5 min na Pade v tme — §rafovany stipec 0) vo¢i NK (farebny stipec
0); *p< 0,05 a **p<0,01 znazornuju Statisticky vyznamné znizenie/zvySenie hladiny poskodeni DNA
v porovnani s PK

Kométovy test sme pouzili na detekciu poskodeni DNA, ktor¢ sme sledovali na
vzorkach nevystavenych H>O», pricom nedoslo k Ziadnej vyraznej zmene voci negativnej
kontrole (Obr. 2, farebné stipce 0,25-3 uM). Protektivny Gi¢inok voéi oxidaénému ¢inidlu H>O»
sme zaznamenali pri oboch ligandoch Q3, Q10, kedy doslo k zniZzeniu % DNA v chvostoch
komét v porovnani s PK (Obr. 2A a C). Na druhej strane, med’naté komplexy vykazuju
genotoxicky ucinok, ked’ze eSte zvysili hladinu poSkodeni DNA indukovanu samotnym H>0O»
(Obr. 2B a D). Zvysenie genotoxického ucinku Cu(Il) komplexov v pritomnosti H>O> mohlo
byt spdsobené potencovanim oxidaéného stresu, ktory bol zapriCineny reakciou Cu(Il)
komplexu s H>O». Prechodné kovy, ako st zelezo alebo med’, mézu katalyzovat’ rozklad H,O»
prostrednictvom Fentonovej reakcie, pri ktorej vznikaji hydroxylové radikdly indukujice

poskodenie DNA. Existuji vSak aj iné mechanizmy, ktoré vedu k poskodeniu DNA v
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pritomnosti i6nov prechodnych kovov. Napr. Robbins a Drago [11] navrhli, ze peroxid sa mdze
koordinacne spojit’ s kovom bez toho, aby zmenil jeho oxida¢ny stav. Takéto spojenie vedie
k tvorbe peroxo- alebo hydroxyperoxo-komplexu. Ak sa vytvori takyto hydroperoxid medi
(Cu**-O0H), dokaze vel'mi rychlo reagovat so substratom, ¢o by mohlo mat za nasledok
zvysenie poskodenia DNA v bunkach ovplyvnenych komplexami Q3-Cu(Il), Q10-Cu(II)

v porovnani s pozitivnou kontrolou.

Zaver

Vysledky experimentov naznacuju, ze chinazolinonové derivaty Q3 a Q10 st schopné
chranit DNA pred oxidacnym stresom. Naopak, ich med’naté komplexy Q3-Cu(Il) a Q10-
Cu(Il) vykazuji zvysenu genotoxicitu v pritomnosti oxidantu H>O», ¢o moze byt’ zapricinené
zvysenou produkciou vysoko reaktivnych vol'nych radikélov, ktoré vznikaju interakciou Cu(Il)

komplexu a H>O».
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Abstract

Catechin enhances the effect of azoles in the pathogenic yeast Candida glabrata

The rising number of invasive fungal infections caused by drug-resistant Candida strains is one of the
greatest challenges for the development of novel antifungal strategies. The scarcity of available antifungals has
drawn attention to the potential of natural products as antifungals and in combinational therapies. One of these
are catechins- polyphenolic compounds- flavanols of the flavonoid family, found in a variety of plants. In this
work, we evaluated the changes in the susceptibility of Candida glabrata strain grown in the simultaneous
presence of catechin-hydrate and antifungal azoles.

Keywords: Candida glabrata; catechin, fluconazole;, miconazole; antifungal resistance; ROS

Uvod a formulicia ciela

Kvasinka Candida glabrata, Tudsky oportinny patogén, je druhou najéastejSou
pri¢inou invazivnych kandido6z. Infekcie zapricinené kvasinkami rodu Candida radime medzi
celosvetovo najcastejSie hubové ochorenia. Invazne kandidozy spdsobuju Zivot ohrozujuce
stavy najma u imunokompromitovanych pacientov. Miera mortality sa u infikovanych moéze
pohybovat okolo 50% [1, 2, 3].

Vhodne zvolena antifungédlna terapia je nevyhnutnd pre uspeSné zvladnutie
mykotickych infekcii. Azoly patria v sG€asnosti k zlatému Standardu v lie€be infekcii
sposobovanych kvasinkami rodu Candida [4,5].

Nérast v po€te kmenov kvasiniek rezistentnych voc¢i konvenénym antifungalnym
latkam stimuluje hl'adanie alternativnych spdsobov terapie. Jednou z moznosti je dizajn novych
lieciv alebo posilnenie Gi¢inku uz existujucich. Samozrejmym cielom je aj pouzivanie nizsej
koncentracie antifungalnych latok, ¢o by sa dalo dosiahnut’ priddvanim rastlinnych vytazkov,
ako su napr. katechiny. Katechiny patria k prirodnym polyfenolovym zlic¢enindm, ktoré sa
nachadzaju v bobul'ovom ovoci, v ¢ervenom vine, hrozne, hruskach, v ¢okolade, hlavnym
zdrojom je vSak zeleny c¢aj. Katechiny sa vyznacujii protizdpalovymi, protirakovinovymi
antioxida¢nymi, antimikrobidlnymi ako aj prooxidacnymi U¢inkami. Katechiny st schopné

vychytavat’” vol'né radikaly, ¢i reaktivne formy kyslika. Publikované udaje poukazuji na
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synergicky ucinok katechinov s antimikrobialnymi latkami proti patogénnym druhom baktérii
a hub [6,7].

Cielom prezentovanej prace je analyzovat vplyv katechinu na rast kvasiniek
C. glabrata a zistit, & pritomnost’ katechinu prehibi antifungalny uéinok azolov. Pomocou
gRT-PCR sa prestuduje, ¢i efekt katechinu ovplyvni expresiu génu CgCDRI, ktory koduje
ABC transportny protein u kvasiniek C. glabrata. Vyuzitim sondy HoDCFDA sa odsleduje
tvorba reaktivnych foriem kyslika (ROS) v pritomnosti katechinu, azolov ako aj vich

kombindcii.

Material a metody
Pouzité mikroorganizmy: V praci bol pouzity laboratorny kmen kvasinky C. glabrata

Cg 2001HT lig4A (lig4A::HIS3 trplA) (d’alej ozna¢ovany ako Standardny kmen).

Pouzité kultivaéné média: Na kultivaciu kvasiniek bolo pouzité tekut¢ YPD médium

(2% (w/v) glukoza, 2% (w/v) pepton, 1% (w/v) kvasnicny extrakt). Na pripravu tuhych médii
bol pouzity agar (2% (w/v)).
Pouzité inhibitory: flukonazol (FLU), katechin-hydrat (CAT), mikonazol (MIC)

Stanovenie citlivosti kvasiniek na inhibitory/ antifungalne latky: Citlivost’ kvasiniek sa

stanovila pomocou metddy tzv. kvapkovych testov. No¢na kultura kvasiniek bola nariedend v
sterilnej destilovanej vode na koncentracie 1 x 107 b/ml, 1 x 10 b/ml, 1 x 10° b/ml a 1 x 10*
b/ml. Nariedené kulttry boli vykvapkané na tuhé komplexné YPD médium v objeme 5 pl. Do
YPD média boli pred stuhnutim primieSané inhibitory v stanovenych koncentraciach. Rast
kvasiniek sa od¢ital po 48h inkubécie pri 30 °C.

Detekcia intracelularnej hladiny ROS v bunkach kvasiniek: Noc¢na kultara kvasiniek

v koncentrécii 1 x 10° b/ml bola naockovana do &erstvého YPD média a opracovana katechin-
hydratom (2 mg/ml), mikonazolom (0,5 pug/ml) alebo oboma latkami pri teplote 30 °C pocas 2
hodin. Narastené bunky boli premyté fyziologickym roztokom PBS. Suspenzia buniek
v koncentracii 1 x 10° b/ml bola pripravena v PBS roztoku a inkubovana v 96 jamkove;
platnicke spolu s 25 puM dihydrofluorescein diacetatom (H2DCFDA). Fluorescen¢ny signal
sme zaznamenali v 0, 30, 60 a 90 minutovych intervaloch pri excitacnej a emisnej vlnovej
dizke 475 a 500- 550 nm.

Izolacia RNA a stanovenie expresie génov: Celkovd RNA sa izolovala kyslym fenolom

z kultary kvasiniek rastucich v exponencialnej faze v YPD médiu. Expresia génov sa stanovila
qRT-PCR metodou. Vzorky cDNA sa pripravili prepisom z 1 pg ocistenej RNA pomocou
enzymu reverzna transkriptdza Revert AID™ H Minus Reverse Transcriptase (200 U/pl)

177



(ThermoScientific, EU). Na kvantitativnu PCR sa pouzil 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR
Mix Plus (ROX) (Solis BioDyne, EU). qPCR amplifikacia sa uskuto¢nila v pristroji 7900 HT
Fast Real- Time PCR system (Applied Biosystems, USA). Zmeny v expresii génov sa
vyhodnotili Livakovou metédou. Uvedené vysledky st priemerom troch experimentov + SD.

Expresia génov sa normalizovala pomocou génu CgACT1.

Vysledky a diskusia

Fenotypova analyza preukazala, ze samotny katechin-hydrat neinhibuje rast
Standardného kmena kvasinky C. glabrata (Obr. 1). Kultivacia buniek v pritomnosti
kombinacie antifungalneho azolu a katechin-hydratu preukazala, ze katechin-hydrat posiliiuje

ucinok azolu voci kvasinkdm C. glabrata (Obr. 1).

mikonazol 0,5 pg/ml

kontrola mikonazol 0,5 pg/ml latechin hvduat 25 ‘ml

flukonazol 10 pg/ml
katechin-hydrat 2mg/ml flukonazol 10 pg/ml katechin-hydrat 2mg/ml

Obr. 1. Rast Standardného kmena kvasiniek C. glabrata
Rast bol zdokumentovany po 48 hodinach.

S cielom blizSie preskimat’ vplyv katechinu na antifungalnu aktivitu mikonazolu
u kvasiniek C. glabrata sme sa zamerali na produkciu reaktivnych foriem kyslika (ROS)
a mieru expresie génu efluxnej pumpy CgCDRI.

Pomocou sondy H2DCFDA sme analyzovali vplyv mikonazolu a katechin-hydratu na
tvorbu ROS u §tandardného kmena C. glabrata. Ako ukazuje obr. 2, najvyssiu produkciu
intracelularnych ROS sme zaznamenali pri kultivacii buniek Standardného kmena C. glabrata
v pritomnosti kombinacie mikonazolu a katechin-hydratu (0,5 pg/ml + 2 mg/ml). ZvySena
produkcia ROS moze byt pricinou zvysSenia antifungdlneho podsobenia mikonazolu
v kombinacii s katechin-hydratom. V porovnani s kontrolnou vzorkou sme pozorovali vyssiu
produkciu intracelularnych ROS aj pri kultivacii buniek so samotnym katechin-hydratom (2

mg/ml) alebo mikonazolom (0,5 pg/ml) (Obr. 2).
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Obr. 2. Produkcia intracelularnych ROS standardnym kmenom C. glabrata
Standardny kmeti bol inkubovany v pritomnosti mikonazolu (MIC), katechin-hydratu (CAT) a
kombinacii mikonazolu a katechin- hydratu (MIC+CAT).

RFU- relative fluorescence unit (jednotka relativnej fluorescencie).

V nasledujicom experimente sme pomocou qRT-PCR metddy sledovali vplyv

mikonazolu a katechin-hydratu na expresiu génu CgCDRI. Gén CgCDRI kéduje klacovy

transportér zodpovedajlici za rezistenciu kvasiniek C. glabrata voc¢i azolom. Obr. 3

demonstruje, Ze inkubacia buniek v pritomnosti katechin-hydratu (2 mg/ml) vedie

k signifikantnému zniZeniu expresie génu CgCDRI. V pritomnosti mikonazolu (0,5 pg/ml)

doSlo v bunkéch Standardného kmena k 50- ndsobnému zvySeniu expresie génu CgCDRI. Pri

raste kvasiniek v pritomnosti kombinicie mikonazolu a katechin-hydratu (2 mg/ml)

nedochadzalo k indukcii expresie génu CgCDRI.
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Obr. 3. Hladiny expresie génu CgCDR1 v standardnom kmeni C. glabrata
Na obrazku zl'ava- kontrola, Standardny kmen C. glabrata oSetreny katechin- hydratom (CAT), oSetreny
mikonazolom (MIC) a oSetreny mikonazolom a katechin-hydratom (MIC+CAT). Expresia bola normalizovana
vzhl'adom na gén CgACT]I.
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Zaver

Analyzou rastu Standardného kmena kvasinky C. glabrata v pritomnosti azolovych
antimykotik v kombindcii s katechin-hydratom sme ukézali, Ze katechin-hydrat zosiliiuje
antifungdlnu aktivitu flukonazolu a mikonazolu. Kombinacia tychto lieCiv s katechin-
hydratom viedla k inhibicii rastu Standardného kmena kvasinky C. glabrata. Dokézali sme
tvorbu intracelularnych ROS u Standardného kmena C. glabrata v pritomnosti samotného
mikonazolu a samotného katechin-hydratu. Ich kombinacia tvorbu intracelularnych ROS este
posilnila. Nase vysledky tiez zodpovedaju predchddzajucim zisteniam, ktoré ukazali, ze
katechiny ako aj azoly su schopné vyvolat’ tvorbu ROS [8, 9]. Expresia génu CgCDRI
u Standardného kmena C. glabrata bola v pritomnosti mikonazolu vyrazne zvysSena, ale tento
efekt bol potlaceny spolocnym pdsobenim katechin-hydratu a mikonazolu. Na zaklade
dosiahnutych vysledkov predpokladame, ze zvySena tvorba intracelularnych ROS
a neschopnost’ indukovat’ expresiu génu CgCDRI moézZe spOsobovat’ pozorovany zvySeny
inhibi¢ny ucinok azolov v kombinécii s katechin-hydratom. Pre objasnenie mechanizmu
posobenia katechin-hydratu na expresiu génu CgCDRI budu potrebné dalSie experimenty.
Predpokladame, Ze vyvolanie oxidacného stresu pdsobenim kombinacie mikonazolu
a katechin-hydratu moze posobit’ ako negativny regulétor transkripcnej odpovede, ktora vedie

k antifungélnej rezistencii.
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Abstract

Blood parasites of the order Haemosporida and their possible impact to physiology stress of avian host

Physiological stress and parasite prevalence could enable us to develop early warning indicators for the health
status and general condition of entire bird communities. As a first step towards this understanding, we monitored host-
parasite interactions and physiological stress in a bird community. We captured and took blood samples of 143
individuals belonging to 16 bird species. Blood parasites (Haemosporidians) were identified and the ratio of heterophiles
to lymphocytes (H/L ratio) was used as a measure for physiological stress. We detected haemosporidian infections in
half of the samples (51 %). Our findings suggest that the prevalence of haemosporidian parasites is not equally
distributed across the bird community and might be tightly linked to physiological fitness responses of birds.

Keywords: Haemosporida parasites; physiology stress; white blood cells; birds

Uvod a formulacia ciela

Krvinkovky (Haemosporida) su jednobunkové organizmy patriace do kmena
Apicomplexa, ktoré napadaju krvné bunky stavovcov. V porovnani s inymi stavovcami su
u vtakov najviac rozSirené, dosahuju najvyssSiu prevalenciu a geneticku diverzitu [1]. MoZu
mat’ negativny vplyv na svojich hostitelov, kedZe infekcie Casto zapri€ifiujii znizenie
reprodukénych schopnosti a telesnej kondicie [2]. Krvinkovky povazujeme za medicinsky
a veterindrne vyznamné patogény, ktoré mozu spdsobovat’ rozli€né ochorenia. ViditeI'né
priznaky u hostitelov sa vSak neprejavujii v kazdej faze infekcie. Parazitéza je obvykle
najnebezpecnejSia poCas akutnej fazy infekcie, pri ktorej dochiddza k vysokému néarastu
parazitov v krvinkdch. Typickymi priznakmi st neurologické poruchy, anémia, letargia,
dychavicnost’ az smrt’. Pocas chronickej fazy infekcie je parazitdza nizka a Casto prechadza do
latentnej fazy, pri ktorej sa krvny parazit prestiva do tkaniv hostitel’a, v ktorych je schopny
zotrvavat roky [3].

Fyziologicky stres je u mnohych Zivocichov dolezitym cinitel'om, ktory napomaha
reflektovat’ ich Zivotné podmienky v zajati aj vo vol'nej prirode [4]. NajpouzivanejSia metdda

na sledovanie fyziologického stresu Zivocichov su leukocytové profily, pri ktorych sa
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zohladiiuju pomery jednotlivych typov bielych krviniek v krvnej vzorke jedinca [5].
Najdolezitejsim ukazovatel'om fyziologického stresu je pomer heterofilov alebo neutrofilov ku
lymfocytom (H/L alebo N/L) v reakcii na rozli¢né stresory, ako napriklad infekcia. ZvySené
pocty lymfocytov v krvi jedinca vicSinou napovedajii o optimalnom zdravotnom stave
hostitel’'a, pricom zvySeny pocet heterofilov napoveda zvycajne o pritomnosti moznej infekcie.
Tato metéda modze poskytnat’ aspon Ciastocné informacie, Ci je dany jedinec vystaveny stresu
z r6znych faktorov [6].

Cielom stadie bolo zistit' pritomnost, prevalenciu a intenzitu krvnych parazitov
(Haemoproteus, Leucocytozoon a Plasmodium) aurcit ¢i hladina fyziologického stresu
koreluje s parazitaciou krvinkovkami. Imunitni odpoved® sme urcovali pomocou
leukocytovych profilov vtakov, ¢o je Standardne pouzivana metdda na urcenie imunitnej

kondicie mnohych stavovcov.

Material a metody

Vyskum zamerany na odber krvi vtakov sa uskutocioval na troch réznych lokalitdch
pocas rokov 2022 a 2023 na tizemi Slovenskej republiky. Prvou lokalitou bol Ornitologicky
stacionar Drienovec (48°36'59" SS 20°54'56" VD) nachadzajuci sa na vychodnom Slovensku,
kde sa vtaky odchytdvali pomocou narazovych sieti. V poradi druhou lokalitou bolo tizemie
zoologickej zdhrady Bratislava (ZOO), ktora sa nachadza v Mlynskej doline v Bratislavskej
mestskej Gasti Karlova Ves (48°9'49" SS 17°4'14" VD). Tretou lokalitou bolo okolie
Prirodovedeckej fakulty UK (48°8'56" SS 17°4'17" VD), v Mlynskej doline v Bratislavskej
mestskej Casti Karlova Ves. Na oboch lokalitdich (ZOO Bratislava a Prirodovedecké fakulta
UK) boli vtaky vyberané z budok pocas ich nocovania a po odbere krvi boli vratené na povodné
miesto. Krv sme odoberali z kridlovej Zily pomocou sterilnych inzulinovych injekcii a kapilar.
Krvné roztery sme zafarbili metdédou Giemsa-Romanowski [3] a neskor boli krvné parazity
morfologicky urcované zkrvného rozteru pomocou svetelného mikroskopu [7]. Intenzitu
infekcie sme sledovali podla poc¢tu krvnych parazitov. Nizka intenzita infekcie je povaZzovana
pri 1-10 parazitov v jednom krvnom roztere, stredna intenzita infekcie je pri 11-100 parazitov
v jednom krvnom roztere a vysoka intenzita infekcie je pri viac ako 10 parazitov v jednom
mikroskopickom zornom poli [8]. Fyziologicky stres sme analyzovali pomocou metody
leukocytovych profilov, pri ktorom bolo spoc¢itanych 100 bielych krviniek v kazdej krvnej
vzorke. Vyhodnocovali sme percentuédlne zastipenie jednotlivych typov bielych krviniek a pre
kazdl vzorku sme vypocitali pomer H/L [9]. Déta boli Statisticky analyzované v programoch

PAST 4.04.exe (korelacnd analyza) a R 4.2.2 (parovy t-test).
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Vysledky a diskusia

Analyzovali sme 143 krvnych vzoriek 16-tich druhov vtdkov. Celkova prevalencia

sledovanych parazitov bola 51,05 %. Vtaky boli infikované vSetkymi tromi rodmi parazitov —

Haemoproteus, Plasmodium a Leucocytozoon, pri analyzach sme vSak infekciu Specifickym

rodom nevyhodnocovali. Infikovanost’ sa pri jednotlivych druhoch lisila. Najviac infikované

druhy vtdkov boli penica €iernohlava (93,75 %) a glezg obycajny (83,33 %). Na lokalitach

Z00 a PRIFUK boli odchytené len tri druhy vtakov, €o je spdsobené sezénou a metddou

odchytu — na lokalite Drienovec boli vtaky odchytavané pocas hniezdnej sezony do narazovych

sieti, na zvySnych lokalitdich sa odchyty nocujucich vtakov v budkach vykonavali mimo

hniezdnej sezony (tabulka 1 a 2).

Tab. 1. Celkovy prehlad druhov vtikov odchytenych (n) na lokalite Drienovec a ich prevalencia

Druhy vtakov n jedincov Prevalencia (%)
Penica ¢iernohlava Sylvia atricapilla 16 93,75
Glezg obycajny Coccothraustes coccothraustes 12 83,33
Cervienka oby¢ajna Erithacus rubecula 11 27,00
Trsteniarik spevavy Acrocephalus palustris 9 33,33
Sykorka velka Parus major 7 14,00
Slavik obycajny Luscinia megarhychos 5 20,00
Drozd ¢ierny Turdus merula 4 50,00
Drozd plavy Turdus philomelos 4 25,00
Lastovicka obyCajna | Hirundo rustica 3 33,33
Kolibiarik spevavy Phylloscopus trochilus 2 50,00
Datel velky Dendrocopos major 2 0,00
Kolibiarik ¢ipcavy Phylloscopus collybita 2 0,00
Sykorka belasa Cyanistes caeruleus 2 0,00
Strnadka Z1ta Emberiza citrinela 1 0,00
Sojka obycajna Garrulus glandarius 1 100,00

Tab. 2. Celkovy prehlad druhov vtikov odchytenych (n) na lokalitaich ZOO Bratislava a Prirodovedecka
fakulta UK a ich prevalencia

Druhy vtakov n jedincov Prevalencia (%)

(ZOO)

Parus major 30 63,33
Sykorka vel'ka
Brhlik obycajny Sitta europaea 8 0,44
(PRIFUK)

Parus major 24 37,50
Sykorka vel'ka
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Vysoka intenzita infekcie bola zaznamenana u 18,31 % vtadkov, stredna intenzita
u 7,04 % vtakov a nizka intenzita infekcie bola zaznamenana u 85,91 % vtakov zo vsetkych
troch lokalit.

Priemerny pomer heterofilov k lymfocytom (H/L) u infikovanych jedincov bol 0,90,
u neinfikovanych len 0,73, pricom rozdiely st vysoko signifikantné (parovy t-test, p=2,19*10"
12). Vyssi pomer H/L zisteny u infikovanych vtakoch eviduju aj ini autori [10], av$ak tento
parameter moze byt ovplyvneny rdéznymi faktormi a preto sa nedé s urcitostou povedat’ ¢i
zvyseny pomer H/L suvisi s vyskytom parazitov [5]. VSetky jedince, infikované i neinfikované
boli vystavené stresu z odchytu a manipulacie, co mohlo zvysit’ pomery H/L. Z tohto dévodu
sme vykonali d’alSie Statistické testy na upresnenie zvyseného pomeru H/L.

Pocet lymfocytov a heterofilov na 100 bielych krviniek vysoko Statisticky negativne
koreloval pri jedincoch infikovanych (t-test, p=4,43*10"") aj neinfikovanych (t-test,
p=9,18*10%). Modely linearnych zavislosti pomerného zastipenia lymfocytov od zastipenia
heterofilov sa vSak medzi infikovanymi a neinfikovanymi vyznamne liSia (t-test, p=7,37*10"
4). Pri§li sme k zaveru, Ze pokial’ sa navysil podet heterofilov, tak sa znizil poet lymfocytov
u infikovanych aj neinfikovanych jedincov, ako je zrejmé aj z obrazku 1. AvSak u infikovanych
sme zaznamenali vy$§i ndrast heterofilov v porovnani s neinfikovanymi, ¢o ndm moze

indikovat’ stres sposobeny spominanymi krvnymi parazitmi.

pocet lymfocytov

25 35 45 55 65 75
pocet heterofilov

Obr. 1. Modely zavislosti zastipenia lymfocytov od zastiipenia heterofilov u infikovanych
a neinfikovanych jedincov modra = infikované, cervena = neinfikované jedince

Zaver

Zo 143 analyzovanych krvnych vzoriek vtadkov sme zistili infekciu krvinkovkami
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u51 % jedincov. Z toho 18,31 % vykazovalo vysoku intenzitu infekcie, co ndm napoveda

o akutnej faze infekcie. Vysledky Statistickej analyzy parového t-testu potvrdili zvysSené

pomery H/L u infikovanych vtdkov. Zvysené pocty heterofilov u infikovanych jedincov sme

zistili pomocou negativnej koreldcie medzi infikovanymi a neinfikovanymi vtdkmi. Tento

vysledok potvrdzuje naSu hypotézu, ze zvySeny fyziologicky stres mdze byt spOsobeny

infekciou krvnymi parazitmi.
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Vplyv fosforylacie na interakciu GlyT2 so syntenin-1 prostrednictvom
domén PDZ

Iveta Jahodova, Martina Baliova, FrantiSek Jursky

Ustav molekuldrnej biolégie Slovenskej akadémie vied, v. v. i., Oddelenie biochémie
a Struktury proteinov, Dubravska cesta 21, 845 51 Bratislava, Slovenska republika;
iveta.jahodova@savba.sk

Abstract

Effect of phosphorylation on the PDZ interaction of GlyT2 with syntenin-1

Glycine is an inhibitory neurotransmitter in the central nervous system. Its extracellular concentration in
the synaptic cleft is maintained by glycine transporters GlyT1 and GlyT2, members of the SLC6 family of
sodium/chloride-dependent transporters. GlyT1 and GlyT2 are membrane proteins with both N- and C-terminal
regions oriented into the cytoplasm. The cytoplasmic C-terminus of GlyT2 contains a PDZ binding motif
recognized by PDZ proteins. One of the interaction partners of GlyT2 is syntenin-1 which mediates interaction
via its PDZ domain. Syntenin-1 binds to syntaxin 1A, which is known to regulate the plasma membrane insertion
of several neurotransmitter transporters. This work aims to study the posttranslational modification of amino acid,
phosphorylation, as a possible regulation of the PDZ interaction between GlyT2 and syntenin-1. For this purpose
we used phosphomimetic mutation in the PDZ-binding motif GlyT2. Results suggest that the interaction of GlyT2
with syntenin-1 is regulated by phosphorylation.

Keywords: glycine transporter GlyT2, syntenin-1; PDZ interaction

Uvod a formulacia ciela

Glycin ako aminokyselina (AA) je dolezitym neuroprena§ac¢om v mnohych inhibi¢nych
synapsach zadnej Casti mozgu a miechy. Jeho vychytavanie z extraceluldrneho prostredia
synaptickej Strbiny, v ktorom poésobi viazanim sa na glycinové receptory v dendritoch
postsynaptickych neurdénov, naspdt’ do axonov presynaptickych neuronov je zabezpefené
prostrednictvom transportérov. Glycinové transportéry, GlyT1 a GlyT2, patria do rodiny SLC6
sodikovo/chloridovo-zavislych transportérov neuroprenaSacov. GlyT2 sa v centralnej nervove;j
sustave vyskytuje v mieche, mozgovom kmeni a mozocku a z hladiska Struktury ma 12
transmembranovych casti s N- a C- koncom orientovanym do cytoplazmy [1 — 3]. Pri
transporte glycinu cytoplazmatické konce nezohravaji Ziadnu priamu tlohu, avSak mohli by
sluzit’ na regulaciu alebo zmenu funkcie transportéra prostrednictvom rdéznych modifikacii na
N- alebo C-konci, alebo naviazanim interakéného partnera na tieto konce v cytoplazme.
Napriklad oproti ostatnym SLC6 transportérom, nezvyc¢ajne dlhy (200 AA) neusporiadany N-
koniec GlyT2, moze byt Stiepeny kalpainovou protedzou [4, 5]. Na C-konci GlyT2 je zaroven
vazbovy motiv pre PDZ (PBM), ktory je rozpoznavany proteinmi s doménou PDZ.

Doména PDZ je jeden znajviac vyuzivanych proteinovych interakénych modulov

a bola pomenovana po prvych troch identifikovanych proteinov, ktoré obsahovali tito doménu,
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a to postsynapticky denzny protein PSD95, protein DLG1 a protein tesnych spojeni ZO-1. PDZ
je relativne mald doména obsahujuca 80 az 100 AA. Pozostava z 6smich Casti vytvarajucich
sekundarne Struktary, ato zo Siestich B-vlakien a dvoch a-helixov, pricom sekvenciou sa
od seba jednotlivé PDZ odlisuju, ale ich Struktira zostdva konzervovana. Interakcia s PDZ je
vacsinou podmienena rozpoznavanim C-konca ligandu, ktory sa oznacuje ako PBM. V PBM
su klicové dve pozicie, ato Uplne poslednd AA na C-konci v pozicii 0 (P0), ktora je
hydrofébna z dévodu interakcie s hydrofobnym vreckom PDZ a tretia AA od C-konca v P-2,
ktora zodpoveda za Specificitu interakcie s PDZ [6].

Prikladom interakéného partnera s PDZ pre GlyT2 je syntenin-1, ktory
interaguje zaroven aj s komponentom komplexu SNARE, syntaxin 1A, zabezpecujuci
nasmerovanie GlyT2 k membrane, a teda pomocou PDZ interakcie by mohol byt tento proces
regulovany [7]. V naSej praci sme sa zamerali na skimanie reguldcie interakcie medzi
syntenin-1 a GlyT2, ¢i moZe potencidlna fosforylacia v PBM GlyT2 (-LELGTQC) ovplyvnit
identifikovant interakciu, pretoze obsahuje fosforylovatelnu AA treonin 795 v P-2 podla
nomenklatury PDZ. Ciel'om prace bolo pripravit’ si fiizne proteiny a fosfomimetického mutanta
T795D, ktoré sme po ich izolacii vyuzili v in vitro interakciach a na ich zéklade sme sledovali

vplyv potencialnej fosforylacie v PBM na PDZ interakciu.

Material a metody

Priprava konsStruktov

Na vytvorenie konstruktov sme vyuZili plazmid pGEX-5X-1 (Amersham Biosciences
AB) pre vytvorenie fizneho proteinu s glutation-S-transferazou (GST), pET21a(+) (Novagen,
Germany) pre vytvorenie fuzneho proteinu s doménou viazucou sa na celulozu (CBD)
a pET28a (Novagen, Germany) pre vytvorenie fizneho proteinu s hexahistidinovym motivom.
Vektory sme v prvom kroku postiepili pomocou vhodnych restrikénych endonukledz
anasledne sme do nich vlozZili fragmenty — gén pre syntenin-1, syntenin-1-PDZI,
syntenin-1-PDZ2, syntenin-1-PDZ1-2, s tym, Ze tieto sekvencie obsahovali na zaliatku
(EcoRI) a na konci (Sall) sekvencie Stiepne mieste prisluchajice danym restrikénym
endonukledzam, s T4 DNA ligazou (NEB, USA). Pripravené vektory sme transformovali do
buniek E.coli XL10-Gold (Agilent, USA) a vysiali sme ich na platne s Luria broth (LB)
médium s obsahom prislusného antibiotika (Ampicilin 100 pg/ml, Kanamycin 50 pg/ml).
Pritomnost’ narastenych rekombinantov sme overili pomocou koloéniovej PCR s vizualizaciou
na agarézovom géli. Po izolécii plazmidovej DNA pouzitim komer¢nej sady GeneJET Plasmid

Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) podla ndvodu vyrobcu sme spravnost
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rekombinantov overili aj pomocou sekvenovania (Eurofins Genomics, Germany).

Expresia a izolacia proteinov

Overené rekombinatné plazmidy sme transformovali do kompetentnych buniek E. coli
BL21 (DE3) (Novagen, Germany) a ndsledne sme malé inokulum kultivovali v LB médiu
s prisluSnym antibiotikom (Ampicilin 100 pg/ml, Kanamycin 50 pg/ml) pri 37 °C cez noc.
Dalsi deft sme odobrali z noénej kultary do vicsieho objemu nového LB média v pomere 1:30
a kultivovali 2 hodiny pri 37 °C a 180 rpm. Potom sme kultiry presunuli na 16 °C
a po 30 minutach sme pridali [IPTG na findlnu koncentraciu 0,3 mM, a tym sme indukovali
expresiu proteinov. Indukciu sme realizovali pocas noci pri 16 °C a 180 rpm.

Bunkovt kultaru po expresii sme sedimentovali a v pripade proteinov fuzovanych
s GST a CBD sme na ich rozsuspendovanie pouzili homogeniza¢ny roztok (25 mM Tris-HCI
pH = 17,5, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA pH = 7,5, 1 % Triton-X100) a pri rekombinantnom
proteine celého syntenin-1 s hexahistidinovym motivom sme pouzili homogenizacny roztok
(25 mM fosfatovy roztok pH = 7,5, 150 mM NacCl, 20 mM imidazol pH = 7,5, 1 % Triton
X-100). Po sonikacii sme bunkové extrakty v pripade fiznych proteinov s CBD rovno pouzili
na interakciu a v pripade fuznych proteinov s GST alebo s hexahistidinovym motivom sme este
inkubovali s glutation-sefar6zou (Amersham Biosciences AB, Sweden) alebo s Ni-NTA
agarozou (Sigma, USA), na ktorti sme proteiny naviazali. Takto pripravené vzorky sme si
overili pomocou polyakrylamidovej gélovej elektroforézy v pritomnosti dodecylsulfatu
sodného (SDS-PAGE) v 12 % géli a nasledne sme ich ulozili na -20 °C pre d’alSie experimenty.

Priprava intaktného GlyT2 a jeho mutovanej formy exprimovanych v N2a bunkach

MySaciu neuroblastomovu bunkovl liniu N2a (American Type Culture Colection
Rockville, USA) sme transfekovali in vitro s plazmidom pEGFPNI1A [8], do ktoré¢ho sme
vlozili pomocou linedrneho polyetyléniminu (PEI) [9] gén pre cely GlyT2, pripadne jeho
mutovanu formu GlyT2-T795D pripraventi pomocou Quick-change mutagenesis kit (Agilent,
USA). Pre kultivaciu N2a sme vyuzili DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium, Sigma,
USA) s penicilinom a streptomycinom (Sigma, USA), priCom N2a sme inkubovali
v pritomnosti 5 % CO; a teplote 37 °C. Po kultivacii sme bunky zaliali extrakénym roztokom
(25 mM Tris-HCI pH = 7,5, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA pH = 7,5, 1 % Triton X-100)
a po 1 hod v 'ade sme bunkovy extrakt separovali od jadier centrifugaciou 15 min, 13 000 g,
4 °C. Pripraveny proteinovy lyzat sme priamo vyuzili pri in vitro interakciach.

In vitro interakcie

Na sledovanie interakcii sme vyuzili takzvani metédu pull-down assay. K1 ml

extraktom s fuznymi proteinmi s CBD sme pridali 30 pl proteinu fizovaného s GST
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imobilizované¢ho na glutation-sefard6ze. Po 1 hod interakcii pri RT sme proteiny premyli
a eluovali pomocou SDS vzorkového roztoku (0,125 mM Tris-HCI pH = 6.8, 4 % (w/v) SDS,
20 % (v/v) 2 —merkaptoetanol, 0,05 % (w/v) bromfenolova modra, 6 M mo&ovina). Stadium
in vitro interakcii sme sledovali pomocou 12 % SDS-PAGE s vizualizovanym farbenim
s Coomassie Brilliant Blue R-250.

K I ml pripravenému proteinového lyzatu z N2a sme pridali 30 ul imobilizovaného
proteinu s hexahistidinovym motivom na Ni-NTA agar6zu. Po 5 hod interakcii pri RT sme
proteiny premyli a eluovali pomocou SDS vzorkového roztoku. Stadium in vitro interakcii sme
sledovali pomocou 7,5 % SDS-PAGE a naslednej Western blot analyzy.

Western blot analyza

Na prenos proteinov z interakcii separovanych pomocou SDS-PAGE sme vyuzili
polyvinylidénfluoridova (PVDF) membranu, priCom prenos prebiehal v roztoku (25 mM Tris-
HClpH =8,3, 192 mM glycin). Po ukon¢eni sme PVDF membranu blokovali po dobu 60 mintt
v 3 % odtu¢nenom susenom mlieku v roztoku (25 mM Tris-HCI pH = 7,5, 150 mM NaCl,
0,05 % (v/v) Tween 20) pri RT. Nasledne sme PVDF membranu inkubovali 60 mintt
v Specifickej kralicej primarnej protilatke anti-GlyT2N [5]. K premytej membrane sme pridali
kozie anti-krali¢ie sekunddrne protilatky konjugované s chrenovou peroxiddzou (Merck,
Germany) s riedenim v roztoku 3 % mlieka v roztoku (25 mM Tris-HCI pH = 7,5, 150 mM
NaCl, 0,05 % (v/v) Tween 20) a inkubovali ju 30 minat pri RT. Po premyti PVDF sme
detekovali protilatky chemiluminiscenéne zachytavanim vyZziareného svetla na RTG film.
Hodnoty optickej hustoty jednotlivych signalov na RTG filme boli analyzované v ImagelJ [10]
a GraphPad Prism 4.00 for Windows (GraphPad Software, USA).

Vysledky a diskusia

GlyT2 je zloZeny zo 797 AA, pricom jeho C-koniec obsahuje PBM. V tejto Casti
dochadza k interakcii so syntenin-1, ktory by mohol zohravat’ ulohu pri nasmerovani GlyT2
na membranu, ked’Ze interaguje aj so syntaxin 1A [7]. Pri PDZ interakcii su doleZité pozicie
PO a P-2, ale okrem nich sa na Specificite PDZ podiel'aju AA, ktoré su d’alej od C-konca.
Selek¢na Specificita viazania ligandu bola pozorovana az na 8 AA na C-konci po poziciu P-7
[11]. Preto pre naSe pociatocné experimenty sme si pripravili fragmenty C-konca GlyT2, ktory
obsahoval poslednych 7 AA. Po pripraveni prisluSnych faznych proteinov sme sledovali vplyv
PDZ1, PDZ2 atandemu PDZ1-2 synteninu-1 na C-koniec GlyT2 ajeho mutovanej formy
T795D, ktora mimikuje fosforylaciu (fosfomimeticka mutacia) (Obr. 1).
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Obr. 1. SDS-PAGE analyza interakcie C-terminalneho 7 AA PBM divého typu (WT) GlyT2 a jeho
mutovanej formy T795D s PDZ doménami synteninu-1. 1. dréha: proteinovy extrakt C-konca GlyT2
fuzovany s CBD (WT), 2. draha: proteinovy extrakt C-konca GlyT2 s fosfomimetickou mutaciou T795D
fazovany s CBD, 3., 4. a 5. draha: interakcie PDZ1 synteninu-1 fuzovanej s GST s kontrolnym tlmivym
roztokom (0) a extraktami (WT) a (T795D). Podobné interakcie kontrolného roztoku a extraktov s PDZ2
synteninu-1 fuzovanej s GST v drahach 6, 7, 8 a s tandemom oboch domén PDZ1-2 synteninu-1 fuzovane;j
s GST v drahach 9, 10 a 11.

Overili sme, Ze syntenin-1 interaguje s oboma doménami PDZ, ale hlavne s tandemom
domén PDZ1-2 GlyT2, ako uvadzali autori [7]. Zaroveni sme sledovali vplyv potencidlnej
fosforylacie na PDZ interakciu medzi syntenin-1 a GlyT2 a fosfomimetickd mutacia mala
vel'mi maly vplyv pri samotnej PDZ2 synteninu-1, ale pri tandeme PDZI1-2 sme zistili,
ze dochadza k signifikateI'ne zniZenej interakcii oproti interakcii s divym typom GlyT2. Je to
pravdepodobné sposobené zbalenejSou Strukturou syntenin-1, nie je to iba jedna samotnd PDZ.

Nasledne sme overili, ¢i k potencialnemu znizeniu dochadza aj v pripade intaktného

GlyT2 exprimovaného v N2a bunkach spolu s celym syntenin-1, ktory je fizovany s kratkym
hexahistidinovym motivom (Obr. 2).
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Obr. 2. Sledovanie vplyvu fosfomimetickej mutacie T795D v intaktnom Glyt2 na interakciu s celym
syntenin-1 metédou Western blotu spolu s kvantifikaciou signalov 1. draha: proteinovy extrakt GlyT2 (WT)
z N2a, 2. draha: proteinovy extrakt GlyT2 s fosfomimetickou mutaciou T795D z N2a, 3. draha: syntenin-1
s hexahistidinovym motivom (C), 4.draha: interakcia GlyT2 (WT) so synteninom-1, 5. drdha: interakcia GlyT2-
T795D so synteninom-1. 6. a 7. draha: interakcia extraktov WT a T795D so samotnou Ni-NTA agarozou.

190



Expresia v N2a bunkach je ovela nizsia, a preto sme na detekciu interakcie vyuzili
Western blot analyzu. Z analyzy je mozné pozorovat, ze interakcia medzi syntenin-1 a celym
GlyT2 s mutovanym T795D je slabsia ako v pripade interakcie s divym typom GlyT2,
¢o nasvedcuje, ze potencialne fosforylovatelny treonin na P-2 podla PDZ nomenklatury
v GlyT2 mo6ze pomocou jeho fosforylacie ovplyvnit PDZ interakciu so syntenin-1. Tieto
vysledky ukazuju, ze proces nasmerovania GlyT2 do membrany by mohol byt regulovany
prostrednictvom posttranslacnej modifikacie, fosforylacie, treoninu 795 v PBM GlyT2, ktora

ovplyvni PDZ interakciu so syntenin-1.

Zaver

V predlozenej praci sme uspesne izolovali fuzne proteiny fragmentu C-konca GlyT2,
jeho mutovanej formy T795D a domén PDZ syntenin-1. Potvrdili sme, Ze pri in vitro interakcii
PDZ-viazbového motivu GlyT2 so syntenin-1 sa priamo podiel'a druha PDZ syntenin-1.
Zaroven sme sledovali, Ze fosfomimetickd mutéacia lokalizovand v PBM GlyT2, T795D,
viditel'ne znizovala interakciu v pripade pritomnosti tandemu domén PDZ syntenin-1.
Na interakciu a negativny vplyv fosfomimetickej mutacie sme taktiez poukazali s intaktnym

exprimovanym GlyT2 v N2a bunkach spolu s celym syntenin-1.
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Abstract

Molecular phylogeny of the genus Dolichophis (Reptilia: Colubridae)

The molecular phylogeny of the genus Dolichophis, which comprises four species distributed from
central Europe to the Middle East and Central Asia, remains poorly understood. To shed light on the
phylogeography of known species, we reconstructed their evolutionary history and relationships using
mitochondrial DNA sequences (cyt b). This study presents the most extensive dataset on the studied subject to
date, comprising 199 genetically analyzed individuals. The resulting molecular-phylogenetic tree shows six well-
supported clades, some of which correspond geographically to currently recognized taxa. Our findings provide a
comparative view of the whole genus and especially the first molecular insights into the intraspecific genetic
diversity of Dolichophis jugularis.

Keywords: Colubridae; Western Palearctic; genetic diversity, taxonomy

Uvod a formulacia ciela

Druh Coluber jugularis opisal Carl Linné v roku 1758 [1]. Do rodu Coluber (sensu lato)
boli v minulosti zahrnuté druhy obyvajuce Ameriku, Eurdpu, Aziu a Afriku [2]. Okolo druhu
Coluber jugularis bolo od zaciatku vela nejasnosti, od rozne uvadzanych morfometrickych
udajov typového exemplaru az po chybnu typovu lokalitu. Rusky prirodovedec Ivan Ivanovich
Lepechin opisal pri svojich vyskumoch povodia Volgy a oblasti Kaspického mora hada,
ktorému vSak nedal binominalne pomenovanie [3]. Aj ked opis Johanna Friedricha Gmelina v
13. vydani Systema Naturae (1789) je len prekladom Lepechinovho opisu, tak sa Gmelin podl'a
pravidiel taxondmie povazuje za autora opisu Coluber caspius [4]. Nikolsky v roku 1909 opisal
druh C. schmidti na zéklade juvenilného jedinca, pri¢om dospelého povodne ur¢il ako iny druh
[5]. Taktiez druh Coluber caspius bol v minulosti povazovany za poddruh C. jugularis na
zéklade faktu, ze melanistické formy sa vyskytuji vo vSetkych populaciach [6]. Nejasnosti
v tejto skupine, pretrvavajuce od ¢ias Carla Linného, reevidoval vo svojej praci Zinner v roku
1972 [7]. Na zaklade morfologickych znakov, etologie a ekologie, rozdelil zastupcov tejto
skupiny do dvoch druhov s tromi poddruhmi a opisal dva nové poddruhy. Boli to C. j. jugularis
Linnaeus 1758, C. j. asianus Bottger 1880, C. j. cypriacus Zinner 1972, C. caspius Gmelin
1789, C. c. schmidti Nikolsky 1909, C. c. eiselti Zinner 1972. Schitti v roku 1993 zaradil
eurdpske druhy rodu Coluber do troch morfologicky rozdielnych skupin, na zaklade rozdielov

v Struktire hemipenisov, kresby a biochemickych znakov. Coluber caspius a C. schmidti radil
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do jednej skupiny taxénov, zatial’ Co C. jugularis je podl'a neho mozné definovat’ na zaklade
morfologie, ekoldgie a zoogeografie ako iny rod. Taktiez uvadzal Ze rod Coluber s. 1.
predstavuje heterogénny taxon s roznymi evolu¢nymi tendenciami [8].

Molekularno-fylogenetické Studie naozaj ukazali, ze systematické usporiadanie rodu
Coluber Linnaeus, 1758 s. 1. zahfnalo rozne staré evolu¢né linie hadov. Tvorili ho dva hlavné
klady zodpovedajice druhom nového a starého sveta [9, 10]. V pracach zameranych na reviziu
tohto parafyletického taxonu bol na zdklade molekularnych analyz vycleneny klad Hierophis
Fitzinger 1829. Jeho parafylia bola potvrdena na zaklade Styroch mitochondrialnych a jedného
jadrového génu. Nasledne bol rozdeleny na rody Hierophis, Eirenis Jan, 1863 a Dolichophis
Gistel, 1868 [9, 11]. NajaktualnejSia Studia, ktora sa zaobera fylogenézou cel'ade Colubridae v
oblasti zapadného palearktu na zaklade molekularnych a osteologickych analyz radi do rodu
Dolichophis druh predtym znamy ako Hierophis andreanus (Werner, 1917). Multilokusovy
fylogeneticky strom tvoria tri hlavné klady, pricom jeden zahrnuje D. caspius a D. schmidti,
ktory je sestersky ku kladom reprezentujucim D. jugularis a D. andreanus [12].

V stcasnosti si do tohto rodu radené¢ velké aj menSie palearktické druhy
s nasledovnymi typovymi lokalitami [9, 12, 13, 14]:

D. andreanus (Werner, 1917) - provincia Fars, juhozapadny Iran

D. caspius (Gmelin, 1789) - Jaikské stepi, severné pobrezie Kaspického mora.

D. jugularis (Linnaeus, 1758) - okolie oblasti Selcuk and Ephesus, juhozapad Turecka

D. schmidti (Nikolsky, 1908) - Eschaktchi, region Lenkoran a Tbilisi, Juzny Azerbajdzan.

Jediny polytypicky druh je D. jugularis. Je zastipeny Styrmi poddruhmi. Dvomi
kontinentalnymi vo vychodnom Stredomori:

D. j. jugularis (Linnaeus, 1758) - juhozapad Turecka, okolie oblasti Selcuk and Ephesus
D. j. asianus (Boettger, 1880) — typova lokalita nie je ur¢ena

a dvomi ostrovnymi:

D. j. cypriacus (Zinner, 1972) - Cyprus

D. j. zinneri Cattaneo, 2012 - Laerma, Rhodos.

Ciel'om tejto prace je prostrednictvom molekularnych dat poodhalit’ evoluéné vztahy
ako medzi, tak aj v ramci jednotlivych fylogenetickych linii rodu Dolichophis. Zmapovat
vnutrodruhovu geneticka diverzitu je dolezité hlavne v oblasti Anatdlie a Levanty, ktoré st
zasadné, ale malo poznané. V tomto prispevku prezentujeme prvé vysledky zaloZzené na
analyzach mtDNA, ktoré vd’aka rozsiahlemu stiboru dat prinasaji komplexnej$i pohl'ad na
fylogenézu tohto rodu a vobec prvykrat prezentuji vnutrodruhova genetickll diverzitu taxénu
Dolichophis jugularis.
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Material a metody

Vzorky boli ziskané nedestruktivnym spdsobom zo Zivych zvierat, uhynutych alebo
muzealnych jedincov a to odberom krvi, slin, Supin. Material bol zafixovany v 96% etanole.
DNA bola extrahovana podl'a protokolu dodavaného ku komerénému kitu E.ZN.A. Tissue
DNA Kit (Omega biotek, Norcross, GA, USA). Nésledne bola DNA amplifikovana pomocou
PCR. Celkovy pocet cyklov reakcie bol 40 s programom: Pociato¢nd denaturacia (94 °C, 7
min), denaturécia (94 °C, 40 sek), anelacia (53 °C, 30s), elongécia (72 °C, 1 min), zaverecna
elongacia (72 °C, 7 min).V pripade potreby bola anelacna teplota upravend na zaklade
teplotného gradientu. Pre genetické analyzy bol pouzity gén cytochrom B o dizke 1117bp.
Pouzité boli primery H16064, 114910, L14919 [15]. Z niektorych muzealnych a starych
vzoriek bol amplifikovany kratky tsek pomocou primerov CB1, CB2 [16]. V pripade
nedostatocnej kvality sekvencie bol PCR produkt sekvenovany obojstranne. Novo ziskany
stubor dat bol doplneny sekvenciami z databazy GenBank. Pocty sekvencii z jednotlivych
druhov boli nasledujuce: D. caspius spolu 134 sekvencii, pricom z databazy GenBank bolo 14,
D. schmidti 17 sekvencii (dve sekvencie z databazy GenBank), D. jugularis 47 sekvencii (dve
sekvencie z databazy GenBank). Pri druhu D. andreanus bola jedna sekvencia z databazy
GenBank. Celkovy subor dat pouzity pre analyzy obsahoval 199 sekvencii. Ako outgroup boli
zahrnuté druhy: Coluber constrictor Linnaeus, 1758, Eirenis collaris (Ménétries, 1832),
Eirenis coronelloides (Jan, 1863), Eirenis decemlineatus (Duméril, Bibron & Duméril), Eirenis
levantinus Schmidtler & Eiselt, 1991), Eirenis modestus (Martin, 1838), Hemorrhois algirus
(Jan, 1863), Hemorrhois hippocrepis (Linnaeus,1759), Hemorrhois ravergieri (Ménétries,
1832), Hierophis cypriensis (Schitti, 1985), Hierophis gemonensis (Laurenti, 1768), Hierophis
viridiflavus (Lacépede 1789), Natrix helvetica (Lacépede 1789), Natrix astreptophora (Seoane,
1885), Macroprotodon cucullatus (Geoffrox Saint-Hilaire, 1827), Platyceps collaris (Miiller,
1878), Platyceps najadum atayevi (Tuniyev & Shammakov, 1993), Platyceps rhodorachis
(Jan, 1863), Spalerosophis diadema (Schlegel, 1837).

Na manualnu kontrolu sekvencii DNA a néslednu tvorbu alignmentu bol pouzity
softvér Geneious Prime. Fylogeneticky strom bol pocitany metddou maximalnej vierohodnosti
(ML). Podpora stromu bola testovana metddou bootstrap. Hodnota nad 70 je povaZzovana ako
podporend. Mapové vystupy boli spracované v programoch QGIS 2.18.22 a Adobe Photoshop
23.2.0.

Vysledky a diskusia

Nas subor sekvencii vyrazne rozsiruje doteraz publikované pokrytie aredlu. Vzorky D.
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caspius z databazy GenBank pochadzaju z krajin: Mad’arsko, Grécko, Rumunsko, Srbsko,
Turecko [19]. NaSe nové vzorky okrem d’alSich lokalit z tychto krajin pokryvaja areél
rozprestierajuci sa na izemi Albanska, Bulharska, Severného Maceddnska, Ukrajiny, Kosova,
Ciernej Hory. Dve sekvencie D. schmidti z databazy GenBank pochadzajii z Arménska
a Turkmenistanu [18,9]. Okrem zvySenia pocCtu arménskych lokalit, nové vzorky taktiez
pokryvaju lokality na izemi Turecka, Gruzinska a Ruska. Dolichophis andreanus je v subore
dat zastapeny publikovanou sekvenciou zIranu [9]. Pri druhu D. jugularis k dvom
publikovanym sekvencidm z lokalit na izemi Jordanska a Turecka [18,9] pribudli lokality
z Grécka, Cypru, Libanonu, Iraku a vyrazne sa zvysil ich pocet v oblasti Anatolie. Prave
rozsiahly pocet dat z oblasti Anatélie ndm umoznil urcit’ kontaktné zony jednotlivych druhov.
D. caspius a D. jugularis sa stretavaji v oblasti juhozapadného a juzného Turecka a taktiez na
ostrove Kos. Vyskyt D. schmidti je Ciastoéne sympatricky s vy$Sie spominanymi druhmi,
pricom na zépade zasahuje az po provinciu Ankara a vo vychodnom Turecku sa jeho aredl
prekryva s aredlom D. jugularis.

Molekularno-fylogeneticky strom (Obr. 1) tvori dobre podporené monofylum a ukazuje
dva hlavné klady. Prvy (podpora 100) zahfiia druh D. caspius, ktory je sestersky ku D.
schmidti, zatial' ¢o druhy (podpora 100) zahfiia druhy D. andreanus a D. jugularis. V ramci
druhu D. jugularis vidime tri dobre divergované linie. Prvu z tychto linii (podpora 100) tvoria
vzorky zahfiajuce areal tiahnuci sa od gréckych ostrovov Rhodos a Kos, cez juhovychodnu,
juzni a vychodnu ¢as pevniny Turecka az po Irak. Této linia zodpoved4a poddruhu D. j.
Jjugularis. K nej je sesterska linia, ktort tvoria jedince z Cypru a provincie Hatay (juh Turecka).
K tymto linidm je sesterska linia zastipend jedincami z Libanonu a Jordanska.

Samostatné linie na fylogenetickom strome st dobre podporené, divergované a niektoré
geograficky koreSpondujii s poddruhmi uznavanymi v stcasnosti. Z Cypru bol na zaklade
morfologickych rozdielov opisany poddruh D. j. cypriacus. Tento poddruh ma kratSie a SirSie
Supiny ako D. j. jugularis a konStantne vacsiu plochu €iernej v porovnani s cervenou na brusne;j
strane tela. TaktieZ Cervené izke pruhy na chrbtovych Supinach zvycajne chybaju [7]. Cyprus
je znamy vyskytom niekol’kych endemickych druhov a poddruhov plazov a obojzivelnikov
[19, 20]. Vyskyt tejto linie na pevnine otvara priestor viacerym hypotézam, ako napriklad
introdukcia cClovekom. Linia nachidzajica sa v Libanone a Jordansku koreSponduje
s poddruhom D. j. asianus. Tento poddruh ma najmohutnejSiu stavbu tela, priCom dorzalne
a subkaudalnych Supin. Dospelé jedince su dorzdlne sfarbené Cierno, ventralne Cierno az
tmavosSedo, okrem zltej alebo bielej laterdlnej a ventralnej Casti hlavy, pricom D. j. jugularis
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nesie ventralne ¢ervené sfarbenie [4]. Jednotlivé poddruhy D. jugularis sa stretavaju v oblasti
Levanty, ktora je tvorena uzemim Cypru, Izraela, Jordanska a zapadom Jordanu, Libanonu,
zapadnou Syriu a juznym Tureckom. Tato oblast’ je zndma ako jedno z najddlezitejsSich centier
endemizmu zapadného palearktu [21]. D. j. zinneri by sa mal vyskytovat’ na ostrovoch Rhodos,
Symi, Halki, Tilos a Kastellorizo [14]. Jedinec z Rhodosu vSak na zéklade naSich vysledkov

spada do linie D. j. jugularis.

Dolichophis
caspius

Dolichophis
schmidti

Dolichophis
jugularis
Jugularis

Dofichophis
Jugutaris
cypriacus

Obr. 1. Molekularno-fylogeneticky strom rodu Dolichophis zostrojeny na zaklade fragmentu mtDNA (CytB)

Zaver

Spracovali sme zatial najvacsi stbor sekvencii rodu Dolichophis. Topoldgia
fylogenetického stromu podporuje zakladnt fylogenézu prezentovanu v predchadzajucich
Studiach. Avsak nas prispevok prinasa novy pohlad na fylogenézu tohto rodu, ked’Zze sa nam
podarilo detegovat” d’alSie dve linie. Taktiez sme detegovali oblasti kontaktnych zon medzi
nimi. Z molekularneho hl'adiska prinaSame prvé poznatky o vnatrodruhovej diverzite druhu D.
Jjugularis. NaSe vysledky ukazuja Ze v rode Dolichophis existuje vicSia geneticka variabilita
ako sa predpokladalo. Pri druhu D. andreanus, ale aj ostatnych druhov a linii, je vSak nutny
vacsi pocet dat ataktiez st urgentne potrebné dalSie data zaoberajuce sa

morfoldgiou, osteologiou a ekologiou jednotlivych linii.
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Vztah medzi krvnym systémom ABO0 a zavaznym priebehom ochorenia
COVID-19
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Abstract

Relationship between ABO blood system and severe disease course of COVID-19

The aim of this study was to investigate the possible correlation between ABO blood system and the risk
of severe form of COVID-19. The immunohematological characteristics of the different ABO blood groups can
be related not only to the risk of COVID-19 but also to other viral infections. We used a questionnaire survey
method as our research method, in which we approached a sample of 182 respondents and asked them about their
blood group and the severity of their COVID-19 disease. Of the 182 patients with COVID-19, 50 had type A
(27.5%), 35 had type B (19.2%), 68 had type O (37.4%), and 29 had type AB blood (15.9%). The risk of severe
form of COVID-19 was higher for individuals with blood group AB (17.2%) than for those with blood group B
(8.6%). The risk of severe form of COVID-19 was higher for patients with blood group 0 (5.9%) than for those
with blood group A (4.0%). The relationships between COVID-19 disease severity and individual blood groups
A, B, AB and 0 are currently being monitored, but further scientific investigations are needed, particularly in
European populations.

Keywords: COVID-19; pandemic; coronavirus; SARS-CoV-2; AB0 blood group, blood type

Uvod a formulicia ciela

V decembri 2019 sa objavila vo Wuhane v provincii Hubei v Cine nova forma
ochorenia zapalu pluc nezndmeho pdvodu. Tieto nové pripady zapalu pliac boli
epidemiologicky spojené s velkoobchodnym trhom s morskymi plodmi Huanan. Globalne
Sirenie SARS-CoV-2 a tisice umrti spoésobenych koronavirusovou infekciou (COVID-19)
viedli Svetovll zdravotnicku organizaciu (WHO) k vyhlaseniu pandémie 12. marca 2020. K
dneSnému diu svet zaplatil za tato pandémiu vysokl cenu z hl'adiska stratenych l'udskych
zivotov, naslednych ekonomickych $kod sposobenych protiepidemickymi opatreniami a
zvysenej chudoby [1].

Koronavirusova choroba 2019 (COVID-19) je vysoko patogénna virusova infekcia,
sposobend virusom SARS-CoV-2, ktord bola aj pri¢inou vzniku globédlnej pandémie.
Genomickd analyza odhalila, ze virus SARS-CoV-2 fylogeneticky stvisi s tzv. SARS-like
virusom netopierov, z tohto dovodu mohli byt netopiere moznymi primarnymi nositel'mi
virusu. Prechodny zdroj povodu a prenosu na ¢loveka nie je znamy, rychly prenos z ¢loveka
na Cloveka bol vSak jednoznacne potvrdeny [2].

Snahy o identifikaciu potencionalnych medzihostitel'ov boli vo Wuhane zanedbané a je

naliehavo potrebné objasnit’ presnu cestu prenosu [3].
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U COVID-19 pozitivnych jedincov sa prejavilo niekol’ko symptémov, od
asymptomatickych a l'ahkych az po zavazné ochorenia a smrt. Medzi bezné priznaky patri
kagel, horGicka a dychaviénost’. Dalsimi priznakmi st slabost’, malatnost’, respiraéné tiesef,
bolest’ svalov, bolest” hrdla, strata chuti a ¢uchu, zlyhanie viacerych organov, septicky Sok a
krvné zrazeniny. Okrem toho sa pozorovalo aj dlhodobejSie poskodenie organov, najmé pltc
a srdca [4].

Krvnoskupinovy systém ABO bol spojeny s viacerymi infekénymi ochoreniami, vratane
hepatitidy B a hemoragickej horacky dengue. COVID-19 je nové respiracné infekéné
ochorenie a preto vzt'ah medzi COVID-19 a syst¢émom krvnych skupin ABO je predmetom
mnohych sucasnych vyskumov [5, 6].

Ciel'om uvedenej Studie je preukdzat’ vztah ABO systému so zadvaznostou ochorenia

COVID-19 v slovenskej populacii.

Material a metody

Prakticku cCast’ naSej prace sme realizovali formou dotaznikového prieskumu.
Prostrednictvom elektronickej komunikacie a socidlnych sieti sme dorucili dotaznik vybranej
skupine probandov. Vyskum bol realizovany prostrednictvom aplikacie Formulare Google
(Google Forms) v priebehu novembra a decembra 2022. Celkovy pocet probandov bol 182,
z toho 27 muzov a 155 zien vekovej kategorie 10 — 80 rokov. Do vyskumu boli zapojeni jedinci
hlavne z oblasti zdpadného Slovenska.

Pri vyskume bol pouzity odborny dotaznik vytvoreny Katedrou antropologie
Prirodovedeckej fakulty Univerzity Komenského, ktory bol doplneny o otazky tykajuce sa
krvnej skupiny probandov. Dotaznik bol anonymny a obsahoval 18 otazok, ktoré sluzili na
zistenie udajov tykajucich sa priebehu ochorenia COVID-19 a krvnej skupiny. Otazky boli
zamerané aj na pohlavie, vek a taktieZ aj na priznaky pacientov s ochorenim COVID-19.

V tomto prispevku sme analyzovali zavaznost' ochorenia COVID-19 v suvislosti
s krvnym systémom ABO. Probandom bola poloZena otdzka ,,Akt formu ochorenia COVID-
19 ste prekonali?*“. Mali na vyber nasledovné moZznosti odpovedi: 'ahké forma, stredne t'azka
forma, tazkd forma. Probandi odpovedali subjektivne. Odpovede probandov tykajuce sa
zavaznosti ochorenia COVID-19 boli nésledne skontrolované na zdklade odpovedi, ktoré
zvolili pri otdzke ,,Akymi priznakmi sa u Vas prejavovalo ochorenie?*“. Moznosti odpovedi
boli nasledovné: kaSel’, bolest’ v krku, dychavicnost’, horucka, pocit zvySenej teploty, strata
cuchu a/alebo chuti, bolest’ hlavy, celkova slabost, nevol'nost, zalido¢né a ¢revné prejavy,
nadcha, bolest’ svalov a kibov, vyrazka.
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Odpovede probandov sme vyhodnocovali pomocou programu Microsoft Excel a
pomocou Statistického programu SPSS Statistics verzie 20.0 (SPSS Inc, Chicago, IL). Na
zistenie vztahu medzi ABO skupinou a ochorenim COVID-19 bol pouzity Pearsonov chi-

kvadrat test. Za Statisticky vyznamnu bola povazovana hodnota vyznamnosti p < 0,05.

Vysledky a diskusia
Na zaklade odpovedi probandov sme skimali suvislost’ medzi jednotlivymi krvnymi

skupinami a zdvaznostou ochorenia COVID-19.

Tab. 1. Pocetnost jednotlivych foriem priebehu ochorenia COVID-19 v zavislosti
od systému krvnych skupin ABO

Krvna skupina 0 A B AB Chi-kvadrat test
Forma COVID-19 | n % n % n % n % p-hodnota
Lahka forma 34| 50,0 25| 50,0 17| 48,6 13| 4428

Stredna forma 30| 44,1 23| 46,0 15| 42,9 11 37,9 0,535
Tazka forma 41 59 2| 4,0 3] 8,6 5 17,2

V Tab. 1. st zhrnuté vysledky nasho stiboru ohl'adom jednotlivych foriem ochorenia
v zavislosti od krvnej skupiny probandov. Co sa tyka probandov s krvnou skupinou 0, 50,0 %
znich prekonalo I'ahkt formu ochorenia, 44,1 % stredni formu a len 5,9 % tazka formu
ochorenia COVID-19. Podl'a odpovedi mala tak isto polovica (50,0 %) infikovanych osob
s krvnou skupinou A Tahky priebeh ochorenia, 46,0 % stredny priebeh a 4,0 % t'azky priebeh
ochorenia COVID-19. Probandi s krvnou B podl’a prieskumu prekonali ochorenie COVID-19
v 48,6 %-ach ahko, v 42,9 %-ach stredne tazko a v 8,6 %-ach tazko. Co sa tyka infikovanych
s krvnou skupinou AB, 44,8 % prekonalo 'ahktl formu ochorenia, 37,9 % prekonalo strednt
formu ochorenia a 17,2 % t'azka formu.

Z vysledkov nasho stiboru vyplyva, ze u probandov s krvnou skupinou AB sa ochorenie
COVID-19 prejavovalo zévaznejSimi priznakmi. Jedinci s krvnou skupinou A alebo 0
pocitovali tazka formu ochorenia COVID-19 v najmensej miere. Avsak, vysledky chi-kvadrat
testu nepreukazali Statisticky signifikantny vztah medzi ABO krvnym systémom
a zavaznostou ochorenia COVID-19 (p = 0,535).

Distribticia krvnych skupin v naSom subore bola nasledovna: jedinci s krvnou skupinou
A tvoria 27,5 % vzorky, jedinci s krvnou skupinou B 19,2 %, jedinci s krvnou skupinou 0 37,4

% a jedinci s krvnou skupinou AB 15,9 %. Ak porovname ziskané percenta distribticie krvnych
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skupin mojej vzorky s percentami distribucie krvnych skupin v Ceskej republike,
pozorovatel'né su vyrazné rozdiely v krvnej skupine A, d’alej v krvnej skupine AB. Jedinci
s krvnou skupinou A tvoria 42% populacie Ceskej republiky, kym v mojej vzorke distribucia
krvnej skupiny A je 27,5 %. Pri krvnej skupine AB je tiez signifikantny rozdiel. Percento
distribucie krvnej skupiny AB ¢eskej populdacie je 8 %, kym v mojej vzorke distribucia krvne;j
skupiny AB predstavuje 15,9 %.

Tab. 2. Podiely krvnych skupin v nasej vzorke

Tab. 3. Podiely krvnych skupin v populicii Ceskej republiky (Cesky ¢erveny kriz, 2011)

A

B

0

AB

27,5 %

19,2 %

37,4 %

15,9 %

A+

A-

B+

B-

0+

0-

AB+

AB-

36,0 %

6,0 %

15,0 %

3,0%

27,0 %

5,0 %

7,0 %

1,0 %

Zahrani¢né Studie v réznych populaciach poukazali aj na iné vysledky. Podla stadie
Wu a kol. (2020), ktora bola zamerana na ¢insku populaciu, najrizikovejsia krvné skupina
v stvislosti so zdvaznostou ochorenia COVID-19 je krvna skupina A a najmenSiemu riziku st
vystaveni jedinci s krvnou skupinou 0 [7]. Zietz a kol. (2020) analyzovali pacientov s COVID-
19 v nemocni¢nom systéme New York Presbitarian v USA. Hl'adali suvislost’ medzi krvnym
syst¢émom ABO a infekciou, intubaciou a smrt'ou infikovaného pacienta. Zistili mierne zvySenu
prevalenciu infekcie medzi non-0 typmi. Riziko intubacie bolo zniZené u pacientov s krvnou
skupinou A, naopak zvySené u pacientov s krvnou skupinou AB a B v porovnani s typom O.
Riziko timrtia u infikovanych pacientov bolo zvySené pre typ AB a znizené pre typy A a B [8].
Monaco a kol. (2021) pouzili udaje zo 75 krajin sveta, z toho 35 eurdpskych, 21 azijskych, 7
africkych, 6 severoamerickych, 4 juhoamerickych krajin a 2 zaocednske krajiny. Zistili, Ze
krvna skupina B Rh+ je doleZitym rizikovym faktorom zavaZznosti ochorenia COVID-19, ¢o
potvrdzuje predchadzajuce zistenia, Ze krvné skupiny st spojené so zavaznostou ochorenia
COVID-19 a taktiez s fatalnymi nasledkami tohto ochorenia [9].

Na zaklade doteraz publikovanych vystupov vedeckych vyskumov a Stadii sa da
predpokladat’, Ze existuje korelacia medzi rizikom a zévaznostou ochorenia COVID-19
a krvnym systémom ABO. Hoci, nasa Stidia uvedeny vzt'ah nepotvrdila.

Napriek tomu, Ze v stcasnosti sa vo svete intenzivne monitoruju vlastnosti virusu

SARS-CoV-2 a vztahy medzi zavaznostou ochorenia COVID-19 a jednotlivymi krvnymi
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skupinami A, B, AB a0, si potrebné dalSie vedecké vyskumy, najmi v ramci europskej

populécie.

Zaver
Na =zaklade naSich vysledkov mézeme konStatovat, ze najcCastejSie pocitovali
zévaznejsie priznaky ochorenia COVID-19 probandi s krvnou skupinou AB alebo B. Probandi

s krvnou skupinou A alebo 0 pocitovali v najmensSej miere zaviznejSie priznaky ochorenia

COVID-19.
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Abstract

Changes in sialic acid binding in the bull sperm plasma membrane during the epididymal maturation

To acquire the fertilizing ability, sperm must undergo a key process, epididymal maturation. During
transit through the epididymis, sperm underwent a series of crucial changes on their surface. One of them is a
modification of glycocalyx, a structure consisting of glycoconjugates attached to the sperm plasma membrane.
Sialic acid is a terminally bound monosaccharide, essential for the survival of sperm during their transit through
the female reproductive tract. By immunofluorescence analysis of bull epididymal spermatozoa using the sialic
acid-binding lectins Mal I, Mal IT and SNA-I and WGA, we detected modification of the sperm glycocalyx mainly
by a2-3 sialic acid binding on galactose 31-3 N-acetylgalactosamine or 02-3 on N-acetyllactosamine. However,
other modifications predominantly in the sperm head cannot be excluded. The sperm plasma membrane
glycocalyx is changed during the passage of the sperm through the epididymis towards the cauda in terms of the
binding specificity of sialic acid to various sugar residues, as well as binding to the sperm head or tail.

Keywords: spermatozoa; sperm maturation; glycocalyx; sialic acid; lectin analysis

Uvod a formulicia ciela

Spermie dozrievaju v dvoch funkéne odliSnych organoch. Semenniky zodpovedaju za
ich morfologické dozrievanie, vytvorenie hlavicky, kréku a bi¢ika, za funkéné dozrievanie
nadsemennik [1]. K epididymalnej maturacii dochadza pocas prechodu spermii tymto
organom, pricom kazdd zjeho morfologickych casti (hlava, telo, chvost) sa na procese
maturdcie podiel’a Specifickym a klI'iC¢ovym spdsobom. Vo vSeobecnosti dochddza k zmendm
na urovni proteinov, lipidov ¢i sacharidov, ktoré sa nachddzaju na plazmatickej membrane
spermii. Meni sa ich obsah, Struktira ale aj lokalizacia [2-3]. Vyrazne meneny je pocas
epididymalne; maturacie najméd glykokalyx, cca 20 — 60 nm velka, vysoko variabilnd, do
priestoru vytt€ajuca Struktura, ktord je ukotvena do plazmatickej membrany spermie.
Glykokalyx je esencidlny pre vSetky bunky, no v pripade spermii zabezpecuje ich prezitie
v samiCom pohlavnom trakte, inhibuje pred€asni akrozoémovi reakciu, potlaca imunitni
reakciu samicieho organizmu voci spermiam. Vyznamnu rolu zohrava aj pri kontakte spermie

s oocytom [4]. Glykokalyx je tvoreny najméa glykoproteinmi a glykolipidmi a na spermii sa
ytom [ ykokalyx j y najmé glykop glykolip p
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nachadza uz pocas jej testikularneho vyvinu. Oligosacharidy st tvorené monosacharidovymi
podjednotkami, ktoré sa mozu spajat’ do réznych kombinacii. NajcastejSie sa vyskytuje
galaktdza, N-acetylgalaktézamin (GalNAc), gluk6za, N-acetylgluk6zamin (GluNAc), manoza,
¢i fukoza. Termindlnym monosacharidom casto byva ,kyselina sialova, ¢o je vSeobecné
oznaCenie pre derivaty kyseliny N-acetylneuraminovej. ViaZze sa ako negativne nabity
monosacharid, na ret'azce glykanov tvoriace glykokalyx. Posledné roky vyskumov poukazuju
na fakt, Zze miera sializacie spermii by mohla byt jednym z klI'a€ovych faktorov pri stanovovani
oplodeneniaschopnosti spermii. Jej pritomnost’ na spermidch je nevyhnutnd pre ich prezitie
v sami¢om pohlavnom trakte, nakol'ko prekryva antigény, ktoré¢ ak su odhalené, spdsobuju, ze
samici imunitny systém vnima spermie ako cudzorodé bunky a cielene ich ni¢i. Naopak, jej
odstranenie, desializdcia, je nevyhnutna pre spravny proces kapaciticie a vizby na zonu
pellucidu oocytu, no tiez znizuje schopnost’ aktivneho pohybu spermii alebo ich schopnost’
penetrovat’ hlien kréku maternice [5-6].

Nasim cielom bolo detegovat’ zmeny vo vézbe kyseliny sialovej na membréane spermii
pocas ich prechodu nadsemennikom pomocou vybranych lektinov. Lektiny su proteiny
neimunitného pdvodu, izolované z hub ¢i rastlin, ktoré st Specificky schopné rozoznavat
sacharidové Struktary [7]. My sme zvolili kombinidciu Mal I — izolovany z Maackia
amuurensis — I, Mal Il —izolovany z Maackia amuurensis — II, SNA-I1— izolovany z Sambucus

nigra, WGA — izolovany z Triticum Vulgare.

Material a metody
Skumané spermie pochadzaju z by¢ich nadsemennikov, ktoré boli porazané na bitunku
v Malej Maci. Analyzovali sme zmesnt vzorku spermii vzdy z najmene;j troch jedincov.

Izolacia spermii: Spermie sme izolovali z ¢erstvo odpreparovanych nadsemennikov

rozdelenych na jednotlivé casti (hlavu, telo, chvost) 3-nasobnym premytim v PBS a
centrifugéciou pri 250 x g po dobu 5 mint pri laboratdrnej teplote. Nasledne sme upravili
koncentriciu suspenzie v PBS na 107/ml a fixovali 3,7 — 4% paraformaldehydom za staleho
mieSania 10 minat.

Kontrola intaktnosti spermii: Morfologickll intaktnost’ spermii, pritomnost’ hlavicky

a bi¢ika, sme kontrolovali na nateroch spermii na sklickach pomocou mikroskopu vo
viditeI'nom svetle. Pritomnost’ akrozoému sme kontrolovali na spermiach s permeabilizovanou
plazmatickou membranou. Ta sme docielili inkubéciou spermii s vymrazenym aceton-
metanolom (1:1) pocas 5 minut, po ktorom sme naniesli na natery PNA-TRITC lektin (Vector

Laboratories Inc.) (1:300) a inkubovali 30 minut vo vlhkej komdrke, za tmy pri teplote 37°C.
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Intaktnost’ plazmatickej membrany sme kontrolovali inkubéciou spermii s PNA lektinom v
suspenzii za rovnakych podmienok a néslednou fixaciou zmesou aceton-metanol na nateroch.
Po premyti v PBS a zasuSeni sme naniesli krycie médium Fluoroshield s DAPI (Vector
Laboratories Inc.) na vizualizdciu jadier spermii. Reakcie sme hodnotili pod
epifluorescencnym mikroskopom LeicaDM5500 B s digitalnou kamerou Leica DFC340 FX
pri 400-ndsobnom zviacseni s vyuzitim Leica Advanced Fluorescence software.

Analyza sializacie na spermiach v suspenzii: K ziskanej suspenzii spermii sme pridali

PNA-TRITC a lektiny viazuce kyselinu sialova (Mal I, Mal II, SNA-I a WGA) konjugované

s FITC (fluoresceinizotiokyanatom) (Vector Laboratories Inc.). Spermie z jednotlivych cCasti
nadsemennika sme spolu s lektinmi inkubovali v tme za staleho mieSania 30 minuat pri
laboratornej teplote, premyli a naniesli na sklicko. Néasledne sme vzorky zafixovali zmesou
aceton-metanolu (1:1) po dobu 5 minut, premyli v PBS, zasusili, naniesli krycie médium

Fluoroshield s DAPI a hodnotili pod fluorescenénym mikroskopom.

Vysledky a diskusia

Nakol'ko nasim cielom bolo zistit' distribiciu kyseliny sialovej na povrchu
epididymalnych spermii, viacndsobnou kontrolou sme potvrdili, Ze vicSina spermii
izolovanych z jednotlivych ¢asti nadsemennika mala hlavicku a bicik (90-98%), neporuSeny
akrozom (96-97%) a intaktnii plazmaticki membranu (92-95%) (Tab.1). Vsetky lektiny
pouzité v imunofluorescen¢nej analyze viazu kyselinu sialovu (Sia), liSia sa vSak preferenciou
voci konkrétnemu typu jej vizby v glykokalyxe (Tab. 2), ¢o odraZa ich rozdielny reakény
d’alSie cukorné zvysky [8]. S tymto lektinom reagovalo v hlave 98%, v tele 94% a v chvoste
89% spermii. Menil sa vSak reakény vzor, ked” smerom od hlavy ku chvostu nadsemennika
stiipal pocet spermii, ktoré boli oznacené lektinom nielen na hlavicke, ale aj chvostiku (Obr.
1), ¢o modze znamenat dodatoénil sializdciu existujicich, alebo =ziskanie novych

glykoproteinov.

Tab. 1. Kontrola intaktnosti spermii

% + SEM
Druh kontroly
Hlava Telo Chvost
Integrita spermii (hlavic¢ka, bi¢ik) 90,94 £ 1,11 98,20 + 0,09 96,14 £ 0,80
Pritomnost’ akrozomu 96,86 + 1,05 97,93+ 0,73 97,86 + 0,57
Intaktnost’ plazmatickej membrany 92,11 +£0,25 95,13 £0,02 94,47 + 0,83
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Tab. 2. Podiel spermii reagujucich s lektinmi viaZzucimi kyselinu sialovi. Mal | — Maackia amuurensis [
lektin, Mal Il — Maackia amuurensis I lektin, SNA-1 — Sambucus nigra aglutinin, WGA — ,,Wheat Germ*
aglutinin. 1: — primarna vézba, 2: — sekundéarna vézba, T: — lektin toleruje danu vizbu, I: — dana vizba inhibuje
naviazanie letkinu, Gal — galaktoza, Sia — kyselina sialova, Fuc — fukéza, NAc — N-acetyl, LacNAc — N-
acetyllaktézamin, LacdiNAc — N-acetyldilakt6zamin, GalNAc — N-acetylgalaktézamin,

GluNAc — N-acetylglukézamin [8].

Reaktivita (%)

Lektin Vizba - schéma Vizba - popis
Hlava | Telo Chvost

1: terminalny 3-O-
+6S sulfatovany Gal na

3s LacNAc, 6-O-sulfatacia na
GluNAc
Mal I I: a1-3 Fuc na GluNAc 40 - 26
2: a2-3-sializovany
._( ' —— LacNAc

a3 = p4 I: al-3/4Fuc na GluNAc
T: Neu5Gce

+- a6 1: 02-3-sialyzovany Galp-

N

\/_}i 1-3GalNAc na O-

oY B3 glyk'f'moch. o
Mal II . a3~ T: 6 substitaciu na GalNAc 100 98 98
2: 3’sulfatovany Galp
2: N I: Fuc reziduami
3sQO—

’“h FW}IH. 1: 02-6-sializovany
LacNAc

SNA-I T: Sia varicie - - -

2: 2: a2-6-sializovany

LacdiNAc

ab  p3/4

1: terminalny GluNAcp
2: terminalny GluNAca,
20 alp " terminalny NAc

L— @ s GalNAca/p, Sia

WGA 98 94 89

[ N-acetylglukézamin =~ () Galaktéza  [[] N-acetylgalaktozamin ’ Kyselina sialovd

Vysoku reaktivitu sme zaznamenali v pripade lektinu Mal II, s preferen¢nou vézbou Sia
vo forme a2-3 na GalB1-3GalNAc, s ktorym reagovalo v hlave 100% spermii, v tele a chvoste
zhodne po priblizne 98%, reakcia vSak bola zaznamenana prevazne na bicikoch spermii.
Rovnaky typ vézby je schopny detegovat’ aj Mal I, vysSiu preferenciu méa vSak voc¢i inému

cukornému zvysku (Tab.2), ¢o potvrdzuje jeho nizsia reaktivita v porovnani s Mal II lektinom.
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V hlave reagovalo len 40% spermii, v tele reakcia zmizla a znovu sa objavila v chvoste u 26%
spermii. Podstatne nizSie percento reagujucich spermii pri Mal I mdéze naznaCovat, Ze na
spermiéch sa Sia nachadza prevazne viazand ako 02-3 na Galpf1-3GalNAc. Vymiznutie reakcie
v tele a pokles v chvoste by mohlo byt sposobené d’alSou modifikaciou - fukozylaciou, ktora
inhibuje vazbu oboch lektinov, v pripade Mal II sa ale reaktivita takmer nezmenila. Nemozeme
preto vylucit’ aj moznost’ odstiepenia Sia naviazanej konkrétnou vizbou. Zaujimava je reakcia
bi¢ikov spermii (Obr. 1), ktoré Mal I oznacil len na spermiach z hlavy nadsemennika, kym
v pripade Mal 1II je reakcia vyrazna a pritomnd na bi¢iku spermii zo vsetkych troch casti
nadsemennika. Vazbu a2-6 Sia na LacNAc a LacdiNAc sme nepotvrdili, ked’ze lektin SNA-I,
preferencne viazuci tito modifikéciu so spermiami z nadsemennika nereagoval. Na zaklade
reakéného vzoru lektinov Mal I, Mal II a SNA-I mozno predpokladat, ze Sia modifikuje
glykokalyx spermii na bi¢iku prevazne vdzbou 02-3 na GalB1-3GalNAc alebo 02-3 na
LacNAc. Nemozno vSak vylacit' ani d’alSie modifikécie, hlavne v oblasti hlavicky spermie,

detegované WGA lektinom tolerujliicim aj iné sposoby vizby.

Hlava Telo Chvost

Mall

Mal 11

SNA-I

WGA

Obr. 1. Spermie oznacené lektinmi viaZucimi Kyselinu sialovii. Reprezentativne obrazky spermii z
jednotlivych Casti nadsemennika (hlava, telo, chvost) po inkubécii v suspenzii, s fluorescencne znacenymi
lektinmi Mal I — Maackia amuurensis -1 lektin, Mal 11 — Maackia amuurensis — II lektin, SNA — Sambucus

nigra aglutinin a WGA — ,,Wheat Germ‘ aglutinin.
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Zaver

Modifikécia glykokalyxu plazmatickej membrany spermii kyselinou sialovou sa meni
pocas prechodu spermii nadsemennikom smerom od hlavy ku chvostu, a to z hl'adiska spdsobu
vizby na rozne cukorné zvysky, ako aj miesta vizby na spermiu (hlavicka, bi¢ik). Kombindacia
lektinov s r6znou preferenciou viazby je dobrym nastrojom pre hlbsiu analyzu tychto zmien na

urovni glykoproteinov a pochopenie ich ulohy v d’alSich procesoch stvisiacich s oplodnenim.
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Abstract

Genetic changes in mitochondria: a potential marker of chemoresistance of testicular tumors?

As for now, Testicular Germ Cell Tumors (TGCT) are not characterized by a significant number of
somatic mutation. Several risk loci have been identified in TGCT, but the alterations contributing to the
development of the chemoresistance phenotype require further characterization. To identify genetic changes that
may be related to different response to treatment, we compared TGCT cell lines resistant and sensitive to cisplatin
(CDDP) by sequencing of mitochondrial DNA. The mutational profile of 2102EP (sensitive TGCT cell line) was
significantly different from that of 1777NRpmet (resistant TGCT cell line). By functional analysis of
mitochondrial respiration, we also observed differences between sensitive and resistant TGCT cell lines. We
expect that our analyses will contribute to revealing genetic background associated with CDDP resistance and
potentialy contribute to identification of new biomarkers for its early detection in TGCT patients.

Keywords: mutation,; mitochondria; TGCT; resistance; mitochondrial respiration

Uvod a formulicia ciela

Genetické zmeny v nadorovych bunkach hraju doéleziti Ulohu pocas neoplastickej
progresie, ako aj v odpovedi na lie€bu l'udskych malignit [1]. Genetické zmeny, zarodo¢né
alebo somatické mutécie, menia funkciu génu, ¢o moze prispiet’ k rozvoju alebo progresii danej
malignity [2]. Akumuldcia genetickych zmien nielen v jadrovych, ale aj mitochondrialnych
gendmoch sa moze podiel’at’ na patogenéze rakoviny [3]. V pripade TGCT je chemoterapia na
baze cisplatiny (CDDP) hlavnym typom liecby, s vysokou G¢innost’ou a mierou prezitia viac
ako 90% [4]. Aj napriek vysokej u¢innosti lieCby sa v§ak u 5-10% pacientov vyvinie rezistencia
na CDDP. Jednou z jej hlavnych pri¢in mo6Ze byt’ aberantna oprava DNA-platinovych aduktov
[5].

Je zndme, ze CDDP indukuje adukty v jadrovej ale aj v mitochondridlnej DNA
(mtDNA) a proteinoch [6]. Chemosenzitivita TGCT moéze byt aj vysledkom zvySeného
“mitochondridlneho primingu” (pripravenosti mitochondrii vstupit do apoptdzy). Jeho
molekularna charakterizacia by mohla napomoct k zlepSeniu ucinnosti chemoterapie
rezistentnych naddorov [7]. Metabolicka dysfunkcia patri medzi hlavné znaky malignych buniek
a je zrejmé, Ze mutdcie mitochondridlneho genomu vedil k metabolickému deficitu [8]. Pri
rakovine boli zistené pocetné mutacie v mtDNA, ktoré neinaktivuji mitochondrialne funkcie,

ale prave naopak, menia energeticky metabolizmus na podporu rastu rakovinovych buniek.
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Zmenené¢ profily mtDNA, vratane pocCtu kopii a mutacii, vedi k modifikovanej
mitochondrialnej bioenergetike a k patologickej signalizacii z mitochondrii k jadru, ktora
urychl'uje tumorigenézu [9]. Akumulacia mitochondridlnych mutacii suvisi nielen s progresiou
ochorenia, ale aj s rezistenciou na liecbu [10].

Mitochondrie taktiez predstavuji energeticka zasobaren bunky, zabezpecuju produkciu
ATP prostrednictvom oxidacnej fosforylacie (OXPHOS). Enzymy zahrnut¢ v OXPHOS st
multipodjednotkové komplexy kodované jadrovou aj mitochondridlnou DNA. Regulacia
dychania je teda vysoko koordinovany proces, ktory musi zabezpecit’ produkciu, zostavovanie
a funkciu mitochondrii, aby uspokojil energetické potreby bunky [11]. Pre odhalenie pricin
chemorezistencie je preto dolezité identifikovat’ genetické zmeny v jadre 1 mitochondridch

a pochopit’ principy ich vzédjomnej komunikacie.

Material a metody

Pomocou NGS metddy sme identifikovali pritomné muticie v mitochondrialnom
gendme TGCT senzitivnych arezistentnych bunkovych linii (2102EP/2102EP cis
a H12.1/H12.1 ODM). Prvym krokom nésho experimentalneho postupu bola izolacia DNA
pomocou Qiagen DNA Extraction Kitu a nasledné stanovenie jej koncentracie pomocou Quibit
2.0 fluorometra. Z izolovanej DNA bola pripravend kniZznica pomocou Twist Library
Preparation Kitu. DNA vzorky boli najprv fragmentované a ligované s Twist universal
adaptérmi. Po purifikacii a PCR amplifikacii s Twist UDI primermi sme skontrolovali kvalitu
pripravenej kniznice na bioanalyzatore. Pripravena kniZznica bola nasledne hybridizovana
s probami Twist Target Enrichment Kitu a amplifikovanad pomocou RT-qPCR. Pred samotnym
sekvenovanim bola opit’ overend kvalita vzoriek na bioanalyzatore a nasledne boli vzorky
osekvenované pomocou Illumina iSeq systému. Ziskané data boli bioinformaticky a Statisticky
vyhodnotené.

Samotné dychanie mitochondrii sme stanovili pomocou OROBOROS oxygrafu, ktory
umoznuje analyzu koncentracie atoku kyslika s vysokou presnostou aj pri nizkych
respiracnych aktivitich mitochondrii a nizkych hladinach kyslika. Funguje na principe
polarografie - zavislost' elektrického pradu anapitia na dvojici elektrod ponorenych do
roztoku, v ktorom prebieha elektrolyza. Za stdleho mieSania je detegovany pokles koncentracie
kyslika v roztoku resp. uzavretej komorke. V prvom kroku sa bunky scentrifuguju, prida sa
respiraéné médium a nasledne pridavkom rdznych inhibitorov a substratov budeme sledovat’

zmeny Vv respiracii.
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Vysledky a diskusia

V poslednej dobe sa vyvinulo zna¢né usilie o lepSie definovanie désledkov genetickych
zmien mtDNA v tumorigenéze. V praci sme stanovili mutacny profil mitochondridlneho
gendému rezistentnych TGCT bunkovych linii 1777NRpmet a H12.1 ODM v porovnani so
senzitivnymi TGCT bunkovymi liniami 2102EP a H12.1.

Tab. 1. Variabilita identifikovana porovnanim rezistentnej bunkovej linie 1777NRpmet so senzitivnou
2102EP bunkovou liniou a rezistentnej bunkovej linie H12.1 ODM so senzitivnou H12.1 bunkovou liniou

1777NRpmet 2102EP chrM 73 A G rs869183622 RNRI
1777NRpmet 2102EP chrM 195 T C 152857291 RNRI
1777NRpmet 2102EP chrM 709 G A 152853517 RNRI1
1777NRpmet 2102EP chrM 1542 T C . RNRI
1777NRpmet 2102EP chrtM 1888 G A 152897260 RNR2
1777NRpmet 2102EP chrM 2706 A G 152854128 RNR2
1777NRpmet 2102EP chrtM 3086 T C . RNR2
1777NRpmet 2102EP chrM 4216 T C 1$1599988 ND1

1777NRpmet 2102EP chrM 4917 A G rs28357980 ND2

1777NRpmet 2102EP chrM 6931 G A . COX1
1777NRpmet 2102EP chrM 7028 C T 152015062 COX1
1777NRpmet 2102EP chrtM 8697 G A 1s879233543 ATP6
1777NRpmet 2102EP chrM 9812 C T . COX3
1777NRpmet 2102EP chrM 10463 T C rs28358279 TRNR
1777NRpmet 2102EP chrM 11251 A G rs869096886 ND4

1777NRpmet 2102EP chrM 11719 G A 152853495 ND4

1777NRpmet 2102EP chrtM 12633 C A 153926883 ND5

1777NRpmet 2102EP chrtM 13368 G A rs3899498 ND5

1777NRpmet 2102EP chrtM 14766 C T rs193302980 CYTB
1777NRpmet 2102EP chrtM 14905 G A rs193302983 CYTB
1777NRpmet 2102EP chrM 15452 C A rs193302994 CYTB
1777NRpmet 2102EP chrtM 15607 A G rs193302996 CYTB
1777NRpmet 2102EP chrM 15928 G A 1s527236198 TRNT
H12.1 ODM H12.1 chrM 5839 C T TRNY
H12.1 ODM HI12.1 chrM 8243 G A COX2
H12.1 ODM H12.1 chrM 15215 G A CYTB
H12.1 ODM HI12.1 chrM 15797 G A . CYTB
H12.1 ODM H12.1 chrM 16304 T C rs386829305 TRNP
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Obr. 1. Vénov diagram znazornujuci prekryv mutacii v testovanych TGCT rezistentnych liniach

Mutacie v jadrovych i mitochondridlnych génoch kédujucich respiraéné enzymy mozu
ovplyviiovat’ komunikaciu medzi mitochondriami a jadrom, bioenergetiku mitochondrii a tym
celkovu progresiu ochorenia. Nakol'ko sa niektoré z identifikovanych mutéacii nachadzaju
v génoch respiraéného retazca, pomocou metody OROBOROS sme porovnali
parametre respiracie vybranych bunkovych TGCT linii: 2102EP (sens.) vs. 2102EP cis (rez.)
aH12.1 (sens.) vs. H12.1 ODM (rez.). Nase predbezné vysledky poukazuju na rozdiely
v respiracii rezistentnych bunkovych linii v porovnani so senzitivnymi bunkovymi liniami.
(Obr. 2 a 3). Statisticky vyhodnotené vysledky analyzy funkcie dychacieho retazca budeme

korelovat’ s relativnou expresiou respiracnych génov (buduce analyzy).
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Obr. 3. Grafické zobrazenie zmien v spotrebe O: rezistentnymi a senzitivnymi bunkovymi liniami
Flux control ratio (FCR) su pomery toku O v rdznych stavoch kontroly dychania, normalizované pre
maximalny tok v spolo¢nom referen¢nom stave
.
Zaver

V naSej praci sme sa zamerali na genetické zmeny v mitochondridlnom genome
senzitivnych/rezistentnych bunkovych linii TGCT. Sekvenacné porovnanie mitochondridlneho
genomu rezistentnych a senzitivnych TGCT bunkovych linii ukazalo, ze sa liSia
v identifikovanych mutaciach. V Tab. 1 si znazornené jednotlivé zmeny v Specifickych
poziciach, najdenych v Specifickych génoch. Niektoré mutacie (polymorfizmy, SNP) uz boli
opisané, ale pociato¢nd analyza tieZ poukazuje na novo identifikované mutacie v tychto
bunkovych liniach. Pociato¢né bioinformatické a Statistické analyzy ukazali uzky vzt'ah aj
medzi inymi rezistentnymi bunkovymi liniami (NOY cis a Tcam cis) (Obr. 1). Predbezné
vysledky z analyzy funkcie dychacieho retazca taktieZ poukéazali na rozdiely v respiracii medzi
rezistentnymi a senzitivnymi TGCT bunkovymi liniami (Obr. 3), avSak na presnejSie zavery
su potrebné d’alSie analyzy a taktieZ stanovenie relativnej expresie respiraénych génov, ktoré
budu uskuto¢nené na jednotlivych bunkovych linidch. Nasou snahou je zamerat’ sa na
odhalenie genetickej variability a zmien v jadrovych aj mitochondridlnych genomoch TGCT,
ktoré mozu stvisiet’ s chemorezistenciou, a tym prispiet’ k identifikacii novych genetickych
biomarkerov na lepSiu stratifikaciu TGCT pacientov, v€asné odhalenie chemorezistencie

a nasledné personalizované nastavenie efektivneho lieCebného rezimu pre TGCT pacientov.
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Deep protein profiling of trap leaves of carnivorous sundew
(Drosera binata)
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Abstract

Carnivory is not only a paramount feature of animals, but also some plants with specialized traps have
such intrinsic trait, commonly known as carnivorous plants. This extraordinary capability allows to acquire vital
nutrients while growing on deficient soils, such as marshes. Carnivorous plants evolved leaves with the specialized
function of trapping, digesting, and absorbing the desired nutrients, complementing photosynthesis. Sundews
modified their leaves into adhesive traps containing sticky secretions with hydrolytic enzymes. Therefore, their
biochemical composition is substantially different from conventional photosynthesizing organs. Proteins from
traps of Drosera binata were isolated by phenol-based protocol. Using shotgun proteomic analysis, we identified
871 proteins in trap leaves. Our results opened avenues for a follow-up study questioning the mystery of unique
trap development.

Keywords: carnivorous plants; adhesive traps; proteomics; hydrolases

Introduction and Objectives

Carnivorous plants exhibit the capability to trap and digest several types of prey
utilizing hydrolytic enzymes. To fulfill the nutritional requirement for growth and development
in deficient habitats, carnivorous plants evolved special leaves or stolons to trap and digest the
prey. There are five types of traps: adhesive, snap, pitfall, suction, and lobster pot traps [1].
The content of the digestive fluid depends on the developmental stage of the plant. Digestive
juice is largely composed of hydrolytic enzymes — nucleases, esterases, lipases, phosphatases,
chitinases, glucanases, and peptidases [ 1, 2]. Sundews modified leaves into adhesive traps with
glandular tentacles containing sticky secretions.

Recently researchers elucidated the structural and functional characteristics of proteins
and enzymes in the digestive fluid of carnivorous plants [3]. Besides the digestion of prey,
enzymes ensure self-defense against pathogen attack and mechanical injury. Analysis of the
digestive fluid of Drosera adelae using liquid chromatography coupled mass spectrometry
(LC-MS) reported 19 novel proteins out of 26 proteins, including defense- and pathogenesis-
related ones [1]. Moreover, B-1,3-glucanase from Drosera binata and purified recombinant
chitinase class 1 from Drosera rotundifolia showed potent antifungal potential [4, 5].
Furthermore, the investigation of digestive fluid from Nepenthes ampullaria demonstrated
variable protein composition and protease activity at different developmental stages [6].

This study focused on revealing the protein composition of sundew leaves. The
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detection and quantification of proteins accumulated in adhesive traps is the first step in

discovering new promising enzymes for biotechnology.

Materials and Methods
Plant material

Plants of Drosera binata were cultivated aseptically on 1/4 Murashige and Skoog (MS)
medium with Gamborg B5 vitamins supplemented with 2% (w/v) sucrose and 0.8% (w/v) agar
at 24 °C + 2 °C with 16/8 h photoperiod and light intensity of 50 umol'm?2-s™!. Fresh leaf
samples were collected at the mature trap leaf stage in six biological replicates.
Protein extraction and quality control

The proteins were isolated by phenol-based extraction method followed by ammonium
acetate precipitation [7]. Briefly, 100 mg of samples in 2 mL test tubes were ground in a
homogenizer with 3 mm tungsten beads and liquid nitrogen. The 500 uL of extraction buffer
(0.7 M sucrose, 0.1 M KCI, 0.2 M Tris pH 8.0, and 20 mM EDTA) with fresh 1% -
mercaptoethanol and a cocktail of protease inhibitors was added to samples and mixed for 10
min. Next, 500 puL of phenol pH 8 was added, and mixed for another 20 min, followed by
centrifugation for 15 min at 10,000 g and 4 °C. Extracted proteins in the phenol phase were
precipitated using 5 volumes of pre-chilled 0.1 M ammonium acetate in methanol at —20 °C
overnight. The precipitate was collected by centrifugation for 15 min at 10,000 g and 4 °C.
Finally, extracted proteins were washed sequentially with 0.1 M ammonium acetate in
methanol, 80% acetone, and 70% ethanol. Protein pellets were briefly dried in a fume hood
and resuspended in 100 pL of Laemmli buffer.

Protein concentration was measured by reducing agent-compatible bicinchoninic acid
(BCA) assay. Next, we performed sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
for quality control.
Filter-aided sample preparation

Protein digestion was carried out by filter-aided sample preparation (FASP) method.
Aliquots of 100 pg of cell lysate in 4% SDS 100 mM Tris pH 7.6, and 100 mM dithiothreitol
were transferred on the centrifugal filters with the final volume adjusted to 200 pL with urea
buffer (8§ M urea in 100 mM Tris pH 8.5). The proteins were then reduced by adding 200 puL
of 10 mM dithiothreitol in urea buffer, followed by incubation for 15 min at 50 °C and
centrifugation. The proteins were alkylated with 200 uL of 50 mM iodoacetamide in urea buffer
by incubation for 15 min in the dark at room temperature, followed by centrifugation. Upon

quenching with dithiothreitol, filters were washed with 200 pL of urea buffer, and the solvent
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was exchanged for 50 mM ammonium bicarbonate. The proteins were digested overnight at
37 °C by adding 75 pL of sequencing grade trypsin (Promega) working solution (1:50, w/w
enzyme to protein ratio) in 50 mM ammonium bicarbonate. Next, peptides were collected by
centrifugation and slightly acidified with 3 plL. of 10% trifluoroacetic acid. Finally, the
concentration of the peptides was estimated by optical absorbance at 215 nm.
Protein identification

Protein profiling was done using LC-MS according to the workflow described in the
literature [8]. After purification, 500 ng of peptide mixtures were loaded onto a trap column
(PepMap100 C18, 300 um x 5 mm, 5-um particle size; Dionex) and separated with an EASY -
Spray C18 analytical column (Thermo Fisher Scientific) on Ultimate 3000 RSLC nano system
(Dionex) by reverse phase chromatography (120-minute gradient, 2—34% acetonitrile with
0.1% formic acid). The eluted peptides were sprayed directly into Orbitrap Elite mass
spectrometer (Thermo Fisher Scientific) and measured with resolution 120,000, in the mass
range 300-1700 m/z and standard fragmentation criteria. Raw data were processed using
MaxQuant v1.6.17.0 with a built-in Andromeda search engine [9]. Consequently, results were

filtered in Perseus v1.6.15.0 [9].

Results and Discussion

After the protein extraction from trap leaves in six biological replicates, the proteins
were resolved by denaturing gel electrophoresis, excluding sample number six, which was not
tested because of low protein yield. The separated proteins were consistent among all biological
replicates (Fig. 1). Furthermore, we observed a complex protein pattern of numerous sharp
protein bands in the full range of separated molecular masses, from < 20 kDa to > 120 kDa.
Similarly, other studies on carnivorous plants have reported proteins with molecular masses
ranging from 25 to 95 kDa [2, 6]. Typical for leaf tissues, we saw dominant protein bands of

large ~ 50 kDa and small ~ 25 kDa subunits of RUBISCO [10].
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Fig. 1. Coomassie-stained denaturing gel (12%) of trap leaf proteins extracted by phenol method.

Mass spectrometry measures the mass-to-charge ratio of peptide ions by mass analyzer.
Separation of peptides during the LC-MS run is recorded by instrument control software as a
chromatogram (Fig. 2). Already on the stage of visualization of raw data, we showed good
separation of numerous analytes (peptides) as expected for complex digests of unfractionated
cellular proteins. The median width of chromatographic peaks was 30 s, giving a peak capacity
of 200 for 100 min of the effective analytical gradient. We measured spectra using orbitrap-
type analyzer capable of extremely high resolution. Our settings allowed to distinguish a mass

difference as low as 0.01 Da.
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Fig. 2. Base peak chromatogram illustrates a complex profile of eluted peptides of increasing
hydrophobicities.
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Overall we detected 871 proteins in traps of Drosera binata. Out of them, 571 were
reproducibly quantified. The histogram of abundance classes perfectly fitted into normal
distribution (Fig. 3), confirming the feasibility of reliable protein quantification. Photosynthetic
proteins, localized in chloroplasts, were dominant, such as RUBISCO large subunit,
photosystem II CP43 reaction center protein, photosystem I P700 chlorophyll a apoprotein A1,
photosystem II D2 protein, RUBISCO activase, chlorophyll a-b binding protein, oxygen-
evolving enhancer 1, and photosystem I reaction center subunit II. Also, mitochondrial proteins
were present in big amounts, namely ATP synthase subunit o, phosphoglycerate kinase, and
mitochondrial processing peptidase 3 subunit. This list aligns well with the protein composition
of plant leaves reported in the literature [10, 11]. Our further bioinformatic analysis is focused

on revealing digestive hydrolases, which are only vaguely annotated in databases.

80

Counts
0 a0 (1]

0 0 @ W
I 1 I L

0
0

Counts

N0 @ 0
I h L 1
00 @ 0
I h L !

0

Counts
] 40 [ (4]
! I ! !

w0 w oW
1 1 L 1

0
0

Fig. 3. Histograms of relative abundances of proteins from trap leaves in six replicates; imputed values
are in red (from the normal distribution).

Conclusions

The present study analyzed the protein composition of sundew leaves at the mature trap
leaf stage. The selected protein extraction and purification method allowed us to quantify
several hundreds of unique proteins reproducibly. This investigation proved the feasibility of

the analytical protocol for deep proteomic analysis of sundew traps.
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Abstract

Mutated and wild-type reverse transcriptase production in Escherichia coli

Retroviral reverse transcriptases are used in reverse transcription PCR in the diagnosis of pathogens. The
production of a sufficient amount of this soluble enzyme with high activity will enable effective detection of RNA
viruses and prevent their spread in the population. Heterological production of reverse transcriptase in prokaryotic
expression systems results in the formation of protein aggregates. The total amount of reverse transcriptase
depends on regulating the enzyme gene expression, production strain, targeted mutagenesis, etc. In this work, we
compare the result of targeted mutagenesis of reverse transcriptase versus wild-type protein. In addition, we
compared the production of both types of reverse transcriptase regulated by T5 and T7 promoters. New expression
constructs were prepared by subcloning using restriction endonucleases. Analysis of soluble protein fractions
showed the efficiency of the production of mutated and wild-type reverse transcriptase using the T7 promoter
compared to TS.

Keywords: reverse transcriptase; heterologous expression; protein solubility; subcloning

Uvod a formulicia ciela

Virusy a s nimi suvisiace ochorenia sprevadzaji 'udstvo naprie¢ jeho historiou. VEasna
diagnostika virusovych infekcii vyznamne prispeje k zamedzeniu Sirenia virusov v populécii
a eliminuje vznik pandémie. V sti¢asnosti moderné metddy diagnostiky virusovych ochoreni
umoziuju efektivne a jednoznacne urcit’ pri¢inu ochorenia a nastavit’ jeho spravnu liecbu.
Najviac vyuzivanou metodou pre detekciu RNA virusov je reverzna polymerazova retazova
reakcia, ktord vyuZziva enzym reverznu transkriptazu. Tento enzym prepisuje RNA do DNA,
ktora je nasledne namnozend amplifikéaciou a detegovana [1,2].

Retrovirusova reverzna transkriptdza z Moloneyho mySieho leukemického virusu je
monomérny protein. Heterologickd produkcia proteinu v prokaryotickych organizmoch
predstavuje problém pre jeho hydrofobne vlastnosti a vznik inkltiznych teliesok v cytoplazme
buniek. Vyzvou je zvySenie rozpustnosti reverznej transkriptazy a zisk ¢o najvacsieho vytazku
aktivneho enzymu. Za tymto tcelom boli v predoslych stidiach zavedené mutacie v sekvencii
DNA reverznej transkriptazy [3, 4].

V predlozenej praci bolo cielom overit prinos mutdcii na solubilitu reverznej
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transkriptazy a porovnat produkciu enzymu pomocou endogénnej bakterialnej RNA
polymerdzy a RNA polymerazy pochadzajucej z T7 bakteriofagu. Za tymto ucelom bolo
potrebné pripravit’ 3 konstrukty na zaklade vektorov pJexpress404 a pET28a pre produkciu
nemutovanej a mutovanej reverznej transkriptazy. Po restrikénej analyze konStruktov bola
nasledujicim krokom transformécia E. coli B21 (DE3) aoverenie expresie enzymu. Na
porovnanie rozpustnosti produkovanych enzymov bolo cielom analyzovat’ solubilné frakcie

po 4-hodinovej expresii pomocou western blotu.

Material a metody

Kmene E. coli vyuzité v praci maju nasledovné genotypy: DHSa — F~endA ginV44 thi-
1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG purB20 ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rk
mi"), A~. B121 (DE3) — fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS i DE3 = A sBamHlIo
AEcoRI-B int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i2l Anin5.

Plazmidy obsahujice sekvencie mutovanej a nemutovanej reverznej transkriptazy boli
pJexpress404—mut—RT a pUC57-wt—RT. Plazmidy sluziace ako vektory boli pJexpress-DypB
s rezistenciou na ampicilin a pET28a-TagDNA s rezistenciou na kanamycin.

Restrikéné endonukleazy pre Stiepenie vektora a inzertu a naslednu restriként analyzu
boli BamHI, HindlIIl, Xhol a Xbal. Separacia prebiehala v 1% agar6zovom g¢li v aparatire
Owl EasyCast B1 od spolo¢nosti Thermo Fisher Scientific.

Subklonovanie bolo uskuto€nené pomocou izolacie Stiepenych fragmentov DNA
z agar6zového gélu pomocou kitu QIAquick Gel Extraction Kit. Liga¢na zmes obsahovala T4
DNA ligazu, molarny pomer vektora a inzertu bol 1:5 a reakcia trvala 12 hodin pri 4 °C.

Pre transformaciu rekombinantnych DNA boli vyuzité chemicky kompetentné bunky
a tepelny Sok, agarové platne obsahovali lyzogénne médium (LB) a prislusné antibiotikum.

Produkcia reverznej transkriptazy trvala 4 hodiny po indukcii expresie pri 37 °C v 50 ml
LB. Ako induktor sluzil IPTG vo vyslednej koncentracii 1 mM. Pocas expresie sme kazdu
hodinu odoberali vzorku média, ktord bola riedena do vyslednej optickej hustoty 0,5 pri vinove;j
dizke 600 nm a objemom 1 ml. Vysledné vzorky boli zbavené média centrifugéciou a pouZité
pri analyze proteinového profilu buniek pomocou SDS PAGE.

Pri SDS PAGE sme sa riadili postupom podl'a Laemmliho [5]. Snimky gélov so
separovanymi proteinmi boli analyzované pomocou programu GelAnalyzer. Solubilna
a nesolubilnt frakciu proteinov pre d’alSie analyzy sme ziskali pomocou homogenizécie buniek
ultrazvukom pomocou pristroja Sonoplus HD 3200 (Bandelin) s pouzitim sondy KE 76 a
amplitadou 30 %.
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Na analyzu solubility sme po SDS PAGE preniesli proteiny zgélu na
polyvinylidénfluoridovi membranu pomocou western blotu. Prenos prebiehal za pomoci
polosuchého transferu v roztoku tris—glycinu v aparatire Fastblot B43 (Biometra). Proteiny
zaujmu boli oznacené mySou protildtkou voci histidinovej kotve, ktori mala reverzna
transkriptaza. Na primarnu protilatku sa viazala sekundarna protilatka s chrenovou
peroxidazou. Po pridani peroxidu vodika s luminolom nastavala chemiluminescencia, ktora

bola zaznamenana pomocou ImageQuart LAS 500 (GE Healthcare).

Vysledky a diskusia

Subklonovanim sa nam podarilo pripravit 3 nové konStrukty s reverznou
transkriptazou, ktoré sme analyzovali restrikénou analyzou, overili sme expresiu reverznej
transkriptdzy pomocou tychto konstruktov a sekvenovanim urcili poradie nukleotidov.
Tabul'ka 1 zahfiia vlastnosti plazmidov vyuzitych pre porovnanie produkcie reverznej

transkriptazy.

Tab. 1. Rekombinantné plazmidy vyuZité v praci a ich vlastnosti.

Néazov plazmidu Typ exp,resneho Selekény marker Typ reverzig]
systemu transkriptazy
pJexpress404—mut—RT T5 expresny systém ReZISte.nc.l? voel Mutoxfana MMLY
ampicilinu reverzna transkriptaza
pJexpress404—wt—RT TS5 expresny systém Remste'nc'lz’;t voel Nemut(?vana MMLV
ampicilinu reverznd transkriptdza
pET28a-mut-RT T7 expresny systém Re21sten01a’V001 MutoYana MMLY
kanamycinu reverzna transkriptaza
pET28a—wt—RT T7 expresny systém Re21sten01a’V001 Nemutc?vana MMLV
kanamycinu reverzna transkriptiza

Po transformacii E. coli DH5a rekombinantnymi konStruktmi sme izolovali plazmidy
alkalickou denaturdciou a overili ich Struktiru restrikénou analyzou, vysledok ktorej je
zobrazeny na obrazkoch 1 a 2. V kazdom plazmide po Stiepeni bol detegovany gén pre reverznt

transkriptazu, ktory ma vel'kost’ 2 kbp.

A plazmidy z kolénie | plazmidy z kolénie 2 plazmidy 2 koldénie 3 plazmidy z kolénie 4 B plazmidy z kolénie 5 plazmidy z kolonie 6

L nestiepené Stiepené  neltiepené Stiepené  nedtiepené Stiepené neStiepené  Stiepené L nestiepené Stiepené nestiepené tiepené

— L e e o ) G S
2kbp . [

L] oadchn ] | [=5-khne

Obr. 1. Izolacia plazmidov z transformovanych E. coli DHS5a a nasledna restrikéna analyza pDNA.
A — pET28a—wt—RT, Stiepenie pomocou BamHI a HindIII; B — pJexpress404—wt—RT,
Stiepenie pomocou Xhol a Xbal; L — marker molekulovych hmotnosti.
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plazmidy z kolonie 1 plazmidy z kolonie 2 plazmidy z kolonie 3 plazmidy z kolonie 4
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Obr. 2. Izolacia pET28a-mut-RT z transformovanych E. coli DH5a
a nasledna restrikéna analyza plazmidov pomocou Xhol a Xbal.
L — marker molekulovych hmotnosti.

Izolované plazmidy pJexpress404—mut—RT, pET28a—wt—RT, pJexpress404—wt—RT a
pET28a—mut—RT z E. coli DH5a boli vyuzité na transformaciu expresného kmena E. coli B121
(DE3) za ti¢elom produkcie reverznej transkriptdzy pomocou tychto konstruktov. Obrazky 3 a
4 znazoriuju percentudlnu hodnotu reverznej transkriptazy oproti celkovému mnozstvu
proteinov a rast biomasy. Zaznamenali sme va¢$ie mnozstvo enzymu pri vyuziti T7 promotora.

Po tGspesnej produkcii mutovanej a nemutovanej reverznej transkriptdzy pomocou
expresnych konstruktov sme solubilné frakcie proteinov po ultrazvukovej homogenizacii
buniek analyzovali pomocou western blotu. Vysledok analyzy je zobrazeny na obrazku 5
anaznacuje, ze zmeny V mutovanej reverznej transkriptdze naozaj prispievaju k vyssej
solubilite proteinu. T7 systém ma potencial pre efektivnu produkciu mutovanej a nemutovane;j

reverznej transkriptazy.

A L Oh 1h 2h 3h 4h p s B L Oh Ih 2h 3h 4h s p

-— - > -

-— L" — _q-- —-—

- y
-
p — nerozpustna frakcia, s — rozpustna frakcia s — rozpustna frakcia, p — nerozpustna frakcia

45 4 35 45 35
§ 40 3 g § 40 , E
2235 S 235 -
£z g 2 2
Z 230 - 25 ¢ £.30 4 25 ¢
T2 5 =25 g
82, 2 3 & 2 B
52 20 4 ’ z § 2 20 Z
B854 =—Reverzni 15 5815 P ST X
> 8o transkriptiza i B Mg == Reverzna transkriptiza :
=" 5] ——QOpticki hustota | E S T F1E
= * = = . ===(pticka hustota C
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Obr. 3. Rast biomasy a produkcia MMLYV reverznej transkriptazy v E. coli B121 (DE3) pocas
4-hodinovej expresie (T7 expresny systém).
A — mutovany enzym; B — nemutovany enzym.
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Obr. 4. Rast biomasy a produkcia MMLYV reverznej transkriptazy v E. coli B121 (DE3) pocas
4-hodinovej expresie (T5 expresny systém).
A — mutovany enzym; B — nemutovany enzym.

1 2 3 + 5

h“" — e -

Obr. 5. Porovnanie solubilnych frakcii mutovanej a nemutovanej reverznej
transkriptazy pomocou western blotu.
1 — standard molekulovych hmotnosti, 2 — mutovany enzym (T5 systém); 3 — nemutovany enzym (T5 systém);
4 — mutovany enzym (T7 systém); 3 — nemutovany enzym (T7 systém).

Zaver

Uspesne sa nam podarilo pripravit konstrukty pre porovnanie produkcie mutovanej
a nemutovanej reverznej transkriptazy pod kontrolou T5 a T7 promotora. Na zéklade analyzy
solubilnych frakcii proteinov je moZné stanovit, Ze produkcia reverznej transkriptazy pomocou

T7 expresného systému je ucinnejsia oproti TS5 systému.
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Abstract

Characterization of a reporter tick-borne encephalitis virus in dormant and feeding Ixodes ricinus ticks

The tick-borne encephalitis virus (TBEV) causes a viral life-threatening illness transmitted by ticks. The
interactions between the virus and ticks are largely unexplored, indicating a lack of experimental tools. One such
tool is recombinant reporter TBEV, offering antibody-free visualization to facilitate studies of transmission and
interactions between a tick vector and a virus. For this purpose, we utilized a recently developed recombinant
TBEV expressing mCherry to study its fitness in dormant and feeding nymphal /. ricinus ticks. The reporter virus
was successfully replicated in ticks, although, the mCherry protein was not observed in the dormant ticks,
corroborated by immunoblotting. However, we detected a light mCherry protein signal in ticks, which fed for two
days. Our data indicate that the physiological attributes of ticks, likely contributing to the activity of the reporter,
warrant further development of reporter-tagged viruses to study TBEV in ticks in vivo.

Keywords: tick-borne encephalitis virus; Ixodes ricinus, reverse genetics, reporter virus

Uvod a formulicia ciela

Virus kliestovej encefalitidy (TBEV) je obaleny RNA virus, ktory je pdvodcom
ochoreni s trvalymi neurologickymi nasledkami. Medzindrodna komisia pre taxondmiu virusov
(ICTV) ho podla najnovsej taxondmie zarad’uje do rodu Flavivirus a do ¢el'ade Flaviviridae.
Jeho genom tvori jednovldknova molekula RNA s pozitivnou polaritou (~11 kb), ktord koduje
tri Strukturne (C, M a E) a osem nestrukturnych (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 2K, NS4B
a NS5) proteinov [1].

V krajinach strednej a vychodnej Eurdpy sa TBEV povazuje za medicinsky
najvyznamnej$i arbovirus. U 'udi mdze spdsobovat’ vazne zdravotné problémy s trvalymi
neurologickymi néasledkami a napriek dostupnej vakcinécii vyskyt infekcii tymto virusom v
niektorych krajinach neustale narasta. V cirkulacii TBEV kmenov hraji okrem rezervoarovych
hostitel'ov vel'mi dolezitu ulohu aj kliesSte rodu Ixodes, ktoré st evolu¢ne adaptované na prenos
Specifickych kmenov TBEV a preto je pre vyvoj antivirotik rozhodujuce objasnenie Zivotného
cyklu daného virusu aj v jeho prenasacovi [2].

Aby sme pochopili, ako sa virus klieStovej encefalitidy replikuje a perzistuje v
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kliestoch, je potrebné preskumat’ klicové molekuly virusu nevyhnutné pre interakciu s
kliestami. Jednym z niekol’kych moznych pristupov je pouzitie rekombinantného TBEV, ktory
exprimuje reportérovy gén, ktory umoziuje priame monitorovanie, vizualizaciu a kvantifikaciu
virusu v klieStoch [3]. Reportérové gény su uzitocné markery na lokalizaciu expresie
proteinov. Fuzovanie fluorescencného reportérového génu s vybranym proteinom umoziuje
pozorovat’ dynamiku distribacie proteinov v zivych bunkach a tkanivach [4]. V dosledku
pokroku v dizajne reverznych genetickych systémov virusov, akym je napriklad metoda ISA
(Infectious Subgenomic Amplicons) [5], boli do mnohych virusovych ¢astic zaclenené rozne
reportérové gény, aby sa objasnila ich dynamika replikacie a patogenéza. Metddy reverznej
genetiky by teda mohli ucinit’ vyznamny pokrok aj vo vyskume vektorovej bioldgie, najma v
studiach perzistencie a prenosu virusov v zivych vektoroch ¢lankonozcov. Avsak,
najdolezitejSou otazkou pre konstrukciu rekombinantnych virusov je identifikdcia vhodného
génového lokusu na inzerciu reportéra [6]. Manipulédcia s virusovymi gendmami, vloZzenim
reportérovych génov vSak prindSa aj riziko nestability rekombinantného virusu. Napriek
obmedzeniam suvisiacim s tvorbou takéhoto chimérického virusu sa doteraz vytvorilo viacero
fluorescen¢ne znacenych flavivirusov, ktoré poskytuju silny néstroj na skiimanie niekol’kych
aspektov virusov in vitro, a maja taktiez silny potencidl na §tidiim interakcii virus-vektor [6,
71.

V stcasnosti je stdle nedostatok informacii o interakcidch medzi virusom a jeho
vektorom, ktoré su potrebné na pochopenie Strukturno - funkéného vztahu virus - kliest.
Ciel'om naSich experimentov bola analyza reportérového virusu v dormantnych a cicajucich

kliest'och.

Material a metody

Rekombinantny TBEV nestci reportérovy gén vytvoreny pomocou ISA metddy:

V experimentoch sme pouZili reportérovy virus kliestovej encefalitidy (mCherry Hypr) podl'a
Haviernik et al., 2021. Reportér sa nachadzal v smere od 5' UTR génu kodujuceho protein C.
Kodujtca sekvencia mCherry bola lemovana sekvenciami samostiepiacich sa peptidov 2A
(sposobujuce preskocenie ribozoému pocas translacie proteinu v bunke) na svojich 5' a 3' koncoch

(Obr. 1). Ako referen¢ny virus sme pouzili divoky kmen Hypr (WT Hypr).
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Obr. 1. Schematické znazornenie Struktiry genému TBEV koédujicej mCherry. Reportér bol
vlozeny po smere od 5' UTR do génu kédujuci protein C [3].

Experimentalna infekcia klieStov virusmi kliestovej encefalitidy: Oba virusy sme

pouzili na transkoxdlnu a intrarektalnu nanoinjekciu nymf kliesta I. ricinus pomocou
nanoinjektora Drummond. Virusmi inokulované klieSte sme inkubovali pri teplote 22 °C a
100% vlhkosti a v stanovenych ¢asovych intervaloch (1., 4., 7. a 14. def) sme klieSte spracovali
pre d’alSie ucely.

Detekcia TBEV pomocou RT-qPCR a charakterizacia reportérového virusu:

Supernatant klieStového homogenatu sa pouzil na izolaciu virusovej RNA, po ktorej
nasledovala cDNA syntéza a PCR amplifikacia génu mCherry (mCherry Hypr) alebo génu C
divokého typu (revertant) [8].

Western  blot:  Klieste infikované ~WT alebo mCherry Hypr (15

kliestov/skupina/interval) sa zmrazili v tekutom dusiku, rozbili pomocou sterilného piestu a
zhomogenizovali v RIPA pufri. Lyzaty sa centrifugovali a alikvotnd Cast’ supernatantu sa
pouzila na SDS-PAGE (4 klieSte/draha). Separované proteiny boli prenesené na PVDF
membranu, zafarbené Ponceau S a blotované s anti-mCherry protilatkou pocas 1 hodiny pri
RT. Po premyti s PBST (PBS+0,1% Tween20) sa pridala sekundarna protilatka konjugovana
s chrenovou peroxidazou. Nasledne s pouzitim chemiluminiscenéného detekéného cinidla
SuperSignal West Pico PLUS boli membrany exponované na rontgenovy film.

Cicanie infikovanych klieStov na laboratérnych mysiach: KlieSte /. ricinus infikované

intrarektalne referenénym kmetiom Hypr alebo mCherry Hypr cicali na BALB/c mySiach
podl'a Li¢kova et al., 2021. Ciastoéne nacicané klieste (1 defi a 2 dni po zaéiatku cicania) boli

v pocte 10 kliest'ov/virus/mys spracované pre PCR a Western blot ako uz bolo popisané vyssie.

Vysledky a diskusia

Kvdli stadiu reportérového TBEV v klieStoch, sme virusy mCherry Hypr a WT Hypr
injektovali do nymf kliest'a Ixodes ricinus transkoxalnou a intrarektdlnou metédou. Z virusov,
ktoré boli do kliest'ov injektované intrarektalne mal divy kmenl vo vSetkych intervaloch vyssi

pocet virusovych castic ako mCherry variant okrem diia 1 (Obr. 2A). Pri porovnani poctov
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virusovych kopii v skupine napichanej transkoxalne sme pozorovali podobni dynamiku

replikacie oboch typov virusov (Obr. 2A).
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Obr. 2. Detekcia virusov v experimentalne infikovanych dormantnych kliestoch pomocou RT-qPCR
a RT-PCR. (A) Symboly v grafe reprezentuju klieste (n = 5) inokulované intrarektalne (REC) alebo
transkoxalne (COX), pricom stipce v grafe uvadzaji median poétu virusovych kopii, smerodajné odchylky
predstavuji 95% CI (Confidence intervals). (B) Elektroforéza PCR produktov, mCherry alebo virusového
genomu divokého typu (revertant) na agarézovom géli z klieStov injektovanych REC alebo COX inkubovanych
1, 4,7 a 14 dni po infekcii [9].

RT-qPCR sa zameriavala na 3' nekddujlicu oblast’ genomu TBEV spolo¢ntl pre oba
virusy, teda nerozliSuje medzi reportérom a divokym typom alebo revertantnym virusom. Preto
sme na overenie stability mCherry Hypr, ako aj na detekciu revertantného virusu vo vzorkach
kliestov vyuzili PCR zacieleni na amplifikaciu ¢iastocného fragmentu génu C s génom
mCherry alebo bez neho (Obr. 2B). Udaje preukazali, ze hladina mCherry variantu v kliestoch
sa pocas inkubac¢nej doby zvySovala bez ohl'adu na spdsob nanoinjekcie a okrem 14. dia
v skupine injektovanej transkoxalne vic¢Sinou dominovala nad revertujicim variantom. Okrem
toho transkoxalne aj intrarektalne injektovany mCherry Hypr vykazoval pocas prvého dina po
infekcii pritomnost’ tohto variantu v nizkej hladine, zatial ¢o revertantny virus v tychto
vzorkéach nebol detegovany (Obr. 2B).

Aby sme potvrdili pritomnost mCherry v klieStoch, uskuto¢nili sme western blot
s pouzitim polyklondlnej protilatky na vzorkach kliestov infikovanych WT Hypr a mCherry
Hypr. Pomocou tejto metédy sme vSak nepozorovali pritomnost mCherry proteinu vo
vzorkach kliestov (Obr. 3). Nase vysSie uvedené udaje vSak potvrdili aktivnu replikaciu

variantu mCherry u dormantnych kliestov.
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Obr. 3. Western blot proteinov izolovanych z dormantnych klie§t’ov infikovanych WT Hypr a mCherry
Hypr. Hore PVDF membrana s proteinmi izolovanymi z nymf /. ricinus infikovanych divokym typom Hypr
(WT Hypr) a mCherry Hypr, zafarbenym Ponceau S a odobratych po 1, 4, 7 a 14 dni po infekcii. PC-pozitivna
kontrola, lyzat buniek BHK-21 infikovanych mCherry Hypr, a NC-negativna kontrola, lyzat neinfikovanych
bunick BHK-21, st zobrazené na pravej strane hornych panelov. Dole imunobloting po znaceni s anti-mCherry
polyklonalnou protilatkou. Sipky ozna¢uju $pecificki protilatkovi odpoved’ na protein mCherry [9].

Nakol'ko sme mCherry protein z reportérového variantu v dormantnych kliestoch
nezaznamenali, zistovali sme, ¢i je mozné mCherry detegovat v kliestoch pocas cicania. PCR
data potvrdili pritomnost’ divého kmena/revertantu (Obr. 4A) vo vSetkych vzorkach kliestov
ako aj pritomnost mCherry variantu v kliestoch infikovanych s mCherry Hypr (Obr. 4B).

WT Hypr mCherry Hypr
D1_D2 Ckoa | 71 Bo) PC__NC

WT Hypr mCherry Hypr

301-

30 . =

Obr. 4: Detekcia virusov v experimentalne infikovanych cicajucich kliest'och pomocou RT-PCR a
western blot proteinov izolovanych z klieSt’ov. (A, B) Elektroforéza PCR produktov, mCherry variantu alebo
virusového gendmu na agar6zovom géli z kliestov injektovanych intrarektalne, cicajucich 2 dni po infekeii. (C,
D) Western blot proteinov izolovanych z cicajucich kliestov. Hore PVDF membrana s proteinmi izolovanymi

z nymf [. ricinus infikovanych divokym typom Hypr (WT Hypr) a mCherry Hypr, zafarbenym Ponceau S
a odobratych po prvom a druhom dni cicania. PC-pozitivna kontrola, lyzat bunieck BHK-21 infikovanych
mCherry Hypr, a NC-negativna kontrola, lyzat neinfikovanych buniek BHK-21, su zobrazené na pravej strane
hornych panelov. Dole imunobloting po znaceni polyklonélnou protilatkou anti-mCherry.
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Western blotom sme na rozdiel od dormantnych kliestov zachytili slaby signal mCherry
proteinu v kliestoch po dvoch dnoch cicania (Obr. 4D), o naznacuje, Ze pritomnost’ reportéra

mozu ovplyvilovat’ fyziologické zmeny pocas cicania kliestov.

Zaver

Sledovanie dynamiky prenosu a interakcie TBEV a kliestov ul'ahcuju reportéroveé
virusy, ktoré poskytuju ucinny néstroj na skimanie virusovych virulenénych faktorov in vitro,
ako aj in vivo. Okrem toho umoziuju aj priamy skrining kandidatskych antivirusovych latok a
detekciu virusu v infikovanych bunkéch [3]. NaSe udaje ukazuji, Ze mCherry Hypr TBEV
predstavuje vynikajuci nastroj na stadium interakcii TBEV-kliest’ na bunkovej a molekularne;
urovni [9]. Nakol'ko sa pouzitelnost” mCherry Hypr TBEV modze medzi experimentalnymi
modelmi kliest'ov lisit’, je potrebné preskumat’ faktory, ktoré stoja za pozorovanymi rozdielmi
(absencia fluorescencie reportérovej znacky v dormantnych kliestoch a zjavni pritomnost’
mCherry proteinu u cicajucich kliestoch). Nase vysledky m6Zu pomoct’ pri vyvoji stabilnych
reportérovych TBEV, ¢o je vel'mi potrebny néstroj na stadium flavivirusov in vivo v kliestoch

a laboratornych zvieratach.
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Abstract

Hippoboscidae, the louse flies or keds are ectoparasitic feeding on the blood of mammals or birds. They
are accused of carrying both ectoparasites and endoparasites to their hosts. They bite humans when given no other
choice of host, and their bites are definitely itchy. The insect was collected in public places on the dog. A healthy
60-year-old woman was bitten by an insect on her left forearm in Iran. Erythematous papular rashes appeared
around the bite area when she talked about her problem with an entomologist. This study was aimed at acquiring
further information on with this ectoparasite in order to evaluate its possible role as a vector of harmful
microorganisms.

Keywords: Hippoboscidae, insect bite; rash, Iran

Introduction and Objectives

Many species of arthropods are known to be vectors of pathogens. The most renowned
groups that cause vector-borne diseases are mosquitoes, as well as ticks, fleas, lice and flies.
Viruses and bacteria (including rickettsiae), protozoa and filarial nematodes are transmitted by
arthropods [1]. Among the species capable of transmitting disease, flies of the Hippoboscidae
family are currently receiving more attention and several etiological agents have been detected
in as many as species, making hippoboscids worthy of further study from a health point of view
public health [2]. Recently, the importance and role of these ectoparasites as a nuisance to hosts
and humans has been reviewed, highlighting that the health risks associated with these
dipterans may be probably much greater than presently known [2]. The family Hippoboscidae
includes obligate blood-sucking ectoparasites that thrive on various mammals and birds. It
should be noted, however, that these hippoboscids can feed on some occasional hosts, including
humans with possible consequent health risks [3, 4]. Genus Hippobosca in this family
Hippoboscidae with seven species described. All species are found in Africa and the Middle
East, with the distribution of three species extending into East and Southeast Asia [5]. A global
distribution can be found in Maa [6], a distribution for the Palearctic in [7]. All species of this
genus are blood-sucking ectoparasites that are also known to be possible vectors of various
diseases [8].

Humans are sometimes attacked by deer keds and the symptoms of their bites include
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the appearance of papules in varying numbers that last for several weeks or up to a year.
Allergic reactions include severe itching, erythema, chronic dermatitis, and sometimes
secondary infection [9- 10, 4, 11]. In addition, these parasites can be a nuisance to people,
especially those who work in orvisit natural habitats [12]. It should also be noted that
hippoboscids may be vectors of pathogens responsible for the transmission of pathogens from
animals to humans (zoonoses) [2]. This study aimed to gather more information about this

ectoparasites to evaluate its possible role as a vector of harmful microorganisms.

Materials and methods

The insect was collected in public places on the dog (Fig. 1., Fig. 2. A). The collected
louse flies were first killed in a poison glass containing potassium cyanide for 10 minutes and
then placed in a plastic container containing 70% alcohol. The fly specimens were
taxonomically identified following different keys and descriptions of Hippobosca sp. [3, 13,
14], and stored at -20 °C till further processing.

Results and discussion

In the 23, July 2019 a healthy 60-year-old woman was bitten on her left forearm by an
insect in Khoda Afarin County, East Azerbaijan Province, Iran (Fig. 2. B). She had killed the
insect and tried to remove the remnants of the insect from the tissue. After being bitten, she
suffered from itch, general pain, nausea, dizziness, feeling faint and headache for two weeks.
On August 6, erythematous papular rashes appeared around the bite area when she talked about
her problem with an entomologist. She was asked to receive first-aid treatment (at least an
antibiotic) at the nearest health center. But she arbitrarily used a traditional treatment that she
had learned from an Indian physician - and all lesions and symptoms of the disease disappeared
in two days. The biting insect was identified through valid identification keys as a Hippoboscid

species belonged to the genus Hippobosca.
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Fig. 1. Female of Hippobosca sp. from Khoda Afarin County, East Azerbaijan Province, Iran.

Fig. 2. A: The host which the sample was collected from, B: Human biting cases

Conclusion
Further investigations are essential to prove whether this fly is a vector of pathogens
responsible for the transmission of pathogens from animals to humans (zoonoses).

Furthermore, future research needs to be conducted to investigate whether Hippoboscidae is
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capable of propagating and transmitting other vector-borne and zoonotic pathogens.

Acknowledgement
The authors thank the Comenius University for supporting this study. Thanks to N.
Maleki Ravasan for his valuable discussions. We would like to thank our colleague Elham

Khanzadeh for her support with the field work.

References
[1] Durden L. A., Mullen G. R., Durden L. A. (2019) Lice (Phthiraptera). Medical and
veterinary entomology, Academic Press, London, UK, p. 150

[2] Bezerra-Santos M. A., Otranto D. (2020) Acta Trop. 209(1), 105521

[3] Bequaert J. C. (1942) Entomol. Am. 22(1), p. 220.

[4] Maslanko W., Bartosik K., Raszewska- Famielec M., et al. (2020) Insects. 11(12), p. 859
[5] Hutson A. M. (1984) Diptera: Keds, flat-flies & bat-flies (Hippoboscidac &

Nycteribiidae). Handbooks for the Identification of British Insects. Royal Entomological
Society of London, p. 84

[6] MaaT.C. (1969) Pac. Insects Monogr. 20(4), p. 261

[7] Nartshuk E. P., Yatsuk A. A., Matyukhin A. V., et al. (2017) Russ. Acad. Sci. 31(2), p.
191

[8] Nartshuk E. P., Matyukhin A. V., Zabashta M. V. (2019) Russ. Entomol. 28(1), p. 91

[9] Buczek W., Buczek A. M., Bartosik K., et al. (2020) Int. J. Environ. Res. Public Health.
17(9), p. 3316

[10] Hérkonen S., Laine M., Vornanen M., et al. (2009) Alces. 45, p. 73

[11] Rantanen T., Reunala T., Vuojolahti P., et al. (1982) Acta Derm. Venereol. 62(4), p. 307

[12] Héirkonen S., Laine M., Vornanen M., et al. (2009) Alces. 45, p. 73

[13] Andreani A., Sacchetti P., Belcari A. (2019) Med. Vet. Entomol. 33(1), p. 140

[14] MaaT. C. (1965) J. Med. Entomol. 2(3), p. 233

236



The occurrence and distribution of synanthropic plant species on the ski
slopes in Central Slovakia

Simona Klaganova', Ivan Jarolimek', Peter Sabo?, Vasilii Shapkin', Maria Sibikova!,
Michaela Michalkova', Jozef Sibik'

'Plant Science and Biodiversity Center of Slovak Academy of Sciences, v. v. i., Institute of
Botany, Dubravska cesta 9, 845 23 Bratislava, Slovak republic, simona.klacanova@savba.sk
2Matej Bel University in Banska Bystrica, 974 01 Banska Bystrica, Slovak republic

Abstract

Ski slopes represents semi-natural, often artificially created habitats constantly disturbed by skiing
activities. This creates an excellent opportunity for synanthropic plant species to occur, as they thrive in man-
made habitats. However, synanthropization is also related to impoverishment and homogenization of flora. In our
study we aim to assess the distribution of synanthropic flora and vegetation at different parts of ski slopes. We
have performed 45 phytosociological relevés at the central part of a ski slope and under ski lifts (upper and bottom
part) in 15 ski resorts in central Slovakia. Our results show that the most disturbed in terms of the occurrence of
synanthropic flora and vegetation were the areas under ski lifts at the bottom of the ski slopes that could be
explained by the high presence of skiers and nearby infrastructure.

Keywords: disturbance, ski resorts; synanthropization

Introduction and Objectives

Ski slopes are man-made landscapes that are created for recreational purposes, altering
natural ecosystems, and providing habitats for various plant and animal species, some of which
can even be threatened [1]. The disturbance caused by human activities on ski slopes creates
suitable conditions for synanthropic plant species to establish and thrive [2]. Synanthropic plant
species have adapted to live in close association with human activities (such as urban areas,
agricultural fields, and transportation corridors) and are dependent on them [3]. Ski slopes
provide a unique opportunity to study the occurrence and distribution of synanthropic plant
species in an environment that is heavily modified by anthropogenic interventions [4]. These
plants can have both positive and negative impacts on the environment, and their presence can
provide valuable insights into the ways in which human activities can affect natural ecosystems
[5]. Some synanthropic species, such as certain grasses and herbs, can help stabilize soil on ski
slopes and prevent erosion. On the other hand, synanthropization is closely related to the
unification of flora, replacement of native plant communities and invasion of non-native plant
species [6].

We hypothesize, that the lowest ratio of synanthropization is on the slopes used for
skiing, while edge areas and sites under ski lifts will show the highest number of synanthropic

species [7]. Therefore, we aim to investigate the occurrence and distribution of synanthropic
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plant species on ski slopes in Central Slovakia, with a focus on functional areas under ski lifts.
We perceive the lift lines as areas where skiers tend to congregate, creating high levels of foot
traffic. This frequent activity can lead to the creation of a great habitat for synanthropic species

to occur.

Materials and methods

15 ski resorts in Central Slovakia (in Banska Bystrica Region and Zilina Region) were
selected for the research. We studied the areas at the entrance to the ski lift and at the exit of
the same ski lift. The aforementioned areas are referred to as "functional areas" and
demonstrate higher levels of anthropogenic load than directly on the ski slopes. We have

compared these areas with the central parts of the ski slopes.
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Fig. 1. Selected ski resorts
Background map: Orthophotomosaics of SR 2021 (GKU Bratislava, NLC).

Phytosociological relevés in the size of 4x4m were collected during the vegetation
season of 2021 and 2022, using the Ziirich-Montpellier school of phytosociology with
percentage species coverage scale [8]. The relevés have been stored in the TURBOVEG for
Windows program, ver. 2.154 [9] and processed in the JUICE programme, ver 7.1 [10]. The
relationship of species diversity (measured as Shannon-Wiener species diversity index) with

plant community structure features (Tab.1) in different parts of the ski slopes were studied
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using a simple linear regression model in the R programming language. We have identified
synanthropic species in each relevé and divided into obligatory and facultative synanthropic
species according to [5]. To assess the level of synanthropization of vegetation on the
functional parts of the ski slope, we have been inspired by the existing synanthropization
indexes for flora and vegetation [11 — 13]. Our original formulas operate with facultative and

obligatory synanthropic species:

SYN fiora = Ww [L]

Nop
Z (obligatory_synanthropici w0b)+ Zng(facultative_synanthropick WFq)
i=1 =

[11.]

SYNvegetation = N

where SYNiora 1s the degree of synanthropization of flora (proportion of synanthropic
species), Nop is the number of obligatory synanthropic species, Nra is the number of facultative
synanthropic species, S is the number of all species in a relevé; wo, and wra are weights
denoting (possibly different) contributions of each of these two groups of synanthropic species
to the synanthropization of flora and also to the synanthropization of vegetation (to make the
things in this phase of our research simple, we have set both wop = 1 and wra =1). SY Nyegetation
is the degree of synanthropization of vegetation (proportion of the coverage of synanthropic
species), obligatory synanthropic; is the abundance (coverage) of the obligatory synanthropic
species in a relevé, facultative synanthropick is the coverage of the obligatory synanthropic

species in a relevé, N is the total coverage of all the species in a relevé.

Tab. 1. Variables used in linear regression model with average values and standard deviation in a relevé
for each studied area

Variable Down (n=15) Mid (n=15) Up (n=15)
Synanthropic plant species 16.3 +6 9.3+4.1 11.2+4.8
Index of synanthropization of flora 0.49+0.12 0.3320.1 0.37+0.12
Index of synanthropization of vegetation 0.30+0.21 0.15+0.19 0.16 +0.11
Cover of obligatory synanthropic species (%) 24 6 9
Obligatory synanthropic species 5.9+33 2.6 £1.7 33+£14
Cover of facultative synanthropic species (%) 8 5 8
Facultative synanthropic species 9.7+2.7 7.5+2.7 8§+3.8
Shannon-Wiener diversity index 2.6 £0.4 2.7+0.4 2.8+0.5
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Results and discussion

In the amount of 45 relevés collected, we have found in total 296 species, from which
67 were synanthropic, that were then differentiated between facultative and obligatory. The
highest amount of synanthropic species was found in the ski lift entrance area with total 60
synanthropic species, from which were 37 facultative synanthropic and 23 obligatory
synanthropic. The second highest amount of synanthropic species has occurred on the exit areas
of ski lifts, with total of 49 synanthropic species and 30 facultative synanthropic and 19
obligatory synanthropic. The lowest amount of synanthropic species was in the central parts of
ski slopes, where 36 synanthropic species occurred, from which were 28 facultative
synanthropic and only 8 obligatory synanthropic. Fig. 2 shows the average amount of
obligatory and facultative synanthropic species in relevés in each studied area, while the
highest average amount was on the ski lift entrance areas. Also, it is visible, that the biggest
difference in terms of the amount of synanthropic species was found between the ski lift

entrance area and central part of a ski slope (p <0.01).

Anova, F(2,84) = 0.3, p = 0.74, n2 = 0.007 pwe: Tukey HSD; p.adjust: Tukey

Obligatory ] Facultative

20
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3.3

Number of synanthropic species

2.6

Dolwn Mlid ljp
Location on ski slope
Fig. 2. Violin plots show the distribution of obligatory and facultative synanthropic species richness in
relevés in each area (Down — ski lift entrance area, Mid — central part of a ski slope, Up — ski lift exit

area). Significant differences were assessed by Fisher's 2-way ANOVA test with pairwice Tukey HSD test

comparisons: (*) p-value < 0.05; (**) p-value < 0.01; (***) p-value < 0.001; (****) p-value < 0.0001.

We sorted the synanthropic species in the JUICE programme [10] by absolute
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frequency and found out which species had the highest occurrence in each area. In the ski lift
entrance area, Agrostis stolonifera, Cirsium arvense, Chaerophyllum aromaticum, Carex hirta,
Poa annua, Artemisia vulgaris and even invasive Erigeron annuus were the most frequent. In
the ski lift exit area, Vicia cracca, Plantago lanceolata, Tanacetum vulgare and Calamagrostis

epigejos occurred the most frequently. In the central part of the ski slopes, highly occurring

were synanthropic species Achillea millefolium, Dactylis glomerata and Medicago falcata.
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Fig. 3. Linear regression models show the impact of predictor variables as (a) the number of synanthropic
species and (b) the index of synanthropizaion of vegetation on a response variable as the Shannon-Wiener
species diversity index, counted for each area (Down — ski lift entrance area, Mid — central part of a ski
slope, Up — ski lift exit area) .

Shaded area represents a 95% confidence interval.

The main predictors for species diversity were the number of synanthropic species and
the index of synanthropization of vegetation; the other studied parameters did not show a
significant influence on species diversity. From all studied areas only the plots on the ski lift
exits (Up) showed significant results in linear model analysis. It was found that the number of
synanthropic species (Fig. 3a) and the index of synanthropization of vegetation (Fig. 3b) had
significant positive effect on Shannon-Wiener species diversity index on plots under the ski-
lifts on top of the ski slope (R2=0.75; p<0.001 and R2=0.31; p=0.03 respectively).

The results show that with the increasing number of synanthropic species and the
increasing amount of synanthropic vegetation, the Shannon-Wiener index rises, meaning that
the vegetation under ski lifts is more diverse. Similar results were published [1, 7, 14], where
the highest ratio of synanthropization was found on the edge areas of ski slopes. This could be

explained by the intermediate disturbance hypothesis, that with neither too low, nor too high
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disturbance the species diversity maximizes [15].

Conclusion

Although there has not been much focus given to studying synanthropic vegetation on

ski slopes yet, the results are showing that these habitats are showing a quite high occurrence

of synanthropic plant species, especially in the entrance areas of ski lifts. It is common that

these areas are often neighbouring numerous other infrastructures such as access roads, parking

lots, accommodation facilities, etc., which could be the factor that is behind the spreading of

synanthropic plant species in the areas under ski lifts, other than the high concentration of

skiers.
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Abstract

Metagenomic Analysis of Environmental Samples Collected from the Air at the Bryndza Cheese Factory

Slovak bryndza is traditional slovak cheese with PGI (protected geographical indication) status and is
usually produced in mountain areas. Current Slovak legislation states that it must contain at least 50% of the
sheep‘s cheese. Typical organoleptic properties are determined by the composition of the microbiota as well as
the quality of the materials used. For better comprehension of the quality of traditional Slovak bryndza, lactic acid
bacteria present in it and their diversity should be studied. Cultivation of microorganisms on nutrient media was
used as a culture-dependent method and Oxford Nanopore sequencing was used as a culture-independent method.
Using the cultivation method we observed that the air collected from the cheese room had the highest amount of
microbiota. We gained knowledge of the microbiota's composition due to metagenomic analysis.

Keywords.‘ Bryndza; Nanopore sequencing; metagenomic analysis; microorganism composition

Uvod a formulacia ciela

Slovenské bryndza je mékky roztieratel'ny syr tradi¢ne vyrabany na Slovensku. Tomuto
produktu je vramci Eurdpskej unie uznany Statit chraneného zemepisného oznacenia.
Vstupnou surovinou je hrudkovy syr z ovéieho mlieka vyzrdzany syridlom, ktory je
fermentovany vo vhodnom roztoku pri izbovej teplote. Potom sa rozomelie a zmieSa s
fyziologickym roztokom, aby nadobudol roztieratenu konzistenciu. Do konecného vyrobku
sa zvyCajne pridava hrudkovy syr z kravského mlieka [1]. Predpoklada sa, zZe vychodiskové
materidly, ako aj aktivita mikrobioty reprezentovana najma baktériami Lactobacillus spp.,
Enterococcus spp., Lactococcus spp., Streptococcus spp., Kluyveromyces marxianus a
Galactomyces geotrichum ovplyvituju charakteristické organoleptické vlastnosti slovenske;j
bryndze [2].

Mnozstvo prchavych organickych zlacenin (VOC) syra, vratane ovCieho syra na baze
surového mlieka, vznikd proteolyzou a naslednou premenou aminokyselin [3] na a-
ketokyseliny [4]. Vysledné o-ketokyseliny sa potom degraduji na aldehydy, alkoholy,
karboxylové kyseliny, estery, metantiol a iné zluceniny siry. Vac¢§ina tychto zlu¢enin sa vyraba
enzymatickou degradéaciou, ale niektoré z nich su vysledkom chemickej degradacie pri
oxidacii. Vol'né mastné kyseliny (FFA) v mlieku ovplyviiuju vlastnosti syra (chut, textara a

farba). FFA st hlavnymi produktmi enzymatickej hydrolyzy triacylglyceridov pomocou
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esteraz a lipaz [5].
Cielom prace bola analyza metagendmu vzoriek vzduchu odobranych z vyrobne

bryndze a ndsledné porovnanie kultivacne a nekultivacne zavislej metody analyzy.

Material a metody

Odber vzoriek, kultivaéne zavisld metdda mikroorganizmov

Vzorky boli odoberané z vyrobne bryndze na Orave a boli ziskané z réznych miestnosti
- syrarenn (21°C, vlhkost' 67%), bryndziaren (22°C, vlhkost' 66%). Vzduch pre kultiva¢ne
nezavislt metdédu bol odoberany pomocou pristroja (Millipore WP6122050) do 1x PBS
roztoku (pH 7,4; v 1 L roztoku: je 0,137 M NaCl, 0,0027 M KCI; 0,01 M Na,HPOs4; 0,0018 M
KH>PO4 a 0,8 L vody) v kazdej miestnosti. Odber vzoriek vzduchu pre kultivacne zavisla
metddu bol vykonany v kazdej miestnosti pomocou pristroja Air-sampler Mas 100 Eco (Merck,
Darmstadt, Nemecko), kde boli Specifické agarové platne pre baktérie (Man-Rogosa-Sharpe
agar — MRS (Merck), M17 agar (Merck), R2A (HiMedia); kazdé médium sa pouzilo v
duplikate. Do laboratéria boli prinesené misky po odbere vzduchu. Agarové platne (MRS) sa
inkubovali anaerébne v anaerostate s pouzitim Anaerocult A (Merck) pri 37 °C pocas 48 hodin,
agarové platne M 17 sa inkubovali pri 30 °C pocas 48 hodin, agarové platne R2A sa inkubovali
pri 25 °C, kym sa prejavil rast mikroorganizmov. Obsah predpokladanych laktobacilov bol
odhadnuty na MRS agare, obsah predpokladanych laktokokov bol odhadnuty na agare M17 s
prihliadnutim na morfologiu kolonii. Stresované baktérie boli stanovené na R2A agare.
Koncentracie bakteridlnych kolonii vo vzduchu boli vypocitané pomocou Fellerovho

konverzného vzorca pouzitého na Statisticku korekciu, ktory je nasledujtci:

Pr=N[1/N+1/N-1+1/N-2....1/ N-r+1] [L]

kde Pr = pravdepodobny Statisticky celkovy pocet (CFU/objem vzduchu); N = 400 (pocet
otvorov v perforovanom veku vzorkovaca) a r = pocet CFU napocitanych na Petriho miske.
Objem odobratého vzduchu bol 100 L a doba expozicie bola 1 minuta.

Izolacia DNA., priprava DNA amplikonov na sekvenovanie

Vzorky vzduchu pre kultivaéne nezavislii metddu boli néasledne z PBS roztoku v
laboratoriu prefiltrované na 0,2 um nitrocelul6zovi membranu (Whatman, GE Healthcare).
DNA bola izolovand pomocou DNeasy PowerSoil extrakéného kitu (Qiagen, Hilden,
Nemecko) podl'a Standardného protokolu vyrobcu. Dlhé bakteridlne 16S rRNA gény boli
amplifikované pomocou sady primérov 27F (5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3') a
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1492R (5'- GGT ACC TTG TTA CGA CTT-3"; Lane 1991). Celkovy objem 25 ul PCR zmesi
bol zlozeny z 1 x PCR pufra, 50 pmol kazdého priméru, 200 umol dNTP (Life Technologies,
Gaithersburg, MD, USA), 1,5 U HotStar Taq plus DNA polymerdza (Qiagen) a 3 pl
extrahovanej bakteridlnej DNA. Program PCR pozostaval z po¢iato¢ného denatura¢ného kroku
(95 °C, 5 minut), po ktorom nasledovalo 35 cyklov (94 °C 1 min.; 54 °C 1 min.; 72 °C 2 min.)
a finalny polymerizacny krok (72 °C pocas 10 minut). Produkty PCR sa skontrolovali
elektroforézou s pouzitim 1,0 % agar6zového gélu a 100 bp DNA Ladder (Solis BioDyne,
Tartu, EST) a purifikovali pomocou Monarch purifika¢ného kitu (Monarch PCR & DNA
Cleanup kit, New England Biolabs).

Sekvenovanie DNA. datova analyza

Kniznica pre nanopoérové sekvenovanie platformou MinlON bola vyrobend z
purifikovanych amplikonov pomocou Ligation Sequencing Kit (SQK-LSK109)
Barkddovanie DNA sa uskuto¢nilo pomocou adaptérov a primérov z PCR Barcoding kit 96
(Oxford Nanopore Technologies, Oxford, UK). Pre barkédovaciu PCR boli pouzité
nasledujuce kroky: pociatocny denaturacny krok (95 °C, 3 minuty), po ktorom nasledovalo 19
cyklov (95 °C pocas 15 s; 62 °C pocas 15 s; 65 °C pocas 2 minut) a posledny krok predlzovania
(65 °C pocas 10 minut). Sekvenovanie sa uskutociiovalo 48 hodin na sekvenatore MinION
(Oxford Nanopore Technologies) [6]. Po sekvenovani boli generované fast5 stbory.
Basecalling bol vykonany programom Guppy, nésledne boli z ¢itanii odstrdnené adaptéry
pomocou programu Porechop [7]. Kvalita ¢itani bola skontrolovana pomocou FastQC néstroja
[8]. Taxonomicka klasifikacia bola vykonand pomocou nastroja Kraken2 v balicku programov
Galaxy [9]. Ako referenéni databdzu bola vybrand SILVA databaza [10]. Vizualizacia

taxonomickej klasifikacie bola vykonana pomocou Krony [11].

Vysledky a diskusia
Skupiny mikroorganizmov analyzované kultivatne zavislou metddou boli
kvantifikované poc€as vyroby bryndze. Zozbierané kultivaéné tudaje o laktobaciloch,

laktokokoch, stresovanych baktériach, su zhrnuté v tabul’ke 1.

Tab. 1. Poéet jednotiek vytvarajicich kolénie (CFU) na 1 cm?® vzduchu Vzorky vzduchu zo syrarne boli
ziskané z dvoch miestnosti - syraren (21°C, vlhkost' 67%), bryndziaren (22°C, vlhkost’ 66%)

Miestnost’ Vzorka MRS M17 R2A
Syrarei Vzduch 15 11 51
Bryndziaren Vzduch 27 1 26
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Najviac baktérii v miestnosti syrarefi narastlo na R2A médiu a to 51 CFU/cm’
stresovanych baktérii. Nasledovali laktobacily na MRS pdde s po¢tom 15 CFU/cm? a laktokoky
s po¢tom 11 CFU/cm? kultivované na M17 pode. V miestnosti bryndziareii narastlo najviac
laktobacilov na MRS pdde s poétom 27 CFU/cm?, nasledovali stresované baktérie s poétom 26
CFU/cm® na R2A pdde a najmenej narastlo laktokokov na M17 pdde v mnozstve 1 CFU/cm®.

Metagenomickd analyza bola vizualizovand pomocou Krona grafu. Obrazok 1 a2
zobrazuju zastupenie jednotlivych taxonomickych kategorii vo vzorkéach vzduchu odobranych

z dvoch miestnosti.

Obr. 1. Krona graf miestnosti Syraren — znazornuje identifikované baktérie od kmena po ¢el'ad’ na zaklade
SILVA databazy. Najviac zastupené su kmene: Proteobacteria, Firmicutes a Actinobacteriota.

Celkovy pocet sekvencii v syrarni je 245 162 a najpocetnejSim kmeniom v bol
Proteobacteria (76%), ktory tvorili triedy Alphaproteobacteria a Gammaproteobacteria.
Pric¢om sa nam podarilo identifikovat’ triedu Gammaproteobacteria na rady: Burkholderiales,
Pseudomonadales s ¢elad’ou Moraxellaceae a Enterobacterales s celad’'ou
Enterobacteriaceae. Nasledovali kmene: Firmicutes (9%) s triedou Bacilli; Actinobacteriota
(8%) s triedou Actinabacteria; Bacteroidota (3%) az na rad Flavobacteriales a Patescibacteria
(1%).
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Obr. 2. Krona graf miestnosti Bryndziaren — znazorniuje identifikované baktérie od kmeinia po ¢el'ad’ na
zaklade SILVA databazy. Najviac zastipené st kmene: Proteobacteria, Cyanobacteria, Firmicutes,
Actinobacteriota a Bacteriota.

Celkovy pocet sekvencii pre bryndziaren je 538 738 sekvencii. NajpocetnejSim
kmenom v bryndziarni bol Proteobacteria (54%), ktory tvorili triedy Alphaproteobacteria
a Gammaproteobacteria sradmi Burkholderiales, Enterobacterales, Pseudomonadales
s celad’ou Moraxellaceae. Nasledovali kmene: Cyanobacteria (18%); Firmicutes (12%) aZ na
rad Lactobacillales; Actinobacteriota (6%) az na triedu Actinobacteria; Bacteroidota (6%) az
na rad Flavobacteriales.

Proteobacteria, Actinobacteriota a Bacteroidota sii kmene baktérii, ktoré sa bezne
vyskytuji v syre [12]. VacSinu rodov baktérii mliecneho kvasenia zahfia baktérie patriace do
kmena Firmicutes, ktoré su prospesné pri fermentacii potravin [13]. Baktérie kmena
Patescibacteria st nekultivovatel'né a nachadzaju sa takmer v kazdom prostredi [ 14]. Baktérie

kmena Cyanobacteria sa prirodzene vyskytuju vo vzdusnej biote [15].
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Zaver

Kultivatnou metdédou sme zistili, ze vzduch odobrany zo syrarne obsahoval viac
baktérii ako vzduch z bryndziarne. Nanopore sekvenovanie a analyza metagendému nam
poskytla pohl'ad na zlozenie mikrobioty v dvoch miestnostiach vyrobne bryndze a poskytla
informacie o bakteridlnych kmenoch dolezitych pre bezpecnost vyroby bryndze. V naSich
vzorkidch neboli identifikované ziadne sekvencie Salmonella alebo Listeria, ale kmen
Proteobacteria bol najpocetnejsi a niektoré druhy tohto kmena st producentmi enterotoxinov

a mozu byt nebezpecné a Skodlivé pre kvalitu syra.
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Abstract

Identification of Schizosaccharomyces pombe treatment conditions with oxidizing agents by flow
cytometry

Cells naturally generate reactive species as by-products of cell metabolism. These reactive species can
be degraded by many antioxidative mechanisms. Exposure to various chemicals can increase the level
of intracellular oxidation and subsequently can lead to an accumulation of reactive species. When their number
exceeds that of antioxidants, oxidative damage to cellular macromolecules may occur. Unrepaired
and accumulated damage may consequently lead to cell death. In this work, different concentrations of bisphenol
A and sodium selenite were used to induce both oxidative stress and cell death. These treatment conditions
will serve as a positive control for future flow cytometric analyses. Using specific fluorescent dyes, cells can be
divided into three categories — non-stressed live cells, stressed live cells, and dead cells.

Keywords: oxidative stress; cell death; flow cytometry; sodium selenite; bisphenol A

Uvod a formulacia ciela

Bunky pomocou roznych povrchovych proteinov a receptorov dokazu prijimat’ signaly
z vonkajSieho prostredia a reagovat’ na ne. Ak podmienky nie su idedlne, dochadza k vzniku
stresu. Jednym z typov stresu, ktory mdze vzniknut' vplyvom réznych environmentalnych
faktorov, je oxidacny stres. Oxidacny stres je stav, pri ktorom v bunke dochadza k naruSeniu
rovnovahy medzi reaktivnymi Casticami (ROS) a antioxidantami. ROS vznikaj prirodzene
ako vedlaj$ie produkty metabolizmu a ich tlohou je zabezpecovat bunkovu signalizaciu [1 —
2]. Najvacsim producentom ROS v bunke st mitochondrie, ktoré ich produkuju pocas procesu
oxidacnej fosforylacie [3].

Antioxidanty (napr. enzymaticky antioxidant superoxiddismutdza) vznikajl
ako odpoved’ na pritomnost’ reaktivnych Castic a chrania organizmus pred toxicitou ROS tym,
ze neutralizuju volné radikaly [4]. Ked’ sa v tele nachddza viac ROS ako antioxidantov,
antioxida¢ny mechanizmus organizmu ich nestiha degradovat’, v désledku ¢oho sa hromadia
a vznika oxidacny stres. ZvySené mnozstvo ROS spdsobuje rdzne oxidacné poskodenia
makromolekul akymi st proteiny, lipidy a nukleové kyseliny. Poskodenie tychto Struktur vedie
k zastaveniu bunkového delenia alebo bunkovej smrti [5].

Existuje mnozstvo agensov, ktoré dokazu v bunkach navodit’ oxida¢ny stres. Medzi
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tieto agensy patria napriklad bisfenol A alebo selenicitan sodny. Prave tieto agensy sme vybrali
pre naSe analyzy, ktorych cielom bolo identifikovat vhodné podmienky ovplyvnenia
pouzitel'né ako pozitivna kontrola na prietokova cytometriu. Idedlnym vysledkom pre nas bolo
mat’ po ovplyvneni v kazdej kategorii (zivé s ROS, zivé bez ROS, mftve bunky) vidite'na

populéciu buniek.

Material a metody

Ako modelovy organizmus sme pouzili kvasinky Schizosaccharomyces pombe
Standardny kmen 972h". Pri optimalizacii ovplyvnenia a hl'adani vhodnych koncentrécii
agensov navodzujucich oxidaény stres sme vychadzali z dizertaénej prace Ivany Durovcovej
[6], ktora vo svojich experimentoch pouzivala pentahydrat seleni¢itanu sodného (Se) (Sigma
Aldrich) a bisfenol A (BPA) (Sigma Aldrich). Zvolili sme ovplyvnenie dlhé 60 mintt a rozne
testované koncentracie (Se — 1 uM, 5 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM, 1mM, 5 mM, 10 mM; BPA
- 0,1 mM, 0,5 mM, ImM).

Na ovplyvnenie sme pouzili 1 ml no¢nej kultiry rozrastenej do exponencialnej fazy
(2.107). Bunky sme pred ovplyvnenim premyli 50 mM fosfatovym timivym roztokom (pH 7,8)
a pridali testované agensy. Ovplyvnenie prebichalo v 1 ml deionizovanej vody (ddH:0)
na termobloku s trepackou (25°C, 350 otd€ok/min). Po ovplyvneni sme bunky
premyvali fosfatovym  tlmivym  roztokom  a farbili  fluorescencnymi  farbivami
2", 7'-dichlorodihydrofluorescein diacetditom (H2DCFDA, detekcia intracelularnych ROS) 45

minut pri 30°C a 7-aminoaktinomycinom D (7-AAD, detekcia mftvych buniek) 5 minut v I'ade.

Vysledky a diskusia

Prvé testované koncentracie Se — 1 uM, 5 uM a 10 uM, sme prevzali z dizertacnej prace
Ivany Durovcovej [6], ktora v experimentoch zameranych na detekciu oxidaéného stresu
v bunkach Saccharomyces cerevisiae pouzivala ako pozitivnu kontrolu 1 uM Se pocas
3-hodinového ovplyvnenia. My sme vSak skratili inkubacny €as na 1 hodinu a testovali aj
vysSie koncentracie. V naSom pripade sme nepozorovali vyrazny nérast intracelularnych ROS
v porovnani s kontrolou (Obr. 1). Mierny narast sme pozorovali v pripade mftvych buniek, kde
v kontrolnej vzorke boli 2 % mftvych buniek a v Se ovplyvnenych okolo 4 % (1 uM Se — 4 %;
5 uM Se — 3,5 %; 10 uM Se — 4,2 %). Pri vyssich koncentraciach Se, konkrétne 50 uM a 100
uM sme zaznamenali mierny ndrast percenta buniek s intracelularnymi ROS na uroven okolo
25 % a staplo aj percento mftvych buniek na 6 % (Obr. 1). NajvyraznejSie zmeny sme vSak

zaznamenali pri najvysSich testovanych koncentraciadch, ato 1 mM, 5 mM a 10 mM Se, kde

250



az okolo 70 % buniek vykazovalo oxida¢ny stres (Obr. 1). Kedze sme hl'adali jednu latku,
ktora by bola pozitivnou kontrolou nie len pre oxidacny stres, ale aj pre mftve bunky, toto
ovplyvnenie pre nés nebolo vhodné. Nepozorovali sme totiz vyraznej$i narast percenta mftvych

buniek v porovnani s neovplyvnenou kontrolou ani pri jednej testovanej koncentracii Se.

Ovplyvnenie seleniitanom sodnym
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Obr. 1. Zastipenie buniek v jednotlivych skupinach po ovplyvneni seleni¢itanom sodnym NK —
neovplyvnend kontrola; IpM — 10 mM Se — koncentracie seleni¢itanu sodného pouzité na ovplyvnenie buniek
pocas 60 minut; zivé bez ROS — bunky negativne na farbivo H,DCFDA; zivé s ROS — bunky pozitivne
na farbivo H.DCFDA; mftve — bunky pozitivne na farbivo 7-AAD. Hodnoty pochadzaji z jedného nezavislého
experimentu

Ako druhy oxida¢ny agens sme zvolili BPA. Vychéadzali sme z koncentracii 0,1 mM
a 0,5 mM. Ako mdzeme vidiet na Obr. 2, pri takomto ovplyvneni sme nepozorovali vyrazny
narast buniek v oxida¢nom strese v porovnani s neovplyvnenou kontrolou, vo vsetkych
pripadoch bolo v tejto skupine priblizne 20 % buniek. Pri ovplyvneni 0,5 mM BPA sme vSak
pozorovali mierny ndrast percenta mftvych buniek v porovnani s kontrolou (NK — 3,03 %;
0,5 mM BPA - 5,36 %), no tento narast nebol pre naSe experimenty dostato¢ny. Preto sme
skusili aj vy$Siu koncentraciu — 1 mM BPA, pri ktorej sme pozorovali vyrazny narast percenta
buniek v skupine zivé s ROS na troven 64 %, aj v skupine mftvych buniek na troven 28 %
(Obr. 3). Pre dalsie experimenty bude preto vhodnym oxidaénym agensom na ovplyvnenie

buniek prave 1 mM BPA pocas 60 mintat v ddH>O.
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Obr. 2. Zastipenie buniek v jednotlivych skupinach po ovplyvneni bisfenolom A NK — neovplyvnena
kontrola; 0,1 mM — 1 mM BPA — koncentracie bisfenolu A pouzité na ovplyvnenie buniek pocas 60 mintt; zivé
bez ROS — bunky negativne na farbivo H,DCFDA; zivé s ROS — bunky pozitivne na farbivo H,DCFDA; mrtve

— bunky pozitivne na farbivo 7-AAD. Hodnoty pochadzajt z jedného nezavislého experimentu
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Obr. 3. Zasthpenie Zivych buniek bez reaktivnych ¢astic (Q1-LL), s reaktivnymi ¢asticami (Q1-LR)
a mrtvych buniek (Q1-UL) po ovplyvneni 1 mM bisfenolom A Nal’avo — bunky ovplyvnené ImM
bisfenolom A (BPA); napravo — neovplyvnené bunky (NK). FITC-A — kanal s vinovou dizkou pouzivanou
na meranie fluorescencie H;DCFDA, ECD — kanal s vlnovou diZkou pouZivanou na meranie fluorescencie 7-
AAD

Zaver
Z naSich vysledkov vyplyva, ze vhodnejSou pozitivnou kontrolou pre navodenie

vnutrobunkovej oxidacie a umierania buniek S. pombe je BPA ako Se. Pri inkubacii kvasiniek
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v 1 mM BPA pocas 60 minut dochadza k vzniku oxida¢ného stresu, ktory sposobi v ur¢itom

percente buniek smrt’. Pri takomto ovplyvneni vidime, Ze obidve zvolené fluorescencné farbiva

rozdel'uju populaciu buniek do troch kategoérii, ato na zivé bez reaktivnych Castic, zivé

s reaktivnymi Casticami a mftve bunky. Seleni¢itan sodny, ktory bol v nasich experimentoch

tiez testovany, pri zvolenych podmienkach experimentu, nie je vhodnym oxida¢nym agensom.

Na navodenie bunkovej smrti u S. pombe je potrebny pravdepodobne dlhsi expozicny ¢as ako

60 minut.
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Abstract

Determination of mannose-binding changes on the plasma membrane after the epididymal maturation,
ejaculation, and capacitation of bull spermatozoa

To be able to fertilize the oocyte, spermatozoa must undergo several maturation processes from their
morphological development in the seminiferous tubules, such as maturation in the epididymis, ejaculation, and
capacitation. The sperm contains a carbohydrate envelope - glycocalyx, which is modified during maturation
processes and plays role in sperm motility, maturation, and interaction sperm with zona pellucida. We focused on
changes in the profile of mannose residues on the surface of bull spermatozoa isolated from the cauda of the
epididymis, ejaculated, and capacitated spermatozoa. In the indirect immunofluorescence assay, we used lectins
with different mannose-binding affinity. We observed changes in the binding of Musa acuminata lectin,
Canavalia ensiformis lectin, Pisum sativum agglutinin, and Galanthus nivalis lectin on the sperm surface of the
epididymal spermatozoa after ejaculation and capacitation.

Keywords: sperm; ejaculation; capacitation; glycocalyx; lectins

Uvod a formulacia ciela

Samcie pohlavné bunky cicavcov, spermie, musia po opusteni semennika, v ktorom
dochadza k ich morfologickému vyvinu, podstipit’ sériu maturaénych procesov zahriiujucich
komplexné  fyziologické amorfologické zmeny. Prvym  déleZitym  procesom
po spermatogenéze je epididymdlna maturacia, kde zohrava vyznamni tlohu epididymalna
tekutina obsahujuca aj epididymozémy, vezikuly podiel’ajuce sa na modifikacii membrany
spermie [1]. Neskor pocas ejakulacie prichadza spermia do kontaktu so semennou plazmou,
ktorej zloZenie prispieva k jej d’alSej modifikécii [2]. Aby bola spermia schopna oplodnit’ oocyt
(vdzby a flzia), musi prejst’ eSte procesmi kapacitacie a akrozomovej reakcie, kedy dochadza
ku komplexnym modifikdciam proteinov a lipidov membrany [3].

Pocas tychto maturaénych procesov dochddza aj k vyznamnym modifikdcidm
membranového glykokalyxu, povrchovej vrstvy glykoproteinov a glykolipidov. Tym ze sa
glykokalyx zucastiiuje mnoZstva procesov a interakcii, je jeho zlozenie velmi dolezité
vo vSetkych Stadidch vyvoja a maturacie spermie. Vyznamnu ulohu na modifikacii

glykokalyxu zohravaju svojou pritomnostou aj enzymy glykozyltransferazy a glykozidazy
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v epididymalnej tekutine, ejakulate, ¢i v sekrétoch samicieho pohlavného traktu [4].
Pritomnost’” manozovych glykanov na spermiach je druhovo Specificka a bola popisana
na povrchu spermii u ¢loveka [5], kanca [6], ¢i byvola [7]. Bola publikovand ich
pravdepodobna funkcia v procese interakcie spermie so zoénou pellucidou oocytu a do urdcitej
miery v procesoch akrozémovej reakcie [8].

Jednou z moznosti analyzy glykokalyxu je vyuzitie lektinov, proteinov neimunitného
povodu s vysokou afinitou voci Specifickym sacharidovym Struktiram [9].

Cielom naSich experimentov bolo zamerat’ sa na sledovanie zmien vo vidzbe manozy
na povrchu by¢ich spermii po epididymalnej maturacii, ejakulacii a nasledne aj po kapacitacii
za pouzitia lektinov: Pisum sativum aglutinin (PSA), Canavalia ensiformis lektin (Con A),

Musa acuminata lektin (BanLec) a Galanthus nivalis lektin (GNL).

Material a metody

V experimentoch boli pouzité spermie izolované z chvostovej ¢asti nadsemennika
bykov ziskanych z bitunku v Malej Maci a ejakulované bycie spermie zo Slovenskych
biologickych sluzieb v LuZiankach. Cast’ ejakulovanych spermii sme po oddeleni od semenne;j
plazmy in vitro kapacitovali inkubaciou v kapacitanom SP-TL médiu (Minitiib Slovakia
s.r.0.) doplnenom o 6 mg.ml"! BSA, 0,02 mol.I"! pyruvatu sodného a 0,5 mg.ml! gentamicinu,
po dobu 4 h v termostate (Binder) pri teplote 39 °C a 5% obsahom CO; vo vlhkej atmosfére.

Na stanovenie sacharidového profilu na povrchu bycich spermii sme vyuZili nepriamy
imunofluorescen¢ny test s vyuZitim lektinov, preferencne viaZzucich mandzové sacharidové
zvySky: PSA, Con A, BanLec a GNL (Tab. 1.). Spermie z kazdej skupiny sme nariedili
na koncentraciu 5.10”.ml!, fixovali 10 mintt v 4% roztoku paraformaldehydu a premyli 2-krét
v PBS centrifugaciou pri 250 x g 5 minut. Po rozdeleni do mikroskumaviek sme vzorky
inkubovali s lektinmi vo vyslednej koncentracii 1 pg.ml™' v tme 30 minat pri laboratérnej
teplote. Vzorky sme premyli 3-krat 5 minat v PBS a v malom mnoZstve naniesli na podlozné
skli¢ko. Fixovali sme ich vymrazenou zmesou aceton-metanolu (1:1) 5 minat, nasledne
premyli 3-krat 5 minat v PBS, prevrstvili montovacim médiom Fluoroshield s DAPI (Abcam),
a hodnotili pod epifluorescenénym mikroskopom Leica DM5500 B pri 400 ndsobnom zvacSeni
kamerou Leica DFC340 FX. Snimky boli spracované programom Leica Advanced
Fluorescence. Vysledky predstavuju priemer zo 4 vzoriek pochadzajucich z dvoch opakovani

experimentu = SEM.
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Tab. 1. PrehPad sacharidovych zvySkov, ku ktorym maju jednotlivé lektiny vizbovu afinitu

Lektin

Preferencné vizba sacharidovych zvyskov

Musa acuminata lektin (BanLec)

Vnutorné a terminalne a-1,3-manézové /glukézové zvysky

Canavalia ensiformis lektin (Con A)

Terminalne a-manozové zvysky

Galanthus nivalis lektin (GNL)

a-1,3/6-mandzové zvysky

Pisum sativum lektin (PSA)

a-mano6zové zvysky s pritomnou fukdzou na N-acetylglukozamine

Vysledky a diskusia

Nepriamou imunofluorescen¢nou metédou sme identifikovali 5 typov reakénych

vzorov vizby lektinu na plazmaticki membranu hlavicky spermie (Tab. 2.) a v niektorych

pripadoch aj na bicik.

Tab. 2. Schémy reakénych vzorov vizby lektinov na hlavi¢ke spermie. Hodnoty predstavuju percentudlne
zastipenie reakénych vzorov spermii = SEM. Zvyraznené hodnoty zelenou farbou a tu¢nym pismom
predstavuji dominantny reakény vzor v ramci jednej skupiny spermii. Typ 1: cely povrch hlavicky, typ 2: cely
povrch akrozému, typ 3: povrch akrozému a zaroven cast’ postekvatoridlneho segmentu, typ 4: cely
postekvatoridlny segment, typ 5: bez reakcie

Reakénd Typ1 Typ2 Typ3 Typ 4 Typ s

i — — B TN

Lin [ SePnt | W OB | CH | W |
Chvostové 37‘1‘788/ * i 17,77 % + 3,32 39"1’?2;/" = 15,73%+049
BanLec | Ejakulované 7"’2’0;" * - 19,78 % + 0,93 - 4,03 % +2,36
Kapacitované 91’1?1 4/ * ; 5.65%+ 0,81 | 1,98%=0,76 | 1,25 %+ 1,25
Chvostové | 30,98 %+ 2,2 i 5,68 %+ 0,51 60’3iZ" = 24%=062
ConA | Ejakulované 47’2??’ * ; 19,95 %= 1,67 | 25,8 %+ 1,49 | 6,68 %+ 1,52
Kapacitované | 54,18 % 1,1 i 14,88 %+ 1,33 | 27,18 % = 0,84 | 3,78 %+ 1,78

Chvostové - 90 % + 1,1 - - 2%+2
GNL Ejakulované - 93,7 % +2,16 - - 6,63 % + 2,49
Kapacitované ; 98’137;" * ; ; 1,77 %+ 1,77
Chvostové | 27,78 % = 2,83 41’;;58;" * i 12,18 %+ 1,98 | 22,3 % + 6,17
PSA | Ejakulované ; 84’(;74?’ - ; - 15,3 %+ 1,43
Kapacitované | 4,13 % +£0,22 | 94,2 % + 1,76 - - 1,67 % + 1,67

Lektinom BanLec sme na spermidch z chvosta nadsemennika identifikovali reakciu
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na bic¢iku a prevladajucu vézbu na postekvatorialnom segmente (typ 4, 39 % + 1,27), a na celej
hlavicke (typ 1, 37,47 % + 1,89), do znacnej miery bola pozorovana aj reakcia na celej hlavicke
bez ekvatorialnej oblasti (typ 3, 17,77 % + 3,32). Na ejakulovanych spermidch sme pozorovali
zmenu, s prevahou vézby typu 1 na celej hlavicke (76,2 % + 2,06) a v malom podiele typu 3
na celej hlavicke bez ekvatoridlnej oblasti (19,78 % = 0,93). Po kapacitacii spermii sme
pozorovali vyrazne dominantné zastupenie védzby na celej hlavicke (typ 1, 91,13 % + 1,14)

(Obr. 1.).

Chvost nadsemennika Ejakulované Kapacitované

10 pm

Obr. 1. Reprezentativne obrazky viizby BanLec na jednotlivé skupiny spermii

Lektin Con A, podobne ako BanLec, sa okrem bi¢ika dominantne viazal na spermiach
z chvosta nadsemennika v postekvatoridlnom segmente (typ 4, 60,95 % + 2,15) a menSej miere
na celej hlavicke (typ 1, 30,98 % + 2,2). Po ejakulacii vSak pozorujeme zmenu zastipenia
dominantného typu vizby lektinu na typ 1 (47,58 % + 2,56) atyp 4 (25,8 % + 1,49). Po
kapacitacii nedos$lo k vyraznym zmenéam (typ 1, 54,18 % + 1,1 a typ 4, 27,18 % + 0,83) (Obr.
2.). Oba lektiny, BanLec a Con A, vS§ak okrem manodzovych zvySkov do urcitej miery viazu aj
glukozové zvysky, Co Ciastocne vysvetluje ich podobny reakény vzor, zaroven rozdielny

od d’alsich pouzitych lektinov.

Chvost nadsemennika

Ejakulované Kapacitované

Obr. 2. Reprezentativne obrazky vizby Con A na jednotlivé skupiny spermii
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GNL lektin je Specificky vidzbou iba na manozové zvysky. Vo vSetkych testovanych
skupinach spermii sme zaznamenali prevazujicu vizbu na celom povrchu akrozomu (typ 2) na
spermiach z chvosta nadsemennika (90 % + 1,1), na ejakulovanych spermiach (93,7 % £ 2,16),
a takisto aj na kapacitovanych spermiach (98,23 % =+ 1,77). Mdzeme teda predpokladat, ze
tento typ a-1,3/6-mandzovej vazby na hlavicke bycich spermii sa pocas ich maturécie vyrazne

nemeni (Obr. 3.).

Chvost nadsemennika Ejakulované Kapacitované

Obr. 3. Reprezentativne obrazky vizby GNL na jednotlivé skupiny spermii

Lektinom PSA okrem terminalnych mandzovych zvyskov zachytdvame aj fukézové
zvysky na N-acetylglukozamine. Na spermiach z chvosta nadsemennika sme pozorovali
reakciu na bi¢iku, vézbu na celej oblasti akrozému (typ 2, 41,75 % + 2,86) a aj vysoky podiel
reakcie na celom povrchu hlavicky (typ 1, 23,78 % + 2,83) a spermii bez reakcie (typ 5, 22,3
% + 6,17). Ejakulaciou opit’ doSlo k zmene a prevladajucim reakénym vzorom bol typ 2
na celom povrchu akrozomu (84,67 % + 1,43). Na kapacitovanych spermiach bol pozorovany

podobny trend (typ 2, 94,2 % + 1,76) (Obr. 4.).

Chvost nadsemennika Ejakulované Kapacitované

Obr. 4. Reprezentativne obrazky vizby PSA na jednotlivé skupiny spermii

Zmeny reakéného vzoru jednotlivych lektinov odrazaji modifikaciu glykokalyxu

na povrchu hlavicky spermii z chvostovej ¢asti nadsemennika vplyvom epididymalnej tekutiny
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a na ejakulovanych spermiach zase vplyvom zloziek semennej plazmy. Rozdiely v reakénych
vzoroch su sposobené aj rozdielnou vidzbovou Specificitou danych lektinov. V pripade
lektinov, ktoré viazu aj man6zové aj glukdézové zvysky, sme pozorovali viazbu v oblasti celej
hlavicky a v pripade lektinov viazucich prevazne mandzové zvysky len v oblasti akrozomu.
Viacer¢ stadie potvrdili pritomnost’ man6zovych zvyskov na spermidch a bola popisana aj ich
spojitost’ s plodnostou v zavislosti od sezénnosti rozmnozovania u byvola [7] a kanca [6], ale
takisto s mierou plodnosti u ¢loveka [5]. V naSich experimentoch sme pozorovali zastupenie
roznych reakénych vzorov epididymalnych a ejakulovanych spermii v zavislosti od Specificity
vizby pouzitého lektinu. Zmeny v dosledku kapacitacie sme nezaznamenali. Na zistenie ich

pripadnej funkcie po ejakulacii a kapacitécii su potrebné d’alSie analyzy.

Zaver

Zmeny reakéného vzoru jednotlivych lektinov dokumentuji modifikaciu glykokalyxu
ejakulovanych spermii z hl'adiska vizby mano6zy pravdepodobne vplyvom semennej plazmy.
Vzhl'adom k SirSej Specificite niektorych aplikovanych lektinov nemozno vylucit’ ani zmeny

vo vézbe glukozovych, ¢i fukozovych zvyskov.
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Abstract

The effect of the COVID-19 pandemic on bone quality and density

This study focused on the effect of the COVID-19 pandemic on bone quality in a group of students at the
Faculty of Natural Sciences, Comenius University in Bratislava. The studied sample consisted of 773 young adults
with a mean age of 21.57 &+ 2.31 years. Data were collected between February 2019 and December 2022. The
obtained data were processed in Microsoft Excel and IBM SPSS. The results of the study showed statistically
significant differences between the pre-pandemic and pandemic groups of male and female probands, with
statistically significant lower values of the parameters SOS, T-score and Z-score. The impact of the pandemic
on individual parameters was also confirmed by regression analysis. Statistically significant differences were also
found in the group of women whose measurements took place before and after overcoming the disease of COVID-
19. The values of SOS, T-score and Z-score were statistically significantly lower after overcoming COVID-19.

Keywords: COVID-19; mineral bone density; T-score; Z-score, SOS

Uvod a formulicia ciela

Kvalitou kosti oznacujeme sthrn vSetkych faktorov, ktoré urcujt, ako dobre modze
kostra odolévat’ zlomeniu [1]. Existuji tri primdrne faktory, ktoré ovplyviiuji kostn prestavbu
a tym aj samotnu mineralnu hustotu kosti, a to hormonalny stav organizmu, zatazova fyzicka
aktivita a prijem vitaminov ¢i minerdlov zo stravy, a to najma vitaminu D a vapnika [2].

SARS-CoV-2 mdze do urcitej miery ovplyvnit vyvin kostného metabolizmu, a to
do stadia, kedy zhorSuje uz existujiice zdkladné kostné ochorenie a aj samotny metabolizmus
kosti [3]. Existuje viacero potencialnych mechanizmov, ktorymi ochorenie COVID-19 mo6ze
ovplyvnit kostrovy systém. Podstata prvého potencidlneho mechanizmu spociva v tom, ze ked’
COVID-19 posobi na ACE2, tak jeho expresia je znizend, ¢im sa zoslabi aj kaskada
ACE2/Ang-(1-7)/MasR, ¢o spdsobuje nevyvazenii homeostdzu kosti a urychlenie procesu
osteoklastogenézy a osteoblastogenézy. 