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In vitro uc¢inok extraktu kopru vonavého (Anethum graveolens L.) na Struktiru

a funkciu bovinnych spermii

Michal Duradkal*, Jilius Arvay?, Norbert Luka¢l, Eva Tvrda!

K atedra fyzioldgie Zivoc¢ichov, Fakulta biotechnoldgie a potravinarstva, Slovenska
pol'nohospodarska univerzita v Nitre, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra

?Katedra chémie, Fakulta biotechnoldgie a potravinarstva, Slovenska pol'nohospodarska
univerzita v Nitre, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra

*michaelduracka@gmail.com

Abstrakt

V nasej Studii sme sa rozhodli stanovit’ dynamiku vplyvu ré6znych koncentracii extraktu z listov
Kopru vonavého (Anethum graveolens L.) na pohyblivost, mitochondrialnu aktivitu
a oxidativne poskodenie lipidov bovinnych spermii. Vysokou¢innou kvapalinovou
chromatografiou (HPLC) bolo identifikované kvalitativne a kvantitativne zlozenie Specifickych
biomolekul. Spomedzi flavonov bol najviac zastipenym cynarozid. Spomedzi fenolovych
kyselin bola kyselina chlorogénna najviac zastipenou. Pocitacom asistovana analyza spermii
(CASA) wukazala negativny uCinok extraktu na pohyblivost spermii. Podobne,
mitochondridlnym toxickym testom (MTT) sa potvrdil negativny ucinok extraktu na
mitochondridlnu aktivitu. AvSak v pritomnosti extraktu sa vyznamne zachovala integrita
lipidov, ¢im sa dokazali antioxidacné Gc¢inky extraktu kopru. Zaverom vsak konStatujeme, Ze
z globalneho hladiska mal extrakt z listov kopru negativny ucinok na funkciu spermii

a neodporti¢ame jeho pouzitie ako potencidlneho pridavku do prezerva¢ného média.

Krucové slova: Anethum graveolens, spermie, extrakt, samcia reprodukcia, kopor

Uvod

Liecivé rastliny st rozsiahlo vyuzivané v tradi¢nej medicine v prevencii alebo liecbe roznych
ochoreni. Prospesné uc¢inky etnofarmakologicky-vyznamnych rastlin st pripisované Sirokému
spektru bioaktivnych latok (D’Cruz et al., 2010). V stcasnosti sa mnozstvo rastlinnych
extraktov pouZiva pri prevencii alebo lie€be muzskej subfertility, vratane hypoaktivnej poruchy
sexudlnej tizby, hormondlnej nerovnovahy, erektilnej a ejakulacnej dysfunkcie, ako aj sub-
Standardnych parametrov spermii a ejakulatu (Kamal et al., 2003). Anethum graveolens L.
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(kopor vonavy) je s obl'ubou vyuzivany ako korenie alebo ako zaklad pre vyrobu éterickych
olejov. Kopor je aromaticka bylina zrodiny Apiaceae. Medzi najvyznamnejSie prchavé
biomolekuly patri karvon, a-felandrén, limonén, anetofuran a myristicin (Blank a Grosch,
1991; Jana a Shekhawat, 2010). Kopor sa vyuziva na zmiernenie bolesti koliky a naduvania
u malych deti. Esencidlny olej zmierniuje ¢revné kice, zlepsuje travenie a zvysuje chut’ do jedla.
U dojciacich zien vyvolava produkciu mlieka a tiez pomdha pri liecbe mocovych tazkosti
(Duke, 2001; Jana a Shekhawat, 2010).

In vivo $tudie naznacuju, ze koprovy extrakt stimuluje spermatogenézu, ako aj steroidogenézu
u hlodavcov (Monsefi et al., 2011; Iamsaard et al., 2013). Na pochopenie u¢inkov potencidlne
prospesnych alebo Skodlivych biomolekul mdéze byt vhodnou stratégiou prevedenie
experimentov v prostredi in vitro na primarnych bunkovych kultirach a tkanivach (Klinefelter
et al. 1987; Jambor et al., 2018). Cielom naSej Stadie bolo zhodnotit’" dynamiku vplyvu
vybranych koncentracii extraktu z listov kopru na pohyblivost, mitochondridlnu aktivitu

a oxidativne poskodenie membranovych lipidov spermii.

Material a metody

Kopor bol zozbierany v Botanickej zahrade Slovenskej pol'nohospodarskej univerzity v Nitre
v letnom obdobi v roku 2016. Cerstvy rastlinny material bol vysuseny, rozdrveny, odvazeny
a macerovany v 96% etanole (Centralchem, Bratislava, Slovensko) pocas 2 tyzdnov pri 20-
22°C v tme. Etanol bol odpareny v evaporatore (Cole-Parmer, Stone, Spojené kral'ovstvo) pri
znizenom tlaku (vakuova pumpa, KNF Neuberger, Freiburg, Nemecko). Material bol
resuspendovany v DMSO (dimetylsulfoxid; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA).
Koncentricia zasobného roztoku bola upravend na 1000 mg.ml™. Pre HPLC analyzu bol
material lyofilizovany a rozomlety na praSok. Do 1 g rastlinného materidlu sa pridalo 25 ml
80% metanolu (ur¢eny na HPLC; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Vysledn4 zmes
sa mixovala v trepacke pri 250 otackach za minttu, 20-22°C pocas 8 hodin, nasledne sa
prefiltrovala a skladovala pri 5°C.

Specifické HPLC $tandardy, metanol (vhodny pre HPLC), acetonitril (vhodny pre HPLC)
a kyselinu fosfore¢ni sme obdrzali od Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA). Dvakrat
deionizovana voda bola ziskana pouzitim Cistiaceho systému (Simplicity 185; Milipore SAS,
Franctzsko). Kazdy Standard (0,5 mg) bol rozpusteny v 10 ml metanolu. Nésledne sa Standardy
spolu s extraktami prefiltrovali cez filtracny papier (¢. 390, Munktell & Filtrak, Niederschlag,
Nemecko), po ktorom nasledoval injekény filter Q-Max (priemer 0,22 mm; Frisenette, Knebel,
Dénsko). Analyza HPLC prebiehala pomocou 1260 Infinity II LC System (Agilent
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Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA). Bola pouzita koléna C18 s reverznou fazou
Purosphere (4 mm x 250 mm x 5 mm; Merck, Kenilworth, New Jersey, USA). Mobilna faza
pozostavala z acetonitrilu a0,1% kyseliny fosfore¢nej v dvakrat deionizovanej vode.
Pociato¢na prietokova rychlost’ bola nastavena na 1 ml.min™ pri injekénom objeme 10 ml.
Teplota koldny bola nastavena na 30°C, zatial’ ¢o vzorky a Standardy boli drzané pri 4°C. Zber
a analyza udajov sa uskutocnila pomocou softvéru Agilent OpenLab ChemStation for LC 3D
Systems (Luksic et al., 2016). Extrakt bol analyzovany v triplikatoch.

Ejakulaty (n=20) sme obdrzali od 10 pohlavne dospelych holstajnsko-frizskych bykov
(Slovenské biologické sluzby, a.s., Nitra, Slovensko) pomocou sterilnej umelej vaginy. Vzorky
boli transportované do VC AgroBioTech v termoske. Na experimenty boli pouzité vzorky,
ktoré presli vstupnym testom (minimélne 70% pohyblivost’ a koncentracia 1 x 10° spermii.ml°
1). Pocas odberu aspracovania boli dodrzané institucionalne a narodné smernice pre
starostlivost’ a experimentalne vyuZitie zvierat, ktoré boli schvalené Statnym veterindrnym
a potravinovym ustavom Slovenskej republiky (¢. 3398/11-221/3) a Etickou komisiou. Kazda
vzorka bola zriedend v pomere 1:40 fyziologickym roztokom, ktory obsahoval rozne
koncentracie extraktu (300, 150, 75 a0 pg.ml? v pripade kontrolnej skupiny). Vzorky sa
kultivovali pri laboratornej teplote 22-25°C. Analyzy boli vykonané v ¢asoch 0, 2 a 24 hodin.
Hodnotila sa motilita spermii, mitochondrialna aktivita a peroxidacia lipidov.

Motilita spermii bola analyzovana pomocou pocitaCom asistovanej analyzy spermii (CASA;
Verzia 14.0 TOX IVOS II; Hamilton-Thorne Biosciences, Beverly, MA, USA). Desat’ ul
z kazdej skupiny bolo umiestnenych na poéitaciu komorku Makler chamber (hibka 10 pm,
37°C, Sefi Medical Instruments, Haifa, Izrael), ktord bola vlozena do CASA systému. Za
pohyblivé spermie sa povazuji spermie s rychlostou minimalne 5 pm.s?®. Objektivne sa
hodnotilo minimalne 300 buniek.

Mitochondrialna aktivita bola hodnotend Mitochondridlnym toxickym testom (MTT).
Principom metddy je farebna zmena Zltej tetrazoliovej soli (3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazoliumbromid) na modré formazanové Castice enzymom sukcinatdehydrogenaza,
ktory je aktivny v neposkodenych spermiach. Opticka denzitu sme stanovili pri vinovej dizke
570 nm oproti 620 nm v pristroji Glomax Multi* (Promega, USA) na 96 jamkovych
platni¢kach. Déta st vyjadrené v percentach kontrolnej skupiny.

Lipidovd peroxidacia bola vyjadrena prostrednictvom stanovenia koncentracie
maléndialdehydu (MDA) pomocou TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) metddy,
modifikovanej na 96-jamkovu platnicku. Kazda vzorka bola oSetrena 5% SDS (dodecylsulfat
sodny; Sigma-Aldrich, USA) a 0,53% kyselinou tiobarbitirovou (TBA; Sigma-Aldrich, USA).
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Zmes bola rozpustena v 20% kyseline octovej s pH upravenym na 3,5 pomocou hydroxidu
sodného (Centralchem, Slovensko). Zmes sa varila na 90-100°C pocas 1 hodiny. Nasledne sa
ochladila 10 minut na 'ade a odstred’ovala pri 1750 x g poc¢as 10 minut. Kolorimetricka reakcia
bola vyhodnotena pri vinovej dizke 540 nm v pristroji Glomax Multi* (Promega, USA).
Koncentracia MDA je vyjadrena v pmol.g™* proteinu.

Statistické spracovanie vysledkov bolo realizované v programe GraphPad Prism (verzia 6.0 pre
Windows, GraphPad software, La Jolla, CA, USA, http://www.graphpad.com.) Na
vyhodnotenie naSich vysledkov bola pouzita jednofaktorova analyza rozptylu s naslednym
Dunnettovym testom. Urovei $tatistickej vyznamnosti bola stanovena na *** - P<0,001, ** -

P<0,01, * - P<0,05.

Vysledky a diskusia

Koncentracie S$pecifickych biomolekul identifikovanych HPLC metédou st zobrazené
v Tabulke 1. Spomedzi flavonov bol najdominantnejsie zastipenym cynarozid (618,15+9,94
mg.g? susiny). Z fenolovych kyselin bola najbohatSie zastpena kyselina chlorogénova
(533,36+8,89 mg.g* susiny). Okrem tychto boli v extrakte identifikované nasledovné: kyselina
neochlorogénova, karvon, limonén, kyselina salicylova a p-hydroxybenzoova, myristicin

a kyselina vanilova (v poradi od najvicSieho po najmensie zastiipenie).

TabuPka &. 1: Kvalitativna a kvantitativna analyza Specifickych biomolektl [mg.g™* suSiny]

v képrovom extrakte

Biomolekuly [mg.g? suSiny]
Cynarozid 618,15+9.94
Karvon 45,60 = 4,09
Limonén 17,51+ 2,66
Mpyristicin 11,35+ 1,22
Kyselina chlorogénova 533,36 + 8,89

Kyselina neochlorogénova 107,67 + 1,98
Kyselina p-hydroxybenzoova 12,04 +2,27
Kyselina salicylova 17,27+ 1,89
Kyselina vanilova 8,77 £2,01
Legenda: Priemer + Standardna odchylka

vvvvvv

kyselinu chlorogénovu spomedzi fenolovych kyselin. Okrem nami identifikovanych 1atok boli
identifikované aj biomolekuly zo skupiny flavonoidov ako luteolin, kvercetin, kaempferol,

rutin, apigenin, daidzein a naringenin (v poradi od najvicSieho po najmensie zastiipenie).
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Vysledky hodnotenia motility spermii (Tabulka 2) priniesli uz v pociatocnom case
signifikantny pokles (P<0,05) v pritomnosti 300 ug.ml™? képrového extraktu. Po 2 hodinich bol
pozorovany rovnaky trend, priGom signifikantny pokles motility (P<0,05) nastal opat’ v skupine
oSetrenej 300 pg.ml? extraktu z listov kopru. Po 24 hodinach bol pozorovany signifikantny
pokles v skupinach osetrenych kdprovym extraktom v mnozstve 150 ug.ml? (P<0,05) a 300
ng.ml? (P<0,01).

Tabul’ka €. 2: Motilita [%] spermii v bovinnych ejakulatoch oSetrenych képrovym extraktom

Cas Oh 2h 24h
Kontrola 81,89 +6,35 65,54+7,54 33,23+437

300 pg.ml™ 58,31 +4,72° 38,890+2,88° 11,00+ 1,10
150 pg.ml® 73,13 +£411 5632+2,19 1523 +2,55"
75 pg.mlt 82224321 59,00+4,15 39,12+2,99

Legenda: priemer + standardna odchylka; * - P<0,05; ** - P<0,01

Napriek tomu, ze ucinky roznych rastlinnych extraktov su s obl'ubou Studované, ucinok
koprového extraktu na samciu reprodukciu je malo preskimany. Shojaee et al. (2014) studovali
in vivo uc¢inok extraktu semien kopru na reprodukéné funkcie samcov potkanov. Skonstatovali
pokles vahy semennikov, ¢o sa odrazilo v celkovej koncentracii a motilite spermii. Okrem toho
histopatologickymi preparatmi dokéazali zOZenie semenotvornych tubulov, degeneraciu
a dezorganizaciu zarodo¢ného epitelu, ¢o vyustilo v abnormalne alternacie morfologickych
Struktar spermii a vo zvySeny pocet nekrotickych buniek.

Hodnotenie mitochondridlnej aktivity (Obrazok 1) neprinieslo markantné zmeny v pociatocnej
analyze. Po 2 hodindich moézZeme sledovat’ trend klesajicej mitochondridlnej aktivity
s pribudajucou koncentraciou kdprového extraktu v porovnani s kontrolnou skupinou. Po 24
hodinach boli pozorované signifikantné znizenia (P<0,05) v skupinach oSetrenych 150 a 300
ng.ml? extraktu.

Obrazok €. 1: Mitochondridlna aktivita [%)] spermii v bovinnych ejakulatoch oSetrenych kdprovym

extraktom

Mitochondrialina aktivita Oh Mitochondrialna aktivita 2h Mitochondrialna aktivita 24h

150 150 150

o
ol 300 igfmL 150 ygimL 75 ughmL ctrl 300 gmL 150 gimL 75 pgimL ctrl 300 gimL 150 gimL 75 ugimL
Skupiny Skupiny Skupiny

Legenda: * - P<0,05
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Vysledky mitochondridlnej aktivity v nasSej Studii odzrkadl'uju vysledky pohyblivosti spermii.
Podobne Matsuura et al. (2017) potvrdili korelaciu medzi mitochondridlnou aktivitou spermiti
realizovanou MTT testom a pohyblivostou spermii analyzovanou CASA systémom. Studie
hodnotiace uc¢inok koprového extraktu na mitochondrie su zastapené v obmedzenom pocte. In
vivo vyskum na folikularnych bunkach Wistar samic ukézal, ze podavanim extraktu semien
kopru v @ koncentracii 0,45 g.kg? vodného extraktu alebo 5 g.kg? etanolového extraktu doglo
k vyraznému zvySeniu po¢tu mitochondrii (Monsefi et al., 2011). V naSom experimente sme
nesledovali poCet mitochondrii, av§ak z nasich vysledkov vyplyva, ze pouzitie extraktu listov
kopru in vitro moze nepriaznivo ovplyvnit aktivitu mitochondrialnej sukcinatdehydrogenazy,
a tym znizit’ aktivitu ostatnych enzymov dychacieho retazca, ¢o vedie k zniZzenej tvorbe ATP
V mitochondridlnom oddieli spermii.

Hodnotenie lipidovej peroxidacie (Tabulka 3) v pociatoénom ¢ase neprinieslo signifikantné
rozdiely medzi experimentadlnymi skupinami a kontrolnou skupinou. AvSak kazda vybrana
koncentracia koprového extraktu znizila koncentraciu MDA v experimentdlnych skupinach. Po
2 a 24 hodinach bol pozorovany signifikantny pokles (P<0,001) koncentracie MDA v kazdej

skupine oSetrenej koprovym extraktom.

TabuPka & 3: Oxidativne poskodenie membranovych lipidov [umol MDA.g? proteinu] spermii

v ejakulatoch osetrenych kdprovym extraktom.

Cas

Oh

2h

24h

Kontrola
300 pg.ml*
150 pg.ml*

75 ng.ml?

0,39 + 0,08
0,36 = 0,05
0,29 + 0,04
0,26 £ 0,05

0,92 + 0,06

0,55 +0,04™
0,42 +£0,03™
0,41 +£0,04™

2,28 +£0,41

Fkk

1,29 +£0,22

Fkk

0,92 +£0,46

Fkk

0,99 +£0,28

Legenda: priemer + §tandardna odchylka; *** - P<0,001

Z vysledkov hodnotenia lipidovej peroxidacie vyplyva, ze latky, ktoré st obsiahnuté
v kdprovom extrakte mozu pozitivne ovplyvnit’ pomer antioxidantov k vol'nym radikélom, ¢im
mozu zabezpecit’ vhodné prostredie pre udrzatelnost’ lipidovych Struktar spermie. Ochranou
integrity lipidov v membrane spermie sa zabezpec¢i udrzanie celistvosti membrany a viability
spermie, ¢im sa zachova fertliliza¢ny potencial vzorky. Bahramikia a Yazdanparast (2007) vo
svojej Studii potvrdili pozitivne antioxidacné uc¢inky extraktu z listov kopru. KonStatovali, ze

koprovy extrakt moze modulovat’ aktivitu enzymatickych a neenzymatickych antioxidantov
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(superoxiddismutaza, katalaza, glutationperoxidaza, glutationreduktaza a redukovany

glutation) a redukovat’ lipidovu peroxidaciu pri oxidativnom zat'azeni buniek.

Zaver

Na zaver mézeme skonstatovat’, ze in vitro ucinok extraktu z listov kdpru na Struktiru a funkciu
bovinnych spermii bol vel'mi nejasny. Na jednej strane boli v koprovom extrakte identifikované
latky s potencidlnym antioxidacnym uc¢inkom, ktory bol dokazany zniZenym mnoZzstvom
malondialdehydu ako sekundarneho produktu lipidovej peroxidécie. Na druhej strane chemické
zlozenie koprového extraktu nezlepSovalo ani motilitu, ani mitochondrialnu aktivitu spermii.
Preto st nevyhnutné podrobnejsie §tadie ucinku koprového extraktu na Struktaru a funkciu
spermii. AvSak na zéklade nasich vysledkov neodporii¢ame vyuzitie extraktu z listov kopru ako

potencidlny suplement prezerva¢ného média.
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Abstrakt

V poslednom obdobi sa Coraz viac pozornosti vedeckej komunity ststred'uje na vyuZzitie
primarneho extraktu z plodov pestreca marianskeho, t.j. silymarinu (Standardizovana zmes
flavonolignanov) pri liecbe roéznych ochoreni. Predkladany prispevok je zamerany na
zosumarizovanie potencialnych benefiénych ucinkov uvedeného extraktu na zdravie l'udi a
zvierat, ktory Strukturalne pozostava zo siedmich hlavnych flavonolignanov (silybin A, silybin
B, izosilybin A, izosilybin B, silydianin, silychristin a izosilychristin) a flavonoidu taxifolinu.
Preventivny a terapeuticky uc¢inok silymarinu bol potvrdeny u I'udi a r6znych experimentalnych
zvierat s ochoreniami pecene. Okrem hepatoprotektivneho ucinku vykazuje silymarin tieZ
protirakovinové, protizapalové, neuroprotektivne, laktogénne a dalSie farmakologické
vlastnosti. U¢innost’ pestreca marianskeho v prevencii a terapii viacerych ochoreni preduruje

jeho sl'ubné vyuzitie v ramci alternativnej mediciny.

Kriacové slova: Silypum marianum, flavonolignany, silymarin, hepatoprotekcia,

farmakologické ti¢inky

Botanicka charakteristika

Pestrec mariansky, Silybum (S.) marianum (L.) Gaertn. (¢elad’ Asteraceae) je uznavana lie¢iva
rastlina, ktord rastie v teplej a suchej pode (Abenavoli et al., 2010). Priama stonka tejto
jednoroc¢nej, prip. dvojro¢nej rastliny (Haban et al., 2016) dorasta do vysky 0,5 - 1,5 m a jej
charakteristickym znakom su striedave, lesklé, zelené, okolo Zilnatiny bielo Skvrnité listy,

obojpohlavné, purpurové alebo bledofialové kvety a sivohnedé nazky (Silybi mariani fructus)
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s bielym chochol¢ekom (Haban et al., 2015). Extrakt pestreca marianskeho sa ziskava z jeho
rozdrvenych plodov (Wagner et al., 1968).

Nazov S. marianum sa v europskych krajinach spaja s menom Panny Marie. Medzi 'ud'mi sa
traduje, ze Panna Maria sama povedala 'udom o lieCivych vlastnostiach pestreca marianskeho
a biele skvrny na listoch boli dokonca ozna¢ované ako ,,mlieko NajsvitejSej Matky Bozej*

(Abenavoli et al., 2010).

Chemické zloZenie extraktu pestreca marianskeho

Aktivny komplex pestreca marianskeho sa oznacuje ako silymarin (Abenavoli et al., 2010).
Tento lipofilny extrakt obsahuje mnozstvo Struktirne pribuznych flavonolignanov, z ktorych
silybin A a B, izosilybin A a B, silychristin A, izosilychristin a silydianin spolu s flavonoidom
taxifolinom st povazované za silymarinové markerové zli€eniny pouzivané na kvantitativne
analyzy (AbouZid et al., 2016). Saller et al. (2001) uvadzaji, ze hlavnou a najaktivnejSou
zlozkou uvedenych izomérov je silybin (60 - 70 %), po ktorom nasleduje silychristin (20 %),
silydianin (10 %) a izosilybin (5 %). K d’alsim chemickym komponentom plodov S. marianum
patria podl’a Abenavoli et al. (2010) flavonoidy (kvercetin, dihydrokaempferol, kaempferol,
apigenin, naringin, eriodyktiol, chrysoeriol), proteiny (25 - 30 %), sacharidy (arabindza,
ramnoza, xyldza, glukdza), tokoferol, steroly (cholesterol, campesterol, stigmasterol, sitosterol)
alipidy (15 - 30 %) vo forme triglyceridov (60 % linolova, 30 % kyselina olejova a 9 % kyselina

palmitova).

Biologicka dostupnost’ silymarinu

Komeréne dostupné extrakty z pestreca marianskeho obsahuju 70 - 80 % silymarinu (AbouZid
et al., 2016). Obsah silymarinového komplexu sa v nazkach uvedenej rastliny pohybuje v
rozmedzi 0,2 - 0,6 % (Habén et al., 2009) v zavislosti od jej odrody (Haban et al., 2010).
Abenavoli et al. (2010) poukazuji na skutocnost’, Ze absorpcia silymarinu v gastrointestinalnom
trakte ¢loveka je pomerne nizka (20 - 50 %). Vsetky farmakokinetické parametre silymarinu
boli stanovené vzhl'adom na jeho najaktivnejsiu zlozku, t.j. silybin (Javed et al., 2011). Zistilo
sa, ze po peroralnej absorpcii sa priblizne 80 % déavky silybinu vylucuje do ZI¢e (Abenavoli et
al., 2010) vo forme sulfatov a konjugatov glukuronidu (Saller et al., 2001) a priblizne 10 %
vstupuje do enterohepatickej cirkulacie (Abenavoli et al., 2010). V pecenovych bunkach sa
metabolizuje na o-demetylovany silybin (hlavny metabolit) a mono- a dihydroxy-silybin
(minoritné¢) metabolity (Janc¢ova et al., 2007). Pocas II fazy biotransformacie vznikaju d’alSie

konjugaty silybinu, a to: silybin monoglukuronid, silybin diglukuronid, silybin monosulfat a
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silybin diglukuronid sulfat (Javed et al., 2011). Po peroralnej aplikacii boli maximalne
koncentrécie silymarinu v plazme l'udi pozorované v priebehu 1,5 - 4 hod. Okrem exkrécie
Zl¢ou sa priblizne 5 % silymarinu vylu€uje do mocu ako celkovy silymarin (s rendlnym
klirensom priblizne 30 ml/min; Corchete, 2008) a jeho neabsorbovana cast’ sa vylucuje stolicou.
Uginna denna davka silymarinu sa u dospelych udi pohybuje v rozmedzi 240 - 600 mg (Saller
et al., 2001). Ziadne symptomy intoxikacie, ¢i vedlajsie Gi¢inky neboli zaznamenané u
dospelych l'udi ani pri dennej davke 900 mg silymarinu, rozdelenej do dvoch alebo troch davok.
Avsak pri davkach presahujucich 1500 mg/dent sa mozu objavit’ laxativne G¢inky silymarinu so

zvysenou sekréciou zl¢e (Abenavoli et al., 2010).

Utinky silymarinu na Pudské zdravie a ich molekulirne mechanizmy
Hepatoprotektivna aktivita

Silymarin je zndmy najmd vdaka svojim regeneratnym a chemoprotektivnym uc¢inkom na
pecen, vd’aka ¢omu je casto vyhladdvanym a pouzivanym hepatoprotektivnym agensom
(Testino et al., 2013). Vzhl'adom na jeho schopnost’ regenerovat’ peceiiové bunky sa pouziva
pri lie€be roznych ochoreni tohto detoxika¢ného orgéanu, ako je alkoholové poSkodenie pecene,
nealkoholové tukové ochorenie pecene, virusova hepatitida, poSkodenie pecene v ddsledku
intoxikacie xenobiotikami a hubami, steatohepatitida a cirh6za pecene (Abenavoli et al., 2018).
Zakladny molekularny mechanizmus hepatoprotektivnej aktivity silymarinu je prisudzovany
najmid jeho antioxidanym (Borsari et al., 2001), antivirusovym, protizdpalovym a
imunomodulacnym ucfinkom (Wagoner a kol., 2010). NavySe, vysledky viacerych prac
preukézali, ze silymarin je schopny vytvarat’ komplexy s toxinmi, zabranujic ich vstupu do
hepatocytov, metabolicky stimulovat’ hepatocyty (Morales-Gonzalez et al., 2013), zvySovat
syntézu proteinov v hepatocytoch stimulaciou aktivity RNA polymerazy I (Vargas-Mendoza et
al., 2014) a posobit’ ako chelator zeleza (Borsari et al., 2001).

Antikarcinogénne ucinky

Antikarcinogénny ucinok silymarinu bol preukazany vo viacerych in vivo a in vitro stadiach pri
roznych typoch nadorovych ochoreni (Post-White et al. 2007; Won et al., 2018).
Prostrednictvom interferencie s expresiou regulatorov bunkového cyklu a proteinov
podiel’ajucich sa na apoptdze buniek st silymarin a silybin schopné narusit’ rovnovahu medzi
viabilitou buniek a ich apoptézou (Tyagi et al., 2002). Won et al. (2018) vo svojej Stadii
zaznamenali silymarinom indukovanu apoptézu v nadorovych bunkovych liniach Gstnej dutiny

(HSC-4, YD15 a Ca9.22) prostrednictvom aktivacie kaspazy-8 a receptora smrti 5.
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Antikarcinogénny ucinok silybinu je sprostredkovany aj mechanizmami cielenej proliferacie

buniek, inflamdcie, angiogenézy a metabolizmom nadorovych buniek (Deep a Agarwal, 2010).

Protizapalové ucinky

Viaceré §tadie demonStruju benefiény ucinok silymarinu i pri réznych experimentalnych
modeloch akutneho a chronického zédpalu, napr. u potkanov s edémom koncatiny vyvolanym
uc¢inkom formalinu (Juma et al., 2009), pri alergickych zapaloch dychacich ciest, atopickej
dermatitide, Ci alergickej rinitide (Bakhshaee et al., 2011; Choi et al., 2012; Mady et al., 2016).
Protizapalové ucinky silymarinu su prisudzované jeho schopnosti potla¢it’ metabolickt drahu
5-lipoxygenazy, zapricinujic inhibiciu syntézy leukotriénov (Saller et al., 2001), inhibovat’
mRNA viacerych prozépalovych proteinov a komponentov signalnych drah, ako je nuklearny
faktor kappa B (NF-KB), transkripény faktor forkhead box O (FOXO; Lovelace et al., 2015),
cyklooxygendza 2 (COX-2), lipoxygenaza (LOX), inducibilnd syntdza oxidu dusnatého
(iNOS), faktor nadorovej nekrozy (TNF) a interleukin 1 (IL-1) (Agarwal et al., 2006).

Neuroprotektivne acinky

Silymarin je neocenitelnym potencidlnym agensom v prevencii vzniku mnohych
neurologickych ochoreni vratane Alzheimerovej choroby, Parkinsonovej choroby, cerebralne;j
ischémie (Borah et al., 2013) a obsedantno-kompulzivnej poruchy. Medzi hlavné mechanizmy
neuroprotektivneho u¢inku silymarinu patria inhibicia aktivity monoaminooxidazy (MAO,
katalyzujicej oxida¢nli deaminaciu monoaminov; Yin et al., 2011), inhibicia oxida¢ného stresu
a zapalovych reakcii generovanych v priebehu neurodegenerativnych procesov, bunkovej
apoptozy, modulacia viacerych kindz zapojenych do signalnych drdh buniek a neurotropné

ucinky (Borah et al., 2013).

Laktogénny ucinok

Vo viacerych experimentdlnych pracach bol preukdzany potencidlny laktogénny uc¢inok
silymarinu v zmysle zvySenej produkcie mlieka u l'udi a zvierat (kravy a potkany; Peila et al.,
2015). Uvedena skutocnost’ by mohla byt asociovand s vplyvom tohto extraktu na zvySenie
hladin prolaktinu, ktoré bolo zaznamenané u samic potkanov (Capasso, 2014) a oSipanych,
ktoré boli kfrmené silymarinom (Farmer et al., 2014). ZvySovanie hladiny prolaktinu vplyvom
silymarinu by mohlo aspon cCiasto¢ne suvisiet s jeho vplyvom na dopaminovy D2 receptor

(Capasso, 2014).
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Zaver

Stucasné experimentalne a klinické vyskumy naznacuju, ze silymarin, t.j. komplex aktivnych
zloziek extraktu z plodov pestreca marianskeho vykazuje beneficné ucinky na l'udské zdravie.
Silymarinové flavonolignanové a flavonoidné zlozky, izolované z tejto rastliny, si predmetom
zaujmu viacerych vedeckych $tadii, ktoré umoznili uréit ich hepatoprotektivne,
protirakovinové, protizapalové, neuroprotektivne a laktogénne €inky, potencialne vyuziteI'né
pre terapeutické ucely. Extrakty z pestreca maridnskeho st bezpecné a dobre tolerované, s
minimalnymi toxickymi alebo nepriaznivymi uUCinkami na organizmus l'udi a zvierat.
Vzhl'adom na uvedené skutoCnosti sa pestrecovy vytazok cCoraz viac aplikuje vo
farmaceutickom priemysle, alternativnej medicine, potravinarstve, vo veterinarnej praxi a

vyZive zvierat.

Pod’akovanie
Vedecka publikacia vznikla s podporou Vyskumného centra AgroBioTech vybudovaného v

ramci projektu Vybudovanie vyskumného centra ,,AgrobioTech” ITMS 26220220180.

Literatura

Abenavoli, L., Capasso, R., Milic, N., Capasso, F. 2010. Milk thistle in liver diseases: past, present,
future. Phytother Res. 24(10): 1423-1432.

Abenavoli, L., Izzo, A. A., Mili¢, N., Cicala, C., Santini, A., Capasso, R. 2018. Milk thistle (Silybum
marianum): A concise overview on its chemistry, pharmacological, and nutraceutical uses in liver
diseases. Phytother Res. 32(11): 2202-2213.

Abouzid, S. F., Chen, S. N., Pauli, G. F. 2016. Silymarin content in Silybum marianum populations
growing in Egypt. Ind Crops Prod. 83: 729-737.

Agarwal, R., Agarwal, C., Ichikawa, H., Singh, R. P., Aggarwal, B. B. 2006. Anticancer potential of
silymarin: from bench to bed side. Anticancer Res. 26(6B): 4457-4498.

Bakhshaee, M., Jabbari, F., Hoseini, S., Farid, R., Sadeghian, M. H., Rajati, M., Mohamadpoor, A. H.,
Movahhed, R., Zamani, M. A. 2011. Effect of silymarin in the treatment of allergic rhinitis. Otolaryngol
Head Neck Surg. 145(6): 904-909.

Borah, A., Paul, R., Choudhury, S., Choudhury, A., Bhuyan, B., Talukdar, A. D., Choudhury, D. M.,
Mohanakumar, K. P. 2013. Neuroprotective potential of silymarin against CNS disorders: Insight into
the pathways and molecular mechanisms of action. CNS Neurosci Ther. 19(11): 847-853.

Borsari, M., Gabbi, C., Ghelfi, F., Grandi, R., Saladini, M., Severi, S., Borella, F. 2001. Silybin a new
iron-chelating agent. J Inorg Biochem. 85(2-3): 123-129.

Capasso, R. 2014. Effect of Silitidil, a standardized extract of milk thistle, on the serum prolactin levels
in female rats. Nat Prod Commun. 9(7): 943-944.

Choi, Y. H., Jin, G. Y., Guo, H. S., Piao, H. M., Li, Ch., Li, G. Z., Yan, G. H. 2012. Silibinin attenuates
allergic airway inflammation in mice. Biochem Biophys Res Commun. 427(3): 450-455.

Corchete, P. 2008. Silybum marianum (L.) Gaertn: the source of silymarin. In: Bioactive Molecules and
Medicinal Plants. Berlin Heidelberg: Springer, 2008, s. 123-148, ISBN 978-3-540-74600-3.

16



Recenzovany zbornik vedeckych prac Vyskumného centra AgroBioTech 2019

Deep, G., Agarwal, R. 2010. Antimetastatic efficacy of silibinin: molecular mechanisms and therapeutic
potential against cancer. Cancer Metastasis Rev. 29(3): 447-463.

Farmer, C., Lapointe, J., Palin, M. F. 2014. Effects of the plant extract silymarin on prolactin
concentrations, mammary gland development, and oxidative stress in gestating gilts. J Anim Sci. 92(7):
2922-2930.

Haban, M., Otepka, P., Habanova, M. 2009. Production and quality of milk thistle (Silybum marianum
[L.] Gaertn.) cultivated in cultural conditions of warm agri-climatic macroregion. HORTSCI. 36(2): 69-
74.

Haban, M., Habanova, M., Otepka, P., Kobida, L. 2010. Milk thistle (Silybum marianum [l.] gaertn.)
cultivated in polyfunctional crop rotation and its evaluation. Res. J. Agric. & Biol. Sci. 42(1): 111-117.

Haban, M., Grancai, D., Lus¢akova, D. 2015. Interesting and less well-known herbal drugs in the
Pharmacopoeia and Pharmaceutical Codex (7). Lie€ivé rastliny. 52(1): 29-30.

Haban, M., Luscakova, D., Macak, M., Razn4, K. 2016. The Impact of Multifunctional Crop Rotation
on the Yield of Milk Thistle Fruits in the Years 2012-2015. JCEA. 17(4): 1096-1103.

J an(gové, P., Anzenbacherova, E., Papouskova, B., Lemr, K., Luzna, P., Veinlichova, A., Azenbacher,
P., Simanek, V. 2007. Silybin is metabolized by cytochrome P450 2C8 in vitro. Drug Metab Dispos.
35(11): 2035-2039.

Javed, S., Kohli, K., Ali, M. 2011. Reassessing bioavailability of silymarin. Altern med rev. 16(3): 239.

Juma, K. M., Ahmed, Z. A., Numan, I. T., Hussain, S. A. R. 2009. Dose-dependent anti-inflammatory
effect of silymarin in experimental animal model of chronic inflammation. Afr J Pharm Pharmacol. 3(5):
242-247.

Lovelace, E. S., Wagoner, J., MacDonald, J., Bammler, T., Bruckner, J., Brownell, J., Beyer, R. P., Zink,
E. M., Kim, E. M., Kyli, J. E., Webb-Robertson, B. J. M., Waters, K.M., Metz, T.O., Farin, F., Oberlies,
N. H., Polyak, S. J. 2015. Silymarin suppresses cellular inflammation by inducing reparative stress
signaling. J Nat Prod. 78(8): 1990-2000.

Mady, F. M., Essa, H., EI-Ammawi, T., Abdelkader, H., Hussein, A. K. 2016. Formulation and clinical
evaluation of silymarin pluronic-lecithin organogels for treatment of atopic dermatitis. Drug Des Devel
Ther. 2016(10): 1101-1110.

Morales-Gonzalez, J. A., Gayosso-Islas, E., Sanchez-Moreno, C., Valadez-Vega, C., Morales-Gonzalez,
A., Esquivel-Soto, J., Esquivel - Chirino, C., Garcia-Luna y Gonzales-Rubio, Madrigal-Santillan, E.
2013. Protective effect of silymarin on liver damage by xenobiotics. In: Oxidative Stress and Chronic
Degenerative Diseases-A Role for Antioxidants. Rijeka: IntechOpen, 2013, s. 485-501, ISBN 978 953
511123 8.

Peila, C., Coscia, A., Tonetto, P., Spada, E., Milani, S., Moro, G., Fontana, C., Vagliano, L., Tortona,
C., DiBella, E., Bertino, E. 2015. Evaluation of the galactogogue effect of silymarin on mothers of
preterm newborns (< 32 weeks). Pediatr Med Chir. 37(3): 13-17.

Post-White, J., Ladas, E. J., Kelly, K. M. 2007. Advances in the use of milk thistle (Silybum marianum).
Integr Cancer Ther. 6(2): 104-1009.

Saller, R., Meier, R., Brignoli, R. 2001. The use of silymarin in the treatment of liver diseases. Drugs.
61(14): 2035-2063.

Testino, G., Leone, S., Ansaldi, F., Borro, P. 2013. Silymarin and S-adenosyl-L-methionine (SAMe):
two promising pharmacological agents in case of chronic alcoholic hepathopathy. A review and a point
of view. Minerva Gastroenterol Dietol. 59(4): 341-356.

Tyagi, A., Bhatia, N., Condon, M. S., Bosland, M. C., Agarwal, C., Agarwal, R. 2002. Antiproliferative
and apoptotic effects of silibinin in rat prostate cancer cells. Prostate. 53(3): 211-217.

17



Recenzovany zbornik vedeckych prac Vyskumného centra AgroBioTech 2019

Vargas-Mendoza, N., Madrigal-Santillan, E., Morales-Gonzalez, A., Esquivel-Soto, J., Esquivel-
Chirino, C., Gonzalez-Rubio, M. G. L., Gayosso-de-Lucio, J. A., Morales-Gonzalez, J. A. 2014.
Hepatoprotective effect of silymarin. World J Hepatol. 6(3): 144.

Wagner, H., Hérhammer, L., Miinster, R. 1968. On the chemistry of silymarin (silybin), the active
principle of the fruits from Silybum marianum (L.) Gaertn. (Carduus marianus L.). Arzneim. Forsch.
18(6): 688.

Wagoner, J., Negash, A., Kane, O. J., Martinez, L. E., Nahmias, Y., Bourne, N., Owen, D. M., Grove,
J., Brimacombe, C., McKeating, J. A., Pécheur, E. 1., Graf, T. N., Oberlies, N. H., Lohmann, V., Cao,

F., Tavis, J. E., Polyak, S. J. 2010. Multiple effects of silymarin on the hepatitis C virus lifecycle.
Hepatology, 51(6): 1912-1921.

Won, D. H., Kim, L. H., Jang, B., Yang, I. H., Kwon, H. J., Jin, B., Oh, S. H., Kang, H. P. M., Shin, J.
A., Cho, S. D. 2018. In vitro and in vivo anti-cancer activity of silymarin on oral cancer. Tumour Biol.
40(5): 1-11.

Yin, F., Liu, J., Ji, X., Wang, Y., Zidichouski, J., Zhang, J. 2011. Silibinin: A novel inhibitor of Ap
aggregation. Neurochem Int. 58(3): 399-403.

18



Recenzovany zbornik vedeckych prac Vyskumného centra AgroBioTech 2019

Toxicita hlinika a jeho vplyvy na bunkovy cyklus

Petra Borotova'*, Miroslava PoZgajova'

vyskumné centrum AgroBioTech, Slovenskd polnohospodarska univerzita v Nitre,
Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra, Slovensko

*petra.borotova@uniag.sk

Abstrakt

Hlinik sa vo forme zlicenin bezne vyskytuje v prirode, vo vode, v podach aj v potravinach.
V neutralnom pH je takmer nerozpustny, ale v mierne kyslom prostredi sa uvol'niuje vo forme
hlinikovych iénov AI®*. Tato forma hlinika moze nepriaznivo vplyvat na metabolizmus
mikroorganizmov, rastlin aj Zivo¢ichov. Expozicia hlinikom je beZznou sti¢ast’'ou Zivota, ale jeho
prestup do krvného obehu je pomerne nizky. Po absorpcii sa vSak hlinik moze dostat’ do
organov celého tela. Jeho nadmerné expozicia spoésobuje kumulaciu v roznych tkanivach, ¢o
ma za nasledok poruchy od bunkového metabolizmu az po rozvoj neurodegenerativnych
ochoreni. Prijem hlinika v potrave nemé v 'udskom organizme Ziadnu biologicky pozitivnu
rolu, a preto je potrebna snaha minimalizovat’ moznost’ expozicie touto latkou. Ked’ze nie su
zname vSetky toxické efekty hlinika na zakladné biologické javy organizmu, ako napriklad
bunkovy cyklus, na objasnenie dalSich vplyvov hlinika st preto vyuZzivané modelové

organizmy.

Krucové slova: Hlinik, expozicia, absorpcia, toxicita

Uvod

Hlinik je najrozsirenejsi kov v prirode. Tvori 8 % zemskej kory vo forme zlucenin, hlavne ako
hornina bauxit. Taktiez sa bezne nachadza v potravinach a pitnej vode, ale aj v kuchynskych
potrebach a plechoch na pecenie, v hlinikovych féliach alebo v antiperspirantoch. Hlinik sa
vyskytuje aj v pédach, na ktorych s pestované pol'nohospodarske plodiny. Medzi potraviny
obsahujuce hlinik patria tavené syry, pecivo, obilné vyrobky a potravinové aditiva, napr.
konzervacné ¢inidla, pripadne farbiva. Do pitnej vody sa hlinik dostane prirodzene z prostredia
aj vd’aka procesom cCistenia vody. Potraviny, ktoré obsahuju kyseliny, tieZ mo6zu mierne

napomdct” uvolnovaniu hlinika z nadob na pripravu jedal (Stahl et al., 2017). Obsah
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hlinikovych zlt€enin je niekol'’konasobne vyssi v napojoch, ktoré su uskladnené v hlinikovych
plechovkach, na rozdiel od napojov skladovanych vo fTaSiach z iného materialu (Duggan et al.,

1992).

Expozicia a absorpcia hlinika

Hlinik sa do organizmu méze dostat’ oralne, cez pokozku, cez nosovu sliznicu alebo pltica
(Exley, 2013). Hlavnym zdrojom expozicie do organizmu su potraviny, avsak iba 0,1 %
prijatého hlinika je biodostupna. Absorpcia hlinika z pitnej vody je stanovend na 0,3 %, ale
moznost’ expozicie je nizSia (Yokel et al., 2008). Vstrebavanie hlinika z potravin zacina
Vv dvanastniku, v poc¢iatocnej Casti tenkého Creva. Vo fyziologickom pH su hlinikové zluc¢eniny
takmer nerozpustné a nie su schopné inkorporacie do buniek, avsak pritomnost’ organickych
kyselin zvySuje rozpustnost’ tychto zlacenin aich schopnost vstrebavat sa (Yokel
a McNamara, 2001). Toxicita rozpustnych foriem hlinika zavisi na mnozstve hlinikovych ionov
AP, ktoré sa dostant do cielovych tkaniv. V krvnom obehu sa vicsina hlinika viaze na
transferin, glykoprotein, ktory zabezpecuje prenos zeleza (Exley a Mold, 2015). Touto cestou
modze byt hlinik rozdistribuovany do organov, hlavne do kosti, plic, svalov, pecene a mozgu
(Priest, 2004). Pomocou receptorov je hlinik schopny prekro¢it’ hematoencefalicka bariéru, ¢im
moze vznikat’ neurotoxicita, ktora zvysuje risk rozvoja neurodegenerativnych ochoreni (Huat
et al., 2019). Akutna toxicita hlinikom z potravy nebola pozorovana, avSak nadmernou
expoziciou sa mdze akumulovat’ v tkanivach. Majoritna ¢ast’ absorbovaného hlinika je z tela
eliminovana pomocou obliciek a vyluCovacej ststavy. Kedze z celkového prijmu hlinika je

absorbované menej ako 1 %, zvy$na Cast’ je vylucena stolicou (Becaria et al., 2002).

Tolerovatel’ny tyZdenny prijem hlinika

Tolerovatel'ny prijem hlinika bol v roku 2008 stanoveny Eurdpskym uradom pre bezpecnost’
potravin na 1 mg/kg telesnej hmotnosti/tyzden. Priemernd tyzdennd expozicia hlinikom sa
u dospelého ¢loveka pohybuje od 0,2 do 1,5 mg/kg telesnej hmotnosti. Expozicia je velmi
variabilna v zavislosti od hmotnosti, veku, ale aj od krajiny, v ktorej ¢lovek zije. Vo Francuzsku
bola zistena expozicia u mladych l'udi az do 2,3 mg/kg telesnej hmotnosti/tyzden (EFSA,
2008). WHO v roku 2011 stanovilo tolerovatel'ny tyzdenny prijem hlinika na 2 mg/kg telesnej
hmotnosti (WHO | JECFA, 2011).
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Vplyv hlinikovych ionov na organizmus

Najviac absorbovaného hlinika sa uklad4d v kostiach. Spdsobuje odCerpavanie mineralov
Z kostnych buniek, co prispieva k vzniku osteomalacie. Indukuje aj apoptézu osteoblastov
a znemoznuje tak spravnu formaciu kosti (Chappard et al., 2016; Rodriguez a Mandalunis,
2018). U pacientov s problémami oblic¢iek, ktori podstupili dialyzu, bola pozorovana
mikrocyticka anémia, ktora suvisela s pritomnostou hlinika v dialyzac¢nej kvapaline (Mahieu
et al., 2000). Nadmerna expozicia hlinika ma vplyv aj na funkcie centralnej nervovej sustavy.
U pacientov po dialyze sa tiez prejavila dialyza¢na encefalopatia. Zacali sa rozvijat’ recové
poruchy, mentalne a behavioralne poruchy, zhorSenie paméte a dezorientacia (Chen et al.,
2018).

Hlinik ma vplyv aj na celularnu funkciu hepatocytov. Nartisa rovnovahu mitochondridlneho
metabolizmu a prispieva K vzniku oxidativneho stresu. Vedie tiez k akumulacii lipidov
Vv bunkach, ¢im prispieva k mnohym ochoreniam pecene a tiez k obezite (Mailloux etal., 2011).
V mozgu sa hlinik vyskytuje v niz§ich koncentraciach ako v inych tkanivach, avSak po
uspeSnom prestupe cez hematoencefalicku bariéru je rozdistribuovany do vSetkych casti
mozgu. Chronicka expozicia hlinikom je spojena so zvySenym rizikom vzniku Alzheimerovej
choroby. Zvysena pritomnost’ hlinika bola dokazana v neurénoch aj v gliovych bunkach (Mirza

etal., 2016; Wang et al., 2016).

Toxicita hlinika na bunkovej urovni

Na bunkovej trovni suvisi toxicita hlinikom so vznikom B-amyloidnych plakov. Vplyva na
konformac¢né zmeny a agregaciu amyloidu beta, ktory Gizko stvisi so vznikom Alzheimerove;j
choroby (Kawahara a Kato-Negishi, 2011). Mozgové bunky st najviac nachylné na oxidativny
stres a pritomnost’ reaktivnych foriem kyslika. Hlinik dokaZe indukovat’ oxidativny stres, ¢o
vedie K apoptéze mozgovych buniek arozvoju neurodegenerativnych chordb. Produkty
oxidacie proteinov, lipidov a DNA boli n4jdené v tkanivach pacientov s neurodegenerativnymi
ochoreniami (Kumar a Gill, 2014).

Toxicita hlinikom zahffia tieZ poruSenie homeostazy magnézia, vapnika a Zeleza v bunke
(Yokel a McNamara, 2001). Vyskum na intestinalnych bunkach ukazal, ze hlinikové idony mali
vplyv na zastavenie bunkového cyklu a na apoptdzu. Boli viditeIné typické znaky apoptotickej
bunky, ako st zmeny v nukledrnej morfologii, poruSenie mitochondridlnej membrany
a zvySena produkcia reaktivnych foriem kyslika (Djouina et al., 2016). Hlinikové iony sa

dokédzu naviazat’ aj na fosfatovl kostru DNA a RNA, mdzu interagovat’ s histonmi a narusit’
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Struktaru DNA. Dokazu tak ovplyvnit transkripciu génov (Kawahara et al., 2006; (Skibniewska
a Skibniewski, 2019).

Toxické vplyvy hlinika pozorované na modelovych organizmoch

Na sktimanie vplyvov hlinika na bunkové procesy st pre jeho Skodlivost’ Casto vyuzivané
modelové organizmy. Pod elektronovym mikroskopom bol na Saccharomyces cerevisiae
sledovany vplyv hlinikovych zlacenin. Kvasinky vykazovali typické znaky apoptdzy, ako st
zmr$tovanie bunky, nuklearna fragmentacia, vakuolacia a marginalizacia chromatinu (Zheng
et al.,, 2007). Intracelularna akumulacia hlinikovych i6nov napomaha tvorbe atypickych
disulfidovych mostikov v proteinoch, ¢o sposobuje ich nespravne zbalenie a naslednu apoptdzu
bunky (Tun et al., 2013). Vysoka koncentracia hlinika ma vplyv aj na tolerantnu kvasinku
Cryptococcus humicola. Bunkova smrt’ bola sposobena oxidativnym poskodenim lipidov
v bunkovej membrane (Nian et al., 2012). Bol realizovany aj skrining genému kvasinky a boli
identifikované gény, ktoré suvisia s metabolizmom hlinika (Kakimoto et al., 2005).

Toxicky vplyv hlinika na bunkovy cyklus a nareplikdiciu DNA bol pozorovany aj
pri niektorych vy$$ich mnohobunkovych organizmoch (Jaskowiak et al., 2018). Vplyvom
toxicity hlinikovych i6nov bolo inhibované bunkové delenie alebo bola mitoticka aktivita
celkom zastavena. TaktieZ boli zistené poruchy reorganizacie cytoskeletu, mikrotubulov alebo
deliaceho vretienka (Zhang et al., 2014).

Na§ vyskum toxickych ucinkov hlinika sa zameriava na vyuZitie modelového organizmu,
kvasinky Schizosaccharomyces pombe. Tato kvasinka ma vela génov, ktoré s ortologne
S l'udskymi génmi zodpovednymi za niektoré ochorenia. Mnoho génov zodpovednych za
bunkové delenie a bunkovy metabolizmus je vysoko konzervovanych medzi vys$Simi a niz§imi
eukaryotmi, ¢o umoznuje Stadium ich funkcie v jednobunkovych eukaryotickych modelovych
organizmoch. Navyse sa tato kvasinka deli mit6zou, ktoré je podobna mitdéze multicelularnych
organizmov. Vplyv expozicie hlinika na bunkovy cyklus je vel'mi malo preskiimany, a preto je
vyuzivany tento modelovy organizmus, ktory by mohol vykazovat' podobné reakcie ako

mnohobunkové organizmy a mohol by napomdct’ objasneniu d’al§ich toxickych vplyvov.

Zaver

Hlinik je chemicky prvok, ktory je stucastou kazdodenného Zzivota. Vplyv expozicie jeho
zltcenin nie je mozné absolutne eliminovat’. Akutna toxicita sice nebola zistena a absorpcia
hlinika do krvného obehu je nizka, avSak jeho prijem by mal byt kontrolovany, pretoze pri

nadmernej a chronickej expozicii dokaze Skodlivo vplyvat’ na zdravie organizmu na bunkove;j
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aj organovej urovni. Je preto potrebné nadalej skimat mechanizmy vplyvu hlinika na
organizmus a snazit’ sa redukovat’ moznost’ nadmernej expozicie hlinikovymi zli¢eninami.

Ked’ze hlinik vykazuje toxické vlastnosti, je vhodné vyuzitie modelovych organizmov, ktoré
maju podobné gény a bunkové procesy ako bunky multicelularnych organizmov. Takymito
vlastnost'ami oplyva kvasinka Schizosaccharomyces pombe, ktora bola zvolena pre vyskum

toxickych vplyvov hlinika na bunkovy cyklus.
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Abstrakt

Uvedena stadia bola zamerand na zistenie obsahu stopovych prvkov v ejakuldte kapra
rybni¢ného (Cyprinus carpio) v podmienkach umelého chovu. V praci boli pouzité pohlavne
dospelé samce (n = 16) z lokality Kolinany. Ryby boli transportované do laboratoria, kde post
mortem prebehol odber ejakulatu priamo zo semenovodu a nasledne sa vzorka uskladnila pri
teplote -20°C. Pred analyzou bola vzorka mineralizovana za posobenia reagentov HNO3z (5ml
>69,0%) a H2O2 (1ml >30,0%). Hodnotenie mnozstva pritomnych prvkov vo vzorkach
ejakulatu bolo zistované prostrednictvom optického emisného spektrometra s indukéne
viazanou plazmou ICP-OES 720. Najviac zastipenym prvkom vo vzorke bol Zn (6,59 — 177,57
mg.kg?). Schéma koncentracie jednotlivych prvkov od najviac po najmenej zastupeny bola
nasledovna Zn > As > Sr > Ni > Mn > Se > Pb > Cr > Cd. Zo ziskanych vysledkov mo6zeme
konStatovat,, Ze experimentalne plochy pre rybné hospodarstvo SPU si vybranymi prvkami

kontaminované v minimalnej miere a nemaji zasadny vplyv na produkciu ryb a ich kvalitu.

KPuacové slova: stopové prvky, Cyprinus carpio, ejakulat, ICP-OES

Uvod

Vo vSeobecnosti je zname, Ze reprodukény systém mozZe byt povazovany za zdroj informécii
kontaminacie zivotného prostredia (Tosti a Gallo, 2012). NajvyznamnejSie Skodlivé Cinitele,
ktoré ovplyvituju saméiu reprodukénu sustavu st tazké kovy (Hatef et al., 2013), pesticidy
(Selvaraju et al., 2011) a endokrinné disruptory (Jambor et al., 2017). Viaceré stidie preukazali
mozny vplyv stopovych prvkov na funkciu resp. dysfunkciu muzského reprodukéného systému
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z hl'adiska endokrinnej aktivity, produkcie gamét a ich kvality, a to obzvlast u muzov (Slivkova
et al., 2009), kancov (Massanyi et al., 2003), lisiakov (Massanyi et al., 2005), bykov (Selvaraju
et al., 2011) ako aj u druhov ryb, konkrétne u suméeka afrického (Clarias gariepinus) (Kime et
al., 1996), morského vlka (Dicentrarchus labrax) (Abascal et al., 2007), pstruha dihového
(Oncorhynchus mykiss) (Dietrich et al., 2010), pathrovca prie¢nopruhého (Gymnotus carapo)
(Vergilio et al., 2015) a kapra rybni¢ného (Cyprinus carpio) (Chyb et al., 2001). Niektoré
stopové prvku su z hl'adiska reprodukcie povazované za esencialne (Tiirk et al., 2014) avsak pri
ich kombinécii a vysokych hladinach v semennej plazme, mézu mat’ nepriaznivy efekt na
kvalitu spermii, produkovat’ oxidativny stres a vV konecnom doésledku narusit’ fyziologicky
proces nevyhnutny pre tspesné oplodnenie (Kasperczyk et al., 2015). Z hl'adiska bioakumulacie
a tazkej alebo nemoznej odburatel'nosti predstavujii environmentalne polutanty ako napriklad
tazké kovy vyznamné riziko pre vodné organizmy. Svojim pdsobenim na semenniky

zapri¢ifiuju u ryb znizenie fertility a embryonalneho vyvoja (Jezierska et al., 2009).

Material a metody

Ryby a odber ejakulatu.

Pohlavne dospelé samce druhu kapor rybni¢ny (Cyprinus carpio) v poéte 16 kusov boli
vylovené z experimentalneho rybnika SPU v Nitre, farma Kolifany. Vylov ryb prebiehal
Vv obdobi m4j az jun 2015 pomocou rybarskej siete. Nasledne bol vykonany transport do
laboratoria na katedre hydinarstva a malych hospodarskych zvierat, kde po huméannom
usmrteni a zbere zdkladnych ichtyologickych parametrov kompetentnou osobou prebehol aj
odber ejakulatu. Semenniky boli z brusnej dutiny odseparované chirurgicky a ejakulat bol
odobraty zo semenovodu, aby sa zabranilo kontamindcii, ¢i predcasnej aktivacii mocom
(Gennotte et al., 2012).

Analyza stopovych prvkov

V stadii bola hodnotené koncentracia vybranych stopovych prvkov vo vzorkach ejakulatu kapra
rybni¢ného (As, Cd, Cr, Mn, Ni, Pb, Se, Sr a Zn) pomocou optického emisného spektrometra
s induk¢ne viazanou plazmou (ICP-OES).

Priprava vzorky

Po odbere ejakulatu boli vzorky uskladnené v mraznicke pri teplote -20°C az do vykonania
analyzy v Laboratoriu vyzivy rastlin aionomiky vo VC AgroBioTech SPU v Nitre.
Rozmrazenti vzorku bolo nutné previest' do tekutého stavu a to procesom vysoko-tlakovej

mineralizacie ETHOS ONE (Milestone Srl., Sorisole, BG, Taliansko) za pdsobenia reagentov
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HNOs3 v objeme 5ml >69,0% (TraceSELECT, Honeywell Fluka, Morris Plains, USA) a H20-
Vv objeme 1ml >30,0% (Merck Suprapur). Navazka vzorky sa pohybovala v rozmedzi od 0,3g
do 0,5g a bola zohl'adnena vo vypocte vysledku. Na mineralizaciu vzoriek a slepej vzorky bol
pouzity program vyvinuty a optimalizovany vyrobcom pre rozklad zivo¢isneho tkaniva (15
min. zahrievanie na 200 °C, 15 min. udrziavanie teploty a 15 min. chladenie). Mineralizat bol
po vychladnuti prefiltrovany (filter grade 390, Sartorius AG, Goettingen, Nemecko)
a doriedeny do sklenenych baniek s presnym objemom 50 ml ultrac¢istou vodou. Uskladnenie
prebehlo pri laboratérnej teplote v pevne uzavretych 50mL centrifugacnych skimavkach.
ICP-OES analyza

Hodnotenie mnozstva pritomnych prvkov (As, Cd, Cr, Mn, Ni, Pb, Se, Sr a Zn) vo vzorkach
ejakulatu bolo zistované prostrednictvom optického emisného spektrometra s indukéne
viazanou plazmou (ICP-OES 720, Agilent Technologies Australia (M) Pty Ltd.). Detekéné
limity (pg.1™t) meranych stopovych prvkov boli nasledovné As 1,50; Cd 0,05; Cr 0,15; Mn 0,03;
Ni 0,30; Pb 0,80; Se 2,00; Sr0,01; Zn 0,20. Vlnové dizky (nm) pre jednotlivé prvky boli zvolené
nasledovné As 188,980; Cd 226,502; Cr 267,716; Mn 257,610; Ni 231,604; Pb 220,353; Se
196,026; Sr 407,771; Zn 206,200. Pre zvolenu analyzu sme pouzili mnohoprvkovy Standard
V pre ICP (Sigma-Aldrich Production GmbH, Svajéiarsko), ktory pokryval vécsie spektrum
prvkov (Cd, Cr, Mn, Ni, Pb, Sr, Zn) a jednodruhové §tandardy pre As a Se toho istého vyrobcu.
Kalibra¢na krivka pre v§etky prvky bola vytvorena pri riedeni 0,01; 0,10 a 1,00 mg.L™.
Statisticka analyza

Ziskané vysledky boli Statisticky spracované v programe GraphPad Prism 6.01 (GraphPad
Software Incorporated, San Diego, Kalifornia, USA).

Vysledky a diskusia

Podla Hatef et al. (2013) mnohé environmentidlne kontaminanty vykazuji potencial
bioakumulacie v tkanivach ryb ako st semenniky a m6zu dosiahnut’ rddovo vyssie koncentracie
ako v prostredi. Praca bola zamerana na zistenie obsahu vybranych stopovych prvkov
Vv ejakulate kapra rybni¢ného (Cyprinus carpio). Priemerné hodnoty jednotlivych prvkov st
uvedené v tabulke 1, kde st d’alej uvedené aj hodnoty median, Standardna odchylka, variany
koeficient, Standardna chyba a minimum a maximum nameranych hodnét. Najviac zastipenym
prvkom vo vzorke bol Zn (6,59 — 177,57 mg.kg?). Schéma koncentracie jednotlivych prvkov
od najviac po najmenej zastipeny je nasledovna Zn > As > Sr > Ni > Mn > Se > Pb > Cr > Cd.
Jarapala et al. (2014) zistovali pritomnost’ viacerych stopovych prvkov (Co, Cr, Cu, Mn, Zn

a Se) v tkanivach réznych druhov ryb pomocou optickej emisnej spektrometrie s hmotnostnym
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detektorom (ICP-MS). Pri druhu Cyprinus carpio (n = 6) namerali pri Cr 0,24 + 0,01 mg.kg™;
Mn 0,78 + 0,00 mg.kg™; Co 0,03 + 0,00 mg.kg™; Cu 0,97 £ 0,05 mg.kgt; Zn 3,25 £ 0,02 mg kg
1aSe 0,16 + 0,00 mg.kg™. Nami namerané hodnoty boli okrem Mn priemerne vyssie, ¢o moze
poukazovat’ na viac zatazeny ekosystém, ale napriklad v pripade Zn, je jeho vysSia
koncentracia v reprodukénych sekrétoch prirodzend. Kvalita biotopu je vyznamne
ovplyviiovand T'udskou cinnostou. V praci Ebrahimi a Taherianfard (2011) boli popisané
koncentracie Pb, Cd a As v troch roznych usekoch toku rieky Kor (A — horna ¢ast’, najmene;j
zat'azena, B — stredna Cast’, najviac zat'azena a C dolna ¢ast’) u druhu Cyprinus carpio. Hodnoty
boli ziskané pomocou techniky ICP-OES. Koncentracie Pb u samcov Vv jednotlivych Castiach
toku A 0,32 + 0,22 mg.kg™®, B 1,16+ 0,11 mg.kg™ resp. C 0,82 + 0,25 mg kg™, pri Cd v mieste
A0,11+0,01 mg.kg™, B0,03+0,02mgkg? resp. C0,11+0,00mg.kg™ahodnoty Asv mieste
A 0,12 £ 0,07 mgkg?, B 1,25 + 0,09 mg.kg?, resp. C 0,17 = 0,03 mg.kg. Experimentalna
plocha odkial' pochddzaju nase vzorky nie je vyznamne zat'azend priemyselnou l'udskou
¢innost'ou. Nami ziskané vysledky vykazuju vyrazne nizSie hodnoty ako vysledky uvadzane;j

Studie v Casti toku B, ktory bol emisne najviac zat'azeny.

TabulPka €. 1 Koncentracia vybranych stopovych prvkov vo vzorkach ejakulatu

stopovy prvok priemer median S.D. CV % SEM Min - max

As (mgkgl) 0,76 0,71 0,49 6552 0,13 0-1,77

Cd (ngkel) 2296 1014 27,49 119,70 6,87 087,73
Cr(mgkgl) 0,18 0,17 0,05 2734 0,01 0,12-0,32
Mn (mg.kg?) 0,44 0,39 0,19 4489 0,05 0,18 - 0,82
Ni (mg.kg?) 0,48 0,33 0,39 7997 0,09 0,11-1,36
Pb (mg.kg?) 0,25 0,27 0,17 6681 0,04 0-0,55

Se (mg.kg?) 0,33 0,00 0,56 166,15 0,14 0-1,67
Sr(mg.kgl) 0,60 0,63 0,38 6372 0,10 0,19 - 1,60
Zn(mgkg!) 50,08 51,28 46,03 91,92 1151 6,59 177,57

S.D. - standardna odchylka, CV % - variacny koeficient, SEM - Standardna chyba,
Min - max - minimum - maximum.

Zaver

Podl’a spravy Eurdpskeho strediska pre monitorovanie trhu s produktami rybolovu a akvakultar
(EUMOFA) z roku 2018 je zrejmy narast spotreby rybicho médsa o 3% oproti roku 2015.
Spotreba ryb dosiahla 24,33 kg na obyvatel'a Europskej unie (EUMOFA, 2018). Je dolezité,
aby sa pri produkcii v rybom hospodarstve prihliadalo nielen na kvantitu, ale aj na kvalitu.

Monitoring stopovych prvkov v jednotlivych ekosystémoch je dolezitym ukazovatel'om jeho
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kvality. Mnohé znich st povazované za esencidlne, ale pri ich nadmernej akumulécii
Vv prostredi a nasledne v organizme, m6ézu mat’ za ddsledok viacero fyziologickych poruch.
Reprodukény systém ryb je schopny akumulovat’ niektoré kontaminanty prostredia, medzi
ktoré patria aj tazké kovy. V prezentovanej S$tadii sme ako bioindikator prostredia vyuzili kapra
rybni¢ného (Cyprinus carpio). Vysledky poukazuju na fakt, Zze experimentalne plochy pre
rybné hospodérstvo SPU su vybranymi prvkami kontaminované v minimalnej miere a nemaju

zasadny vplyv na produkciu ryb a ich kvalitu.
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Abstrakt

Bunkovy cyklus kazdého zivého organizmu zahiiia sériu na seba nadvizujucich dejov, pocas
ktorych bunka zdvojnasobi svoj geneticky material a vzapiti sa rovnomerne rozdeli do dvoch
identickych dcérskych buniek. Tento proces, nazyvany mitdza, zabezpecCuje rast a vyvin
organizmu. Specializovanym bunkovym delenim je meidza, vysledkom ktorej si gaméty s
haploidnym po¢tom chromozémov, zabezpecujuce sexualnu reprodukciu. Bezchybny priebeh
bunkového cyklu je nevyhnutnou podmienkou zdravého priebehu zivota, nakol’ko chyby v
segregacii chromozémov vedu k nerovnomernej distribucii genetického materialu, o mdze
viest k nekontrolovatelnému rastu buniek alebo v pripade meidzy, k poSkodeniu plodu,
pripadne k abortom. Napriek tomu, Ze $tidiu bunkového cyklu sa venuje velka pozornost,
mnohé stale zostava nevysvetlené. V nasej publikécii sa budeme venovat’ metodickému postupu
sledovania segregacie chromozémov pomocou fluorescencnej mikroskopie s flurescencne
ozna¢enym druhym chromozomom v kvasinke Schizosaccharomyces pombe. Vysledkom nasej
prace je sledovanie bezchybného priebehu bunkového cyklu na modelovom organizme, ¢o

v kone¢nom dosledku prispeje k pochopeniu regulécie delenia eukaryotickych buniek.
KPucové slova: mitoza, meidza, fluorescencna mikroskopia, Schizosaccharomyces pombe

Uvod

V priebehu evolucie sa vyvinuli dva typy bunkového delenia, mitdéza a meidza (Harigaya et al.,
2007). Vysledkom mitdzy st dve identické dcérske bunky s diploidnym poctom chromozémov
(2n) pochadzajicich zjednej materskej bunky. Chybny priebeh mitdzy spdsobuje tzv.

aneuploidiu, ¢iZze stav, kedy kvoli nerovnomernej distribtcii genetického materidlu dcérske
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bunky ziskaji viac alebo menej chromozémov (Michaelis et al., 1997). Viaceré Studie
poukazali na to, ze tdto abnormalita sa ¢asto vyskytuje v tumorovych bunkach, z ¢oho vyplyva
predpoklad, ze chybny priebeh segregacie chromozémov zohrava doéleziti ulohu v tvorbe
a raste nadorov (Sen, 2000). Specializovanym typom bunkového delenia je meidza, pri ktorej
dochadza k redukecii diploidného poctu chromozémov na haploidny (n) a vysledkom je vznik
gamét umoznujucich sexudlnu reprodukciu. Chyby v priebehu delenia chromozémov pocas
meidzy vedu k vzniku réznych stupiiov vrodenych postihnuti, pripadne az k potratom (Hassold
and Hunt, 2001). Z tohto dovodu je $tadium priebehu chromozomovej segregacie predmetom
vyskumu mnohych vedeckych laboratérii (Rabitsch et al., 2004, Rumpf et al., 2010,
Kovacikova et al. 2013, Pozgajova 2013). Napriek tomu, ze mnoho zékladnych regula¢nych
procesov bolo popisanych, presny mechanizmus chromozémove] segregacie zostava stile
neobjasneny. V nasom laboratoriu pouzivame kvasinku Schizosaccharomyces pombe ako
modelovy organizmus na Studium chromozémovej segregacie v eukaryotickej bunke. S. pombe
je Casto pouzivana vo vedeckych laboratoriach, je to nepatogénna jednobunkova huba, patriaca
do rodu archiascomycetes (Forsburg, 1999). Jej genom bol kompletne osekvenovany v roku
2002 vedeckymi partnerskymi institiciami vedenymi Sangerovym instititom. Geném S.pombe
ma vel'kost’ 13,8Mb, je rozdeleny do troch chromozémov a obsahuje 4824 protein-kddujtcich
génov, o robi z kvasinky S. pombe samostatne Zijuci eukaryoticky organozmus s najmensim
poctom génov (Wood et al., 2002). Najvicsia vyhoda pouzivania kvasinky S. pombe ako
modelového organizmu spociva vo finan¢nej nendro€nosti jej kultivacie, v rychlosti rastu, ako
aj to, Ze 172 jej proteinov vykazuje podobnost’ s proteinmi zodpovednymi za 'udské ochorenia.
Navyse, organizacia chromozoémov S. pombe je vel'mi podobna tej, aki maju vyssie eukaryoty
(Forsburg, 1999). Na pochopenie biologickych procesov, ako je napriklad zabezpecenie
spravnej segregacie chromozdmov, je potrebné uskutocnit’ detailné molekularne analyzy, ktoré
je mozné realizovat prostrednictvom mikroskopickej vizualizdcie. Moderné vizualiza¢né
techniky, akou je fluorescencnd mikroskopia, nam umoznuju sledovat’ segregiciu
chromozémov pocCas anafazy mitézy alebo meidzy (Pidoux et al.,, 2000). Spolu
s najmodernej$imi molekularno-biologickymi metddami umoziujliicimi znacenie, modifikaciu
alebo deletovanie Studovaného proteinu, je mozné analyzovat’ ulohu a funkciu konkrétnej
molekuly v procese chromozomovej segregacie. V nasej praci sme sa zamerali na pripravu
vzoriek kvasiniek S. pombe na sledovanie priebehu segregacie chromozémov pocas anafazy

Vv priebehu mitotického a meiotického delenia buniek.

32



Recenzovany zbornik vedeckych prac Vyskumného centra AgroBioTech 2019

Material a metody
Kvasinkove kmene

Divy typ: h+ prototrofny kmen S. pombe

Divy typ GFP: h- cen2(D107)::KanR-ura4+-lacO his7+::lacl-GFP

Kmene kvasinek Schizosaccharomyces pombe boli kultivované za Standardnych podmienok
(Cipak et al., 2011, Sabatinos et al., 2010, Dudas et al. 2011).

Fluorescencnd mikroskopia

Kvasinkové kmene S. pombe boli kultivované pocas noci pri teplote 32°C na tuhom YES médiu
obsahujucom vsetky Ziviny v ad libidnom mnozZstve. Dalsich osem hodin boli kmene
kultivované v tekutom YES médiu. Pre $tidium mei6zy boli kmene opacnych parovacich typov
zmieSan¢ a vysiate na PMG-N médium, ktoré je chudobné na dusik, o spdsobuje hladovanie
buniek a umoziuje im vstup do meidzy. Inkubacia prebiehala pri teplote 25°C po dobu 12
hodin. Bunky urc¢ené na sledovanie mitdzy alebo meidzy boli fixované pomocou 4% PFA pocas
45 minut, nasledne bola bunkové stena natravena zymolydzou, ktord pdsobila 90 minuat pri
teplote 37°C a tukové vrstvy membran boli rozrusené pomocou detergentu. Nasledovala
inkubacia buniek pri izbovej teplote pocas noci s primarnymi protilatkami urenymi proti a-
tubulinu a proti GFP, pomocou ktorého je znafeny druhy chromozém. Na druhy den, po
premyti, nasledovala inkubécia so sekundarnymi protilatkami, ozna¢enymi fluorescenénymi
farbickami, Alexa 568 (vizualizacie tubulinu) a Alexa 488 (vizualizacia GFP) v tme, pri izbovej
teplote po dobu minimélne 6 hodin. Jadro je oznacené pomocou fluorescencnej znacky 4’,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI), ktora penectruje cez bunkovi stenu do vnutra bunky
a nespecificky sa viaZe na oblasti v molekule DNA bohaté¢ na adenin a tymin. Vizualizacia
buniek bola vykonana na invertovanom fluorescenénom mikroskope Leica DMI6000B, ktory
je vybaveny digitalnou kamerou DCF345FX. Sledovand bola segregécia druhého chromozomu
v 100 bunkach pocas anafazy v priebehu mitdzy, ako aj prvého a druhého meiotického delenia.

Reprezentativne obrazky boli spracované pomocou LAS-X softwaru.
Vysledky

Na sledovanie procesu segregacie chromozomov sme pouzili divy typ kvasiniek S. pombe, ktoré
maju jednu kopiu chromozému II v blizkosti centroméry oznacent zelenym fluorescenénym
proteinom (GFP). Pomocou anti-GFP protilatky a prisluchajicej sekundéarnej protilatky

s fluorescenénou znackou, sme znasobili fluorescen¢ny signal. Na vizualizaciu deliaceho
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vretienka bola pouzitd TATI1 protilatka, viazuca sa na a-tubulin ak nej prislichajuca,
fluorescen¢ne oznacend, sekundarna protilatka. Takto pripravené vzorky boli pozorované pod
fluorescenénym mikroskopom a vyhodnocovany bol priebeh anafaz v sto bunkéach. Spravna
segregacia chromozomov pocas meiodzy vyzaduje rozdelenie homologickych chromozémov
pocas prvého meiotického delenia. Segregacia sesterskych chromatid prebieha pocas druhého
meiotického delenia. Modrou farbou je zndzornené jadro, zelend bodka znazoriiuje druhy
chromozém a Cervena Ciara predstavuje deliace vretienko. Schématické znazornenie
normaneho a defektného priebehu segregacie chromozémov pocas meidzy je znazornené na

obrazku 1.
Meibza

Anafaza | Anafaza Il

Normalna seqregéci Normalna segregacia
(redukea) gregaci (segregécia sesterskyc
ca chromatid)
Missegregacia Non-disjunkcia
sesterskych chromatid

sesterskych
Obrazok 1. Schematické znazornenie sledovania priebehu segregacie druhého chromozému pocas prvého a

chramatid

druhého meiotického delenia v kvasinke S. pombe pod fluorescenénym mirkoskopom.

Za normalnych okolnosti je priebeh segregacie chromozdémov poc€as prvého a druhého
meiotického delenia v divom type buniek bez chyb. Takyto priebeh bol detegovany aj v nasom

experimente, kde vSetky analyzované anafazy prebehli bez pozorovaného defektu (Obrazok 2).

I. anafaza II. anafaza

Obrazok 2. Reprezentativne obrazky 1. a II. anafazy pocas meidzy znazoriiujuce bezchybny priebeh

delenia druhého chromozomu, vizualizovany pod fluorescencnym mikroskopom.

Podobny experimentalny postup bol pouzity aj na vizualizadciu chromozémove] segregacie
poCas mitdzy. Vegetativne rastice bunky boli inkubované v bohatom YES médiu do
exponencialnej fazy rastu pri teplote 32°C po dobu priblizne 6 hodin. Po fixacii a farbeni

pomocou protilatok boli bunky pozorované a anafaza vyhodnocovana pod fluorescenénym
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mikroskopom. Spravna segregicia chromozémov pocas mitdzy vyzaduje rozdelenie
sesterskych chromatid k opacnym pélom bunky a vznik identickych dcérskych buniek z jedne;j
materskej bunky. Modrou farbou je zndzornené jadro, zelena bodka znazoriuje druhy
chromozém a Cervena Ciara predstavuje deliace vretienko. Schématické znazornenie
normaneho a defektného priebehu segregacie chromozémov pocas mitdzy je znazornené na

obrazku 3.
Mitéza
Materska buka

Normalna segregéacia

Missegregéci

Q
(0]

Obrazok 3. Schématické znazornenie priebehu segregacie chromozomov pocas mitotického delenia v

kvasinke Schizosaccharomyces pombe pod fluorescenénym mikroskopom.

Za normalnych okolnosti prebieha segregicia chromozémov pocas mitotického delenia v
divom type buniek bez chyb. Takyto priebeh bol pozorovany aj v naSom experimente, kde

vSetky analyzované anafazy prebehli bez pozorovaného defektu (Obrazok 4).

Obrazok 4. Reprezentativny obrazok segregécie sesterskych chromatid pocas mitdézy znazornenujuci

bezchybny priebeh mitodzy, vizualizovany pod fluorescenénym mikroskopom.

Diskusia

Bunkovy cyklus je komplexny process, ktoré¢ho priebeh je regulovany velkym mnoZstvom
proteinov a proteinovych komplexov (Nurse et al., 1981). Bunkové delenie mdze prebiehat
bud’ ako mitdza alebo meidza (Harigaya et al., 2007). Mit6zou vzniknu dve identické dcérske
bunky z prekurzorovej materskej bunky, kdeZzto pocas meidzy z jednej diploidnej bunky
vzniknt Styri bunky s haploidnym poctom chromozoémov, nakolko jednu duplikaciu DNA

nasleduju dve bunkové delenia, nazyvané meiéza I a I (Ding et al. 2010). Moderné
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vizualizané postupy sluzia ako vyznamny néstroj, ktory vedcom umoznuje sledovat’ a
analyzovat’ priebeh segregacie chromozomov pocas mitdzy aj v priebehu oboch meiotickych
deleni, nielen v zafixovnych, ale aj v zivych bunkach. Mikroskopické techniky pomohli
identifikovat’ mnoho kI"aicovych komponentov bunkového delenia zahrnutych v regulacne;j sieti
zabezpecujucej napriklad spravnu orientaciu kinetochdrovych proteinov pri navézovani
deliaceho vretienka na chromozomy. Gregan et at. (2007) identifikovali a pomocou
fluorescencnej mikroskopie charaktrizovali, proteinovy komplex Mde4/Pcsl, ktory brani
vzniku merotelového naviazania deliaceho vretienka na kinetochory. Taktiez lloha Mphl ako
aj Spo4 a Spo6 v procese regulacie chromozémovej segregéacie pocas meidzy bola dokdzana
prostrednictvom fluorescen¢nej mikroskopie (Kovacikova et al. 2013). Pomocou mikroskopie
na zivych bunkach a modernych molekularno-biologickych technik sa vedcom podarilo
sledovat’ jediny chromozom a analyzovat’ jeho architektiru pocas meidzy a mitézy (Rumpf et
al., 2010) ako aj opravu a dynamiku vzniku dvojitych zlomov na DNA pocas meiotickej
rekombinacie (Leland, 2014).

Zaver

Z vysledov prace vyplyva, Ze vizualizicia priebehu segregacie chromozomov prostrednictvom
fluorescen¢nej mikroskopie je uzitocna metodika, poskytujuca nenahraditelné vystupy
umoziujuce lepSie pochopenie regulicie bunkového cyklu. V spojeni s genetickymi a
biochemickymi technologiami je mozné porozumiet regulacnym mechanizmom

zabezpecujucim spravny priebeh bunkového cyklu az na molekularnej urovni.
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Abstrakt

Jednobunkové kvasinky Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) predstavuju prominentny
modelovy systém pre hodnotenie Sirokého spektra biologickych procesov, ktoré prebiehaju i
v bunkach cicavcov. Poznanie detailnej ultraStruktiry eukaryotickych buniek je zékladnou
podmienkou pre porozumenie ich funkcii. Transmisna elektrénova mikroskopia poskytuje
unikatny nastroj Stadia komplexnej ultrastruktiry buniek za fyziologickych podmienok, ako
i ultrastrukturalnych zmien v bunkach indukovanych v dosledku toxickych alebo beneficnych
ucinkov réznych aditivnych latok. Viaceré vedecké prace naznacuju, ze S. pombe je vhodnym
celularnym systémom pre ultrastrukturalne Stadie s vyuZitim transmisného elektronového
mikroskopu. Predkladany prispevok sumarizuje prehl'ad metodického postupu pripravy vzoriek

z kvasiniek S. pombe pre ucely transmisnej elektronovej mikroskopie.

Kruacové slova: Schizosaccharomyces pombe; ultrastruktara; priprava vzoriek; transmisna

elektronova mikroskopia

Uvod

Kvasinky st unicelularne eukaryotické organizmy, ktoré sa pomerne lahko kultivuji
V laboratornych podmienkach (Zhao, 2017). Osumi (2012) konStatuje, ze ich subcelularna
Struktara je v podstate rovnaka s bunkami vysSich zivocichov a rastlin, a preto sa intenzivne
vyuzivaji ako modelové systémy v zdkladnych a aplikovanych oblastiach prirodnych vied,
v medicine a biotechnologiach.
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Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) je jednobunkovy eukaryoticky modelovy systém,
patriaci do rodu Ascomycetes (Hoffman et al., 2015). Uvedena kvasinka sa pouziva najmai pri
fermentacii piva apri vyrobe vina (Volschenk et al., 2003; Benito et al., 2016).
Z morfologického hladiska ma bunka cylindricky, tyCinkovy tvar s priemerom 4 um (Piel
a Tran, 2009) a lemovana je bunkovou stenou, ktora obsahuje najmé polysacharidy zodpovedné
za jej rigiditu (Griin et al., 2004).

Bunkové organely su vo v§eobecnosti dynamické Struktiry, schopné menit’ svoju vel’kost’ a tvar
za ucelom zachovania fyziologickych potrieb bunky. Tieto zmeny sa uskuto¢iiuji napr. ako
sucast’ bunkového cyklu (pocas bunkového delenia) alebo ako reakcia na environmentalnu
zat'az, a tak poukazuju na zmenenu funkciu danej organely (Heald a Cohen-Fix, 2014). Roque
a Antony (2010) uvadzaju, Ze bunka S. pombe disponuje minimalnym mnozstvom
molekularnych komponentov, ¢o je zaroven reflektované i niz§im poctom subcelularnych
Struktir. Z uvedeného dovodu je kvasinka S. pombe vhodnym modelovym organizmom na
Stidium ultraStruktary buniek s pouzitim TEM za fyziologickych alebo experimentalnych

podmienok.

Prehlad metodického postupu pripravy vzoriek z kvasiniek S. pombe pre ucely TEM

UltraStrukturalne S$tadie réznych biologickych vzoriek (vratane S. pombe) prostrednictvom
TEM vyZaduju transforméciu Zivych buniek z ich nativneho, hydratovaného stavu do stavu
dehydratovaného, s presne zachovanou pdvodnou ultrastrukturou. Jednotlivé kroky v ramci
pripravy takychto vzoriek vyplyvaji znutnosti ziskat' ultratenké rezy zo sktmaného
biologického materidlu, ktoré su dostatocne tenké na to, aby umoznili prechod elektronov
danou vzorku za G¢elom tvorby obrazu. Hlavné kroky pripravy ultratenkych rezov zo vzoriek

(kvasiniek) zahfiaja: fixdciu, dehydrataciu a infiltraciu/zalievanie biologického materidlu

(Wright, 2000).

Rastové podmienky a izolacia kvasiniek S. pombe

Podobne ako v pripade rastlinnych buniek sa bunky kvasiniek pomerne naro¢ne fixuju kvoli
pritomnosti ich bunkovej steny, ktora sluzi ako bariéra pre difiziu fixaénych ¢inidiel (Bauer et
al., 2001). Za tcelom minimalizécie tejto refraktérnej povahy kvasiniek voci fixacii je potrebné
bunky fixovat’ pocas tzv. skorej log fazy, pri ktorej je denzita buniek limitovand na 5 x 108/
ml, kedy bunky disponuju minimalnou denzitou cytoplazmy anaopak, maximélnou

permeabilitou bunkovej steny (Sipiczki, 2016).
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Optimalna teplota pre rast buniek S. pombe v laboratériach je 30 °C. Najcastejsie pouzivanym
rastovym médiom, obsahujicim vSetky potrebné nutrienty je médium Standard Yeast Extract
with Supplements (YES; Zhao, 2017). Izolacia kvasiniek sa uskutociiuje prostrednictvom
centrifugacie (Bauer et al., 2001; Sipiczki, 2016; Koch et al., 2017), ktora vSak moze zapriCinit’
zmenu polohy cytoskeletu a jadra v bunkach (Roque a Antony, 2010). Z uvedeného dovodu sa
podla viacerych autorov (Wright, 2000; Roque a Antony, 2010) odporuca pred samotnou
centrifugaciou pridat’ do kultivacného roztoku k bunkam najskor dvojnasobny zasobny fixacny
roztok poc¢as 5 min., bunky scentrifugovat’ a nasledne ich resuspendovat’ v ¢erstvom fixacnom

roztoku.

Fixacia

Pod pojmom fixécia rozumieme zastavenie potencidlne destruktivnych autolytickych procesov
Vv bunkach s cielom zabranit’ ich poSkodeniu pocas zalievania, rezania na ultramikrotoéme
a naslednej expozicie elektronovym li¢om (Bozzola a Russell, 1999). NajcastejSie pouzivanou
metddou fixdcie je oSetrenie buniek Specifickymi chemickymi latkami, oznaCovanymi ako
fixatné Cinidla. Pri ultrastrukturdlnych Studiach je najviac pouzivanou metddou fixdcie tzv.
dvojita fixacia, t.j. primarna fixacia (prefixacia) v aldehydoch a sekundarna fixacia

(postfixacia) v oxida¢nom ¢inidle (Wright, 2000; Ayub et al., 2017).

Primarna fixacia (prefixacia)

Ako primarne fixa¢né ¢inidla sa najcastejSie pouzivaju monofunkéné a bifunkéné aldehydy, t.;.
formaldenyd (HCHO) aglutaraldehyd (CHO-CH2-CH2-CH2-CHO), ktoré reaguju
s aminoskupinami proteinov a makromolekul asociovanych s proteinmi (ako st lipoproteiny a
histoproteiny spojené s DNA; Bozzola, 2007), zabezpe€ujic denaturaciu tychto proteinov. Na
prefixaciu kvasiniek sa bezne pouziva 2 % glutaraldehyd (GA; Bauer a et al., 2001; Roque a
Antony, 2010; Sipiczki, 2016) alebo 0,5 az 4 % formaldehyd (FA; Wright, 2000). Pre ucely
elektronove] mikroskopie sa vSak CastejSie pouziva praskova forma polymerizovaného
formaldehydu, t.j. paraformaldehyd (PFA), ktory na rozdiel od GA disponuje iba jednou
aldehydovou skupinou, a tak rychlejSie difunduje cez bunkovt stenu kvasiniek (Frankl et al.,
2015). Na druhej strane, disponuje vSak relativne niZSou reverzibilnou efektivitou fixacie v
porovnani s GA (Hajibagheri et al., 1999; Park et al., 2016). Na fixaciu kvasiniek je podla
Sipiczki (2016) mozné pouzit’ i tzv. Karnovsky roztok, obsahujtci 0,5 % GA v kombinacii s 3

% PFA v 0,1 M fosfatovom pufri (PBS; pH 7,2).
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Hoci GA a PFA predstavuju velmi u¢inné fixacné cinidld pre zachovanie stabilnej
ultrastruktiry réznych buniek, nezabezpecuji dostatoény kontrast jednotlivych celularnych
zloziek a nie su schopné takmer vobec fixovat’ lipidy v biologickych membranach (Wright,
2000). Z uvedeného dovodu sa po dokonceni prefixacie realizuje sekundarna fixacia pomocou

oxida¢nych ¢inidiel.

Sekundarna fixacia (postfixacia)

NajcastejsSie pouzivanymi postfixacnymi Cinidlami, ktoré stabilizuji membrany kvasiniek su
manganistan draselny (KMnOjs) a oxid osmicely (OsOs). Inkubacia aldehydom fixovanych
vzoriek s KMnOj4 (0,5-6 % pocas 1-24 h) umoznuje extrakciu cytoplazmatickych komponentov,
a tak umoziuje vizualizaciu bunkovych membrdn a membranou ohrani¢enych organel (ako su
napr. mitochondrie, endoplazmatické retikulum, jadro a pod.; Tronchin a Bouchara, 2006). Na
druhej strane, organely ako ribozémy, mikrotubuly a mikrofilamenty stabilizované nie su
(Frankl et al., 2015), a preto sa KMnO4 na fixaciu kvasiniek vyuziva vel'mi zriedkavo. Oxid
osmicely (1-2 %) reaguje intenzivne Snenasytenymi mastnymi Kyselinami lipidov,
zabezpecujuc dobru fixaciu lipidovych struktar (Wright, 2000). TaktieZ denaturované nukleové
kyseliny a proteiny bohaté na aminokyseliny s nenasytenymi dvojitymi vdzbami (ako je cystein
a tryptofan) reaguju s OsO4 (Park et al., 2016). V porovnani s KMnO4, OsO4 extrahuje z buniek
ovela mensSie mnozstvo materidlu, ¢o vedie k vizualizacii mikrotubtl, mikrofilamentov,
ribozémov a chromatinu. AvSak jeho penetracia do buniek si vyzaduje enzymatické odstranenie
alebo permeabilizaciu bunkovej steny ucinkom enzymov (napr. zymolyaza; Tronchin a

Bouchara, 2006; Osumi, 2012).

Kontrastovanie vzoriek

Po ukonceni fix4cie sa bunky premyju a nasledne sa kontrastuji pouzitim 1-2 % vodného
roztoku uranyl acetatu pri laboratornej teplote pocas 30-240 minut (Wright, 2000). Kuo (2007)
uvadza, ze uranyl acetat reaguje s fosfatovymi skupinami a aminoskupinami, ¢o vedie ku

kontrastovaniu nukleovych kyselin a fosfolipidov v membréanach.

Dehydratacia vzoriek

V procese dehydratacie sa vol'na voda vo vzorke nahradza organickym rozpustadlom (Winey
et al., 2014), nakol’ko zalievacie médium nie je rozpustné vo vode (Sipiczki, 2016). Z tohto
dovodu sa bunky inkubuju v aceténe alebo etanole so vzrastajucou koncentraciou (25, 50, 75,

95 a 100 %) poc€as 5 minat v kazdom roztoku (Wright, 2000). V porovnani s acetobnom
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poukazuje Sipiczki (2016) na efektivnejSie pouzitie etanolu na dehydrataciu vzoriek vzhl'adom

na jeho schopnost’ intenzivnejsej extrakcie lipidov z buniek.

Infiltracia, zalievanie a polymerizacia vzoriek

Winey et al. (2014) charakterizujt zalievanie ako proces infiltracie vzoriek zalievacim médiom,
schopnym polymerizacie za vzniku pevnej, dobre rezateI'nej hmoty. Na tento ucel sa pouzivaju
rozne typy zivic urCenych pre TEM, ktoré su komeréne dostupné zroéznych firiem.
Z chemického hladiska sa klasifikuji na: polyakrylové zivice (metakrylaty), polyesterové
zivice a epoxidové zivice (Uhrin et al., 2003). Pretoze etanol v dehydratovanych bunkach nie
je mieSatelny so zalievacim médiom, nevyhnutna je jeho substiticia latkou, ktord vykazuje
vysoku mieSatelnost’ s etanolom a zaroven aj so zalievacim médiom. Ako Standardné tzv.
infiltraéné rozpustadlo sa pouziva propylénoxid (1,2-epoxypropan; Sipiczki, 2016). Pred
samotnym procesom infiltracie (t.j. preniknutia zalievacieho média do vzorky) sa bunky najskor
vystavia na niekol’ko mintt ucinku samotného propylénoxidu, nasledne sa infiltruji zmesou
propylénoxid a zalievacie médium a nakoniec sa zaleji samotnym zalievacim médiom
(Mascorro a Bozzola, 2007). V pripade kvasiniek st podl'a viacerych autorov (Wright, 2000;
Frankl et al., 2015; Sipiczki, 2016) k dispozicii dva zakladné druhy Zivic: epoxidové (Araldite,
Epon, zivica Spurr) a akrylové (Lowicryl, LR White, LR Gold). Frankl et al. (2015) uvadzajq,
ze epoxidové Zivice sa pouzivaju na rozliSenie bunkovej morfoldgie, zatial’ co akrylové zivice

umoziuju imunohistochemické Studie.

Zhotovovanie ultratenkych rezov na ultramikrotéme a ich kontrastovanie

Po polymerizacii sa zaliate blo¢ky rezi na poZadovant hrabku na ultramikrotome a zachytavaji
sa na nosné sietky. Technika samotného rezania vzoriek zahffia nasledovné kroky: (i)
orezavanie blocku do tvaru pyramidy s dostatocne Sirokou zakladnou, (ii) pripravu
ultramikrotdomového noza a nosnych siet’'ok, (iii) samotné rezanie blo¢kov na ultramikrotoéme
s hrabkou 60 — 80 nm, (iv) zachytavanie zhotovenych ultratenkych rezov na nosné sietky a (v)
ich kontrastovanie za G¢elom zvySenia kontrastu jednotlivych Struktir v bunkach (Bozzola a
Russell, 1999). Na kontrastovanie sa podl'a Sato (1968) pouziva citrat olovnaty, ktory sa viaze
na negativne nabité zlozky, ako st hydroxylové skupiny alebo oblasti, ktoré predtym reagovali
s OsO4 (napr. membrany). Po kontrastovani sa nosné sietky nechaju vysusit a pozoruju sa v

TEM.
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Zaver

Transmisna elektronova mikroskopia predstavuje velmi cenny ndstroj pre Studium
ultrastruktiry buniek réznych biologickych vzoriek, vratane S. pombe. Uvedené kvasinky
umoziuji ako modelovy organizmus pozorovat’ r6zne molekularne a ultrastrukturalne vztahy
na urovni eukaryotickej bunky, ktoré si v mnohych pripadoch podobné s tymi,
identifikovanymi u vysSich organizmov (vratane 'udi). Precizne ultraStrukturalne $tadie si vSak
za ucelom eliminacie vzniku akychkol'vek nepriaznivych artefaktov vyzaduju dokladnu
pripravu ultratenkych rezov, ktord je ¢asovo vel'mi narocna. Takéto Stadie su vSak vel'mi
napomocné a nevyhnutné pri kreovani komplexného pohl'adu na mozné adaptacné mechanizmy
vo vztahu k ultrastrukture organel tychto kvasiniek v podmienkach environmentalnej zat'aze,

ktoré mozu byt vo velkej miere reflektované aj na vyssie biologické systémy.
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Parametre vyt'aznosti a Cistoty DNA pri réznych typoch homogenizacie duZin ovocia
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Abstrakt

Cielom prace bolo vyhodnotit’ vplyv troch spdsobov prvotnej homogenizacie duzin plodov
broskyne, jablka a hrozna na celkovu vytaznost a Cistotu izolovanej DNA a RNA. V pripade
plodov broskyne boli najvyssie vytaznosti DNA ziskané vo variante susenych plodov, kym v
pripade izolacie RNA boli najvyssie vytaznosti ziskané vo variante cerstvych plodov. Jablka z
hl'adiska ziskanych vysledkov predstavovali skupinu s vysokym rozpdtim ziskanej vytaznosti
DNA. Izolacia celkovej genomickej DNA z plodov hrozna v pripade vyssSich vytaznosti
znamenala vo vSetkych vzorkach zaroven aj ich nedostatocnu cistotu a naopak, v pripade
niz8ich vytaznosti bola absorbancia hodnotend ako ukazujica nekontaminovani DNA.
Vytaznost’ RNA ako aj jej Cistota boli pri hrozne najhorsie spomedzi hodnotenych druhov, ale

aj tu bola Cistota a vytaznost’ vo vzajomnej negativnej korelacii.

Kruadové slova: ovocie; extrakcia DNA; vytaznost’; Cistota

Uvod

Cistota a vytaznost izolovanych nukleovych kyselin je v pripade rastlinnych genémov
kI'iCovym parametrom, ktory priamo urcuje uspesSnost’ nasledujlcich analyz. Zrelé plody
ovocia obsahuji vo vysokych koncentraciach mnohé biologické zlozky, ktoré v pripade ich
nedostatocného odstranenia v procese izolacie DNA alebo RNA posobia v naslednych PCR
reakciach ako vyznamné inhibitory a Gasto vedd k nefunkénosti tychto analyz. Cistota a
koncentracia DNA je rozhodujucim krokom akéhokol'vek analytického systému. Tento krok by
mal poskytnit’ vysoko kvalitni a dostato¢ne koncentrovani DNA, aby najma analytické kroky
na nizsej Girovni boli uspesné (Reinholt a Baeumner, 2014). Uinnost a &istota DNA extraktu a
odhad vytazku DNA sa hodnoti podl'a pomerov absorbancie A260/280 a A260/230. Vzorka
DNA sa vSeobecne povazuje za "Cisti" pre pomery absorbancii A260/A280 s hodnotou ~ 1,8.
Niz$ie pomery naznacuju kontamindciu proteinmi, ale neznamena to, ze vzorka nie je vhodna
na amplifikdciu DNA. Pomer A260/A230 pre vzorky "Cistych" DNA je bezne v rozmedzi 1,8-
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2,2 a je sekundarnym meradlom cistoty nukleovej kyseliny a jej zvySené hodnoty naznacuju
pritomnost’ inych kontaminantov, ako st organické zliceniny alebo chaotropné soli (Carvalho
etal., 2018).

Vysoka kvalita RNA je potrebna najma z hl'adiska jej nasledného pouzitia v citlivych metodach
ako su reverzne transkripcna ¢i kvantitativna PCR atd’. V skutocnosti je narocné extrahovat’
dobre purifikovani RNA napriklad z rastlinnych pletiv bohatych na lipidy materidlov, a to
najmi kvoli ich vysokému obsahu mastnych kyselin a relativne nizkemu mnozstvu nukleovych
kyselin a proteinov. Okrem toho je pocet buniek v takychto tkanivach zvycajne vel'mi nizky,
¢o vedie k zlej vytaznosti RNA. Vsetky rutinné protokoly na extrakciu RNA maju mnozstvo
obmedzeni, ak sa pouzivaji na tukové tkaniva, vratane kontaminicie RNA
solami/lipidmi/organickymi latkami, straty RNA pocas extrakcie a degradacie RNA (Cicera,
2013). Nizka kvalita RNA je velkou vyzvou hlavne v podmienkach obmedzené¢ho mnozstva
materialu ked’ kontaminacia extrahovanej RNA moze interferovat’ s naslednou aplikéciou, a
nizky vytazok RNA neumozni opakovanie experimentu. Mnozstvo a kvalita extrahovanej RNA
sa meria absorbanciou pri 260 nm (A260) na stanovenie koncentracie RNA; pri 280 nm (A280)
a 230 nm (A230), rovnako ako vypocet pomerov 260/280 (A260/280) a 260/230 (A260/230)
na hodnotenie Cistoty RNA. Pred absorbanénym rozkladom vzorky sa robia tri kroky
premyvania, aby sa prediSlo akejkol'vek kontaminacii organickymi latkami a polysacharidmi,
ktoré mozu interferovat’ s Gistotou extrahovanej RNA. Dalsie kroky premytia 70% etanoom
pred eluovanim RNA pozitivne ovplyviiuju Cistotu konecnej vzorky RNA, pretoze tato Giprava
umoziuje Uplne vyhybat sa stopam mastnych kyselin, organickych latok a inych
kontaminantov pritomnych vo vzorkach (Sinitsky et al., 2018).

Ciel'om prace bola analyza vplyvu rozli¢énych spdsobov primarnej homogenizacie duZzinatych

oplodi na celkovu vytaznost a €istotu izolovanej] DNA a RNA.

Material a metody

Ako biologicky material bolo pouzité duzinaté ovocie — plody jablone (Malus domestica),
broskyne (Prunus persica) a hrozna (Vitis vinefera). V praci boli vyhodnocované vysledky
vplyvu rozli¢nych spdsobov primarnej homogenizaciie (v morskom piesku, v tekutom dusiku
a Vv extrakénom lyzate) na vytaZnost a Cistotu DNA a RNA dvoch typov biologického
materidlu — Cerstvy plod a lyofilizovany plod. Kédovanie oznacenia vzoriek pouzivané d’alej

V préci je uvedené v tabulke 1.
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Tabulka 1: Kddovanie vzoriek pouzitych v praci

Izolovana nukleova ) ]
) Ovocie Homogenizacia Varianty
kyselina
B - broskyna | A - drvenie v morskom piesku
R - RNA i S - lyofilizovany plod
J - jablko B - drvenie v tekutom dusiku
D - DNA H - hrozno C - drvenie v extrak¢énom lyzate C - Cerstvy plod

Izolacia DNA bola uskutoénend CTAB metodikou. Na izoladciu RNA z duzinatych oplodi bola
pouzitd komercne dostupna izola¢na sada GeneJETPlant RNA Purification Mini Kit
(ThermoScientific) a izolacia bola uskuto¢nena podl'a pokynov vyrobcu. Kvalita a kvantita
izolovanej DNA bola vyhodnotend pomocou Nanofotometra Implen P330. Funkénost’
izolovanej celkovej genomickej DNA bola testovana v polymerdzovej retazovej reakcii
pomocou primérov pre ITS oblasti DNA (internal transcribed spacers) s nasledovnym ¢asovo -
teplotnym profilom: Givodna denaturacia 5 min. pri 94°C, 34x (1 min. pri 94°C, 1 min. pri
55°C, 1 min. pri 72°C) a zéverecna denaturacia 5 min. pri 72°C. Elektroforéza zmnoZenych

produktov bola uskuto¢nena na 1,5 % agar6zovom géli.

Vysledky a diskusia

Rastliny produkuju sekundarne metabolity, ktoré interferuji nielen s extrakciou vysoko
kvalitnej gendmovej DNA, ale aj s naslednymi reakciami, ako je PCR a suvisiace genetické
analyzy (Kotchoni et al., 2011). Pritomnost’ polysacharidov, polyfenolov a inych organickych
zlucenin mdze v procese izolacie DNA predstavovat’ problém. Napriklad rastlinné tkaniva vo
fyziologickej zrelosti sa neodporicaju na extrakciu DNA, pretoZze obsahuju vysoké
koncentracie sekundarnych metabolitov (Zhang et al., 2000).

Najvyssiu  vytaznost DNA  broskyne sme  pozorovali pri lyofilizovanom
plode homogenizovanom v tekutom dusiku s priemernou hodnotou 458,33 ng/uL
a porovnatelny vysledok sme dosiahli (obrdzok 1) pri ¢erstvom plode homogenizovanom
dosiahnuté v pripade Cerstvého plodu homogenizovanom v morskom piesku s priemernou
hodnotou 77,67 ng/uL, vzorka mala nizs$ie hodnoty ¢istoty DNA s priemernou hodnotou 1,39

A260/A280 v porovnani s ostatnymi vzorkami (obrazok 1).
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Obrazok 1. Ziskané vytaznosti (A) vng (0s y) acistoty DNA (B) v pomere A260/A280
(osy) izolovanej z plodov broskyne v triplikatoch.

Najvyssiu vytaznost DNA jablka sme pozorovali pri lyofilizovanom plode homogenizovanom
v morskom piesku s priemernou hodnotou 384 ng/uL a porovnatelny vysledok sme dosiahli
pri Cerstvom plode homogenizovanom v morskom piesku s priemernou hodnotou 375,67ng/puL

(obrazok 2).
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Obrazok 2. Ziskané vytaznosti (A) v ng (0sy) a Cistoty DNA (B) v pomere A260/A280 (0s y)

izolovanej z plodov jablka v triplikatoch.

Najnizsiu vytaznost sme dosiahli v pripade Cerstvych plodov homogenizovanych v tekutom
dusiku s priemernou hodnotou 36,33ng/puL. Vysledky cistoty DNA boli porovnatelne pri
lyofilizovanom plode v homogenizovanom v morskom piesku s priemernou hodnotou 2,1
A260/A280, pri lyofilizovanom plode v tekutom dusiku s priemernou hodnotou 1,97
A260/A280, pri lyofilizovanom plode v homogenizovanom v extrakénom lyzate s priemernou
hodnotou 2,09 A260/A280, pri cerstvom plode homogenizovanom v morskom piesku
S priemernou hodnotou 2,07 A260/A280 (obrazok 2). NizSie hodnoty Cistoty DNA su pri
cerstvom plode homogenizovanom v tekutom dusiku s priemernou hodnotou 1,75 A260/A280

a pri Cerstvom plode v extrakénom lyzate s priemernou hodnotou 1,85 A260/A280.

48



Recenzovany zbornik vedeckych prac Vyskumného centra AgroBioTech 2019

Najvyssiu  vytaznost DNA  bobul hrozna sme pozorovali pri cCerstvom
vytaznosti sme dosiahli pri lyofilizovanom plode homogenizovanom v extrakénom lyzate
s priemernou hodnotou 54 ng/uL, pri lyofilizovanom plode v tekutom dusiku s priemernou
hodnotou 49,33 ng/ul. apri cerstvom plode v homogenizovanom vV tekutom dusiku
s priemernou hodnotou 41,67 ng/uL (obrazok 3). Najvyssiu cCistotu DNA sme mali pri
lyofilizovanom plode homogenizovanom v tekutom dusiku s priemernou hodnotou 2,03
A260/A280 (obrazok 3).
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Obrazok 3. Ziskané vytaznosti (A) vng (0s y) acistoty DNA (B) vpomere A260/A280

(os y) izolovanej z bobul’ hrozna v triplikatoch.

Najvyssiu vytaznost RNA broskyne sme pozorovali pri ¢erstvom plode homogenizovanom
v extrakénom lyzate s priemernou hodnou 543,67 ng/uL. Najvyssiu vytaznost’ sme dosiahli pri
lyofilizovanom plode homogenizovanom v extrakénom lyzate s priemernou hodnotou 259,57
ng/uL (obrazok 4), pri Cerstvom plode homogenizovanom v morskom piesku s priemernou
hodnotou 261,67 ng/ul. apri cerstvom plode homogenizovanom v tekutom dusiku
S priemernou hodnotou 293,33 ng/uL. NajnizSia hodnotu cistoty RNA bola ziskand pri
lyofilizovanom plode v morskom piesku s priemernou hodnotou 1,43 A260/A280. V ostatnych
variantoch boli vysledky porovnateI'né (obrazok 4).

Najvyssiu vytaznost RNA jablka sme pozorovali v Cerstvom plode homogenizovanom
Vv tekutom dusiku s priemernou hodnotou 85,67 ng/uL (obrazok 5). NajnizSie hodnoty sme
dosiahli pri lyofilizovanom plode homogenizovanom v tekutom dusiku s priemernou hodnotou
13,33 ng/uL, pri lyofilizovanom plode homogenizovanom v extrak¢nom lyzate s priemernou

hodnotou 12,67 ng/ul. apri cCerstvom plode homogenizovanom v morskom piesku
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evve

homogenizacii v extrakénom lyzate s priemernou hodnotou 1,49 A260/A280 (obrazok 5).
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Obrazok 4. Ziskané vytaznosti (A) vng (0s y) acistoty RNA (B) vpomere A260/A280

(osy) izolovanej z plodov broskyne v triplikatoch.
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Obrazok 5. Ziskané vytaznosti (A) vng (0s y) acdistoty RNA (B) vpomere A260/A280
(osy) izolovanej z plodov jablka v triplikatoch.

Najvyssiu vytaznost’ vzorky hrozna sme pozorovali v Cerstvom plode homogenizovanom

cvwe

pri ¢erstvom plode homogenizovanom v morskom piesku s priemernou hodnotou 5 ng/uL

(obrazok 6).
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Obrazok 6: Ziskané vytaznosti (A) vng (os y) acistoty RNA (B) vpomere A260/A280

(os y) izolovanej z bobul’ hrozna v triplikatoch.

Cistota RNA mala najniZ§iu hodnotu pri lyofilizovanom plode homogenizovanom v morskom
piesku s priemernou hodnotou 1,13 A260/A280. Najvyssiu hodnotu ¢istoty RNA sme mali pri
Cerstvom plode homogenizovanom Vv extrakénom lyzate s priemernou hodnotou 1,97
A260/A280 (obrazok 6).

Na zéklade vysledkov je mozné konStatovat vysSiu vytaznost DNA v pripade pouzitia
morského piesku ako homogeniza¢ného cinidla a homogenizacia Cerstvych plodov davala
vys§iu  vytaznot DNA ako v pripade lyofilizovanych plodov. Pouzitie r6éznych
homogeniza¢nych metdd nemalo vyrazny vplyv na Cistotu DNA, avSak na zaklade ziskanych
vysledkov je mozné konstatovat’ vplyv homogeniza¢nych metdd na Cistotu RNA, pricom ako
najvhodnejsia metoda bola vo vacésine pripadov homogenizacia morskym pieskom.

Pri izolovanej DNA ziskanej z jednotlivych variant izolacie bola overend aj jej realna
funkénost’” v podmienkach PCR. V PCR bola zmnozena ITS oblast’ (internal transcribed
spacers) pritomna vo vSetkych organizmoch a sliziaca ako moznost overenia funkcnosti
izolovanej DNA. Pri pouziti primérov ITS1 aITS4, ktoré boli pouzité aj v praci, sa pri
rastlinach ocakava amplikon velkosti nad 600 bp (Zarrin et al., 2016). Vo vsetkych pripadoch
bol v reakcii pouzity 1 pl neriedenej DNA priamo z izolatu. V pripade amplifikacie ITS oblasti
v izolovanych variantoch plodov jablone bola tato tspeSna len pri vzorkéach, v ktorych
A260/A280 nepresahovala 2,0 (obrazok 7). Inhibiciu PCR reakcie pri DNA izolovanej z jabik
literatura pripisuje najmi pektinom (Martinez-Gonzales et al., 2017). MnoZstvo ziskaného
amplikonu v tomto pripade nebola ovplyvnena mnozstvom DNA v reakcii (do PCR reakeii
bolov pripade vzorky DJCC pridavané dvojnasobné mnozstvo oproti DJBC) ale cistotou,
nakol’ko vyrazne slabsi amplikon vznikol v pripade vzorky DJBS, pri ktorej bolo v amplifikacii
zhodné mnozstvo DNA, ale A260/A280 mala hrani¢ni hodnotu 2,0.
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Obrizok 7. Kontrolna PCR funké&nosti DNA izolovanej z jablk. NTC — negativna kontrola bez

templatu.

Pri amplifikdcii ITS oblasti v izolovanych variantoch plodov broskyne nebola tato Gspes$na v
pripade pouzitia lyofilizovanych plodov drvenych priamo v lyzaénom roztoku a morskym
pieskom (obrazok 8), €o pripisujeme vzh'adom na huzevnatost’ lyofilizovanych plodov broskyn
ich nedostatoénému rozdrveniu ako subjektivhemu faktoru, pretoZze hodnoty A260/A280 mali

odli$né, vzorka DBCS dosahovala kvalitativne optimum.

DBCC
DBBC
DBAC
DBCS
DBBS
DBAS
NTC

Obrazok 8. Kontrolna PCR funk¢nosti DNA izolovanej z broskyne. NTC — negativna kontrola bez

templatu.

V pripade amplifikacie ITS oblasti v izolovanych variantoch hrozna vznikla v kontrole
funkénosti DNA v PCR podobna situécia ako pri jablku, kedy netispe$na bola amplifikacia len
pri silnej kontamindacii vzorky DHCS s priemerom A260/A280 = 1,58 (obrazok 2). Ostatné
vzorky poskytli tspesnu amplifikaciu, ale v pripade hodndt v okoli optima A260/A280 boli
PCR produkty vyrazne slabsie, a to aj napriek tomu, Ze v PCR bol takmer trojnasobok DNA,
ako pri vzorkach DHAS a DHBS.
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Mnohé z vysSie uvedenych studii vyzaduju extrakciu DNA z viacerych typov tkaniv, ktoré sa
maju pouzit’ v testoch, ako je PCR. Pre vysoko vykonnt a ndkladovo efektivnu extrakciu DNA
z rastlinnych tkaniv bolo vyvinutych mnoho metodologii. Patria sem protokoly rychlej
extrakcie DNA Specificky vyvinuté pre rastliny, rovnako ako metody uplatniteI'né na rastlinné

aj zivoCisne tkaniva (Carrier et al., 2011).
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Obrazok 9. Kontrolna PCR funkénosti DNA izolovanej z hrozna. NTC — negativna kontrola bez

templatu.

Jedna z najbeznejSie pouzivanych metod na extrakciu DNA z rastlin pouziva ionovy detergent
cetyltrimetylamonium bromid (CTAB) na rozruSenie membran a zmes chloroformu a
izoamylalkoholu, ktora oddeluje kontaminanty do organickej fazy a nukleovej kyseliny do
vodnej fazy (Doyle — Doyle, 1987). Avsak mnohé rastliny obsahuji vel'mi vysoké hladiny
sekundarnych metabolitov vratane lipidov, fenolovych zlu¢enin a viskdéznych polysacharidov,
ktoré je mozné t'azko odstranit’ bez d’alSieho spracovania, €asto s organickymi rozpustadlami,
ako je fenol alebo iné toxické zluceniny (Bellstedt et al., 2010). Ak sa ticto neCistoty
neodstrania, potom ¢asto inhibuju nasledné analyzy, vratane PCR. Jedna alternativa k metode
extrakcie CTAB DNA bola vyvinuta autormi Edwards et al. (1991). Tato metdoda pouziva
aniénovy detergent SDS na rozpustenie membran, po ktorej nasleduje vyzrazanie DNA
izopropylalkoholom. Jedna sa o rychly, jednoduchy a nendkladny sposob extrakcie DNA z

rastlin a DNA moZe byt pouZzita priamo na PCR amplifikéciu bez d’alSieho spracovania.

Zaver

Rozmanitost’ a rozdielne mnozstva réznych sekundarnych metabolitov robia z rastlin objekty,
pri ktorych je na zaciatku experimentov potrebné ako prvé néjst’ najvhodnejsi postup izolacie
ako DNA, tak aj RNA. V pripade duZinatych plodov je situdcia zhorSovana aj tym, ze pletivo

je z vacsej Casti tvorené vnutrobunkovou vodou a do procesu izolacie tak vstupuje prirodzene
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menej bunkovej hmoty. Na zéklade ziskanych vysledkov mozno konstatovat’: izolacia DNA je
uspesnejsia, ak je uskutocnend z Cerstvych plodov, pri izolacii parametre Cistoty merané
absorbanciou A260/A280 vykazuji v skupine Cerstvych a lyofilizovanych plodov podobné
hodnoty, mierna kontaminacia izolovanej DNA nebrani jej funkcnosti v PCR, moderné

polymerazy dokazu amplifikovat’ PCR produkt aj v takomto pripade, amplikon je vSak slabsi.

Pod’akovanie
Préaca vznikla za pomoci rieSenia projektu: VEGA 1/0411/17 - Determinacia u¢inku biologicky

aktivnych latok v procese vyroby vina na mikrobidlne a ovaridlne bunky.
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Abstrakt

Informaéné charakteristiky technik AFLP aISSR boli porovnané v analyze dizkového
polymorfizmu gama-mutantnych linii Amaranthus cruentus a Amaranthus hypochondriacus x
Amaranthus hybridus. Obe techniky st Siroko pouZzivané ako univerzalne markérovacie
systémy vhodné na analyzu akéhokol'vek rastlinného druhu, ale liSiace sa nakladmi a ¢asom
potrebnym na analyzu. Statistické analyzy spoéivali v pouziti matice binarnych tdajov.
Klastrovd analyza, vykonand metdédou UPGMA s pouzitim euklidovskej vzdialenosti na
vytvorenie dendrogramov, generovala data d’alej spracované analyzou hlavnych komponentov.
Porovnanie technik bolo uskuto¢nené na grafoch ziskanych z vysledkov PCA a dendrogramov.
Matricové porovnania Mantelovho testu pre koreSpondenciu matic podobnosti boli
uskutonené pre nulovi hypotézu, Ze neexistuje vztah medzi maticami podobnosti.
V analyzovanom subore pouzitom v tejto Stadii ISSR prajmery produkovali 59 %
polymorfnych fragmentov, zatial ¢o AFLP prajmery produkovali 48 % polymorfnych

fragmentov a obe techniky boli podobné vo svojich ziskanych informacnych vlastnostiach.

KrPuacové slova: AFLP, ISSR, laskavec, porovnanie

Uvod

Amaranthus sp. je Siroko rozsireny rod s priblizne 70 druhmi, ktoré su zname ako buriny,

vyzivnad zelenina alebo okrasné rastliny. Niektoré z nich maju vysoky potencial v I'udskej

vyzive (Rivelli et al., 2008). V sucasnosti je zaujimavou plodinou na celom svete (Muyonga

etal., 2008; Fejér et al., 2011). V Europe sa pestovaniu laskavca aktudlne venuju v Rakusku,
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Cesku, Slovensku, Nemecku, Pol'sku, Taliansku, Slovinsku a Rusku (Berghofer et al., 2002).
Gama luce st najucinnejSou technikou na pripravu rastlinnych mutantov s potencialom
produkovat’” muta¢né zmeny vysokou rychlostou (Sato etal., 2006; Eroglu et al., 2007).
Muta¢né Slachtenie sa pouziva ako velky zdroj vytvéarania variability kvalitativnych
a kvantitativnych znakov laskavca. Gajdosova etal. (2004; 2005; 2008) pouzili radia¢na
mutagenézu na vytvorenie linii laskavca so zvySenou hmotnost'ou tisicov semien. Tato metdda
sa pouzila aj na vyrobu trojfarebného laskavca tolerantného k aridite a s vy$Sou regenera¢nou
schopnost’ou po stresovom stave (Slabbert et al., 2004). Gama Ziarenie sa taktieZ pouzilo na
produkciu genotypov laskavca s vys$§im vytazkom, toleranciou na hubu Sclerotinia sp.
a produkciou semien odlisnych farbou a velkost'ou nez jej rodicovské rastliny (Goméz-Pando
et al., 2009).

DNA markéry su intergénne sekvencie alebo gény, ktoré sa pouZzivaji na definovanie
a interpretaciu sekvencnej genetickej variability v organizmoch (Govindaraj etal., 2015;
Hasanova et al., 2017). Niektoré¢ markéry st Sirokospektralne pouziteIné, najmid markéry
RAPD, ISSR, AFLP alebo iPBS. VSetky boli tspesSne aplikované aj na rastlinnych druhoch,
ktoré st genomicky menej zname (Mehmood et al., 2013; Alp a Geboluglu, 2017). Cielom
predlozenej Studie bolo vyhodnotit’ vysledky dvoch technik DNA markérov (AFLP a ISSR)
sposobom, ktorym sa porovna ich schopnost’ charakterizovat’ zmeny gendému v oZiarenych
mutantnych linidch laskavca. Analyzovana geneticka variabilita Amaranthus cruentus,
genotypu Ficha a hybridného K-433 (Amaranthus hybridus L. x Amaranthus hypochondriacus

L.) a porovnavali sa s kontrolami (bez oSetrenia gama lG¢mi).

Material a metody

V analyze boli pouzit¢ Hybridné linie Amaranthus odrody Ficha pozitivne vybrané pre
zvysenie hmotnosti tisic semien (oznacené: C15/1, C26/2, C27/5, C82/1, C236/1) a neoSetrenu
kontrolu (oznacent A) spolu s A. hybridus x A. hypochondriacus K-433 riadkov (oznacené:
D54/1, D279/1 a D282/1) aneosetrena kontrola (oznaCena B). Tento rastlinny material
pochéadza zo semien, ktoré boli oSetrené gama Ziarenim v davke 175 Gy.

Mladé sadenice laskavca boli pestované v kvetina€och. DNA bola extrahovana v triplikatoch
Z Cerstvych listov s pouzitim sipravy DNeasy® Plant Mini (Qiagen) podl’a instrukcii vyrobcu.
Kvalita a mnozstvo extrahovanej DNA sa analyzovali pouzitim Nanodrop Nanophotometer™
(Implen). Reakcie AFLP a ISSR sa uskutocnili podl'a publikovanych metodik (\Vos et al., 1995;
Razna et al., 2012; Ziarovska et al., 2013).
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Ziskané elektroforeogramy boli spracované do bindrnych matic na zaklade pritomnosti (1)
alebo nepritomnosti (0) amplifikovanych fragmentov po overeni reprodukovatel’nosti profilov
v dvoch nezavislych analyzach. Na d’alSie analyzy boli pouzité len polymorfné fragmenty,
monomorfné amplikony neboli zahrnuté. Indexy podobnosti (SI, index podobnosti) — Jaccardov
koeficient (GDJC) (Jaccard, 1908) boli vypocitané z binarnej matice. Na Statistické analyzy sa
pouzili matice binarnych udajov ISSR a AFLP markérov.

Klastrova analyza bola vykonana metodou nevazenych parovych skupin (UPGMA) s pouzitim
euklidovskej vzdialenosti na vytvorenie dendrogramov. Analyzy hlavnych zloziek (PCA) sa
uskuto¢nili na datach generovanych z kazdého typu markéra. Porovnanie (ISSR vs. AFLP) sa
uskuto¢nilo na grafoch ziskanych zvysledkov PCA a dendrogramov, ktoré sa ziskali
z vysledkov klastrovej analyzy. Okrem toho, maticové porovnania Mantelovho testu (Mantel,
1967), pre koreSpondenciu matic podobnosti (ISSR vs AFLP), boli uskuto¢nené pomocou
MXCOMP postupu NTSYS-pc pre nulova hypotézu, ze neexistuje ziadna suvislost’” medzi
maticami podobnosti. Na ziskanie hladiny vyznamnosti sa uskuto¢nilo 250 permutécii.

Klastrova analyza aanalyza hlavnych zloziek (PCA) sa uskutocnili s pouzitim softvéru
STATISTICA Cz ver. 10, StatSoft, Inc. (2011). Mantelov Z test NTSY'S pc verzia 2.1 (Rohlf,
2000).

Vysledky a diskusia

Variabilita genémov je neoddelitelnou sucastou zivota. Prirodzené spontanne zmeny
Vv gendmoch rastlin st kombinované s cielenou mutagenézou réoznymi fyzikalnymi faktormi
a/alebo chemikéliami. Odpoved’ na spontannu aj cielenii mutagenézu je ndhodnd, viacsmerna
a nepredvidatel'na. Tu sa uskutocnilo porovnanie dvoch réznych markérovacich systémov na
baze polymorfizmu restrikénych miest (AFLP, polymorfizmus dizky amplifikovanych
fragmentov) a mikrosatelitového polymorfizmu (ISSR, zmnozenie oblasti medzi jednoduchymi
opakovaniami nukleotidov). Obidve techniky pouzité v tejto Studii boli predtym opisané ako
techniky, ktoré maju potencial rozliSit’ mutanty laskavca po oSetreni ionizujlicim Ziarenim gama
(Razna et al., 2012; Labajova et al., 2013; Ziarovska et al., 2013). Obe techniky sa stale Siroko
pouzivaji pri hodnoteni diverzity rastlinnych genetickych zdrojov, ale maju vel'mi odlisné
ekonomické charakteristiky. Preto niektori autori sa zameriavajii na porovnanie vysledkov
oboch technik za uéelom hodnotenia polymorfizmu dizky (Kafkas etal., 2006). Ziskany
polymorfizmus zavisi od individualnych kombinacii prajmerov (Xu a Sun, 2001). V tomto

dokumente sa uvadza Stadia, kde sa genetické vzt'ahy medzi gama-oziarenymi mutantmi
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laskavca a ich neoziarenymi kontrolami hodnotili a porovnévali na zdklade udajov ziskanych
analyzami AFLP a ISSR.

Zoskupenie kontrol a mutantov oSetrenych gama ziarenim poukazalo na vysSiu variabilitu pre
liniu K-433 medzidruhového hybridu. Pozicia kontrol v dendrograme (obrazok 1) ukazuje, ze
ma uplne odlisny profil AFLP bez ohl'adu na troven genetickej variability, avSak obidve
kontroly st su¢astou skupin. Uroveti polymorfizmu DNA pre jednotlivé kombinécie prajmerov
AFLP bola odlisna pri porovnani genotypov Ficha a K-433. Bolo ziskanych 352
amplifikovanych fragmentov a 169 z nich bolo polymorfnych, ¢o predstavuje 48 %. Index
polymorfného informac¢ného obsahu o0 pristupoch gama-oziarenych a kontrolnych vzoriek
laskavcov pre AFLP udaje bol 0,997. Vysledky z PCA AFLP markérov (obrazok 1) ukazali, ze
vzorky laskavca C15/1, C26/2, C27/5, C82/1 a C263/1 mozu byt zoskupené spolu s A a mézu
byt’ oddelené od zvysku pouzitim PCA osi 1. Druhé skupina pristupov (D54/1, D279/1, D282/1
a B) sa zoskupila do dendrogramu ziskaného z klastrovej analyzy prostrednictvom UPGMA.
Uroven podobnosti je niz§ia ako v pripade vzoriek skupiny C aich oddelenie sa vykonava
pomocou PCA osi 2. PCA os 3 oddel'uje B od vzoriek skupiny D.

Metoda AFLP sa pouzila na analyzu polymorfizmu dizky v genéme laskavca, M7 generacie
mutantov po oSetreni gama Zziarenim. ReStrikéné Stiepenie sa uskuto€nilo s pouZitim
endonukleaz Mse (miesto Stiepenia — T*TAA) a EcoRI (miesto Stiepenia — G¥*AATTC). Tato
kombindcia bola zvolend zddvodu velmi vysokej frekvencie Stiepenia a odliSného
frekvenéného vyskytu (Vekemans et al., 2002). Preselektivna a selektivna amplifikacia sa
pouzili na zniZenie poctu fragmentov po restrik¢nom Stiepeni. Ak je obsah bazy G/C v genome
vacsi ako 65%, Msel neposkytne vhodné mnozstvo fragmentov. Pre vhodnt produkciu Msel
fragmentov je optimalne menej ako 50 % G/C baz. Uvadza sa, ze Msel Stiepne miesta sa
vyskytuju viackrat v gendme v porovnani s EcoRI, kvdli ich rozdielnemu poctu rozpoznévacich
nukleotidov. EcoRI mé tiez tendenciu produkovat’ viac fragmentov v G/C chudobnych
genomoch. V pripadoch, ked’ nie je pre posudzovany organizmus znamy obsah bazy G/C, musi
byt tc¢innost’ restrikénych enzymov stanovena empiricky. Bolo publikované (Vekemans et al.,
2002), ze vacsi pocet fragmentov v profile zvySuje pravdepodobnost’ detekcie genetického
polymorfizmu. Tiez sa zvySuje pravdepodobnost’ nedostato¢ne separovanych fragmentov.
V pripade, Ze sa pouzije 80 prajmerov na baze jedného selektivneho nukleotidu Msel prajmeru

a jedného EcoRI prajmeru, dosahuje polymorfizmus detekcie 93,75 %.
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Obrazok 1. Klastrova analyza udajov AFLP a analyza hlavnych zloziek (PCA) pristupov laskavca
VTavo: Dendrogram profilov amplikonov AFLP analyzovanych pristupov laskavca; vpravo: Graf PCA

pre AFLP tudaje analyzovanych pristupov laskavca

Pre K-433 hybrid bol detegovany ovela vyssi pocet unikatnych lokusov. V tabulke 1 st
uvedené vel'mi konkrétne pocty unikatnych fragmentov pre jednotlivé pristupy. Ako ukazuju
vysledky DNA odtlackov analyzy ISSR (obrazok 2), vSetky mutantné linie genotypu Ficha
(C15/1, C26/2, C27/5, C82/1, C236/1) zdielali genetickli odliSnost’ 0,16 a mutantné linie
hybridu K-433 (D54/1, D279/1, D282/1) zdiel'ali genetickt odlisnost’ 0,22.

Tabul’ka 1. Pocet unikatnych fragmentov detekovanych pre pristupy A. cruentus a A. hybridus L. x
A. hypochondriacus L.

Pristup Celkovy pocet Pocet unikatnych Percento unikatnych
fragmentov fragmentov fragmentov (%)
C15/1 265 1 0,38
C26/2 262 2 0,76
C27/5 263 0 0
C82/1 259 1 0,39
C236/1 266 1 0,38
Ficha kontrola A 261 1 0,38
D54/1 287 0 0
D279/1 258 0 0
D282/1 291 18 6,2
K-433 kontrola B 258 2 0,78

Dendrogram profilov ISSR zobrazuje viaé$iu podobnost mutantnych linii Ficha s A ako

mutantnych linii K-433 ako celku s B. Dva hlavné klastre boli pozorované pri koeficiente
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rozdielnosti 0,38, Co znamena, ze pouzité prajmery vytvorili dva relativne odlisné sibory DNA
odtlackov, jeden pre Ficha a jeho mutantné linie a jeden pre mutantné linie genotypu K-433.
ISSR je zdrojom genetickych markérov, ktoré spolu s technikou RAPD su stale preferovanou
metodou rychlej primarnej identifikacie genotypov, pretoze su relativne lacné, vyuzivaju
I'ubovolné prajmery anahodne odoberaju potencialne velky pocet lokusov Vv menej
komplexnom vzore ako iné markéry na baze PCR (Milella et al., 2011). V tejto studii boli
pouzité markéry ISSR na rozliSenie mutantnych linii dvoch genotypov laskavca Ficha a K-433.
Lee etal. (2008) uviedli potencial markérov zalozenych na mikrosatelite pre hodnotenie A.
hypochondriacus, ked sa tspesne amplifikovali vo vSetkych testovanych genotypoch (12
lokusov) a preukazali pouzitelnost' tychto markérov pre Stddiu nielen intra-, ale aj
interSpecifickej genetickej diverzity laskavca.

Klastrové analyza zaloZend na markéroch ISSR (obrazok 2) je podobna klastrovaniu AFLP
markérov. Podl'a jednej z 0s PCA grafu je skupina vzoriek C15/1, C26/2, C27/5, C82/1a A (na
lavej strane PCA grafu) oddelena od skupiny vzoriek D54/1, D279/1, D282/1 a B (na pravej
strane PCA grafu). Zvys$né 2 osi odel'uju vzorky skupiny C a D. Na rozdiel od PCA na baze
AFLP markérov ma skupina genotypov skupiny C dobré rozliSenie. Vysledky porovnavacich
matric porovnania pomocou Mantelovho Z testu ukazali, ze existuje pozitivna korelacia medzi
podobnostnymi matricami AFLP a ISSR-RAPD (r = 0,86, P <0,001). Korelacia medzi
matricami podobnosti markérov AFLP a ISSR bola zhodna s vysledkami oboch klastrovych
analyz PCA (UPGMA) s korela¢nou hodnotou matice 0,86. Pristup molekularnych markérov
bol uspesne pouzity na pochopenie intra- a interSpecifickej genetickej diverzity a/alebo
evolu¢nych vztahov v laskavci (Xu a Sun, 2001; Lee et al., 2008; Mladenovi¢ Drini¢ et al.,
2012; Tony-Odigie et al., 2012).
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Obrazok 2. Klastrova analyza udajov ISSR a analyza hlavnych zloziek (PCA) pristupov laskavca
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Vlavo: Dendrogram profilov amplikénov ISSR analyzovanych pristupov laskavca; vpravo: Graf PCA

pre udaje ISSR analyzovanych pristupov laskavca.

InterSpecificky polymorfizmus medzi 7 genotypmi laskavca dosiahol hodnoty od 94 % do
99 %. Na zaklade vyhodnotenia vnutros$pecifickej variability Xu aSun (2001) zistili, ze aj
vnutrodruhova variabilita je relativne vysoka, hoci je vyznamne niz§ia v porovnani
s interSpecifickou variabilitou. Polymorfizmus 44 % bol zaznamenany medzi druhmi
Amaranthus cruentus, 34 % u A. gangeticus, 49 % u A. caudatus, 55 % u A. viridis, 50 % u A.
hypochondriacus a62% uA. hybridus. Amplifikicia jedine¢nych fragmentov
charakteristickych pre kontroly poskytla diferenciaciu gama-oziarenych variantov od kontroly.
Celkovo bolo amplifikovanych 11 fragmentov charakteristickych pre Ficha kontrolu a 21
fragmentov charakteristickych pre K-433 kontrolu. RozliSenie gama-oziarenych variantov
laskavca od kontroly umoznila tiez amplifikacia fragmentov charakteristickych len pre varianty
a nepritomné pre kontroly. V odrode Ficha 3 kombinacie prajmerov amplifikovali jeden
fragment charakteristicky pre gama oZiarené varianty. V linii K-433 interSpecifického hybridu

boli detekovanéi 2 gama-oziarené fragmenty.

Zaver

Klastrova analyza a PCA (ISSR vs. AFLP) viedli k velmi podobnym vysledkom v analyze
polymorfizmu pristupov oSetrenych gama Ziarenim a kontrolnych genotypov laskavca. Ukazuje
sa, ze oba systétmy markérov maji podobné vlastnosti pri hodnoteni celogenomického
polymorfizmu rastlin, a preto sa mozu pouzivat alebo suibezne, alebo sa mdze vybrat’ len jeden
Z nich, pri¢om su ziskané relevantné genomické informacie zaloZzené na analyzach Specifickych

lokusov. Obe techniky potvrdili vybornu opakovatel'nost’ ziskanych profilov.
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Abstrakt

Metoda DNA micorarray je dnes vel'mi populdrnou technikou molekuldrnej biologie, ktora ma
Sirokospektralne vyuzitie v oblasti mediciny, farmacie, toxikologie, ¢i klinickej mikrobiologie
na detekciu genetickych zmien a variacii. Vo vSeobecnosti je DNA microarray aplikovana
najmd na komplexnu analyzu zmien transkripéného profilu buniek alebo tkaniv, pretoze
umoziuje sledovat’ niekol’ko tisic génov paralelne v priebehu jedného experimentu, a tak hibsie
porozumiet’ patofyzioldgii molekularnych procesov v priebehu mnohych ochoreni, liekovej
rezistencie alebo identifikovat nové biomarkery v diagnostike a klinickej praxi. Dlhodoby
rozvoj metod na poli microarray platforiem sa dnes spaja so zaradenim in situ syntetizovanych
DNA c¢ipov do beznej rutinnej praxi. Cielom naSej prace je podat stru¢ny popis
a charakteristiku DNA microarray metody, konkrétne principu fungovania in Situ

syntetizovanych ¢ipov a ich vyuzitia v oblasti monitorovania génovych expresii.

Kruacové slova: DNA microarray, génova expresia, in situ syntetizované ¢ipy

Uvod

Kompletné poznanie celej gendmovej sekvencie a ukoncenie Projektu mapovania 'udského
genomu (Human Genome Project, 1990 — 2003) umoznilo prudky rozmach metod v oblasti
molekularnej biologie a genetiky (Venter et al., 2001). V sticasnosti neustale rastie pocet
vedeckych publikécii a pribudaji informacie o moznostiach vyuzitia microarray technologii na
detekciu molekularnych zmien na urovni RNA, DNA atiez proteinov. Technologie DNA
microarray (zvané ako génové alebo DNA Cipy) su dnes vyznamnym nastrojom v oblasti
molekularnej bioldgie (genomiky a transkriptomiky), ktory ndm poskytuje kvantitativne,
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simultanne, a komplexné monitorovanie expresie niekolkych tisicov génov paralelne na
principe hybridizacie nukleovych kyselin (Jaksik et al., 2015). Bunkova variabilita je
vyznamnym znakom génovej expresie odliSnych génov daného genomu, ktord tzko stvisi
S odliSnymi mechanizmami bunkovej regulacie. V sucasnosti sa odhaduje, ze 1 — 2 % l'udského
genému tvoria protein kdédujuce gény (20 000 — 25000 génov) a zvySok gendému tvoria
repetitivne sekvencie, regulacné oblasti a unikatne nekodujuce sekvencie s neznamou funkciou
(Bakalova et al., 2005; Durmaz et al., 2015). Kazdy gén mé6ze byt’, navySe, pritomny v réznych
genetickych variantoch, zvanych polymorfizmy, ktoré vyrazne zvysuja variabilitu expresného
profilu buniek. V Tudskom genéme bolo doteraz popisanych 3 x 10° genetickych
polymorfizmov (hoci, ich podet sa redlne odhaduje na 11 x 10°), ktoré mozu byt zodpovedné
za vznik a rozvoj niektorych ochoreni. Monitorovanie tychto genetickych zmien, ktoré mozu
byt asociované s etiolégiou ochorenia a objavom novych biomarkerov pre skori prognozu
alebo predikciu zavaznych ochoreni, umoznuje vyuzit DNA microarray metdodu ako sl'ubny
terapeuticky nastroj (Bakalova et al., 2005; Penes et al., 2017). Navyse, za posledné desatrocie
nasli DNA microarray metddy svoje uplatnenie i na poli klinickej mikrobiologie, kde zvySuju
sucasné poznatky v detekcii populaénych mikrobidlnych patogénov i Specifickej odpovedi
hostitela na patogén (Miller a Tang, 2009; Bannister et al., 2018). AvSak, vystupy ziskané
Z DNA microarray technik maju 1svoje limitacie (napr. meranie relativnej koncentracie
nukleovych kyselin, pozadie genetickych varidcii, ¢i pritomnost genetickych homologii
apod.), a preto musia byt verifikované inymi, najcastejSie, vysoko-citlivymi sekvena¢nymi
metodami (Bumgarner, 2013).

V tejto praci struéne popisujeme histériu vzniku DNA microarray technoldgii, princip
fungovania in situ syntetizovanej DNA microarray metody a zaoberame sa moznostami jej

vyuZitia v analyze génovej expresie.

Historia vzniku DNA microarray technologii

Metody zalozené na principe microarray sa rozvinuli koncom 70. rokov s metodami koloniovej
hybridizacie, pri ktorej DNA zaujmu bola nahodne klonovana do E. coli plazmidov, ktoré boli
vysiate na agar6ézové platne a replikované na nitrocelulézové filtre. Po naslednom lyzovani
bakterialnych kolonii a denaturacii DNA, bola DNA zaujmu detegovana na zaklade
hybridizacie s radioaktivne zna¢enou probou DNA (Grustein a Hogness, 1975). To umoznilo
skrining tisicov kolénii a naslednu identifikdciu klonov, ktoré obsahuji DNA, ktord je
komplementarna s probou. V nasledujucich dvoch desatrociach boli tieto techniky s vyuzitim

agarozovych platni nahradené mikroplatiami (Gergen et al., 1979), o umoznilo sledovat
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kratke nukleotidové polymorfizmy (SNP, short nucleotide polymorphism) a analyzovat odlisne
exprimované gény medzi vzorkami (Miller a Barnes, 1986). Koncom 80. a za¢iatkom 90. rokov
nastala automatizacia microarray technik za vyuzitia prvych robotickych systémov, ¢im sa
urychlil proces replikacie klonov z mikrotitra¢nych platni na filtre (Lennon a Lehrach, 1991),
a tiez snaha vytvorit’ referencné sety cDNA prob pre rozne organizmy (Lennon et al., 1996).

Neskor, vyuzitie fluorescencnej detekcie a mnozstvo dostupnych informacii o sekvenciach
roznych gendémov umoznilo rychly pokrok modernych DNA microarray technologii
a vyuzivanie kratkych oligonukleotidovych préb (25 — 60 bp). To umoznilo zvysit’ Specificitu
tejto metody a zlepsit' dizajn DNA préb pre Specifické cielové sekvencie Studovanych génov
(Govindarajan et al., 2012; Bumgarner et al., 2013). V tomto obdobi boli vyvinuté nasledovné
DNA microarray techniky, ktoré mozno rozdelit’ podl'a typu prob: oligonukleotidové a cDNA
microarray asposobu ich pripravy: tlatené na skli¢ku (spotted microarray), in situ

syntetizované a tzv. self assembled microarray (Naidu a Suneetha, 2012; Bumgarner, 2013).

In situ syntetizovana DNA microarray

In situ syntetizované microarray, nazyvané aj ako génové Cipy, s v si¢asnosti najznamejsie
a najcastejSie vyuzivané oligonukleotidové microarray. Kratke oligonukleotidy (zvyc¢ajne dlhé
20 — 25 bp) st chemicky syntetizované priamo na pevnom substréte s plochou 1 — 2 cm?. Dizka
in situ syntetizovanych oligonukleotidov umoziiuje zvysit hustotu prob na platni, ¢o
zabezpeCuje vysSiu citlivost’, Specifickost’ a Statistickii presnost’ v porovnani s inymi
microarray metodami (Dalma-Weiszhausz et al., 2006). Velkou vyhodou tychto technik je
i reprodukovatelnost’ vysledkov, moznost” $tandardizacie reagencii a vyuzitie referenénych
préb a vnutornych kontrol reakcii (Kreil et al., 2006). Dnes je zndmych na trhu niekol’ko
vyrobcov génovych €ipov.

Génové Cipy typu Affymetrix ™ umozituju analyzovat’ naraz viac ako 1 x 10° spotov v jednom
experimente. Oligonukleotidové proby su tu syntetizované fotochemicky na kremikovom
substrate, kde st modifikované svetlo-citlivymi chemickymi skupinami, ktoré zabranuju
ndhodnému priddvaniu nukleotidov. Ked’ je povrch platne exponovany UV svetlom, mézu byt’
reaktivne nukleotidy priddvané na rastuci oligonukleotidovy retazec (Bannister et al., 2018).
Firmy RocheNimbleGen a Agilent Technologies produkuji oligonukleotidové ¢ipy s dizkou
oligonukleotidov (60 — 100 bp), ktoré zabezpecuju vyssiu citlivost metody, deteguju > 108
spotov a ako substrat pouzivaju sklicka (Hughes et al., 2001).

Oligonukleotidové microarray maju v sucasnosti Sirokospektralne vyuzitie. V studii Bannister

et al. (2018) bolo navrhnuté, Zze oligonukleotidové génové Cipy su vhodnym diagnostickym
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nastrojom na detekciu a typizovanie bakteridlnych patogénov meningitidy alebo hubovych
intrakranialnych patogénov (Cao et al., 2018). Svoje uplatnenie nasli i v toxikogenomike (Rao
et al., 2018); v profilovani génovej expresie nadorovych ochoreni (Yang et al., 2018); analyze
mutacného profilu a detekcii skorych biomarkerov ochorenia (Damin et al., 2018);
v epidemiologickych analyzach liekovej rezistencie (Chen et al., 2019); monitorovani
transkriptomu réznych druhov ryb (Caballero-Solares et al., 2018) ako i v analyze mikrobiomu

domacich zvierat (Thissen et al., 2019).

Analyza génovej expresie s vyuZitim oligonukleotidovej DNA microarray

Prvotna myslienka dizajnu micorarray technologie sa spdjala s analyzou profilu génovej
expresie a meranim mnozstva transkribovanych génov buniek a tkaniv, kde nasla svoje velké
uplatnenie (Bakalova et al., 2005). Typické microarray experimenty zahfiiajii pri praci viac
krokov: izolacia RNA / DNA, syntéza cDNA, znacenie, hybridizacia, analyza a validacia dat
(Obrazok ¢. 1) (Jaksik et al., 2015). Pri sledovani génovej expresie je izolovanda mRNA
Z analyzovanych vzoriek priamo znacend fluorescenénymi farbickami, transformovana
reverznou transkripciou do viac stabilnych ¢cDNA molekul, alebo konvertovand na cRNA
pomocou T7RNA promotora a ndsledne amplifikovana. Tieto molekuly su zna¢ené pomocou
fluorescencne- alebo biotin-znac¢enych nukleotidov pocas syntézy. Nasledne st znacené¢ cDNA
a cRNA molekuly hybridizované na DNA Ccipy, premyté a signél je detegovany na zaklade
intenzity fluorescencie kazdého spotu pomocou konfokalneho skenovacieho mikroskopu.
Intenzita farebného signalu zodpoveda hladine expresie konkrétneho génu (Bumgarner et al.,
2013). Analyzy génovej expresie na baze DNA Cipov nachadzaju vel'ké uplatnenie najmé vo
vyskume nadorovych ochoreni: pri identifikacii prognostickych markerov karcinomu prsnikov
(Xu et al., 2019), kolorekta (Akiyoshi et al., 2019), hl'adani novych terapeutickych markerov
nemalobunkového karcindmu pl'ic (Wu et al., 2019). Dokonca, bolo preukdzané vyuzitie DNA
¢ipov 1 na monitorovanie vplyvu environmentalnych toxickych latok na zmeny génovej
expresie epitelu pl'uc (Cayir et al., 2019).

Napriek tomu, ze DNA microarray metody su Siroko vyuzivané pri analyze génovej expresie,
maju i svoje limitacie. Tieto techniky meraju relativnu koncentraciu nukleovych kyselin, ktora
moze byt ovplyvnena kinetikou hybridizécie a analyzuju len set preddefinovanych génov.
Obzvlast, pre komplexné cicavCie gendmy je naro¢né nadizajnovat DNA Cipy, kde dochadza
len k $pecifickej hybridizacii z dovodu sekvenénej homologie niektorych génov. Velkou
nevyhodou DNA microarray technologii st tiez ich vysoké financné naklady (Jaksik et al.,

2015). Pre tieto limity si microarray metody nahradzané a verifikované vysoko-uc¢innymi
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a citlivymi sekvena¢nymi technologiami novej generacie (RNA sekvenovanie), ktoré poskytuju
obrovské mnozstva dat profilu expresie génov (> 100 bil. analyzovanych sekvencii)

vyuzite'nych pre klinicka prax (Durmaz et al., 2015).
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Obrazok ¢. 1: Zjednodusend schéma principu microarray metoédy pri analyze génovej expresie

(Upravené podla Pereira et al., 2012).

Zaver

Metody DNA microarray predstavuju vyznamny nastroj v oblasti genomiky a transkriptomiky,
ktory umoznuje globalne preskiimat’ transkripény profil buniek alebo tkaniv, a tak popisat’
biologické zmeny za konkrétnych fyziologickych podmienok. Na rozdiel od tradi¢nych
molekularnych biologickych metdd, ktoré analyzuji samotné gény, microarray platformy
deteguju expresiu niekolkych tisicov génov naraz a mo6zu byt aplikované nielen pri Stadiu
profilovania génovej expresie, ale i pri hl'adani novych biomarkerov, ¢i identifikacii roznych
patogénov, mechanizmov ochorenia a liekovej rezistencie. | s ohl'adom na svoje limitécie,
metody DNA microarray su dnes dolezitou sucastou mnohych vedeckych komunit, kde

Castokrat prepajaju ziskané informacie z diagnostiky do klinickej praxe.
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Abstrakt

Globalna klima sa meni a S fiou aj podmienky pre vsetky sféry Zivota. Znecistovanie ovzdusia
spdsobuje zvySovanie poctu pacientov s ochorenim dychacieho systému, s ¢im stvisi oslabenie
imunitného systému aulahéenie prieniku aeroalergénov do sliznic dychacieho traktu
senzitivnych jedincov. Globalne otepl'ovanie zabezpecuje predlZzovanie teplého obdobia, co
prispieva ku zvySenej expozicii aeroalergénov v ovzdusi. Jednym z najddlezitejSich
acroalergénov centralnej a severnej Europy je Bet v 1, hlavny alergén pel'u brezy a predstavitel
skupiny PR-10 bielkovin. Jeho homology sa vyskytuju v roznych druhoch rastlinnej potravy
a sposobuju krizové reakcie, ktorych prevalencia stale stupa najmé u deti. Preto je dolezité
skupinu PR-10 skimat’ nielen na proteinovej urovni, ale taktiez na Girovni samotného génu. Na
to moze sluzit jednoducha apomerne lacna metéda polymorfizmu dizky redtrikénych

fragmentov (RFLP).

Krucové slova: globalna klima, Bet v 1, PR-10, RFLP

Uvod

Alergiologia spolu s imunolégiou sa tradi¢ne zamerali na vnitorné environmentalne faktory,
predovSetkym na redukciu expozicie alergénov, ale tieZ na znizenie d’alSich drazdivych latok
vV dychacich cestdch ako napr. tabakovy dym (Bernstein et al., 2004). Niekol'ko
epidemiologickych §tadii v§ak uz preukazalo tizke prepojenie medzi globalnym oteplovanim,
zneCistenim ovzduSia a alergickymi ochoreniami dychacich ciest. Klimatické zmeny
ovplyviuji mnozstvo, kvalitu, na¢asovanie a distribuciu aeroalergénov (D'Amato et al., 2011).
Zvysené koncentracie oxidu uhli¢itého v atmosfére v dosledku spalovania fosilnych paliv
stimuluju rast rastlin vratane alergénnych druhov. Okrem toho, vysSie teploty mozu viest’ k

skorSiemu a dlhSiemu obdobiu opelovania, o vedie k zvySeniu expozicie pelu a pretrvavaniu
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symptomatickych reakcii (Landrigan, et al., 2019). V stvislosti so zvySovanim priemernej
ro¢nej teploty je tiez vSeobecne zndme, Ze roky s va¢§im poctom teplych dni su pacientmi
znaSané horSie ako roky s miernejSim pocasim. Pacientov imunitny systém je teda drazdeny
dlhsie, vo vysSej miere a va¢sim poctom faktorov, a preto symptomaticka povahu alergie moze
nadobudntt’ aj jedinec, ktorého imunitny systém doposial’ reagoval iba tvorbou imunoglobulinu
E (IgE) a symptomy neregistroval alebo jednotlivé reakcie prechadzaju do agresivnejSich

foriem (Patella, et al., 2018).

Klimatické zmeny ako zat’aZ pre dychaciu sustavu

Klimatické zmeny uz prebichaju a maju tendenciu pokrac¢ovat aj v nasledujucich desatrociach:
teploty sa zvySuju, menia sa globalne modely zraZok, topia sa I'adovce a sneh a priemerné
globalna hladina mora rastie. Okrem toho vplyv globalneho otepl'ovania na 'udské zdravie
dokumentuju viaceré spravy Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) (WHO, 2005), ktoré
dokazujt, ze hlavnym problémom tohto javu je zvySenie irovne znecistenia ovzdusia. V tejto
suvislosti posledné sprava Europskej environmentélnej agentiry (EEA) uvadza, ze az 96 %
mestského obyvatel'stva v Eurdpskej Unii je vystavend casticiam a jemnym prachovym
Zasticiam presahujiicim prahové hodnoty (EEA, 2016). Castice sa mdzu dostavat’ do najhlbsich
Casti dychacieho systému, ¢o vedie k =zapalovym a pro-karcinogénnym u¢inkom na
bronchidlnej sliznici (Donaldson et al., 2001). Zapalové reakcie citlivych jedincov zvysuju
permeabilitu pl'icne;j sliznice, ¢o ul'ah¢uje prienik aeroalergénov na bunky imunitného systému
(D'Amato, 2011). Okrem toho sa preukdzalo, Ze pritomnost’ 0z6nu ma nepriaznivé ucinky na
zdravie, vratane r6znych plicnych ochoreni. Vyskum zistuje, ze latky znecCistujice ovzdusie,
najmi prizemny ozon a tuhé Castice, priamo suvisia so zvySenou prevalenciou astmy (Guarnieri
and Balmes, 2014) ainych alergickych ochoreni. V roku 2017 vydala komisia znecistenia
a zdravia Lancet spravu, v ktorej potvrdzuje narast pacientov s 0 choreniami dychacieho
systému. Tento ndrast je paralelny so zvySenim poctu l'udi s alergickymi priznakmi (napr.
alergickou rinitidou alebo astmou), ktori ¢asto vyzaduji pohotovostnu lekarsku starostlivost’

(Landrigan et al., 2017).

Stimulacia aeroalergénov v dosledku klimatickych zmien

Zmena klimatickych podmienok neovplyvituje vyskyt alergii iba priamo. Stupajice teploty,
vyssia koncentracia oxidu uhli¢itého v atmosfére, silnejSie zrazky a vyssia vlhkost” sposobuju
rychlejsie Sirenie pel'ov a plesni (Chan et al., 2018). Rastlinné patogény sa po celom svete Siria

rychlo, ¢o koreluje s dlhsim vegetacnym obdobim a teplejSimi zimami. Patogény drazdia

72



Recenzovany zbornik vedeckych prac Vyskumného centra AgroBioTech 2019

imunitny systém rastlin, ktorého odpovede nie st bunkového charakteru ale molekularneho.
Jednou zo skupin chemickych latok povazujucich sa za sucast’ imunitného systému rastlin je
vel’ka skupina proteinov PR (PR — z ang. pathogenesis-related).

Jednym z prikladov aeroalergénov so stipajucou prevalenciou je hlavny alergén pel'u brezy,
Bet v 1 protein. Patri do skupiny PR, konkrétnejsie je hlavnym zastupcom PR-10 skupiny —
znamu tiez ako Bet v 1 ajeho homology (URL 1). Ako alergén indukuje senzitizaciu
sprostredkovana IgE vo viac ako 95 % jedincov citlivych na pel brezy. Z doteraz
identifikovanych alergénov ma Bet v 1 zdsadny vyznam v molekularnej alergiologii. Po
prvykrat bol identifikovany ako alergén v roku 1988 a dosiahol kI'ai¢ovi ulohu v zakladnom aj
klinickom vyskume. Zistilo sa, Ze ma mnoho $truktirne podobnych (homoldégnych) molekul,
ktoré sa nachadzaji v peli stromov z radu Fagales, ako aj v potravinach pochadzajtcich z
rastlin. Z alergiologického hl'adiska patri Bet v 1 medzi najddlezitej§i pelovy alergén na
severnej pologuli ajeho homoldogy medzi najéastejSie spustace potravinovych alergii
suvisiacich s pelom v adolescencii a dospelosti v oblastiach pdsobenia pel'u brezy. Preto
skupina PR-10 ma dolezitd ulohu v chapani krizovej reaktivity, diagnostiky, poradenstva

a alergénovo-s$pecifickej imunoterapie pre alergikov (Kleine-Tebbe J., et al, 2017).

Hlavny alergén pel’u brezy a jeho homology vstupujice do kriZovej reakcie

Homology Bet v 1 su bielkoviny Struktirne vel'mi podobné az identické hlavnému alergénu
pel'u brezy a to najmé v mieste epitopu, ktory je vystaveny bunke imunitného systému. Skupina
tychto proteinov je rozSirend v mnohych rastlinnych druhoch, pricom sem patria aj potraviny
ako jablko, CereSna, mrkva, zeler a mnohé iné (niektoré stile neobjaven€). Imunitny systém
pacienta alergického na pel’ brezy moze v dosledku podobnosti proteinov odpovedat’ aj na inak
neskodny protein z tejto skupiny a vyvolat’ tzv. krizova reakciu. Avsak, samotna pritomnost’
proteinu, ako sa zd4, nie je jedinym faktorom vyvolavajucim symptémy. Medzi d’alSie faktory
mozeme zaradit’ kvantitu proteinu v potravinach rastlinného pdvodu, senzitivitu imunitného
systému podmieneného geneticky, ale ako bolo uvedené vyssie, taktieZ rdznymi podmienkami
prostredia, v ktorom zije konkrétny pacient. Mnoho vyskumnych tloh bolo zameranych na
jablko ako modelovy druh PR-10 skupiny. Kvantita alergénu je rozdielna v roznych pletivach
(Supka obsahuje viac alergénu ako duzina), dokonca sa meni pocas vyvinu plodu rastliny.

Vigsina pacientov tvrdi, Ze niektoré odrody jabik znagajt lepsie ako iné (Ricci et al., 2010).
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Geneticka variabilita ako jedna z pri¢in hyper/hypo-alergénnosti odréd

Pri¢ina schopnosti vyvolat' alergicku reakciu doposial nie je objasnend auvazuje sa Ci
sekvencia génu (izoforma) nemodze ovplyvilovat mieru pacientovych symtomatickych
prejavov. Na zistenie izoforiem alergénu v odrodach sa moéze pouzit' velmi jednoducha
a cenovo nenaro¢na metodika polymorfizmu diZky restrikénych fragmentov (RFLP) (S. D.
Tanksley et al., 1989). Ako prvé sa amplifikuje gén alergénu z r6znych odrdd rastlinného druhu,
ktory sa poStiepi vybranymi restrikénymi enzymami. Re$trikéné enzymy st navrhované in
silico na zaklade sekvenéného zaznamu genomickych databaz. Pomocou réznych nastrojov,
dostupnych aj ako online neplatné verzie, sa sekvencia Stiepi vSetkymi nastroju dostupnymi
enzamami, z ktorych sa najvhodnejsie vyberu a pouziju do redlneho Stiepenia. Postiepené
fragmenty sa elektroforeticky rozdelia na gély, ktory je pomocou softwéru premeneny na 0-1
maticu. Pomocou d’al$ich nastrojov je mozné z jednotlivych matic vytvorit’ dendrogramy, ktoré
navzajom porovnavaju Stiepne profily. Rozdiely v poéte a dizke fragmentov (rovnako ako
izoformy) vznikaju na zaklade mutacnych zmien v nukleotidovej sekvencii alergénu a tieto
zmeny sa mdzu prejavit v podobe epitopu na konecnom bielkovinovom produkte a teda

v prejave alergickej reakcie.

Pod’akovanie
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Abstrakt

Elektronicky panel sa ¢oraz viac pouZziva na hodnotenie kvality a bezpecnosti potravin. Mdze
sa pouzit’ na zaznamenavanie nepriaznivych zmien v organoleptickych vlastnostiach potravin,
ako st ovocie, zelenina, vino alebo syry. V tomto ¢lanku sme zhrnuli niektoré z vyhod a
moznosti pouzitia elektronického nosa, elektronického jazyka a elektronického oka, ktorymi st
hlavne rychlost’ merania a jednoduchost’ pripravy vzorky. Chceli by sme tieZ poukazat’ na jeho

mozné vyuzitie na naSom pracovisku.

Kruacové slova: elektronicky nos, elektronické oko, elektronicky jazyk

Uvod

Zabezpecenie kvality a stability potravinarskych vyrobkov mé vel’ky vyznam pre spotrebitel'ov
a vyrobcov, vzhl'adom na rastice o¢akavania z hl'adiska bezpec¢nosti, zdravia a senzorickych
vlastnosti potravin (Buratti et al., 2018). Senzoricka analyza potravin véc¢Sinou prebicha
pomocou Skoleného panelu hodnotitelov. Nevyhodou panelu hodnotitelov su zvySené
pociatocné naklady na tréning hodnotitel'ov, limitované mnoZstvo vzoriek, ktoré sa mozu
hodnotit’, oneskorené vysledky, ktoré su ovplyvnené urcitou troviiou subjektivity hodnotitela.
V doésledku tychto nedostatkov sa vyskum v oblasti senzorického hodnotenia zameral na vyvoj
aplikacii elektronickych a multi-senzorovych technologii, ktoré¢ by dokazali nahradit’” panel
hodnotitelov. Boli vyvinuté elektronické pristroje, konkrétne elektronicky nos, elektronicky
jazyk a elektronické oko, simulujiice zmysly hodnotitel'ov, vd’aka ktorym je odstranena
subjektivita pri hodnoteni. Tak isto sa znizila doba potrebna na analyzu jednej vzorky, ktora
pri siasnom elektronickom paneli trva v priemere len niekol’ko minut (Apretei et al., 2010;
Sliwinska et al., 2014; Majchrzak et al., 2018). Dizka analyzy je asovo Gisporna aj v porovnani
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s citlivej$imi analytickymi metédami, ktoré zvycajne trvaji jednu alebo dve hodiny pre jednu
vzorku (Xu et al., 2019). Vd’aka rychlym analytickym technolégiam mozno najst’ Siroku skalu
aplikacii vyuZitia e-nosa, e-jazyka a e-oka na meranie kvality potravin, ako st ovocie (Lihuan
etal., 2017), dzasy (Yu et al. 2018) alebo vino (Apetrei et al., 2012).

E-nos

E-nos je zalozeny na principoch ¢innosti I'udského nosa. Prchavé zlozky vzoriek sa analyzuja
v poli senzorov, ktoré napodobiiuju ¢uchové bunky pritomné v nose. Signdly su nasledne
odoslané do systému rozpoznavania dat, ktory simuluje funkciu mozgu. Pole senzorov vytvara
jedine¢ny pachovy profil, tzv. ,,odtlaok prsta®, ako odozvu na interakciu s prchavymi
molekulami v rovnovahe so vzorkami. Rozpoznanie zloZiek zmesi sa uskuto¢iiuje porovnanim
ziskaného profilu pachu so standardmi pachu ulozenymi v NIST kniznici. Zvycajne sa e-nos
sklada zo sady snimacov alebo pracuje na principe plynovej chromatografie s FID detektormi;
elektronickych komponentov, ¢erpadiel, klimatizacie, regulatora prietoku atd’. (Sliwinska et al.,
2014; Sanaeifar et al., 2017).

Obrazok ¢. 1 Elektronicky nos

E-nos sa ¢asto pouziva v potravinarskom priemysle, napriklad Stefanikové et al. v roku 2019
pouzili e-nos na hodnotenie kvality slovenskych parenych syrov typu parenica, kde hodnotili
rozdiely medzi vzorkami pocas skladovania. Na druhej strane Prieto et al. v roku 2011

analyzoval vplyv sposobu uzavretia vinnych flias na organoleptické vlastnosti cerveného vina.
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E-oko

Elektronické oko je pocitacova technoldgia, ktord premieiia obraz na digitalny obraz. Pouziva
obrazové snimace namiesto I'udskych o¢i na zhromazd’ovanie snimok objektov a pouziva
pocitacoveé simulacné kritérium na identifikdciu obrazu, ktoré zabrani subjektivnej odchylke

Pudského oka. Vysledky ziskané na elektronickom oku sa hodnotia pouzitim analyzy hlavnych

zloziek (PCA) (Apetrei et al., 2012; Buratti et al., 2018).

Obrazok ¢.2 Elektronické oko

Elektronické oko bolo pouzité na hodnotenie zne€istenia v olivovom oleji (Cano Marchal et al.,
2013), bolo tiez pouzité na urCenie ucinku typu uzaveru na organoleptické vlastnosti cerveného

vina (Prieto et al., 2011).

E-jazyk
Elektronicky jazyk je tvoreny radom snimacich jednotiek, ktoré mozu byt tvorené lipidovymi
membranami, i6novo selektivnymi elektrodami, vodivymi polymérmi alebo uslachtilymi

kovmi (Das et al., 2017; Ha et al., 2018). Na rieSenie snimacich prvkov v systéme
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elektronického jazyka mozno pouzit niekol’ko metodik merania. NajpouzivanejSie su

elektrochemické merania, menovite potenciometria, amperometria a cyklicka voltametria.

Obrazok ¢.3 Elektronicky jazyk

V roku 2002 Riul et al. zaviedli pouzivanie malych merani impedancie signalu v elektronickych
jazykoch. Merania impedancie s nizkym signdlom ponutkaju vyhodu pouzitia materidlov, z
ktorych snimacie jednotky nemusia byt elektro aktivne a nie je potrebna referencna elektroda.
E-jazyky na baze impedancie alebo impedan¢né jazyky su zaloZzené na merani impedancie
malého signalu elektrickej dvojvrstvovej vrstvy (EDL) alebo Helmholtzovej vrstvy vytvorenej
na rozhrani elektrédy/elektrolytu vo frekvenénom rozsahu (Ruil et al., 2002; Elamine et al.,
2019). E-jazyk sa dostal do pozornosti vedeckej obce ako metoda, ktora sa da aplikovat’ v
roznych oblastiach, najmi na hodnotenie kvality a autenticity potravinarskych vyrobkov (Dias
et al., 2016; Elamine et al., 2019). Za poslednych niekol’ko rokov sa uskuto¢nilo vel'a stadii,
pri ktorych sa elektronicky jazyk pouzil pre klasifikdciu a certifikaciu niektorych druhov
napojov (Dias et al., 2016), olivovych olejov (Apretei et al., 2010; Buratti et al., 2018), medu a
kavy alebo znecCistujucich latok vo vode. Taktiez sa pouziva aj na odhalenie falSovania

vyrobkov.

Korelacia vysledkov elektronického panelu a panelu hodnotitel’ov
Pre senzorickil analyzu si pouzivané rozne metddy. NajpouzivanejSou, ale najmenej

objektivnou metodou senzorického hodnotenia je hodnotenie pomocou panelu hodnotitel'ov.
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Menej subjektivnymi metédami su vyuzitie elektronického panelu alebo chromatograficka
analyza. Eckert et al. (2013) vo svojej $tudii, kde hodnotili chut’ viaczlozkovych zmesi réznymi
metodami uvadza, Ze najpreukazanejsie vysledky boli namerané pomocou panela hodnotitelov.
Zaroven vSak poukazuje na prinos vyuzitia elektronického panelu ako podpornej metody
ziskavania vysledkov. Naproti tomu, Lipkowitz et al. (2018), ktori vo svojej stadii sledovali
pomer bielkovin v syre cheddar pocas jeho starnutia naznacuju, ze vyuzitie elektronického
panelu, konkrétne elektronického jazyka, umoziuje zachytit mensie zmeny ako pri pouziti
trénovaného panelu hodnotitel'ov, a tym skor odhalit’ nepriaznivé zmeny v syre. Zaroven vsak
poukazuje na potrebu extrahovat’ lipidy zo vzorky pred analyzou a taktiez na nutnost

vybudovania kniznice profilov syrov pre lepsiu kalibraciu pristroja.

Zaver

V tomto prehl’'ade sme naértli moznosti vyuzitia elektronického panelu ako alternativnej metody
posudzovania kvality a bezpec¢nosti potravin. Vyhodou elektronického panelu je aj jeho mozné
vyuZzitie pri zistovani falSovania potravin alebo sledovani zmien v potravindch pocas
skladovania. Rozne Studie ukazuji, ze sledovanim tychto zmien dokazeme tucinne
minimalizovat’ neziaduce zmeny potravin, ktoré by viedli k zhorSeniu kvality vyrobkov. V
buducnosti by sme chceli vyuzit' elektronicky panel na analyzu pekéarenskych vyrobkov s
pridanim Specidlnej muky, monitorovanie kvality bryndze v priebehu roka alebo sledovanie

organoleptickych zmien v nédpojoch pocas starnutia.
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