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Predslov
Milé Studentky, mili Studenti, vaZené kolegyne a kolegovia,

dostava sa vam do ruk zbornik prispevkov z 10. roénika Studentskej vedecke]j konferencie
(SVK), ktoru aj v tomto roku spoloéne pripravili Fakulta prirodnych vied UMB v Banskej Bystrici,
Fakulta prirodnych vied UCM v Trnave a Fakulta prirodnych vied a informatiky UKF v Nitre.

Toto vedecké podujatie sa uz stalo pevnou sucastou akademického roka a ponuka Studentom
bakaldrskeho, magisterského i doktorandského $tudia cennu prilezitost prezentovat vysledky svojho
vyskumu, ziskat skusenosti s odbornym vystupovanim a publikovanim, nadviazat nové kontakty &i
inSpiraciu do dalSieho Studia. Kazdy prispevok, ktory Studenti pripravia a odprezentuju, predstavuje
krok k profesionalnemu vedeckému rastu.

V roku 2026 sa SVK konala 8. aprila na pode Fakulty prirodnych vied Univerzity Mateja Bela
v Banskej Bystrici, Tajovského 40. Prispevky boli rozdelené do tematickych sekcii podla odborov
a odborné komisie ocenili tie najlepSie vystupenia v kazdej sekcii.

Zbornik, ktory prave drzite v rukach, je vysledkom usilia nielen §tudentov, ale aj ich skolitelov,
recenzentov a garantov jednotlivych sekcii. Mnohé prispevky presli prvykrat procesom recenzného
konania — délezitého kroku na ceste k vedeckému publikovaniu.

Velka vdaka patri vSetkym, ktori sa podielali na organizacii konferencie, vytvorili jej odbornu
i priatelsku atmosféru a podporili Studentov na ich akademickej ceste. Ocenenym srde¢ne blahozelame
a vSetkym udastnikom dakujeme za aktivny pristup. Verime, Ze skusenosti ziskané na SVK budu
pre vas motivaciou aj do dalSich rokov.

Tesime sa na stretnutie opat o rok!

S Uctou,

doc. RNDr. Ingrid Turisova, PhD.
prodekanka pre vedu a vyskum, FPV UMB v Banskej Bystrici

Mgr. Dominika VeSelényiova, PhD.
prodekanka pre medzinarodné vztahy a doktorandské studium, FPV UCM v Trnave

prof. RNDr. Radoslav Omelka, PhD.
prodekan pre vedu a vyskum, FPVal UKF v Nitre
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Vplyv rastovych regulatorov na tvorbu a rast kalusovej

biomasy Tagetes patula L.
The effect of growth regulators on callus formation and biomass

production of French marigold (Tagetes patula L.)
Maria Cingelova®! - Jan Kraic'?- Sarlota Kafukova®?
'Ustav bioldgie a biotechnoldgie, FPV UCM, Nam. J. Herdu 2, 917 01 Trnava,

2\lyskumny Gstav rastlinnej vyroby, NPPC, Bratislavska cesta 122, 921 68 Pie3tany
cingelova2 @ucm.sk, “*sarlota.kanukova@ucm.sk, **jan.kraic@ucm.sk

Abstrakt

Aksamietnica rozloZitd (Tagetes patula L.) je
vyznamnym zdrojom karotenoidov a tiofénov, ktorych
obsah vrastlinnom pletive ovplyviuji podmienky
prostredia. Produkcia homogénnej biomasy v in vitro
podmienkach preto predstavuje vhodny pristup na
ziskavanie stabilného materidlu pre naslednud
produkciu sekundarnych metabolitov. Cielom prace
bolo zhodnotit Gcinok réznych koncentracii rastovych
regulatorov IAA aTDZ na tvorbu kalusu a prirastok
biomasy zlistovych, stonkovych a korenovych
explantatov T. patula. Explantaty boli kultivované na
MS médiu pocas 12 tyzdrnov a hodnotila sa Cerstva
hmotnost vytvoreného kalusu. Najvyssi prirastok
biomasy bol zaznamenany u listovych explantatov pri
1 mg/L IAA + 0,5 mg/L TDZ (13,61 + 0,93 g), zatial ¢o
stonkové a korenové explantaty dosiahli maximum pri
7 mg/L1AA +0,5 mg/LTDZ (8,68 + 3,83 g; 6,79+ 1,2 g).
Ziskané vysledky predstavuju vychodiskovy material
pre dalsie vyuzitie kalusovych kultir T. patula
v podmienkach in vitro.

Klacové slova: Tagetes sp.,

kalogenéza, kalus, in vitro kultivacia

aksamietnica,

Abstract

French marigold (Tagetes patula L.) is a significant
source of carotenoids and thiophenes, the content of
which in plant tissue is influenced by environmental
conditions. The production of homogeneous biomass
under in vitro conditions therefore represents a
suitable approach for obtaining stable material for
subsequent production of secondary metabolites. The
aim of the study was to evaluate the effect of different
concentrations of growth regulators IAA and TDZ on
callus formation and biomass increase from leaf, stem,
and root explants of T. patula. Explants were cultured
on MS medium for 12 weeks, and the fresh weight of
the formed callus was evaluated. The highest biomass
increase was recorded in leaf explants at 1 mg/L I1AA +
0.5 mg/L TDZ (13.61 + 0.4 g), while stem and root
explants reached their maximum at 7 mg/L IAA + 0.5

mg/L TDZ (8.68 + 3.83 g and 6.79 = 1.2 g). The
obtained results provide baseline material for further
utilization of T. patula callus cultures under in vitro
conditions.

Key words: Tagetes sp., marigold, callogenesis, callus,
in vitro cultivation

Uvod

Rod Tagetes L. (Asteraceae), znamy ako
aksamietnica, zahfiia vySe 50 druhov pévodom najma
z oblasti Strednej a Juznej Ameriky [1], ktoré sa v
sucasnosti pestuju v roznych klimatickych pasmach po
celom svete [2]. Okrem estetického vyznamu v
okrasnom zahradnictve su tieto druhy cenené aj pre
svoju chemickd rozmanitost a schopnost produkovat
Siroké spektrum sekundarnych metabolitov s beznymi
biologickymi Gcinkami [3]. Medzi najvyznamnejsie
zlG€eniny patria karotenoidy, z ktorych lutein a
zeaxantin zohravaju délezita ulohu v nutraceutickom a
potravinarskom priemysle [4][5] a tiofény s
preukdzanymi antimikrobialnymi, insekticidnymi a
fototoxickymi Gcinkami [6]. Tieto latky podmienuju ich
Siroké vyuzitie pri vyrobe vyzivovych doplnkov, v
dermatolégii, agronémii, ako aj pri vyvoji ekologickych
pesticidov [7][8].

Obsah sekundarnych metabolitov v rastlinach
Tagetes je vSak mimoriadne variabilny. Vyznamné
rozdiely vznikaji v zavislosti od podmienok
pestovania, ako je zloZenie pody, dostupnost vody,
intenzita svetla, teplota ¢ sezénnost zberu [9] [10]
[11]. Tato environmentilne podmienena variabilita
predstavuje zasadny problém pri priemyselnej
produkcii, kde sa vyzaduje stabilny, kvalitny a
reprodukovatelny rastlinny material. Z toho dévodu
stipa zaujem o alternativhe stratégie, ktoré by
umoznili stabilnt produkciu metabolitov bez zavislosti
od klimatickych ¢i geografickych faktorov.

Jednou z alternativ k tradicnému pestovaniu je in
vitro kultivacia rastlinnych pletiv a buniek, ktora
umoznuje produkciu homogénneho materidlu s
reprodukovatelnym  metabolickym  profilom v
kontrolovanych podmienkach [12] [13] [14]. KlG¢ovym



vychodiskovym krokom je indukcia kalogenézy, tvorba
neorganizovaného kalusového pletiva, ktoré slizi ako
zaklad pre bunkové suspenzné kultiry, studium
biosyntetickych drah aj pre regeneraciu rastlin [15].

Vyskumy realizované najma na Tagetes erecta L.
preukazali, Ze indukcia kalusu zavisi od vhodnej
kombinacie auxinov a cytokininov, ako aj typu
explantatu [16] [17]. NajCastejsie pouZivané auxiny
(2,4-D, NAA, IAA) v kombinacii s cytokininmi BAP alebo
KIN podporuji tvorbu neorganizovaného
parenchymatického pletiva [12] [17], pricom
thidiazuron (TDZ) sa v druhoch celade Asteraceae
Casto spéja so zvySenou kalogenézou [18]. Pre Tagetes
patula L. vsak stale chybaju systematické Udaje o
Ucinku kombinacii réznych rastovych regulatorov pri
réoznych  typoch explantitov, ¢o obmedzuje
porovnanie rychlosti a mnoZstva kalusovej biomasy
[19]1[20] [21].

Cielom tejto prace bolo preto zhodnotit vplyv
réznych koncentracii IAA a TDZ na indukciu kalusu a
tvorbu kalusovej biomasy z listovych, stonkovych a
korenovych explantatov Tagetes patula L.

Material a metody
1.1 Priprava rastlinného materialu

Semena aksamietnice rozloZitej (Tagetes patula L.)
ziskané od spolo¢nosti ZELSEED s.r.o. (Horna Potén,
Slovensko) boli povrchovo sterilizované v 96% (v/v)
etanole pocas 30 s. anasledne v4,7 % (v/v) roztoku
chléornanu sodného (Tatrachema, v.d., Slovenska
republika) s pripravkom jednej kvapky Tween 20 pocas
15 min. za kontinudlneho mieSania na orbitalnej
trepacke. Sterilizované semena sa nasledne trikrat
preplachli sterilnou destilovanou vodou a boli
prenesené na MS médium (Murashige a Skoog) [22]
(Duchefa Biochemie, Haarlem, Holandsko) s
polovicnym obsahom vsetkych zloZiek, vratane
vitaminov, sacharézou (3 %; w/v) a agarom (0,8
%;w/v), pH 5,7 5,8. Kultivacia prebiehala v
kultivacnej miestnosti pri kontrolovanej teplote 23 +
2°C afotoperiéde 16h svetlo/8 h tma, pocas 4
tyZzdnov.

1.2 Indukcia kalogenézy

Listové, stonkové akorenové explantaty boli
odobrané z rastlin asepticky kultivovanych na % MS
médiu. Explantaty boli kultivované na MS médiu
sagarom, sroznymi koncentraciami rastovych
regulatorov IAA aTDZ uvedenych v Tabulke 1.
Kultivacia prebiehala vtme, pri teplote 23°C+2°C,
pocas 12 tyZzdnov. Kalusy boli pasdzované po 3,6 a 9
tyzdiioch na cerstvé médium srovnakym zloZenim
rastovych  regulatorov.  Vrovnakych  ¢asovych

intervaloch sa kalusy odvazili azaznamenala sa ich
cerstvad hmotnost. Po ukonceni 12 tyzdnovej kultivacie
boli vsetky namerané Udaje podrobené Sstatistickej
analyze.

Tab. 1 Kombinacie réznych koncentracii rastovych
regulatorov (RR) v MS médiu na indukciu kalogenézy.

RR Koncentracia (mg/L)

1AA 1 1] 1 7 717|125 12,5 | 12,5

TDZ | 0,5 1(05|5|1 0,5 5 10
0 0

1.3 Vyhodnotenie kalogenézy

Indukcia arast kalusu boli sledované v styroch
biologickych opakovaniach, pricom v kazdom z nich
bolo pat explantatov z listov, resp. stoniek, koren.
Hodnotenymi parametrami boli percento tvorby
kalusu, morfologické parametre ako farba, Struktira
acerstvd hmotnost kalusu. Vysledné udaje boli
spracované v programe Microsoft Excel pre Microsoft
365 MSO verzia 2304 a statisticky vyhodnotené
pomocou analyzy rozptylu (one-way ANOVA) a
nasledného testu najmensieho vyznamného rozdielu
(LSD) pomocou softvéru Statgraphics verzia 19.2.01
(Statgraphics Technologies, Inc., The Plains, VA, USA).
Vyznamné rozdiely medzi priemermi boli testované
pomocou LSD testu na 5 % hladine vyznamnosti (p <
0,05).

2 Vysledky a diskusia

Indukcia kalogenézy u Tagetes patula L. bola
a pri vsetkych troch typoch explantatov. Frekvencia
tvorby kalusu sa pohybovala od 0 do 100 % v zavislosti
od typu explantatu a pouzitych koncentracii IAA a TDZ.
Najvyssiu tvorbu kalusu (80-100 %) dosiahli listové
explantaty, zatial ¢o koreriové explantaty reagovali
najslabsie najma pri vyssich koncentraciach TDZ (obr.
1).
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Obr. 1 Kalusy iniciované z korenovych explantatov po
12 tyzdnoch kultivacie (1- kombinacia 1 mg/L IAA + 10
mg/l TDZ; 2- kombinacia 7 mg/L IAA + 10 mg/L TDZ;
12,5 mg/L IAA + 10 mg/I TDZ).

Pocas prvych troch tyZzdnov kultivacie boli
zaznamenané signifikantné rozdiely v tvorbe kalusovej
biomasy medzi jednotlivymi typmi explantatov aj
medzi réznymi kombinaciami rastovych regulatorov
pouzitych na indukciu kalusu (p < 0,05). Najvyssiu
Cerstvl hmotnost dosiahli listové explantaty na médiu
s1 mg/L IAA + 0,5 mg/L TDZ (1,23 + 0,26 g), ¢o
predstavovalo najvyraznejsi rast spomedzi vsetkych
variantov. Stonkové explantaty mali maximalnu
hmotnost priblizne 0,81 + 0,35 g pri kombinacii 7 mg/L
IAA + 5 mg/L TDZ, zatial ¢o hmotnost cerstvej biomasy
z korenov sa pohybovala od 0,007 g do 0,3 g. Pri
najvyssej koncentracii TDZ (10 mg/L) bol pozorovany
zretelny  inhibicny  Gcinok, predovsetkym  pri
stonkovych a korenovych explantatoch.

il h i

1+05 1+5 1+10 7+0,5 7+5 7+10 125+05 125+5 125+10
-acia rastovych r v IAA + TDZ (mg/l)

Cerstva hmotnost’ kalusu (g)

= Koreii ®Stonka = List

Graf 1 Vplyv rastovych regulatorov na cerstva
hmotnost biomasy kalusov (g) indukovanych z korena,
stonky a listu po 3 tyzdioch kultivacie.

Pocas Siestich tyzdrov kultivacie sa zaznamenali
taktiez signifikantné rozdiely vtvorbe kalusovej
biomasy medzi jednotlivymi typmi explantatov aj
kombinaciami koncentracii IAA a TDZ pouzitych na

indukciu kalusu. Listové explantaty dosiahli najvyssiu
Cerstvi hmotnost biomasy na médiu s najnizSou
koncentraciou s 1 mg/L IAA + 0,5 mg/| TDZ, 4,64 + 1,06
g, €o predstavovalo najvyraznejsi rast oproti ostatnym
variantom. Stonkové explantaty dosiahli maximalnu
hmotnost 2,47 + 0,29 g na médiu s 7 mg/L IAA + 0,5
mg/L TDZ. Korenové explantaty zostali najslabsie
s maximalnou hmotnostou cerstvej biomasy 1,49 *
0,09 g. Vysoka koncentracia TDZ (10 mg/L) v tomto
obdobi pozorovatelne inhibovala tvorbu biomasy,
najma u stoniek a korenov (Graf 2).
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Graf 2 Vplyv rastovych regulatorov na cerstva
hmotnost biomasy kalusov (g) indukovanych z korena,
stonky a listu po 6 tyZdroch kultivacie.

V priebehu deviatich tyZzdiiov doslo k vyraznému
narastu kalusovej biomasy vo vsetkych typoch
explantatov. Listové explantaty dosiahli az 9,17 + 0,52
g na médiu s 1 mg/L IAA a0,5 mg/L TDZ. Stonkové
explantaty vyrazne pokrocili a maximum cerstvej
hmotnosti biomasy na médiu s 7 mg/L IAA + 0,5 mg/L
TDZ bolo 6,21 + 1,64 g a korene az na 4,68 + 2,49 g pri
vyssich davkach IAA. Inhibi¢ny efekt TDZ (10 mg/L) sa
stale prejavoval, no uz v mensej miere ako na zaciatku
(Graf 3).

0 IJ .i‘ il i“ il M m J

1405 145 1+10 7405 7+5  7+10 125405 125+5 125+10

Cerstva hmotnost’ kalusu (g)

~

Koncentracia rastovych regulatorov IAA + TDZ (mg/l)
= Koreii ®Stonka = List
Graf 3 Vplyv rastovych regulatorov na cerstva
hmotnost biomasy kalusov (g) indukovanych z korena,
stonky a listu po 9 tyZdnoch kultivacie.

Pocas 12. tyzdnov kultivacie sme zaznamenali
najvyssiu mieru tvorby kalusovej biomasy. Pricom
listové explantaty na médiu s 1 mg/L IAA + 0,5 mg/L
TDZ prekrocili hmotnost 13,5 g, presnejSie 13,61 +
0,93 g. Taktiez sa zaznamenala vysokd hmotnost
Cerstvej biomasy pri listovych explantatoch na médiu 7
mg/L IAA + 10 mg/L TDZ (12,76 + 0,64 g). Stonkové
explantaty dosiahli maximum 8,68 + 3,83 g na médiu
s 7 mg/L IAA + 0,5 mg/L TDZ a taktiez na médiu s 12,5



mg/L IAA + 0,5 mg/L TDZ (7,98 = 1,2 g). Korefové
explantaty dosiahli najmensiu hmotnost po dvanastich
tyzdnioch kultivacie s maximom 6,79 + 1,2 g na médiu
s 7mg/L IAA + 0,5 mg/L TDZ (Graf 4).

P \l\ 1.

1+0,5 1+5 1+10 7+0,5 7+5 7+10 125+0,5 12,5+5 12,5+10
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Graf 4 Vplyv rastovych regulatorov na cerstva
hmotnost biomasy kalusov (g) indukovanych z korena,
stonky a listu po 12 tyZdnoch kultivacie.

Kalusy Tagetes patula L. boli v prvych 3-6 tyZdnoch
prevazne bielozlté az Zltohnedé. Po 9.-12. tyzdiioch sa
na najproduktivnejsich variantoch (1 mg/L IAA + 0,5
mg/L TDZ a 12,5 mg/L IAA + 0,5 mg/L TDZ) vyvinulo
intenzivne Zlté aZ Zltozelené sfarbenie s krémovym
odtienom, sprevadzané lokalnym hnednutim (obr. 2
a3). Zlté a7 Zltozelené pigmenty (hlavne lutein a
zeaxantin) su typické pre rod Tagetes a slvisia s
akumulaciou karotenoidov v dlhodobej kultivacii, ¢o
pozorovali aj v praci Benitez-Garcia a kol. [12]. Lokalne
hnednutie po 9. tyzdni pravdepodobne vyplyva z
oxidacie fenolov pri dlhodobej expozicii TDZ s ¢im sa
pngbne stretli aj v préci Ali a kol. [23].

L1 W {h:! y /
Obr. 2 Kalusy iniciované z explantatov (K-koren, S-
stonka, L-list) po 9 tyZzdiioch kultivicie (1- kombinéacia
1 mg/L IAA + 0,5 mg/l TDZ; 2- kombinacia12,5 mg/L
IAA + 0,5 mg/| TDZ).

Obr. 3 Kalusy iniciované z explantatov (K-koren, S-
stonka, L-list) po 12 tyZzdiioch kultivacie (1- kombinacia
1 mg/L IAA + 0,5 mg/l TDZ; 2- kombinacial2,5 mg/L
IAA + 0,5 mg/l TDZ).

Vysledky experimentu u Tagetes patula L. potvrdili
vyrazni zavislost kalogenézy od typu explantatu,
kombinacii koncentracii rastovych regulatorov IAA,
TDZ aod dizky kultivacie. Espinoza a kol. [24] pri
indukcii kalusu z listovych explantatov Tagetes erecta
L. dosiahli najvyssiu mieru kalogenézy (87-100 %)
prave na médiu s nizkou koncentraciou auxinu 2,4-D 1
mg/l v kombinacii s cytokininom BAP 2 mg/l, pricom
nase optimalne podmienky (1 mg/I IAA + 0,5 mg/l TDZ)
sU tiez zalozené na nizkych koncentraciach rastovych
regulatorov.

Osman akol. [19] priamo porovnavali listové,
stonkové akoreriové explantaty T. patula L. na MS
médiu s kombinaciami NAA a BAP, pricom kalusova
biomasa listovych explantatov vyrazne prevysovala
stonkové a koreriové explantaty ako aj v nasom
pripade.

Vyssie koncentracie TDZ (5-10 mg/L) po 9. tyZdni
Casto spoOsobovali hnednutie a spomalenie rastu,
pravdepodobne v doésledku nadmernej cytokininovej
aktivity a akumulacie fenolickych latok, s ¢im sa stretli
aj vstadii Lin akol. [25] pri indukcii kalogenézy
bambusu-Bambusa edulis. Autori uvadzaji, Ze pri
pouziti vy$sej koncentracie cytokininu TDZ (9,9 mg/L)
sa zvysilo hnednutie 3 aZ 4 krat.

Nase vysledky potvrdzuju, Ze kombinacia 0,5 mg/L
TDZ + 1 mg/L IAA pre listové explantaty a 7 mg/L IAA +
0,5 mg/L TDZ pre stonkové a korenové explantaty
predstavuje vyvazeny stav pre Tagetes patula L., ktory
maximalizuje biomasu bez rizika stresovej odpovede
typickej pri vyssich davkach TDZ.

Zaver

Vysledky prace potvrdili, Ze tvorba kalusu v in vitro
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podmienkach je uTagetes patula L. moind zo
véetkych testovanych typov explantatov, pricom jej
rozsah vyrazne zavisel od pouzZitych koncentracii
rastovych regulatorov IAA aTDZ. NajvysSia tvorba
kalusu aj najvacsi prirastok biomasy boli zaznamenané
u listovych explantatov na médiu 1 mg/L IAA + 0,5
mg/L TDZ, zatial ¢o u stonkovych a korenovych
explantadtov sa najvyssie hodnoty dosiahli pri
koncentracii 7 mg/L IAA + 0,5 mg/L TDZ. Tieto zistenia
potvrdzuju vhodnost kalusovych kultdr T. patula ako
pociatocného materialu pre optimalizaciu
produkénych systémov vzhladom na biomasu ako aj
sekundarnych metabolitov v in vitro podmienkach.
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Abstrakt
Prispevok sa zameriava na vyhodnotenie vplyvu
vybranych environmentalnych faktorov a metodiky
zberu na vyskyt hub rodu Lophodermium na
hostitelskej drevine Pinus sylvestris. V priebehu rokov
2022 - 2026 bolo na 16 lokalitdch Slovenska
odobratych 181 vzoriek, ktoré boli podrobené vizualnej
analyze pritomnosti reprodukénych organov huby tzv.
hysterotécii. Vysledky preukdzali korelaciu medzi
nadmorskou vySkou a pozitivnym zdznamom
pritomnosti huby, kedy prevalencia stupla z 33,6 % v
polohdach s nadmorskou vyskou do 300 m n. m. na 96,7
% vo vyssich polohach nad 600 m n. m.. Porovnanie
biotopov odhalilo vyrazny nepomer prevalencie huby
medzi lesnym (94,7 %) a mestskym prostredim (33,9
%). Z hladiska metodiky sa ako kfucovy determinant
ukazal zdroj vzoriek, kde ihlice z opadu vykazovali
vysSiu mieru pozitivity (60,5 %) neZ vzorky odobraté
priamo zo stromu (13,8 %). Studia naznaduje, 7e vysdia
detekcia hub rodu Lophodermium je podmienena
synergiou viacerych faktorov.

Kla¢ové slova: Lophodermium, hysterotécia,

Pinus sylvestris, nadmorska vyska, sypavky

Abstract

This study evaluates the impact of selected
environmental factors and sampling methodology on
the occurrence of fungi in the genus Lophodermium on
the host tree species Pinus sylvestris. Between 2022
and 2026, 181 samples were collected across 16 sites in
Slovakia and visually analyzed for the presence of
reproductive organs, known as hysterothecia.

The results demonstrated a correlation between
altitude and positive records of the fungus, with
prevalence rising from 33.6% in areas up to 300 m a.s.l.
to 96.7% at higher elevations above 600 m a.s.l. A
comparison of habitats revealed a significant disparity
in fungal prevalence between forest (94.7%) and urban
environments (33.9%). Regarding methodology, the

source of the samples proved to be a key determinant;
needle litter showed a higher positivity rate (60.5%)
compared to samples collected directly from the tree
(13.8%). The study suggests that the higher detection
rate of Lophodermium fungi is conditioned by the
synergy of multiple factors.

Key Words: Lophodermium, hysterothecium, Pinus
sylvestris, altitude, needle cast

Uvod

Borovice predstavuju na Slovensku druhy najdolezitejsi
rod ihlicnatych drevin pokryvajucich priblizne 6,6 %
zalesnenej plochy. SU ohrozované mikroskopickymi
hubovymi patogénmi, ktoré mézu spbsobovat vaine
Skody. Medzi vyznamnych povodcov ochoreni patria aj
druhy hub z rodu Lophodermium [1,2,3]. Tieto
mikroskopické huby Ziju v ihliciach hostitela bud ako
endofyty bez viditelnych symptémov [4], alebo ako
parazity vyvolavajuce ochorenia. Na Slovensku su
hubové choroby borovic ¢oraz castejsSie, pricom ich
Sireniu napomaha vlhké prostredie, teplota okolo 27 °C,
vietor a zrazky [5,6].

Rod Lophodermium celosvetovo infikuje priblizne 30
druhov borovic, pricom k najnachylnejSim patri Pinus
sylvestris a P. resinosa. Infekcia sa vSak beZzne vyskytuje
aj na dalSich druhoch, ako su P. brutia, P. densiflora, P.
mugo, P. nigra, P. tabuliformis a mnoho dalsich [7].

V Eurdpe su najcastejsimi hostitelmi P. sylvestris, na
ktorych najéastejSie parazituju druhy L. seditiosum, L.
pinastri, L. conigenum a L. pini-excelsae, ktoré
sposobuju problémy najma v lesnych Skélkach [7]. Na
Slovensku bol vyskyt tychto hab potvrdeny aj na novych
hostitelskych  druhoch, ku ktorym patri P.
aristata, P. armandii, P. flexilis, P. heldreichii,

P. rigida a P. uncinata [3].

Lophodermium zahfna druhy so Specifickym
vztahom k uréitym druhom borovic, ale aj také druhy,
ktoré maju SirSie hostitelské spektrum. Vacsina druhov
sa pritom vyskytuje bud' na 5-ihlickovych, alebo na 2- az



3-ihlickovych boroviciach [5,8].

Za najskodlivejsi druh je povaZovany L. seditiosum,
ktory napada ihli¢ie uz pocas vegetacnej sezony, a to
najma v lokalitich s vysokou vlhkostou a nizsimi
teplotami [9,3].

Naproti tomu L. pinastri posobi menej agresivne a
osidluje primarne odumreté ihlice, zatial ¢o L.
conigenum sa sustreduje na ihli¢ie odumierajicich
vetiev alebo celych stromov [9]. Charakteristickym
morfologickym znakom hub rodu Lophodermium su
reprodukéné organy tzv. hysterotécia, su Cierne, lesklé
v tvare ovalu (cca 0,8 mm). SU mierne vyvysené,
usporiadané pozdizne, v nich sa wvyvijaju vreckd
s askospdrami, ktoré sa pri dozreti uvolfiuju cez Strbinu
[7,10].

1.1 Do6sledky

Vyskyt patogénnych druhov spoOsobuje vadnutie
kondrov a rednutie stromov v spodnej casti koruny.
V désledku poskodenia ihlic sa zniZuje fotosynteticka
aktivita stromu, oslabenie sa prejavuje intenzivnejsie
pocas zimy a suchého obdobia, zniZuje sa esteticka
hodnota stromu. Niektoré druhy zrodu
Lophodermium, dokaiu mladé stromy usmrtit v
priebehu jedného roka [11].

1.2 Zaznamy zo Slovenska
Z dlhodobého hladiska patrili borovice medzi najmene;j
poskodzované dreviny, ale v roku 2006 bolo na viac ako
32 % stromov zaznamenané poskodenie spOsobené
hubovymi patogénmi. Na asimilacnych organoch
borovic sa najéastejSie vyskytovali sypavky rodu
Lophodermium, zatial' ¢o na korenovych nabehoch a
kmenoch sa objavovali huby ako Heterobasidion
annosum adruhy rodu Phellinus [12,13]. Rok 2009
priniesol vyrazny pokles vyskytu hub na boroviciach
v lesnych porastoch, o bolo spdsobené znizenim
infekéného tlaku zo strany sypaviek Lophodermium sp.
a Dothistroma septosporum. V roku 2010 sa
poskodenia na boroviciach zaznamenali na 76,6 %
stromov, ¢o predstavuje ndrast o 10,5 % oproti
predchadzajucemu roku. Najviac poskodené boli opat
asimilacné organy, kde sa objavilo poskodenie na viac
ako 52,3 % stromov, ¢o bolo zapri¢inené napadnutim
starSich ihlic sypavkami rodu Lophodermium [14,15].

Monitoring vyskytu a rozSirenia mikroskopickych
hub na ihliciach P. nigra s priznakmi poskodenia bol
uskutocneny v Nitre (2013 — 2014). Identifikovanych
bolo devat druhov mikroskopickych huab, pricom
najvyznamnejsie Skody sposobovali L. seditiosum a C.
niveum [11].

Vysledky vyskumu hubovych spolocenstiev P. nigra
a P. sylvestris na 67 stanovistiach na Slovensku odhalili
pritomnost 18 druhov hub, z ktorych sa najéastejSie
vyskytovali Sphaeropsis sapinea, Lophodermium
pinastri, Cyclaneusma minus a C. niveum. Na
opadnutom ihli¢i dominovali rody Lophodermium a

Cyclaneusma, na kondroch dominovali
sapinea a Zythiostroma pinastri [16].

V roku 2021 doslo k zvysenému vyskytu sypaviek na
boroviciach, vyvolany L. pinastri a L. seditiosum. Tento
narast bol zaznamenany nielen v lesnych skolkach, ale
aj v mladych lesnych porastoch na viacerych miestach
Slovenska, predovsetkym v oblastiach Zahoria, Gemera
a Spisa. ZvysSeny vyskyt tychto hub bol spdsobeny
predovsetkym klimatickymi podmienkami %
predchadzajucom roku, najma vlhkejsSim priebehom
prvej polovice vegetacného obdobia [5].

Najnovsie vysledky vyskumu umozZiuju identifikaciu
pritomnosti druhov L. seditiosum al. pinastri
molekuldarnymi metédami na zaklade pritomnosti DNA
aj priamo v pletive ihlice pomocou tzv. druhovo
Specifickych  primerov.  Tymito  molekuldarnymi
analyzami u 200 vzoriek ihlic zozbieranych z 19 druhov
borovic pochadzajucich zo 75 lokalit Slovenska sa
potvrdilo, Ze viac ako polovica monitorovanych
stromov (59,5 %) bola pozitivna na vyskyt bud L.
pinastri, L. seditiosum, alebo na oba druhy zaroven. L.
pinastri sa vyskytol v 113 vzorkach (56,5 %) zo 48
lokalit, L. seditiosum v 63 vzorkach (31,5 %) z 32 lokalit.
Pritomnost oboch druhov na tej istej borovici bola
zistena v 57 vzorkach (33,5 %) z 29 lokalit, pricom v
niektorych pripadoch sa oba druhy vyskytovali na tej
istej borovici. Vysledky monitoringu oboch druhov
nepreukazal Ziadne vyznamné rozdiely medzi lesnymi a
mestskymi porastmi. L. pinastri sa vyskytol v 64,15 %
vzoriek z lesov a 62,60 % vzoriek z mestského
prostredia, zatial Co L. seditiosum bol zisteny v 35,85 %
vzoriek z lesov a 37,40 % z mestskych porastov [3].

Ciefom prispevku je vyhodnotit vyskyt a rozsirenie
hub rodu Lophodermium a analyzovat vplyv vybranych
environmentalnych faktorov a typu stanovista na ich
vyskyt na P. sylvestris .

najma S.

2 Material a metéody

lhlice sme odoberali z hostitelskej dreviny P. sylvestris
z roéznych typov porastov v ramci Slovenska (Tab. 1).
lhlice sme zberali bud priamo zo stromu alebo zo zeme
pod drevinou. Jedna vzorka predstavuje cca 30-50 ihlic
z toho istého stromu. V laboratériu sme ihlice
vyhodnotili vizudlne pomocou LED laboratérnej lampy
s integrovanou kruhovou lupou. Hodnotili sme
pritomnost plodnic¢iek (hysterotécii, Obr. 1 a 2)
typickych pre rod Lophodermium. Vzorka ihlic, v ktorej
sme vizualne potvrdili pritomnost hysterotécii, sme
oznacili ako pozitivnu.

Pri kazdom odbere vzorky sme zaznamenali klicové
stanovistné charakteristiky potrebné pre naslednu
analyzu environmentalnych faktorov. Pomocou GPS
zariadenia sme urcili presne nadmorsku vysku danej
lokality. Zaroven sme lokalitu klasifikovali podla typu
prostredia na mestsku (urbannu) zeleri alebo lesny
porast. Vsetky ziskané Gdaje boli nasledne spracované
v programe Microsoft Excel vo forme databazy.
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Obr. 1 Hysterotécie huby rodu Lophodermium

Obr. 2 Detailny pohlad na hysterotécie huby rodu
Lophodermium

Tab. 1 Detailny prehlad hodnotenych lokalit P. sylvestris

Lokality Pocet odberovych miest Rok zberu Pocet vzoriek Zdroj Prostredie
v ramci lokality
Bratislava 1 2025 4 zem (2) mestské
strom (2)
Danisovce 2 2022 13 zem (13) lesné
Detva 2 2026 2 zem (2) lesné
Hrabusice 4 2022 22 zem (22) lesné
Krivan 1 2026 2 zem (1) mestské
strom (1)
Lucenec 2 2025 10 zem (5) mestské
strom (5)
Nitra 3 2025 12 zem (8) mestské
strom (4)
Paldrikovo 2 2025 4 zem (2) mestské
strom (2)
Podhorie 1 2025 1 zem (1) lesné
Poltar 4 2025 25 zem (13) mestské
strom (12)
Rimavska Sobota 3 2026 26 zem (26) mestské
Spissky Hrhov 2 2022 11 zem (11) lesné
Surany 4 2025 4 zem (4) mestské
Vernar 1 2022 8 zem (8) lesné
Vieska nad Zitavou 1 2024,2025,2026 20 zem (18) mestské
strom (2)
Zvolen 1 2025 17 zem (16) mestské
strom (1)
3 Vysledky a diskusia podmienky pre infekény proces.
Na 16 lokalitdich sme zozbierali 181 vzoriek ihlic z P. Tento trend naznaluje, Ze existujd hranice

sylvestris. Z tohto celkového poctu vzoriek sme
potvrdili pritomnost hysterotécii na 96 vzorkach, ¢o je
53,0% vsetkych vzoriek. Negativita sa vyskytovala u 85
vzorkach, ¢o predstavuje 47,0%.

3.1 Vplyv nadmorskej vysky na incidenciu hub rodu
Lophodermium

Hodnotené lokality sme podla nadmorskej vysky
rozdelili do troch vyskovych stupnov (Tab. 2). Zo
ziskanych hodnét vyplyva, Ze nizsie polohy do 300 m n.
m. vykazuju pozitivnu pritomnost patogénu len v
priblizne jednej tretine vzoriek. Zatial ¢o vo vyssich
polohdch nad 600 m n. m. bola miera infekcie ovela
vyssia (96,7%, Tab. 2). Analyza potvrdila, Ze dochadza k
exponencidlnemu narastu pozitivity vzoriek v zavislosti
od nadmorskej vysky.

Vysledky naznacuju, ze nadmorska vyska méze byt
jednym z rozhodujucich environmentalnych faktorov,
ktory ovplyviiuje Sirenie hdb rodu Lophodermium. S
narastajucou elevaciou dochadza k zmenam
mikroklimy, najma k narastu relativnej vihkosti vzduchu
a poklesu priemernych tepl6ot, ¢o vytvdra optimdine

nadmorskej vysky v ktorych sa hubam dari ovela lepsie.

Tab. 2 Vysledky hodnotenia pritomnosti hub rodu
Lophodermium v stanovenych vyskovych stuprioch na

Pinus sylvestris

Vyskovy Pocet vzoriek Prevalencia

stupefi (%)
(m.n.m.) Celkom Pozitivne Negativne

(n)

0-300 122 41 81 33,6
300 - 600 29 26 3 89,7
600 -900 30 29 1 96,7

3.2 Porovnanie mestského a lesného prostredia
Celkom sme vyhodnotili 124 vzoriek ihlic
pochdadzajucich z mestského a 57 z lesného prostredia.
Miera pozitivity v lesnom prostredi predstavuje 94,7%,
¢o je takmer trojndsobok v porovnani s mestskym
prostredim (33,9%, Tab. 3).



Tab. 3 Porovnanie miery pozitivity vzoriek medzi
urbannym a lesnym biotopom

Typ Pocet vzoriek Prevalencia
prostredia (%)
Celkom  Pozitivne  Negativne
(n)
mestské 124 42 82 33,9
lesné 57 54 3 94,7

Zisteny nepomer medzi mestskym a lesnym
prostredim je pravdepodobne podmieneny synergiou
nasledujucich faktorov:

o Korelacia s nadmorskou vyskou: Prevaind
vacSina mestskych lokalit (122 zo 124 vzoriek) sa
nachdadzala v nizkych polohach do 300 m n. m., kde
kumulativny efekt nizkej nadmorskej wvysky a
mestského biotopu vytvdra bariéru pre Sirenie hab.

. Ekologicka stabilita: Lesné porasty v polohach
nad 300 m. n. m. poskytuju stabilnejSiu mikroklimu s
vys$sSou retenciou vlihkosti, ¢o potvrdzuje linearny narast
vyskytu patogénu. V kategdrii 600 — 900 m n. m. v
lesnom prostredi dosiahla pozitivita svoje maximum,
pri¢om len jeden zdznam bol negativny.

3.3 Vplyv zdroja ihlic na pritomnost hib z rodu
Lophodermium
Vysokd mieru pozitivnych vzoriek (pritomnost
hysterotécii), 60,5 % bolo zaznamenanych u vzoriek
ihlic pochadzajucich zo zeme (opad), pricom nizka
pozitivna detekcia bola na ihli¢i zozbieranych zo stromu
(13,8 %, Tab. 4).

Tab 4. Vplyv zdroja ihlic na pocetnost pozitivnych
nalezov hysterotécii na Pinus sylvestris

Zdroj Pocet vzoriek Prevalencia
ihlic (%)
Celkom Pozitivne Negativne
(n)
zem 152 92 60 60,5
strom 29 4 25 13,8

Tieto vyrazné rozdiely su vysledkom infekéného
cyklu druhov Lophodermium, u ktorych k masivnej
tvorbe fruktifikacnych organov (hysterotécii) dochadza
prave na uz odumretom a opadnutom ihli¢i. Pinus
sylvestris si zachovava zelené ihlicie 2 aZ 4 roky. V ich
poslednom lete ihli¢ie odumrie a opadne na zem, kde

sa nasledne mbézu wvytvarat plodnicky huby
Lophodermium [10].
Okrem environmentalnych faktorov sa ako

vyznamny determinant Uspesnosti detekcie ukdzal aj
samotny zdroj biologického materialu.

Nizka detekcia na ihli¢i zo stromu (13,8 %) méze byt
sposobend zaliatocnym Stadiom infekcie v case

odberu, kedy su este hysterotécia nevyvinuté, alebo
vy$$ou obranyschopnostou hostitela.

Zaver

Predbeiné vysledky hodnotenia pritomnosti hub
Lophodermium na P. sylvestris aanalyzy vztahov
k vybranym environmentalnym faktorom naznacuju, ze
ich vyskyt mozZno pripisat synergii viacerych faktorov a
to nadmorskej vyske, typu prostredia aj zdroju ihlic.
Tieto prvotné vysledky ziskané deskriptivnym
vyhodnotenim v budicom vyskume potvrdime
Statistickymi metddami a morfologicku identifikaciu
hiab rozsirime determinaciou druhov Lophodermium
molekuldarnymi metdédami, ¢im ziskame detailnejsie
Udaje o diverzite a ekoldgii tychto druhov hub.
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Abstrakt

Analyza kondenzatov vydychovaného vzduchu je
neinvazivna metoda na detekciu réznorodych molekul.
Klinicky vyznam maju prchavé organické zlGceniny,
proteiny, nukleové kyseliny, lipidy a sacharidy. Vzorka
vydychnutého vzduchu umoziuje identifikaciu
patolégii, napriklad rakovina  plic. ZvySena
koncentracia vybranych prchavych organickych latok
a neprchavych latok naznacuje pritomnost alebo vznik
patolégie. Na odber vzorky existuje malé mnoZstvo
komercéne dostupnych pristrojov, na S$pecifickejsie
potreby si laboratéria vytvaraja vlastné kondenzatory.
vzorky, vyber zavisi od typu analyzovanej molekuly
ajej povahy. V nasej praci budeme sekvenovat DNA
izolovani z kondenzatov vydychovaného vzduchu
a taktiez z plazmy a nasledne budi generované data
analyzované pomocou bioinformatickych nastrojov za
Ucelom identifikacie nadorovych signatur.

Klacové slova: rakovina, extracelularne nukleové
kyseliny, EBC, biomarkery,

Abstract

The analysis of exhaled breath condensate is a non-
invasive method for the detection of diverse
molecules. Volatile organic compounds, proteins,
nucleic acids, lipids and sugars are of clinical
importance. A sample of exhaled breath condensate
allows identification of pathologies, like for example
lung cancer. Increased concentrations of select
volatile organic compounds and non-volatile
compounds indicate an arising or already present
pathology. Only asmall number of commercially
available devices exist for sample acquisition, for more
specific use, laboratories create their own condensers.
Greater variability is in the choice of methods for
sample analysis, the choice depends on the type of
analyzed molecule and its properties. In our work, we
will sequence DNA isolated from exhaled breath

condensates and from plasma, the generated data will
be analyzed with the help of bioinformatic tools to
identify tumor signatures.

Key Words: cancer, extracellular nucleic acids, EBC,
biomarkers,

Uvod

Rakovina pluc patri medzi najzavaznejSie onkologické
ochorenia av porovnani sostatnymi typmi rakoviny
vykazuje najvy$siu mieru Umrtnosti [1]. Jednym
z hlavnych dévodov je skutoc¢nost, Ze ochorenie byva
Casto diagnostikované az v pokrocilych stadiach, kedze
jeho skoré priznaky st nespecifické alebo sa vobec
nemusia prejavit. SGc¢asne s mnohé Sstandardne
pouzivané diagnostické metédy, ako napriklad
tkanivovad biopsia, invazivne amoéziu byt spojené
s rizikom komplikacii. Menej invazivhe zobrazovacie
metédy, napriklad réntgen hrudnika, zas nemusia vzdy
poskytovat dostatocne presné vysledky. Z tychto
dévodov je vyvoj novych, presnejsich a zaroven menej
invazivnych diagnostickych pristupov velmi dolezity
[2].

Jednym z perspektivnych pristupov je tekuta biopsia,
ktora predstavuje analyzu biologickych tekutin, ako su
krv, plazma, moc¢ alebo iné telesné tekutiny.
Specifickym typom tekutej biopsie je aj analyza
kondenzatu vydychovaného vzduchu (angl. exhaled
breath condensate; EBC), casto oznacovana ako
dychova biopsia. Odber tejto vzorky je minimalne
invazivny apre pacienta vyrazne komfortnejsi
v porovnani s klasickou tkanivovou biopsiou. Tekuta
biopsia zaroven umoziuje dynamické sledovanie
priebehu ochorenia, potencidlne skorsiu diagnostiku
a presnejsie nastavenie liecby. Napriek tomu je jej
klinické vyuZitie zatial limitované, najma kvoli nizkym
koncentraciam cirkulujlcej volnej DNA (angl. cell-free
DNA; cfDNA) v skorych stadidch ochorenia a moznosti
kontaminacie DNA z inych zdrojov. Z tohto dévodu sa
tato technolégia stile nachadza prevaine vo faze
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vyskumu azatial nie je Siroko
v klinickej praxi [3,4].

Pociatocné sStadie sEBC spocivali v analyze
prchavych  organickych  zlG€enin.  NajbeZnejsie
metabolity v EBC predstavuju uhlovodiky (pentan,
etan aizoprén), zluceniny obsahujuce kyslik (aceton
a metanol) a amoniak [5].

Neprchavé organické zlGceniny zahfnaja: proteiny,
lipidy, sacharidy a nukleové kyseliny. Obrazok 1
znazornuje kompoziciu EBC.

implementovana

Lipids

Sugarz

Water
WEpar

’ % Volati organic
;g-q T Compodnds
Crested in Diafendercom  bin

Obrazok 1: llustracia znazornujica zloZenie EBC.
Obrazok bol vytvoreny pomocou BioRender.

Exhaled breath
condensate

Proteiny hraji dolezitd dlohu pri zapalovych
procesoch, interleukiny, ako napriklad IL-2 boli
detegované vo zvysenej koncentracii u astmatickych
pacientov [6,7]. Proteiny vo zvy3enej koncentracii st
detekovatelné aj pri rakovine pltc [8].

Detekcia sacharidov ma vyznamnejsi vplyv pre
pacientov s diabetes mellitus typu 1 a 2. Standardny
spésob testovania koncentracie glukézy vkrvi je
pomocou odberu krvi, odber moéze byt bolestivy
a prinasa riziko infekcie. Z tohto dévodu sa vyskumné
timy obratili na neinvazivnu alternativu EBC [9].

Stadii na pritomnost lipidov v EBC je nedostato¢né
mnozstvo. Sanak a spol. skimali eikosanoidy a zistili,
Ze fajcCiari mali zvySené koncentracie Specifickych
molekaul, ako napriklad 5-HETE [10].

Mutacie v nukleovych kyselindich sG popisané
detailnejSie v naSej praci; zaroven sU aj opisané
molekuly RNA. Plazma predstavuje v porovnani s EBC
historicky skér vyuzivany zdroj nukleovych kyselin na
analyzu cfDNA. Analyzovanych bolo 192 vzoriek
plazmy atkaniva fixovaného vo formaline a zaliate
parafinom od pacientov. 136 vzoriek obsahovalo
zhubné nadory a 56 obsahovalo nezhubné nadory,
Peng aspol. analyzovali tieto vzorky s cielom
porovnania konkordancie medzi plazmou a fixovanym
tkanivom. Mutécie boli objavené v génoch: ALK, BRAF,
EGFR, HER2, KRAS, MET, NRAS, PIK3CA, ROS1 a TP53,
kde mutacie v TP53 (44%) a EGFR (35%) boli najviac
zastUpené. Jeden z hlavnych vystupov bol nalez velmi
malého mnoZstva mutacii vo vzorkach s nezhubnymi
nadormi. Konkordanciu medzi plazmou a fixovanym
tkanivom autori vyhodnotili ako nizku [11].

Ryan aspol. skimali 125 vzoriek tkaniva, plazmy
aEBC spotvrdenou neoplaziou, cielom bolo
porovnanie vysledkov zo sekvenovania novej
generacie vzoriek plazmy, EBC a tkaniva. Sustredili sa
na 5 onkogénov: EGFR, KRAS, PIK3CA, BRAF a ERBB2.
Zoskupenim vysledkov autori zistili, Ze sekvenovanie
EBC aplazmy dokadze detegovat rovnaky pocet
mutacii, sekvenovanie tkaniva malo izsi
detekénl schopnost. 68/125 vzoriek bolo Uspesne
sekvenovanych a57/125 vzoriek nebolo mozné
sekvenovat vo vzorkach ztkaniva, v plazme bolo
objavenych 64/125 mutécii, Ziadne mutacie neboli
detegované v 34/125 vzorkach a 27/125 vzoriek malo
nizke koncentracie cfDNA, EBC dokazalo identifikovat
62/125 mutacii, v 37/125 vzorkdch neboli mutacie
a 26/125 vzoriek malo nizke koncentracie cfDNA [12].

Stadie ohladom RNA sa sustreduji na analyzu
molekul mikro RNA (angl. micro RNA; miRNA). Pérez-
Sanchez aspol. potvrdili klinicky vyznam miRNA, 21
pacientov s potvrdenou rakovinou plic a2l
kontrolnych vzoriek podstapilo analyzu. 9 miRNA
molekul bolo zna¢ne nad-exprimovanych a 3 miRNA
boli pod-exprimované [13].

Na odobratie vzorky EBC existuju r6zne pristroje,
ktoré maju odlisné principy fungovania
a kondenzovania vzoriek. Tabulka 1 porovnava
najCastejSie vyuzivané pristroje na ziskanie vzorky EBC.

[ ‘Pristra) | Cana | Pranosnbs‘t‘| Chladenie | Maroénost | Specilické | Potet
pougitia poufitie pouFin =
EcoScraen Vyaoks | Taiko | Blekaricke | Odoomy | Akékobvak | Visce|
eana prenoené | peraonil ERBC
[TuroboDECCS | Stredné | Lanka | Elekwicks | Odbormy | Akékolvek | Visce)
cana pranosng persondl ERC
[ RTube [ Nizka | Velmilahko | Chladiaci | Lahké Aktkolvek | ledno
| |cena | prenosné | ruks | poutitie EBC | pouiitis |
Anacon glass | Strednd | Tatko Elekrrickeé [ WViace]
condenser oina prenosns migchanicky
ventilovany
| pacienti

Tabulka 1: Tabulka porovnava pociatocné financné
naklady, prenosnost, spdsob kondenzacie, naro¢nost
pouzitia a aké je najlepsie pouzitie 4 vybranych
pristrojov na zber vzorky EBC. *= Zariadenia, ktoré nie
sU na jedno pouZitie, sa musia pred odberom novej
vzorky vycistit [14,15,16].

EBC ma potencialne vyuZitie aj na diagnézu
a monitorovanie inych ochoreni dychacich ciest ako
rakovina pltc. Chronicka obstrukéna choroba plic
(CHOCHP), astma a cysticka fibréza su relativne ¢asté
ochorenia. Diagnéza tychto ochoreni byva invazivna
a naroc¢na, postupom ¢asu narastala potreba na
vytvorenie menej invazivnych metdd.

Nemalobunkovy karciném pltc (angl. non-small cell
lung carcinoma; NSCLC) a malobunkovy karciném pltc
(angl. small cell lung carcinoma; SCLC) obsahuja rézne
mutacie. V NSCLC boli amplifikované gény ako
napriklad EGFR, CCNE1, KRAS, MDM2 a MET [17]. Pri
SCLC boli mutacie najcastejsie pritomné v génoch
TP53, RB1, RGS7 a COL22A1 [18].

Rakovina pltc ma ré6znorodé mechanizmy



rezistencie na lieCbu, cielena terapia bola vyvinuta aby
rezistenciu obisla a sustredila sa na iné mechanizmy.
EBC dokaze identifikovat mutacie spésobujuce
rezistenciu a tym paddom umozni precizne nastavenie
liecby. Inhibitory tyrozinovych kinaz (angl. tyrosine
kinase inhibitors; TKIs) st cielené farmaceutikd, ktoré
dokazu inhibovat metabolické drahy v nadorovych
bunkach. Mutacia T790M v géne EGFR vytvara
rezistenciu na prvu a druhtd generaciu TKIs. Detekcia
mutacie T790M v géne EGFR z EBC ma potencial
zefektivnit liecbu, méze napriklad pomdct vybrat
spravne lieCivo [19].

1. Dizajn projektu

Nasa praca sEBC nadvazuje na pracu Mgr. M.
Kubanovej, pomocou vyrobeného kondenzatora v
laboratériu  boli  schopni izolovat c¢fDNA z EBC
a identifikovat varianty poctu kopii (angl. copy humber
variants; CNVs) sekvenovanim novej generacie.
Zvysledkov Mgr. M. Kubanove] [20] sme
optimalizovali protokoly na izolaciu DNA. Namiesto
vlastnoru¢ne vyrobeného pristroja na zber EBC,
budeme pouzZivat komeréne dostupny RTube.
Zvyizolovanej DNA zplazmy aEBC pripravime
sekvenacné kniZnice. Vygenerované sekvenacné data

budu analyzované in silico pomocou
bioinformatickych nastrojov na detekciu
a vyhodnocovanie variantov.

Pristup ku dolezitym anamnestickym Udajom

pacientov sme zjednodusili digitalizovanim pomocou
databazy REDCap vo forme individualnych dotaznikov,
¢o nam ulah¢i spracovanie relevantnych tdajov.

Studia bola schvalena etickou komisiou Jesseniovej
lekarskej fakulty Univerzity Komenského v Martine
(JLF UK) pod ¢islom EK 57/2025.

1.1 Prakticka cast

Vzorky pochadzaju Z univerzitnej
nemocnice, oddelenia hrudnej chirurgie JLFUK v
Martine. 50 vzoriek EBC a 50 vzoriek plazmy bude
odobratych od pacientov s potvrdenou diagnézou
rakoviny plac, bude odobratych aj 50 kontrolnych
vzoriek. Spracovanie a uskladnenie EBC a plazmy
sprostredkiva Martinské centrum pre biomedicinu
(BioMed), patriace k JLF UK v Martine, EBC sa bude
ukladat pri teplote -80°C a plazma pri teplote -50°C az
-60°C.

Po extrakcii
dotazniky pacientov
REDCap.

Extrakcia DNA bude prebiehat na Vedeckom Parku
Univerzity = Komenského (VP UK).  Priprava
sekvenacnych kniznic a nasledné sekvenovanie novej
generacie bude taktiez prebiehat na VP UK.
Sekvenovat budeme pomocou pristroja NextSeq 2000
od firmy llumina (Kalifornia, USA), sekvenovanie
prebieha s nizkym pokrytim (~1x pokrytie genému).

vzoriek spracujeme anamnestické
do elektronickej databazy

Data zo  sekvenovania  budd  spracované
bioinformatikmi na VP UK. Vznika tu potreba vyvinut
Machine Learning prediktor a natrénovat ho na
vzorkdch EBC. Po dostatocnom trénovani, by mal
prediktor z hodnotenych atribitov vygenerovat skore,
ktoré umozni klasifikovat vzorky ako zdravé alebo
nadorové.

2 Predbeiné vysledky a diskusia
Diplomova praca Mgr. M. Kubanovej [5] predstavovala
podklad nasho projektu. V jej praci s nazvom: Analyza
DNA vo vzduchu avyskum jej potencidlu pre
biomedicinske aplikacie sa venovali analyze CNVs.
Sabor vzoriek predstavoval 10 fajéiarov a 10
nefajc¢iarov, pohlavia boli rovnako zastipené (10
muzov a 10 Zien). Sekvenovanim a mapovanim na
mnozstvo CNVs u faj¢iarov v porovnani s nefajciarmi.
Vysledky prace umoznili pokracovanie nasho projektu.
Ziskané vystupy umoznili zefektivnit protokoly pouzité
v nasich pracovnych postupoch a posunit vyskum na
uroven klinickych vzoriek od pacientov s potvrdenou
rakovinou.

Projekt je vo faze zberu vzoriek od pacientov,

odobraté vzorky s aktudlne uskladnené v
biobanke BioMed. Priprava sekvenacnych kniznic
aanalyza vzoriek bude prebiehat v najblizSich

mesiacoch. Ocakavali sme, Ze odber vzoriek prebehne
rychlejsie, ale ako sa ukazalo, proces je pomalsi. Po

nadobudnuti  dostatocného  mnoZstva  vzoriek
prebehne izolacia cfDNA z plazmy a EBC za pouzitia
jednotného protokolu nasledne vykoname

sekvenovacénu analyzu.

Zaver

Analyza kondenzatov vydychovaného vzduchu moéze
v budlcnosti nahradit bezné invazivne diagnostické
metédy. EBC analyza dokadze sprostredkovat
relevantné informacie ohladom patolégie. Mnohé
analyty, ako napriklad prchavé organické zlGceniny
alebo neprchavé organické zliceniny si predmetom
vyskumu, z ktorych moézu byt identifikované spolahlivé
biomarkery  pre ochorenia. Tekutd  biopsia
vratane dychovej biopsie mobze v budlcnosti
predstavovat vyhodnejsiu alternativu ku standardnym
metédam diagnostiky, tym padom sa moézu klinické
postupy zjednodusit a zefektivnit.
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Abstrakt

Vedecka prdca sa zaobera porovnanim vplyvu réznych
typov kompostov na fyziologicky stav paradajky jedlej
(Solanum  lycopersicum L.). Hlavnym cielom
experimentu bolo vyhodnotit dynamiku obsahu
chlorofylu v listoch odrody F1 Harzfeuer v zavislosti od
aplikacie bokashi kompostu a domaceho rastlinného
kompostu v porovnani s kontrolnym variantom
podneho substratu bez hnojenia. Metodicky sa praca
opiera o pravidelné neinvazivhe merania pomocou
chlorofylmetra CCM-200plus v priebehu vegetacného
obdobia v roku 2025. Z vysledkov vyplyva, Ze kontrolny
variant sice vykazoval v Uvode vegetacie (26.06.) vyssiu
koncentraciu chlorofylu (34,7 CCl), no v priebehu
sezény nastal prudky pokles hodndét. Na konci
sledovaného obdobia (23.09.) dosiahol uroven 3,8 CCl,
Co signalizovalo predcasné starnutie listov. Naopak,
aplikacia bokashi kompostu zabezpecila najvyssiu
mieru stability obsahu chlorofylu. Hoci bola hodnota
26.06. nizsia (21,68 CCl), zavere¢né meranie (10,75 CCl)
potvrdilo vyrazne lepSiu vitalitu a dlhsiu Zivotnost
rastlin. Ziskané vysledky potvrdzuju vyznam vyuZivania
fermentovanych organickych substratov v udrzatelnej
rastlinnej produkcii.

Kli¢ové slova: paradajka jedla, chlorofyl, bokashi
kompost, organické hnojenie

Abstract

The scientific paper compares the impact of different
composts types on the physiological state of the
common tomato (Solanum lycopersicum L.). The
primary objective of the experiment was to evaluate
the dynamics of chlorophyll content in the leaves of the
F1 Harzfeuer cultivar, depending on the application of

bokashi compost and homemade plant-based
compost, as compared to a control variant of
unfertilized soil substrate. Methodologically, the study
relies on regular non-invasive measurements using the
CCM-200plus chlorophyll meter during the growing
season in 2025. The results indicate that while the
control variant exhibited a higher chlorophyll
concentration (34,7 CClI) at the beginning of the
vegetation period (26.06.2025), a sharp decline in
values occurred during the season. By the end of the
monitored period (23.09.2025), it reached a level of 3.8
CCl, signaling premature leaf senescence. In contrast,
the application of bokashi compost ensured the highest
degree of stability in chlorophyll content. Although the
value on 26.06.2025 was lower (21.68 CCl), the final
measurement on 23.09.2025 (10.75 CCl) confirmed
significantly better vitality and longer plant longevity.
The obtained results demonstrate the importance of
using fermented organic substrates in sustainable plant
production systems.

Key Words: tomato, chlorophyll, bokashi compost,
organic fertilization,

Uvod

Rastlca produkcia odpadu predstavuje jeden z
kldcovych environmentdlnych problémov sucasnosti.
Tradi¢ny linedrny model hospodarstva zaloZeny na
principe ,vyrobit — pouzit — vyhodit” vedie k
nadmernému zataZeniu prirodnych zdrojov a k
zvySovaniu objemu odpadu ukladaného na skladky. V
reakcii na tieto vyzvy sa do popredia dostava koncept
obehového hospodarstva, ktorého cielom je
minimalizacia vzniku odpadu a jeho opatovné vyuzitie
v materidlovych cykloch [1].



Vyznamnu zlozku komundlneho odpadu tvori
biologicky rozloZitelny odpad (BRKO), definovany ako
material schopny rozkladu pdsobenim
mikroorganizmov [2]. Tato kategdria zahffia najma
kuchynsky a zahradny odpad. Jeho sklddkovanie
predstavuje environmentdlne riziko, kedZe pocas
anaerébneho rozkladu vznikd metan — vyznamny
sklenikovy plyn [3]. Z uvedeného dévodu legislativa
Eurdpskej unie aj Slovenskej republiky podporuje
oddeleny zber a biologické spracovanie biologicky
rozloZitelného odpadu [4, 5].

Kompostovanie patri medzi najefektivnejsie metddy

zhodnocovania biologicky rozloZitelného odpadu.
Predstavuje riadeny aerdbny proces, pri ktorom
dochadza k biologickej premene organickych

materidlov na stabilizovany humusovity produkt —
kompost [6, 7]. Tento proces je zaloZeny na aktivite
mikroorganizmov, ktoré rozkladaju organicki hmotu za
sucasného uvolfiovania tepla, oxidu uhlicitého a vody
[8]. Vysledny kompost je vyznamnym zdrojom
organickej hmoty a Zivin, pricom jeho aplikacia do pody
zlepsuje fyzikdlne, chemické aj biologické vlastnosti
podneho prostredia [9, 10].

Okrem konvencéného aerébneho kompostovania sa
v praxi vyuZivaju aj alternativne biologické postupy,
akymi su vermikompostovanie zaloZzené na aktivite
dazdoviek [11] alebo technoldgia Bokashi vyuZivajuca
anaerébnu  fermentdciu  organického  materidlu
pomocou efektivnych mikroorganizmov. Jednotlivé
typy kompostov sa mozu lisit chemickym zloZenim,
dostupnostou Zivin a rychlostou ich uvolfiovania, ¢o
méze mat rozdielny vplyv na rast a fyziologicky stav
rastlin [12].

Z pohladu rastlinnej produkcie je kvalita pody a
dostupnost Zivin determinujicim faktorom rastu,
vyvoja a produkéného potencidlu pestovanych plodin.
Paradajka jedla (Solanum lycopersicum L.) patri medzi
najvyznamnejsie druhy zeleniny pestované v miernom
pasme aj celosvetovo [13]. Vyznacuje sa relativne
rychlym rastom, vysokou nutri¢nou hodnotou plodov a
citivostou na vyZivové podmienky [14]. Z
fyziologického hladiska je jej rast Uzko spaty s
dostato¢nou dostupnostou dusika, ktory je klicovym
prvkom pri syntéze chlorofylu a zabezpeceni
fotosyntetickej aktivity rastlin [13].

Obsah chlorofylu v listoch predstavuje vyznamny
indikator fyziologického a vyZivového stavu rastlin,
kedZe jeho koncentracia Gzko suvisi s dostupnostou
dusika a intenzitou fotosyntézy [15, 16]. Neinvazivne
merania obsahu chlorofylu sa preto bezne vyuzivaju na

hodnotenie reakcie rastlin na vyZivové podmienky a
pestovatelské zasahy [15, 17].

V kontexte udrZatelného polnohospodarstva je
opodstatnené skimat vplyv réznych typov kompostov
na rast a fyziologické parametre rastlin, kedZe ich
zloZzenie méze vyznamne ovplyvnit dostupnost Zivin a
rastovi odpoved rastlin [18, 19]. Experimentalne
porovnanie jednotlivych kompostov tak umoziuje
posudit ich potencial ako alternativu ku konvenénému
hnojeniu.

1 Metodika
1.1 Rastlinny material
usporiadanie

Pokus bol realizovany na rastlindch paradajky jedlej
(Solanum lycopersicum L.), odrody F1 Harzfeuer,
pricom semena pochadzali od spolo¢nosti Osiva
Moravia. Harzfeuer F1 je skory kolikovy hybrid vhodny
na pestovanie v chranenych aj polnych podmienkach,
charakteristicky stabilnou rodivostou a dobrou
adaptabilitou na pestovatelské podmienky.

Experiment bol realizovany formou nadobového
vegetatného pokusu na troch pestovatelskych
variantov. Kontrolny variant (vzorka ¢. 0) bol pestovany
bez aplikdcie kompostu a pozostaval z poédy o objeme
10 litrov odobratej na lokality Vlkanova (okres Banska
Bystrica, GPS: 48.6682364N, 19.1465694E) BPEJ
0506005. Tuto pdédu mozno definovat ako fluvizem
nachadzajucu sa pod trvalym travnatym porastom
(TTP), bez skeletu, stredne tazki s objemovou
hmotnostou 1,4 g/cm3. V prvom experimentdlnom
variante (vzorka ¢. 1) bol do pbdy aplikovany bokashi
kompost v pomere 1:9 (kompost : péda) o celkovom
objeme 10 litrov pripraveny v domacom bokashi
kompostéri  fermentaciou kuchynskych  zvyskov,
vratane varenych jeddl s obsahom mdsa a sezénnych
Supiek ovocia a zeleniny. Vzhladom na jeho
fermentacny charakter a zvySeny obsah organickych
kyselin bol tento materidl aplikovany v nizSom pomere
1:9, aby sa zabezpecili vhodné podmienky pre rast
rastlin. Druhy experimentalny variant (vzorka ¢. 2)
zahfnal aplikaciu domdaceho kompostu v pomere 2:8
(kompost poda) o celkovom objeme 10 litrov.
Kompost pochadzal z obce Hornd Strehova (okres Velky
Krtis), a jeho zloZenie tvorili zelené rastlinné zvysky,
Supky z ovocia a zeleniny, listie, trdva a vajecné
Skrupiny. U jednotlivych variantov bolo merané pH
vyluhu za pomoci pH metra inoLab® pH 7310, pricom
pH pbédneho vyluhu (variant 0) bolo 7,44, u variantu

a experimentalne
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bokashiko kompostu bolo 4,87 audomdceho
kompostu 7,26.

Kazda vzorka predstavovala samostatnu
experimentalnu skupinu, pricom pestovanie

prebiehalo v Skolskych priestoroch FPV UMB v Banskej
Bystrici  (GPS:  48.7419458N, 19.1229633E) v
presklenom atriu od maja 2025 (vysadba priesad) do
septembra r. 2025. S cielom minimalizovat vplyv
externych faktorov na sledovany parameter sme sa
snazili zabezpelit jednotné podmienky prostredia
predovsetkym svetelny, teplotny a zavlahovy rezim.

1.2 Stanovenie obsahu chlorofylu

Obsah chlorofylu bol stanoveny
neinvazivnou metédou pomocou  prenosného
chlorofylmetra CCM-200plus (Opti-Sciences, USA).
Tento pristroj umoZiuje rychle a nedestruktivne
meranie relativneho obsahu chlorofylu v listoch na
principe merania absorbancie svetla pri dvoch vinovych
di?kach pomocou LED zdrojov svetla.

Vysledky su vyjadrené v bezrozmernych jednotkach
CCl (Chlorophyll Content Index), ktoré predstavuju
relativny index obsahu chlorofylu v pletive listu.
Hodnota CCl je umerna koncentracii chlorofylu a je
vhodnad na porovnanie medzi variantmi a na sledovanie
zmien v Case. Pristroj umoznuje interné ukladanie viac
ako 100 000 merani a nasledny export dat vo formate
CSV na dalsie spracovanie [20].

Merania sa uskutocnovali jedenkrat tyZdenne pocas
deviatich tyZzdnov vegetacného obdobia. Hodnoty boli
zaznamendvané na  plne  vyvinutych listoch
nachadzajucich sa v strednej aZ vrchnej Casti rastliny.

Na kaZdej rastline bolo vykonanych desat po sebe
nasledujlucich merani na tom istom liste, pricom
jednotlivé odcitania hodnoty CCl boli realizované na
roznych Castiach listovej plochy s cieflom znizit vplyv
lokdlnej variability. Z nameranych hodnét bol
vypocitany aritmeticky priemer, ktory predstavoval
vyslednu hodnotu obsahu chlorofylu pre danu rastlinu
v konkrétnom termine merania.

Pri ziskavani udajov o hodnotach chlorofylu boli
zohladnené aktualne podmienky prostredia. Merania
sa nevykonavali pocas priameho dopadu slne¢ného
Ziarenia na listovl plochu ani pocas zrazok, aby sa
minimalizovalo mozZné ovplyvnenie vysledkov.

nepriamou,

2 Vysledky a diskusia

Sledovanie dynamiky obsahu chlorofylu u hybridu
F1 Harzfeuer preukdzalo diferencovanu odozvu rastlin
na aplikované typy kompostov. Namerané hodnoty
indexu chlorofylu v priebehu vegetatného obdobia

(maj — september) reflektuju nutri¢ny stav rastlin a ich
schopnost udrzat asimilaéni aktivitu v zdvislosti od
dostupnosti Zivin v pddnom substrate (Graf 1). PouZitie
optickych metéd merania (ako CCM-200plus)
predstavuje podla Uddlinga et al. [17] spolahlivy
spésob  neinvazivheho hodnotenia koncentracie
listového chlorofylu.
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Graf 1 Vyvoj obsahu chlorofylu pocas vegetaéného
obdobia v r.2025
Zdroj: Autor

Kontrolny variant (vzorka ¢. 0) vykazoval v
pociatocnej faze najprudsi narast hodnét s maximom
(34,7 CCl) dna 26.6. Tento progresivny narast mozno
pripisat pociatotnej mobilizacii dusikatych latok v
pdde. Od jula vSak nastal kontinudlny a najstrmsi pokles
hodnét chlorofylu. Absencia organického hnojenia
viedla k pred¢asnému vycerpaniu pédnej zasoby Zivin v
obdobi intenzivnej tvorby plodov, ¢o vyustilo do
predcasného starnutia a odumierania listov. Tento
trend potvrdzuju aj Chen et al. [16], ktori uvadzaju, ze
deficit dusika vedie k priamej degradacii
fotosyntetickych pigmentov a zniZeniu celkovej
fotosyntetickej kapacity rastliny. Podobne Jones [13]
zdbraznuje, Ze hybridné odrody paradajok maju v
stadiu intenzivnej tvorby plodov extrémne vysoké
naroky na plynuly prisun Zivin.

Vzorka ¢. 1 (Bokashi kompost) sa vyznacovala
najvyssou mierou stability obsahu chlorofylu. Hoci bol
pociatoCny narast miernejsi v porovnani s kontrolou,
tento variant si udrzal nadpriemerné a vyrovnané
hodnoty pocas celého leta. Predpokladd sa, Ze
fermentovany bokashi substrat s obsahom zivocisnej
zlozky zabezpecil plynuld mineralizaciu nutrientov, ¢o
podporilo vitalitu rastlin aj v ¢ase vysokych narokov na




vyZivu pocas dozrievania plodov. Tieto zistenia
koreSponduju s pracou Olle [12], ktord vyzdvihuje
technoldgiu Bokashi ako slubny nastroj na stabilizaciu
nutri¢ného stavu plodin v eurdpskej rastlinnej vyrobe.
Pozitivny vplyv organickych hnojiv na baze fermentacie
na udrZanie hladiny chlorofylu popisuju aj Sun et al.
[10]. Vizualne porovnanie sledovanych rastlin v

zaverecCnej faze experimentu (Obr. 1) koreSponduje s
nameranymi hodnotami indexu chlorofylu. Zatial' ¢o
rastliny hnojené bokashi kompostom (vlavo) vykazuju
sytozelené sfarbenie a wvys$sSiu mieru olistenia, u
kontrolného variantu (vpravo) je zretelnd chloréza a
urychlena degradacia asimilacnej plochy.

Obr. 1 Porovnanie vzorky ¢.0 — bez kompostu (vpravo)
a vzorky ¢.1 — bokashi kompost (vlavo) dra 23.9.2025
Zdroj: Autor

Vzorka €. 2 (Domaci kompost) vykazovala relativne
nizsie, no stabilné hodnoty chlorofylu. Nizsia intenzita
fotosyntetického farbiva v porovnani so vzorkou ¢. 1
mobze sUvisiet s pomalSou mierou uvolfiovania dusika z
rastlinného kompostu, pripadne s jeho docasnou
imobilizaciou pédnou mikroflérou, o je jav popisany
Marthurom [9]. Pozoruhodnym zistenim je mierna
vzostupna tendencia v zdverecnom merani (23. 9.),

kedy hodnoty mierne stupli na 11,53 CCI. Tento jav
indikuje  dlhodoby, pozvolny uc¢inok domaceho
kompostu na vyzivu rastlin, ¢o potvrdzuju aj Nevien et
al. [18], podla ktorych rézne typy kompostov vykazuju
odlisnd dynamiku vplyvu na Grodnost pédy v ¢ase.

Zaver

Vysledky experimentdlneho pestovania kolikového
hybridu F1 Harzfeuer potvrdili signifikantné rozdiely v
dynamike vyZivy a celkovej vitalite rastlin v zavislosti od
pouzitého druhu kompostu. Namerané vysledky
naznacuju, Ze aplikacia bokashi kompostu (vzorka €. 1)
predstavuje najefektivnejsi spbsob zabezpecenia
kontinualnej vyzivy pre kolikovy hybrid F1 Harzfeuer, ¢o
sa prejavilo jeho stabilnou hladinou pocas celého
sledovaného obdobia. Domaci rastlinny kompost
(vzorka €. 2) preukazal skor funkciu organickej hmoty
na zlepsenie kvality pody s neskorSim nastupom
uvolfovania Zivin, zatial ¢o kontrolné pestovanie bez
hnojenia viedlo k rychlej fyziologickej degradacii rastlin
po odrodeni prvej viny plodov. Absencia dopliujucich
Zivin 0 variante viedla k pred¢asnému starnutiu pletiv,
kedZe rastlina nebola schopna regenerovat biomasu po
energeticky narocnej faze fruktifikacie. Vysledky
poukazuju na fakt, Ze obidva varianty s pridanim
kompostu stabilizovali pédne prostredie a vytvorila
predpoklady pre dlhodobu vyZivu rastlin v neskorsich
rastovych fazach.
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Abstrakt

Trieda Euglenida zahffia morfologicky a metabolicky
diverzné jednobunkové eukaryoty, ktoré kombinuju
autotrofny aj heterotrofny sposob vyzivy. Hoci je ich
rozmnoZovanie tradi¢ne povaZované za nepohlavné,
molekularne a cytologické udaje naznacuju moziny
potencial sexudlneho cyklu, najma u rodu Euglena. V
tejto stadii  sme identifikovali vSetkych devat
esencidlnych meiotickych génov, so zameranim na
MSH4 a MSH5, v gendmoch a transkriptémoch druhov
Euglena gracilis a Euglena longa pomocou
bioinformatickych  analyz.  Terciarnu  Struktdru
proteinov sme predikovali pomocou AlphaFold 3,
priéom gény MSH4 a MSH5 zachovavaju konzervovanu
doménovu architektiru typickd pre heterodimér
MutSy, ktory je kltcovy pre stabilizaciu Hollidayovych
Struktur pocas meidzy. Vysledky podporuju pritomnost
meiotického aparatu triedy Euglenida a poskytuju
zaklad pre Studium potencidlneho sexudlneho cyklu
tohto taxdnu.

Klacové slova: Euglena gracilis,
meiotické gény, MSH4, MSH5

Euglena longa,

Abstract

The class Euglenida comprises morphologically and
metabolically diverse unicellular eukaryotes that
exhibit both autotrophic and heterotrophic modes of
nutrition. Although their reproduction has traditionally
been considered asexual, molecular and cytological
evidence indicates a potential for a sexual cycle,
particularly within the genus Euglena. In this study, we
mapped all nine essential meiotic genes, focusing on
MSH4 and MSH5, in the genomes and transcriptomes
of Euglena gracilis and Euglena longa using HMM and
BLAST analyses. The tertiary structures of the
corresponding proteins were predicted with AlphaFold
3, revealing that MSH4 and MSH5 maintain the
conserved domain architecture characteristic of the

MutSy heterodimer, which is crucial for stabilizing
Holliday junctions during meiosis. These findings
support the existence of a meiotic apparatus in
Euglenida and provide a foundation for exploring the
potential sexual cycle in this group.

Key Words: Euglena gracilis, Euglena longa, meiotic
genes, MSH4, MSH5

Uvod
Trieda Euglenida predstavuje evolu¢ne vyznamnu
skupinu  jednobunkovych eukaryotov, ktoré sa
vyznacuju mimoriadnou morfologickou a metabolickou
diverzitou. Typickym znakom tejto skupiny je
kombindcia autotrofného a heterotrofného sposobu
vyzivy, vdaka ¢omu zohrdvaju délezitu ulohu najma v
sladkovodnych ekosystémoch [1]. Zaroven je taxon
Euglenida predmetom intenzivneho vyskumu v oblasti
bunkovej bioldgie, evolucie a genomiky. Zastupcovia
triedy Euglenida su blizko pribuzni s heterotrofnymi
bi¢ikovcami zo skupin Symbiontida, Diplonemida a
Kinetoplastida a spolu tieto Styri linie wvytvaraju
monofyleticky kmen Euglenozoa [2, 3].
RozmnoZovanie zastupcov triedy Euglenida je
tradi¢ne povazované za vylu¢ne nepohlavné a prebieha
prostrednictvom uzavretej intranuklearnej mitézy [4].
Tento spOsob reprodukcie sa povaZuje za dominantny
poslednych desatroéi objavili ndznaky, Ze u niektorych
zéstupcov rodu Euglena mbdze existovat aj potencial
pohlavného rozmnoZovania [5, 6]. U zastupcov rodu
Euglena sa mbze vyskytnat aj atypické delenie, pri
ktorom jedna bunka vytvéra tri az dvanast dcérskych
buniek spojenych zadnymi koncami, ¢&im vznikaju
symetrické hviezdicovité Struktury. Takéto delenie bolo
pozorované v dlhodobo pestovanych kultirach E.
gracilis, ako aj po oSetreni kumarinom [7] ¢i chromom
[8]. Meidza predstavuje Specializovany typ pohlavného
bunkového delenia, pricom jej realizacia si vyzaduje
subor esencidlnych génov zabezpecujucich parovanie
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rekombinaciu a
redukciu poltu chromozémov [9]. Pritomnost
kfiCovych génov zapojenych do meidzy bola
preukdzana najma u druhu Euglena gracilis, ktory je
povazovany za modelovy organizmus vdaka
dostupnosti genomickych Udajov a jeho Sirokému
vyuzitiu vo vyskume. Hoci u rodu Euglena zatial chybaju
priame dokazy o meidze, pozorovania bunkovej fuzie a
tvorby cyst spolu so zdokumentovanou meidzou u
pribuzného zastupcu Kinetoplastida Trypanosoma
brucei, naznacuju, ze pohlavné procesy by mohli byt
pritomné aj v tejto evolucnej linii [10].

Meidza a sexualne rozmnoZovanie vyZaduju
stubor priblizne 29 génov, vratane deviatich
esencidlnych (SPO11, DMC1, MND1, REC8, MER3,
MSH4, MSH5, HOP1 a HOP2) [11, 12, 13]. Tieto gény sa
nachadzaju vo vsetkych hlavnych eukaryotickych
skupindch, dokonca aj u organizmov, kde pohlavné
rozmnozovanie nebolo pozorované, ¢o vyvoldva
otazku, i ide o pozostatky spolo¢ného eukaryotického
pohlavného predka, alebo i tieto organizmy dokazu za
$pecifickych podmienok uskuto¢nit nepozorovany
sexualny cyklus [10, 14, 15, 16]. V naSej praci sme sa
zaoberali bioinformatickou analyzou dvoch
esencidlnych meiotickych génov MSH4 a MSH5 a ich
proteinovych produktov. Prave tieto dva gény
predstavuju  klu€ové komponenty meiotického
rekombinaéného aparadtu. Ich produkty tvoria
Specificky heterodimérny komplex MSH4—MSHS5, ktory
zohrdva zasadnu Ulohu pri stabilizacii dvojitych
Hollidayovych Struktur pocas I. meiotického delenia.
Tento komplex zabezpeluje sprdvne spracovanie
rekombinaénych intermediatov, podporuje tvorbu
prekrizeni so vzajomnou interferenciou a tym garantuje
presnu segregaciu homologickych chromozémov. Bez
funkcnej aktivity génov MSH4 a MSH5 dochadza k
naruseniu crossing-overu a zvySenému riziku chyb v
chromozomalnej segregacii [17].

homologickych  chromozémov,

1 Material a metody

1.1 Identifikdcia meiotickych

transkriptémoch E. gracilis a E. longa
Na zaciatku analyzy sme pre kazdy sledovany meioticky
gén ziskali co najsirsi stubor aminokyselinovych
sekvencii z databazy UniProt. Tieto sekvencie sme
nasledne zosuladili pomocou programu MAFFT verzia 7
(Multiple Alignment using Fast Fourier Transform) [18]
a na zaklade vysledného zrovnania sme skonstruovali
skryté Markovove modely (HMM) [19, 20]. Pouzité

génov v

parametre zrovnania v programe MAFFT su uvedené v
Tabulke 1.

Tabulka 1. Parametre pouzité pri zrovnani sekvencii,
ktoré boli nasledne pouzité na tvorbu HMM. Zdroj:
[21].

Hodnota
Auto (FFT-NS-1, FFT-NS-
2, FFT-NS-i, L-INS-i)

Parameter
Strategy

Scoring matrix BLOSUM 62
Gap opening penalty 1,53
Offset value 0

Vytvorené HMM sme nasledne aplikovali na
transkriptémy E. gracilis a E. longa [22] pomocou
nastroja HMMER hmmsearch, ¢im sme identifikovali
potencialne pozitivne sekvencie meiotickych génov. Tie
sme dalej analyzovali z hladiska subceluldrnej
lokalizacie (Deeploc 2.1) [23], homoldgie (BLAST) [24]
a pritomnosti konzervovanych domén (CD-Search;
InterPro), pricom sme tieto parametre porovnali s
anotovanymi sekvenciami z inych organizmov.

1.2 Identifikacia meiotickych génov v genémoch
E. gracilis a E. longa

Sekvencie identifikované v transkriptémoch E. gracilis
a E. longa sme nasledne overovali aj v gendmoch tychto
organizmov [25]. Lokalizaciu meiotickych génov sme
realizovali v prostredi Geneious Prime verzia 2025.1.3
[26], ktoré poskytuje integrované nastroje pre
komplexnu bioinformatickG analyzu. Transkripty
jednotlivych meiotickych génov sme v prvom kroku
analyzovali pomocou programu BLAST (tblastn) proti
gendmovym databdzam E. gracilis a E. longa s
parametrami uvedenymi v Tabulke 2.

Tabulka 2. Parametre pouzité pri analyze programom
tblastn (transkriptomova sekvencia vs. genom E.
gracilis a E. longa). Zdroj: [21].

Parameter Hodnota
Matrix BLOSUM 62
Gap cost (Open extend) | 11/1
Max E-value 0,05
Max Target Seqs 30

Tymto postupom sme identifikovali ,BLAST
hity” predstavujuce gendmové Useky zodpovedajuce
pouzitym query transkriptom. Prislusné gendmové
sekvencie sme nasledne zosuladili s nukleotidovou
sekvenciou query transkriptu pomocou ndstroja



Geneious alignment (parametre su uvedené v tabulke
3).

Tabulka 3. Parametre pouzité pri zrovnani gendémovej
a transkriptémovej sekvencie E. gracilis programom
Geneious alignment. Zdroj: [21].

Parameter Hodnota
Alignment type | Global alignment with free and
gaps
Cost Matrix 65% similarity (5,0/-4,0)
Gap open 12
penalty
Gap extension 0
penalty

1.3 Predikcia tercidrnej Struktury proteinov
pomocou AlphaFold 3

Terciarnu struktdru meiotickych proteinov z E. gracilis
a E. longa sme predikovali pomocou AlphaFold 3 [27].
FASTA sekvencie sme analyzovali v monomérnom aj
multimérnom reZzime (ak je zndma funkcia v komplexe)
a na zaklade hodnét pLDDT, pTM a ipTM sme vybrali
najspolahlivejsi model (,model_0“). Ten sme nasledne
importovali do UCSF ChimeraX [28], kde sme manualne
identifikovali a oznacili konzervované domény.

2 Vysledky a diskusia

In silico sme identifikovali 2 esencidlne meiotické gény
(Tabulka 4) v genémoch a transkriptémoch druhov E.
gracilis a E. longa.

Tabulka 4. Prehlad vybranych esencidlnych
meiotickych génov v gendmoch a transkriptomoch
druhov E. gracilis a E. longa. Zdroj: [21].

Meioticky gén Nazov génu

MSH4 Homolég proteinu MutS 4

MSH5 Homolég proteinu MutS 5

2.1 Analyza génov a produktov génov MSH4 a
MSH5

Na identifikaciu konkrétnych transkriptov sme zostavili
fylogenetické stromy obsahujuce referencné sekvencie
génov MSH2, MSH3, MSH4, MSH5 a MSH6 z r6znych
organizmov, spolu s kandidatnymi sekvenciami
ziskanymi HMM analyzou transkriptomov Euglena
gracilis a Euglena longa.

Topoldgia stromov umoznila presne uréit, ktoré
sekvencie zodpovedaju transkriptom MSH4 a MSH5, ¢o

bolo nevyhnutné vzhladom na vysokd homoldgiu
¢lenov rodiny MSH.

KedZe gendm E. gracilis bol publikovany len
neddvno [29], jeho anotdcia je stale velmi limitovana a
preto bolo potrebné identifikované transkripty
mapovat do gendmu. Po vybere vhodnych transkriptov
boli oba gény identifikované aj v genéme E. gracilis. U
E. longa sme ziskali len Cciastocné sekvencie,
pravdepodobne v dosledku nelplného zostavenia a
vysokej fragmentdcie gendmu.

Sekvencia génu MSH4 u E. gracilis obsahovala
45 exénov a ditka CDS (Coding DNA Sequence) bola
4014 nt, respektive 1338 AA. U E. gracilis sme pripravili
taktiez kompletnu anotdciu génu MSH5. Sekvencia
génu MSH5 u E. gracilis obsahovala 30 exénov a dizka
CDS bola 2328 nt, teda 776 AA. V ramci genémov E.
longa sme identifikovali iba kratke casti sekvencii, ktoré
koreSpondovali k transkriptom jednotlivych génov,
preto sme pre dalSie analyzy pouZili transkripty génu
MSH4 a MISH5.

4 - MSH4 gene: E. grac//is_ 4
=00 000000 c0s: 4014 nt/ 1338 AR = H R
CDS: 4014 nt / 1338 AA

=]

MSHS5 gene: E. gracilis
- __ i Li‘: 4E.F‘{cns:z3zamar7eAA pl a E }.L:_ -

CDS: 2328 nt / 776 AA

1

HiHH

/

Obrazok 1. Schéma anotovanych génov MSH4 a MSH5.

i il b =t = ={i M}l

E. longa transcripts

2.2 Predikcia terciarnej Struktary proteinu MSH4
Predikcie tercidarnej Struktury MSH4 pomocou
AlphaFold3 (Obrazok 1) odhaluju u oboch druhov
konzervovanu dvojdoménovu architekturu, typickd pre
MutSy podjednotky [17]. V modeli MSH4 z E. gracilis
(pTM = 0,74) a E. longa (pTM = 0,73) si P-loop NTP-
hydrolase doména (Cervend) (Pfam ID: PF00225)
zachovava charakteristicku sendvic¢ovu B-skladbu s Gly-
X-Gly-X-X-Gly motivom, nevyhnutnl pre viazanie a
hydrolyzu ATP. Vysoké pLDDT skére (> 80) v tejto
oblasti poukazuje na spolahlivi predikciu aktivneho
jadra ATPazy. Druha konzervovana jednotka, MutS-like
doména | (zelena) (Pfam ID: PF01624), predstavuje
DNA-vdzobny modul z PB-retazcov lemovanych
helikalnymi sluckami. Jej robustna predikcia (pLDDT
70-85) indikuje zachovanu schopnost rozpoznavat
rozvetvené DNA Struktdry, ako su Hollidayove
Struktury. Medzi tymito dvoma doménami sa nachadza
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relativne dlhy, predikéne menej spolahlivy spojkovy
usek (pLDDT < 50), ¢o naznacuje jeho vnutornu
nestruktldrovanu (intrenzicky nestrukturovanu) povahu
a déleZitost pruznosti pri adaptacii tvaru komplexu
MutSy k réznym DNA intermedidtom. Celkova
topoldgia modelov je velmi podobna — obe domény su
navzajom orientované v pomerne pevnom uhle, ¢o
pravdepodobne umoznuje koordinované viazanie ATP
a DNA.

A : B

Obrazok 2. A: Predikcia tercidrnej Struktiry MSH4 z E.
gracilis. B: Predikcia tercidrnej Stuktury MSH4 z E.
longa. Cervenou farbou je v oboch retazcoch
zvyraznend P-loop NTP-hydrolase doména a zelenou
MutsS like doména I.

Zdroj: [21].

2.3 Predikcia terciarnej struktury proteinu MSH5
Rovnako ako u MSH4 bola aj u MSH5 predikovana
dvojdoménova architektura, ktora je typicka pre ¢lenov
rodiny MutSy. Model z E. gracilis dosiahol pTM = 0,79,
model z E. longa dokonca pTM = 0,84, ¢o sveddi o
vysokej globalnej spolahlivosti predikcie. V oboch
Strukturach je MutS domain Il (¢ervend) (Pfam ID:
PF05192) umiestnena na jednom konci proteinu a tvori
robustné jadro skladajuce sa zo siedmich
antiparalelnych B-retazcov lemovanych helikdlnymi
slu¢kami. Na opac¢nom konci sekvencie sa nachadza P-
loop NTP-hydrolaza (zelend) (Pfam ID: PF00225),
nesuca Gly-X- Gly-X-X-Gly motiv nevyhnutny pre
viazanie a hydrolyzu ATP. Medzi dvoma funkénymi
jednotkami sa tiahne relativne dlhy usek s nizsimi
pLDDT hodnotami (< 50), ¢o indikuje jeho vnutornu
nestruktirovani povahu a pravdepodobnl ulohu
flexibilného ,spojkového” segmentu, ktory umozniuje
dynamickd zmenu vzdjomnej orientacie domén podla
typu naviazaného DNA intermediatu.

Obrazok 3. A: Predikcia terciarnej Struktiry MSH5 z E.
gracilis. B: Predikcia terciarnej Stuktdry MSH5 z E.
longa. Cervenou farbou je v oboch retazcoch
zvyraznend MutS domain 1l a zelenou P-loop NTP
hydrolase doména.

Zdroj: [21].

2.4 Predikcia terciarnej Struktury komplexu
MSH4-MSH5

Predikovali sme taktieZ tercidrnu Struktdru celého
komplexu MSH4-MSH5 (Obrazok 3). Multimérova
predikcia v AlphaFold3 odhalila obdobné topologické
principy u oboch druhov, hoci medzi-podjednotkova
spolahlivost je nizka (ipTM = 0,26 pre E. gracilis; =~ 0,21
pre E. longa) a celkova topoldgia dosahuje pTM = 0,50,
resp. = 0,49. Na zaklade predikcie u E. gracilis (ipTM
0,26; pTM 0,50), MutS-doména | MSH4 (fialova) a MutS
doména lll MSH5 (modrd) interaguju prostrednictvom
rozsiahlych konzervovanych B skladieb a helikalnych
slu¢kovitych  segmentov, <¢im  vytvdraju  hlavna
interakénu plochu heterodiméru. Na druhej strane su
P-loop NTP-hydrolazové domény (Cierna pre MSH4, zIta
pre MSH5) orientované na opacnych koncoch
komplexu, ¢o naznaCuje mozny alostericky
mechanizmus: hydrolyza ATP v jednej podjednotke by
mohla prepinat afinitu komplexu k DNA. Podobné
usporiadanie registrujeme aj u E. longa (ipTM 0,21;
pTM 0,49), kde hoci spojovacie segmenty medzi
doménami vykazuju nizke pLDDT (< 50) a su
pravdepodobne vnutorné nestrukturované, zakladna
architektira — vzajomna poloha MutS-domén a
ATPazovych modulov — zostava konzervovana.



Obrazok 4. A: Predikcia tercidrnej Struktury komplexu
MSH4-MSH5 z E. gracilis. B: Predikcia terciarnej
Struktury MSH4-MSHS z E. longa. Protein MSH4 je v
oboch komplexoch vyznaceny cervenou farbou. a jeho
konzervované domény su zvyraznené MutS-doména |
(fialova farba) a P-loop NTP-hydrolazovda doména
(Cierna farba). Protein MSH5 je v oboch komplexoch
vyznaceny zelenou farbou a jeho konzervované
domény su zvyraznené MutS-doména Il (modra farba)
a P-loop NTP-hydroldazova doména (zlta farba).

Zdroj: [21].

Zaver

V tejto praci sme identifikovali a charakterizovali 2
vybrané klucové meiotické gény u druhov Euglena
gracilis a Euglena longa, konkrétne gény MSH4 a MSH5
a ich proteinové produkty. Analyza naznacila, Ze tieto
gény zachovavaju konzervovanu doménovu Strukturu a
umoznuju tvorbu potencidlne funkéného heterodiméru
MutSy, ktory je nevyhnutny pre spravnu segregaciu
chromozémov pocas meidzy. Vysledky podporuju
hypotézu o pritomnosti meiotického aparatu triedy
Euglenida, hoci priame dbokazy sexualneho cyklu zatial
chybaju. V nadchadzajlicej faze prace sa planujeme
podrobnejsSie  venovat bioinformatickej analyze
vietkych esencidlnych meiotickych génov, pre lepsie
porozumenie molekularnych mechanizmov
potencidlneho sexudlneho rozmnoZovania tohto
evoluéne vyznamného taxénu.
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Abstrakt

Vitamin K2 (menachindn) je biologicky aktivny kofaktor
kfd€ovy pre proces mineralizacie a transkripénu
reguldciu génov  spojenych s osteoblastickou
diferenciaciou. V nasej praci sme skudmali ucéinok
vitaminu K2 na bunkovu viabilitu, aktivitu alkalickej
fosfatazy a expresiu kli¢ovych osteogénnych génov
Alpl  aCollal vprimarnej kultire potkanich
osteoblastov. Bunky boli osetrené koncentraciami 10,
50 a 100 umol/I vitaminu K2 po dobu 72 hodin. Analyza
viability, spektrofotometrické stanovenie aktivity
alkalickej  fosfatdzy = a metéda real-time PCR
(Polymerase Chain Reaction) nepreukazali Statisticky
vyznamné zmeny v sledovanych parametroch oproti
kontrole. Absencia signifikantnej moduldcie tychto
parametrov naznacuje, ze aplikované koncentracie
vitaminu K2 v danom ¢asovom intervale neovplyviuju
proliferaciu ani pociatocné 3$tadid diferenciacie
primarnych potkanich osteoblastov. Ziskané data
zaroven potvrdzuju biokompatibilitu testovanych
ddvok aindikuju, Ze sledovand latka vdanom
koncentraénom rozmedzi nep6sobi inhibi¢ne na proces
maturacie kostnej matrix.
Klacové slova: vitamin K2, osteoblasty,
viabilita, alkalicka fosfataza, génova expresia

bunkova

Abstract

Vitamin K2 (menaquinone) is a biologically active
cofactor that is essential for the process of
mineralization and the transcriptional regulation of
genes associated with osteoblastic differentiation. In
our study, we investigated the effect of vitamin K2 on
cell viability, alkaline phosphatase activity, and the
expression of the key osteogenic genes Alp/ and Collal
in a primary culture of rat osteoblasts. The cells were
treated with concentrations of 10, 50, and 100 pmol/I
of vitamin K2 for 72 hours. Viability analysis,
spectrophotometric  determination of alkaline
phosphatase activity, and real-time PCR (Polymerase

Chain Reaction) did not reveal statistically significant
changes in the monitored parameters compared to the
control. The absence of significant modulation of these
parameters suggests that the applied concentrations of
vitamin K2 do not affect the proliferation or early
stages of differentiation of primary rat osteoblasts
within the given time interval. The obtained data also
confirm the biocompatibility of the tested doses and
indicate that the tested substance, within the given
concentration range, does not inhibit the bone matrix
maturation process.

Key Words: vitamin K2, osteoblasts, cell viability,
alkaline phosphatase, gene expression

Uvod

Vitamin K2 (menachinén) predstavuje biologicky
aktivny kofaktor zapojeny do posttranslacnych
modifikdcii proteinov, ktoré su klu¢ové pre proces
mineralizacie a Strukturalnu organizaciu kostného
tkaniva. Na rozdiel od vitaminu K1, ktory primarne
ovplyviiuje koagulacnu kaskadu v peceni, vitamin K2
vykazuje wvyrazny extrahepatdlny ucinok, najma
v reguldacii osteogenézy a kalcifikacie makkych tkaniv.
Mechanizmus ucinku vitaminu K2 je sprostredkovany
dvoma hlavnymi drahami. Prvou je y-karboxylacia
zvySkov kyseliny glutdmovej na y-karboxyglutamat
(Gla), ¢im dochadza k aktivacii K-dependentnych
proteinov, predovsetkym osteokalcinu a matrixového
Gla-proteinu (MGP). Aktivny, karboxylovany
osteokalcin vykazuje vysoku afinitu k hydroxyapatitu,
¢o umoznuje jeho efektivne zabudovanie do kostnej
matrix. Druhd draha zahfiia genomicky ucinok, kde
vitamin K2 p&sobi ako ligand pre nuklearny receptor
SXR (Steroid and Xenobiotic Receptor), resp. jeho
hlodav¢i ortolég PXR (Pregnane x Receptor). Tato
interakcia vedie k moduldcii expresie  génov
asociovanych s osteoblastickou diferenciaciou a
produkciou extraceluldrnej matrix. Tato signaliza¢nd
draha tak priamo ovplyviuje transkripény profil
osteoblastov [1, 2, 3].



Osteoblasty, diferencujice sa z mezenchymalnych
kmenovych buniek, su zodpovedné za syntézu
organickej kostnej matrix (osteoidu) a naslednu
riadenu mineralizaciu. Tento proces zahffia sekvenciu
faz od proliferacie cez maturaciu matrix aZ po depoziciu
mineralnych soli. Bolo preukdzané, Ze vitamin K2
stimuluje aktivitu alkalickej fosfatazy (ALP) a zvysuje
akumulaciu kolagénu typu | retazca al (Collal), ¢im
vytvara optimalne podmienky pre formovanie kostnej
hmoty.

Pre detailné skumanie tychto molekularnych
mechanizmov sa ¢asto vyuZivaju primarne bunkové
kultdry osteoblastov, najcastejSie izolované z kalvarii
potkanov. Tento model umozriuje sledovat dynamiku
génovej expresie a formovanie mineralizacnych centier
v kontrolovanom in vitro prostredi, ktoré verne
simuluje fyziologické procesy prebiehajuce
v organizme. Stadium vplyvu vitaminu K2 na génovi
expresiu vtychto kultirach poskytuje kltcové
informacie o jeho anabolickom pd6sobeni a potenciali
pri prevencii a lieCbe metabolickych ochoreni skeletu,
ako je osteopordza [5, 6].

Cielom tejto prace je zhodnotit vplyv vitaminu K2 na
bunkovu viabilitu, aktivitu alkalickej fosfatdzy a
expresiu génov osteogénnych markerov Alpl/ a Collalv
primdrnej kultire osteoblastov potkana.

1 Material a metodika

1.1 Bunkova kultura osteoblastov

Primarne potkanie osteoblasty boli ziskané od
spolo¢nosti Innoprot (Derio, Spanielsko). Bunky boli
kultivované v rastovom médiu pozostavajucom z a-
MEM (Minimum Essential Medium Alpha Modification)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) suplementovaného
10 % fetalnym bovinnym sérom (FBS; Sigma-Aldrich)
a antibiotikami (1 % roztok penicilinu a streptomycinu;
Hyclone, Logan, UT, USA). Bunky boli nasadené do 75
cm? kultivagnych flia§ a inkubované priteplote 37°Cv 5
% COz. Kultivatné médium bolo vymienané kazdé 2 az
3 dni. Po dosiahnuti 85 — 90 % konfluencie boli bunky
subkultivované podla protokolu autorov Taylor et al.
(2014) [7]. Experimenty sa uskutocnili pocas
exponencialnej fazy rastu v 3. pasazi.

1.2 Aplikacia vitaminu K2

Bunky boli oSetrené r6znymi koncentraciami vitaminu
K2 (menachinén-4; Sigma-Aldrich). Vitamin K2 bol
rozpusteny v dimetylsulfoxide (DMSO) na pripravu
zasobného roztoku s koncentraciou 23,39 mM.
Zasobny roztok bol nasledne dalej riedeny kultivacnym
médiom na dosiahnutie pozadovanych koncentracii
(Tabulka 1). Expozicia buniek vitaminom K2 trvala 72

hodin. Kontrolna skupina (K) predstavovala primarnu
bunkovu kulturu bez pridavku vitaminu K2.

Tabulka 1 — Davky pouZité v experimentoch in vitro

Skupina Vitamin Koncentracia
K10 K2 10 umol/I
K50 K2 50 umol/I
K100 K2 100 pmol/I

1.3 Test viability

Relativna viabilita buniek v primarnych kultirach
osteoblastov potkana bola stanovena pomocou
kolorimetrického testu proliferacie buniek CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
(Promega, Madison, WI, USA). Test bol vykonany podla
pokynov vyrobcu s pouzitim 96-jamkovych platniciek
vhodnych pre bunkové kultdry. Bunky boli nasadené
v hustote 2,0 x 10* buniek na jamku v 100 pl
kultivaéného média. MnoZstvo formazanu
nameraného absorbanciou je priamo Umerné poctu
Zivych buniek v kultdre. Vysledky boli vyjadrené ako
percento optickej hustoty (OD) voci kontrolnej skupine.

1.4 Test aktivity alkalickej fosfatazy (ALP)

Aktivita ALP bola hodnotend v 6smich opakovaniach
na 96-jamkovych platniach pri hustote nasadenia 1,0 x
10* buniek/jamku. Na detekciu aktivity ALP bol pouZity
substrat BCIP®/NBT SIGMAFAST™ (5-bréom-4-chlér-3-
indolylfosfat/nitromodra tetrazdliova sol), ktory v ALP-
pozitivhych bunkach vytvara modrofialova zrazeninu.
Intenzita zafarbenia bola kvantifikovana
spektrofotometricky pri 405 nm. Vysledky boli
vyjadrené ako percento optickej hustoty (OD) relativne
ku kontrolnej skupine.

1.5 Real-time PCR a génova expresia vybranych génov
Primarne osteoblasty potkana boli kultivované
v kultivaénej nadobe s objemom 25 cm? apo 24
hodindch  oSetrené vitaminom K2 v rdznych
koncentraciach rozpustenych v kultivathom médiu. Po
72-hodinovej expozicii vitaminom K2, bola celkova RNA
izolovana z buniek pomocou komercného kitu RNeasy
Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden, Nemecko) podla pokynov

vyrobcu. Koncentracia RNA v kaZzdej vzorke bola
kvantifikovana pomocou fluorometra Quantus
Fluorometer  (Promega, USA). Na  syntézu

komplementarnej DNA (cDNA) bolo pouZitych 1,5 ug
celkovej RNA z kaZdej vzorky. Reverznd transkripcia
bola vykonand pomocou sady RT? First Strand Kit
(Qiagen, Nemecko). Reakénda zmes obsahovala
prislusné komponenty a bola inkubovana za
Standardnych podmienok pre syntézu cDNA. Génova
expresia vybranych génov bola kvantifikovana
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prostrednictvom real-time PCR pomocou Custom RT?
Profiler PCR Array (Qiagen) v 96-jamkovom formate
podla pokynov vyrobcu. Analyzovanymi ciefovymi
génmi boli osteogénne markery Alpl (alkalicka
fosfataza) a Collal (kolagén typu |, alfa 1), ktoré su
rozhodujucimi indikdtormi diferencidcie a maturacie
osteoblastov (Tabulka 2). Normalizacia relativnej
génovej expresie bola uskutoénena pomocou analyzy
softvéru GeneGlobe Data Analysis Center (Qiagen).
Pévodne pre normalizaciu bolo testovanych pat
kandidatskych referenénych génov, avsak ztychto
génov boli identifikované Ldha (Lactate dehydrogenase
A), Pgkl (Phosphoglycerate kinase 1) a B2m (Beta-2
microglobulin) ako najstabilnejSie. Ich vhodnost bola
dalej potvrdena pomocou nastroja RefFinder, ktory
integruje viaceré vypoctové algoritmy na hodnotenie
stability referenénych génov. Specifita PCR amplifikacie
bola overend pomocou melting curve analysis na

zaistenie  pritomnosti  Specifickych  amplikénov
a absencie primarnych dimérov ¢i neSpecifickych
produktov.
Tabulka 2 — Zoznam analyzovanych génov
Funkéna Symbol Nazov .
. . . Funkcia
skupina génu génu
Alkalicks | Marker skorej
Alpl i diferenciacie
fosfatdza
osteoblastov
Osteogénne Hlavna
markery Kolagén Strukturdina
Collal typu |, zlozka kostnej
alfal extraceluldrnej
matrix

1.6 Statisticka analyza

Data boli spracované a analyzované pomocou softvéru
SPSS verzia 26.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA). Udaje
z real-time PCR boli analyzované pomocou softvéru
GeneGlobe Data Analysis Center (Qiagen) s pouZitim
metédy AACt na vypoclet génovej expresie.
Normalizované hodnoty génovej expresie boli nasledne
vyhodnotené pomocou jednofaktorovej ANOVA s post-
hoc testami. Vsetky experimenty boli vykonané
v trojitej biologickej replikacii a 6smimi technickymi
replikdtmi na 96-jamkovej platnicke. Za Statisticky
vyznamnu bola povaZzovana hodnota p < 0,05. Vsetky
vysledky su uvedené ako priemer a Standardna

odchylka  (SD) najmenej troch  nezavislych
experimentov.
2 Vysledky a diskusia

Nase vysledky nepreukazali Statisticky vyznamny vplyv
vitaminu K2 na bunkovu viabilitu, aktivitu ALP ani

génovu expresiu kltiéovych osteogénnych markerov
v primarnej kulture potkanich osteoblastov.

V ramci stanovenia bunkovej viability (Tabulka 3,
Graf 1) sme mohli pozorovat znizené hodnoty viability,
bez signifikantnych rozdielov v porovnani s kontrolnou
skupinou, ¢o potvrdzuje bezpeénost aplikacie vitaminu
K2 vdanych davkach na osteoblastovi kulturu, co
vytvara predpoklady pre objektivne hodnotenie jeho
potencialnych osteogénnych ucinkov.

Tabulka 3 — Hodnotenie bunkovej viability primarnych
osteoblastov potkanov

. Smerodajna
Priemer v % odchylka
K 100,000 9,052
K10 96,328 5,104
K50 93,221 4,210
K100 87,811 5,892
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Graf 1 — Grafické znazornenie viability osteoblastov
po expozicii vitaminom K2 v percentach

Ziskané vysledky naznacuju, Ze testované
koncentracie latky K (10, 50 a 100) neovplyviuju
enzymatickd aktivitu ALP v primdrnej kulture
osteoblastov (Tabulka 4, Graf 2). Hoci bol v skupine
K100 zaznamenany mierny pokles aktivity na 83,42 %,
absencia Statistickej vyznamnosti potvrdena Tukeyho
HSD (Honestly Significant Difference) testom dovoluje
konstatovat, Ze osteogénny potencial buniek zostal
zachovany. Tieto data su délezité z hladiska
biokompatibility, nakolko potvrdzuju, Ze sledované
latky v danom rozmedzi nep6sobia inhibi¢ne na proces
maturacie kostnej matrix.

Tabulka 4 — Hodnotenie aktivity ALP

. Smerodajna
Priemer v % odchylka
K 100,000 9,6517
K10 89,630 14,396
K50 97,226 10,964
K100 83,421 17,064
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Graf 2 — Grafické znazornenie aktivity ALP

v percentach

Analyza génovej expresie pomocou real-time PCR
umoznila zhodnotit zmeny v expresii sledovanych
osteogénnych markerov v odpovedi na aplikaciu
vitaminu K2. Zamerali sme sa na dva klucové gény, na
Alpl kédujuci alkalicku fosfatdazu a Collal kodujlci
kolagén typu | retazec al (Tabulka 5, Graf 3). Relativna
expresia génu Alpl vykazovala v prvej skupine miernu
upregulaciu s hodnotou fold change 1,22. Tento narast
vsak nebol statisticky vyznamny (P = 0,337). Podobne
bola pozorovana vyssia relativna expresia génu Collal
(fold change 1,24), ktora vsak taktiez nedosiahla
Statistickd vyznamnost (P = 0,085).

Tabulka 5 — Fold change skimanych génov

Fold change
K K10 K50 K100
Alpl 1,22 1,03 1,07
Collal 1,24 0,95 1,07
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Graf 3 — Zmeny v génovej expresii génov Alpl
a Collal po expozicii osteoblastov vitaminom K2

V nasej praci bol analyzovany ucinok vitaminu K2
(menachinénu) na primdrnu  kultiru potkanich
osteoblastov  prostrednictvom analyzy bunkovej
viability, enzymatickej aktivity ALP a génovej expresie
génov Alpl a Collal. Po 72-hodinovej expozicii buniek

koncentraciami 10, 50 a100 umol/l neboli
zaznamenané Statisticky vyznamné zmeny v Ziadnom
zo sledovanych parametrov. Absencia signifikantnej
moduldcie viability naznafuje, Ze testované
koncentracie vitaminu K2 nepOsobia na primarne
osteoblasty cytotoxicky, ¢o je v sulade so zisteniami
Atkinsa et al., ktori taktieZz nespozorovali negativny
vplyv menachindnu na preZivanie buniek, ale skor jeho
protektivny, antikatabolicky ucinok. Vich praci boli
pouzité  ludské bunky podobné  primarnym
osteoblastom [8]. Je vSak doleZité poznamenat, Ze
zatial' o nami testované vysSie koncentrdcie udrzali
viabilitu na