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Predslov 
 

 
 

Mil® kolegyne, v§ģen² kolegovia, cten² 

¼ļastn²ci ĠVK PriF UK 2025, 

keŅ pred vyġe dvomi tis²croļiami 

prenikol veŎkĨ Herodos z Halikarnassu 

svojimi myġlienkami a sprostredkovanĨmi 

inform§ciami Ņaleko na sever od vtedajġej 

kol²sky civiliz§cie, ostal len pri skromnĨch 

slov§ch: ĂAko hovoria Tr§ci, v tom kraji 

za Dunajom ģije toŎko vļiel, ģe sa cez ne 

ned§ ani krok Ņalej dostaŠ.ñ A tak troġku 

¼smevne dost§vame my, pr²rodovedci, o tom 

naġom kraji slovami naozaj prv®ho 

vĨznamn®ho geografick®ho kompendia 

do vienka trad²ciu pr²rodovedn®ho 

vzdel§vania. Trad²ciu, ktor¼ v neskorġ²ch 

dob§ch budovali v tomto regi·ne mnoh² 

velik§ni myslenia a pozn§vania. Moģno 

v tejto s¼vislosti aj sl§vny Johannes M¿ller 

von Kºnigsberg, inak slovutnĨ profesor 

naġej bratislavskej Istropolitany, jednej 

z najstarġ²ch stredoeur·pskych univerz²t, 

ktor®ho prelomov® pr²rodovedn® diela 

De triangulis omnimodus libri quinque 

s n§dychom helicentrizmu d§vno 

pred Kopernikom si pre svoje z§morsk® 

objavn® cesty objednal aj s§m Kolumbus. 

Dnes na Regiomontanovom odkaze 

a trad²ci² stoja aj z§klady Univerzity 

Komensk®ho v Bratislave. Iste sa pr²liġ 

nevzdialim od pravdy, keŅ zd¹razn²m, ģe jej 

Pr²rodovedeck§ fakulta patr² k tĨm 

najprest²ģnejġ²m vedecko-pedagogickĨm 

inġtit¼ci§m, na ktor® sme na Slovensku 

pr§vom hrd². Ste na spr§vnom mieste s tou 

najvyġġou koncentr§ciou invent²vneho 

potenci§lu, intelektu, talentu 

a objaviteŎsk®ho entuziazmu v pr²rodnĨch 

ved§ch na naġom ¼zem². Na mieste, ktor® sa 

napriek nepriazni doby a tak troġku 

aģ zvr§ten®mu rebr²ļku hodn¹t a prior²t 

spoloļnosti, v ktorom sa ¼cta k m¼drosti 

a vzdelaniu prepadla takmer na jeho sam® 

dno, drģ² pr²snych a nekompromisnĨch 

ġtandardov vedy a vĨskumu. PokiaŎ ste si ho 

vybrali pre prezentovanie svojich iste 

cennĨch a zauj²mavĨch vĨsledkov, drģ²te sa 

tej pravej cesty. Ġtudentsk§ vedeck§ 

konferencia na naġej fakulte ne nesporne 

prest²ģnym podujat²m pre prest²ģnych 

ġtudentov. Aj tento rok zaznamenalo vysokĨ 

z§ujem zo strany 252 ¼ļastn²kov, z ktorĨch 

198 akt²vne vyst¼pi na naġej akademickej 

p¹de, aby pr²sluġn® tematick® f·rum 

informovali o podnetnĨch vĨstupoch svojej 

pr§ce. VeŎmi ma teġ², ģe popri dom§cich 

ġtudentoch prijalo naġe pozvanie aj viacero 

¼ļastn²kov z extern®ho prostredia, 

predovġetkĨm zo Slovenskej akad®mie vied, 

Slovenskej technickej univerzity 

v Bratislave, Ļesk®ho vysok®ho uļen² 

technick®ho v Prahe ļi Mendelovej 

zemŊdŊlskej a lesnickej univerzity v Brne. 

A prakticky v intenci§ch minulĨch rokov 

zav²tali na naġu fakultu aj stredoġkolsk² 

¼ļastn²ci podujatia. TematickĨ profil 

jednotlivĨch pr²spevkov uģ tradiļne definuje 

najmª biol·gia (120) a ch®mia (46) 

s nezanedbateŎnĨm podielom geografie, 

geol·gie, environmentalistiky a didaktiky 

pr²rodnĨch vied. Đprimne sa teġ²m z 

kaģd®ho podujatia, ktor® sp§ja talent 

mladĨch Ŏud² a predznamen§va trendy 

napredovania pr²rodnĨch vied do najbliģġ²ch 

rokov, veŅ v dneġnom upon§hŎanom ļase si 

pr²rodovedci nedok§ģu uģ odkrojiŠ veŎa 

momentov na vz§jomne motivaļn¼ diskusiu. 

Moģno aj z tohto d¹vodu by som r§d 

poŅakoval osobitne organizaļn®mu vĨboru 

ĠVK s vierou, ģe vġetci ¼ļastn²ci n§jdu na 

tomto podujat² mnoho inġpir§cie a 

pr²rodovedn®ho entuziazmu. Maj¼ totiģ na 

ļom stavaŠ. 

 

prof. RNDr. Peter Fedor, DrSc. 

dekan PriF UK v Bratislave

Predslov 
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Abstract 

This study aims to identify and describe the Temonera (TEM), Sulfhydryl variable (SHV), and 

Cefotaximase (CTX-M) extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) genes in Klebsiella pneumoniae linked to 

community-acquired pneumonia. Fifty sputum specimens were obtained from patients with community-acquired 

pneumonia and ESBL-producing isolates were identified using a phenotypic confirmation assay. DNA sequencing 

was conducted for the TEM, SHV, and CTX-M genes, and BLAST was used to assess sequence similarity and 

homology. Phenotypic confirmation tests indicated that four of the twelve Klebsiella pneumoniae isolates 

developed ESBL. Three (75%) tested negative for TEM, SHV, and CTX-M genes, while one (25%) tested positive. 

Multiple sequence alignment showed that the TEM gene closely resembles TEM-1 from several bacterial species, 

but the CTX-M gene has a quiet mutation at position 510 resulting from the G to T substitution. The Silent mutant 

CTX-M gene exhibiting ESBL activity may be inferred. 

 

Keywords: Klebsiella pneumoniae; ESBL; TEM; SHV; CTX-M genes 

 

Introduction and Objectives 

Klebsiella pneumoniae producing extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) has 

become a significant pathogen in nosocomial infections [1], with a rise in community-acquired 

infections and invasive infections [2].  

ESBL-producing K. pneumoniae is more commonly isolated from sputum (50%) [3]. 

The increasing use of beta-lactam antibiotics in clinical practice has led to the emergence of 

different beta-lactamases [4].  

The main cause of ESBL was documented in Europe during the 1980s and in our country 

after the introduction of third-generation cephalosporins [5].  

More than 300 distinct ESBL variations have been documented [6], with the majority 

categorised into three genotypes: Temoniera (TEM), Sulfhydryl variable (SHV), and 

Cefotaximase (CTX) [7].  

The prevalence of ɓ-lactamases has escalated within clinical settings, with CTX-M and 

SHV emerging as the most widespread ESBLs across Asia, the Middle Kingdom, and Europe 

[8, 9]. ESBLs are more prevalent in the MENA area and most Gulf Cooperation nations [10].  
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In Sudan, investigations into the mechanisms of beta-lactam resistance were often 

confined to phenotypic characterisations. This research intended to elucidate the genetic 

features of ESBL-producing K. pneumoniae responsible for community-acquired pneumonia. 

 

Materials and methods 

Bacterial isolates and antibiotic susceptibility testing: 50 sputum specimens from 

patients with lower respiratory tract infections at Al-shaab Teaching Hospital were collected 

and sent to a study facility. The inoculation culture media were incubated aerobically at 37ÁC 

for the night, followed by aseptic inoculation in MacConkey agar. Various tests were used to 

identify potential causative agents, including motility, oxidase, kligler iron agar, citrate 

utilisation, urease hydrolysis, indole production, and methyl red. Gram stain was used to 

identify potential causative agents, and the Kirby-Bauer disc diffusion technique was used to 

evaluate antibiotic resistance in isolated organisms. 

Phenotypic detection of ESBLs: The double disk synergy test (DDST) was conducted 

using 30 mg of cefepime, ceftriaxone, ceftazidime, and cefotaxime disks, along with 

Amoxyclav (AMCA). The disks were placed at 30 and 16mm distances and 37ÁC overnight. 

The organism was considered to harbor ESBLs if the zone of inhibition around one or more 

antibiotic discs showed a clear-cut increase toward the AMCA disk. 

 Genotypic detection of ESBLs: DNA was extracted using boiling method [11] and PCR 

was performed using a thermal cycler with specific primers. The reaction volume consisted of 

25 ɛl of Master mix, forward and reverse primers, DNA, and deionized sterile water. The PCR 

mixture underwent 30 cycles of denaturation, primer annealing, and elongation. The PCR 

products were then analysed by electrophoresis on a 2% agarose gel in 1X TBE, including 2.5 

ɛl of ethidium bromide, at 100 V for 40 minutes. Bands were discernible using a UV 

transilluminator. 

Sequencing of the genes: Macrogen Company in Seoul, Korea, performed DNA 

purification and standard sequencing of both strands of the TEM, SHV, and CTX-M genes. 

Bioinformatics analysis: The Finch TV program was used to view chromatogram 

sequences, followed by searching for similarity using nucleotide BLAST. Highly similar 

sequences were retrieved from NCBI and aligned using BioEdit software [12]. 
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Results and discussion 

The study involved 50 community-acquired pneumonia patients at Al-Shaab Teaching 

Hospital. Twenty-two samples showed positive culture outcomes, with K. pneumoniae being 

the most frequently isolated organism, accounting for 52.5% of the 22 isolates (Fig. 1). 

Phenotypic detection of ESBLs: The SDDF screening of ESBL producers using third-

generation cephalosporins revealed that only 33.3% of isolated K. pneumoniae organisms 

exhibited antibiotic resistance, while the remaining 66.7% were susceptible (Tab. 1). 

Genotypic detection of ESBLs: Four K. pneumoniae isolates were found resistant to 

beta-lactam antibiotics, with 3 out of 4 positive ESBLs (TEM, SHV, CTX-M) negative (75%), 

while only 25% were positive for TEM, SHV, and CTX-M genes together (Fig. 2). 

Bioinformaticsô analysis: The study used the BLAST nucleotide algorithm to analyse 

the TEM and CTX-M gene sequences to determine their association with other TEM and CTX-

M gene sequences in the GenBank database. The TEM gene (971 bp) showed 99% similarity 

to the nucleotide sequence of TEM-1 from various bacterial species, including Enterobacter 

TEM-1 from India, K. pneumoniae TEM-1 from China, Escherichia coli TEM-1 from India, 

and K. pneumoniae TEM-1 from Iran. The CTX-M gene (550 bp) showed 99% identity with 

the nucleotide sequence of CTX-M-15 from various bacterial species, including K. pneumoniae 

from India, K. pneumoniae from Egypt, Escherichia coli from Egypt, K. pneumoniae from 

China, Pseudomonas aeruginosa from Egypt, and Acinetobacter baumannii from Egypt. 

Multiple Sequence Alignment of TEM gene: The TEM gene was aligned with similar 

nucleotide sequences obtained from BLAST to determine homology and evolutionary relation. 

BioEdit software revealed high similarity between the sequences, confirming the high 

homology and evolutionary relationship between them. 

The amino acid sequence of TEM gene: To determine the homology and evolutionary 

relationship between these protein sequences, the TEM gene was multiplex aligned with 

homologous protein sequences that were found using BLAST. 

Phylogenetic Tree of TEM gene: The multiple sequence alignment of the CTX-M gene 

with similar nucleotide sequences obtained from BLAST was carried out to find the homology 

and evolutionary relation between these sequences. As shown by BioEdit software there is a 

substitution G to T at position 510. 

The amino acid sequence of CTX-M gene: The multiple sequence alignment of the 

CTX-M gene with similar protein sequences obtained from BLAST was carried out to find the 

homology and evolutionary relation between these protein sequences.  
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Phylogenetic tree of CTX-M gene:The drawn phylogenetic tree revealed that our CTX-M gene 

is so closed to Sudanese CTX-M-15 and Indian CTX-M-15. 

 

 
Fig. 1. Frequency of isolated bacteria Phenotypic detection of ESBLs. 

 

Tab. 1. Antimicrobial susceptibility of Klebsiella pneumoniae against third generation Cephalosporins. 

 

 
 

 
 

Fig. 2. PCR amplification of TEM, SHV, and CTX-M on 2% agarose gel electrophoresis. 

Lane 1 DNA ladder: MW 100-1500bp. Lane 2 bands of TEM gene (971bp). Lane, 3 bands of the SHV gene 

(797bp) Lane 4 shows a typical band size of (550bp) corresponding to the molecular size of the CTX-M gene. 

 

The study found that out of the 22 isolates, 12 were identified as K. pneumoniae 

(54.5%), which is consistent with previous research suggesting that K. pneumoniae is the most 

frequently isolated etiological agent in 22% of patients [13]. The study also found that each 
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ESBL-producing isolate exhibited resistance to 69%, 74%, and 79.6% of ceftazidime, 

cefotaxime, and ceftriaxone, compared to the current 100% resistance found in the study [14]. 

 The study found that out of 12 K. pneumoniae isolates, 33.3% were found to be ESBL 

producers, which is lower than previous reports by Vemula and Rahman, who reported 32% 

and 39.5% respectively, and Rodrigues' 8.5% [15, 16]. 

The study found that out of 12 verified ESBL phenotypic strains, only 33.3% had 

positive genotypes for CTX-M, TEM, and SHV genes. The remaining 75% were devoid of 

these genes, possibly due to additional ESBL-coding genes. The study also found that 25% of 

SHV, TEM, and CTX-M genes coexist, confirming Omowunmi's 18.75% coexistence rate for 

these genes. This supports the findings of Omowunmi's previous research [17]. 

Sana Alibi's research found 44.9% coexistence of three genes, with CTX-M-15 being 

the sequenced CTX-M-15 [18]. The protein's structure remained unchanged, possibly due to 

the phenomenon of multiple codons encoding the same chemical component, as confirmed by 

BLASTn search and BioEdit multiple sequence alignment. The sequenced TEM-1 gene, 

distinct from a Sudanese study by Hisham, has mutations at 880 and 931 in a conserved area 

[19]. The TEM-1 gene is closely related to the Egyptian TEM-1 gene, indicating Egypt's 

proximity to Sudan among the analysed nations. 
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Abstract 

Analysis of DNA-binding properties of the Rim1 protein and its mutant versions 

Rim1 (Replication in mitochondria) is a mitochondrial single-stranded DNA binding protein (mtSSB) in 

Saccharomyces cerevisiae and functions to coordinate replication and maintenance of mitochondrial DNA 

(mtDNA). In most eukaryotic cells, the preservation of mtDNA is essential for survival. Rim1p has a human 

homologue, SSBP1, and studying its function may help elucidate molecular mechanisms underlying mitochondrial 

diseases. Like many proteins, Rim1p activity may be regulated by post-translational modifications (PTMs). 

Although 16 PTMs, including 11 phosphorylations have been identified, their functional relevance remains 

unclear. We therefore investigated the role of phosphorylation at the evolutionarily conserved Ser31 position. 

Using electrophoretic mobility shift assay (EMSA), we found that the dephosphorylated form of Rim1p, mimicked 

by an alanine substitution, retained DNA-binding ability. In contrast, glutamate mutant, mimicking 

phosphorylation was unable to bind single-stranded DNA probe, suggesting that phosphorylation at Ser31 

negatively regulates Rim1p activity. 
 

Keywords: Rim1; Ssbp1; mtDNA; mtSSB, phosphorylation; EMSA; substitutions  

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

Posttranslaļn® modifik§cie (PTM) s¼ d¹leģitĨm n§strojom, ktorĨ bunka vyuģ²va na 

regul§ciu aktivity prote²nov a na vytv§ranie komplexity svojho prote·mu. Avġak ļastokr§t ich 

funkļnĨ vĨznam nie je doposiaŎ zn§my [1]. Jednou z najzn§mejġ²ch PTM, ktorou disponuj¼ 

prote²ny vo vġetkĨch dom®nach ģivota, je fosforyl§cia [2].  Predstavuje reverzibiln® kovalentn® 

pripojenie fosf§tovej skupiny k prote²nu, katalyzovan® enzĨmami, prote²nkin§zami [3]. 

Vyskytuje sa vo vġetkĨch bunkovĨch kompartmentoch, vr§tane mitochondri². Avġak ġt¼die o 

¼loh§ch fosforyl§cie v regul§cii funkcie ļi aktivity mitochondri§lnych prote²nov zaost§vaj¼ v 

porovnan² s jadrovĨmi alebo cytoplazmatickĨmi prote²nmi [2].  

VeŎkĨ vĨznam m§ preto ġt¼dium vplyvu fosforyl§cie na mitochondri§lne prote²ny, ktor® 

s¼ s¼ļasŠou mitochondri§lneho nukleoidu. Ide o nukleo-prote²novĨ komplex tvorenĨ 

mitochondri§lnou DNA (mtDNA) a viacerĨmi prote²nmi, medzi ktor® patr² aj prote²n Rim1 

(replication in mitochondria) kvasiniek S. cerevisiae [4]. Ide o vysoko evoluļne konzervovanĨ 

prote²n, homol·gy ktor®ho boli n§jden® v mnohĨch druhoch naprieļ evoluļnĨm stromom, 

poļn¼c bakt®riami Escherichia coli (prote²n SSB) [5] aģ po ļloveka (prote²n SSBP1) [6] . 

Rim1p patr² do skupiny prote²nov mtSSB (mitochondrial single-stranded DNA binding 

protein), ktor® sa viaģu na jednovl§knov¼ mtDNA v procese replik§cie, a tĨm sa podieŎa na 
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udrģiavan² stability gen·mu mitochondri² [7]. Spr§vna funkcia tohto prote²nu pravdepodobne 

z§vis² aj od PTM, vr§tane fosforyl§cie, vych§dzaj¼c z ¼dajov pre Rim1p v datab§ze y-mtPTM 

[8]. V prote²novej sekvencii Rim1p bolo identifikovanĨch 16 miest pre PTM, z ktorĨch 11 je 

pre fosforyl§ciu, avġak jej vplyv na aktivitu Rim1p nebol doteraz preġtudovanĨ.  

CieŎom tejto pr§ce je preto ġtudovaŠ efekt fosforyl§cie na aktivitu prote²nu Rim1 u 

kvasiniek S. cerevisiae. Poļ²taļovou analĨzou identifikujeme tie fosforylovan® miesta, ktor® s¼ 

vysoko evoluļne konzervovan®, a preto m¹ģu plniŠ vĨznamn¼ ¼lohu v spr§vnom fungovan² 

Rim1p. Vplyv fosforyl§cie na regul§ciu aktivity Rim1p budeme n§sledne ġtudovaŠ v  

podmienkach in vitro vyuģit²m met·dy EMSA, v ktorej budeme testovaŠ vªzobn® vlastnosti 

ġtandardn®ho prote²nu Rim1 a jeho mutantnĨch verzi² na jednovl§knov¼ DNA. 

Objasnenie ¼lohy fosforyl§cie v aktivite kvasinkov®ho prote²nu Rim1, ortol·ga pre 

ŎudskĨ mitochondri§lny prote²n SSBP1, bude predstavovaŠ veŎkĨ pr²nos pre pochopenie jeho 

funkcie v udrģiavan² stability mtDNA, a teda aj vzniku a n§stupu z§vaģnĨch mitochondri§lnych 

ochoren².  

 

Materi§l a met·dy 

Plazmid: Pre expresiu ġtandardn®ho Rim1p a pr²pravu mutantnĨch verzi² Rim1-A31p a 

Rim1-E31p sme vyuģili plazmid pET28-ScRIM1 nes¼ci k·duj¼cu sekvenciu g®nu RIM1  

optimalizovan¼ na expresiu v E. coli [9]. 

Cielen§ mutagen®za: Mutantn® verzie Rim1-A31p (nesie mut§ciu Ser31Ala) a Rim1-

E31p (nesie mut§ciu Ser31Glu) boli vytvoren® miestne-ġpecifickou mutagen®zou v plazmide 

pET28-ScRIM1 [10]. 

Expresia a purifik§cia prote²nov: ĠtandardnĨ Rim1p a jeho mutantn® verzie sme 

exprimovali v bunk§ch Escherichia coli BL21 kultivovanĨch cez noc pri teplote 16 ÁC v LB 

m®diu (1 % trypt·n; 0,5 % kvasniļnĨ extrakt; 0,5 % NaCl; pH 7,4), v pr²tomnosti 0,4 mM IPTG 

ako induktora. Na purifik§ciu prote²nov sme pouģili siln¼ anexov¼ chromatografiu (Macro-

Prep High Q Support, BioRad) a el¼ciu pomocou tlmiv®ho roztoku Buffer B (20 mM HEPES 

pH 7,4; 10 % (v/v) glycerol, 1 mM EDTA), s vyuģit²m gradientu 0,1 ï 1 M NaCl. Z²skan® 

frakcie sme analyzovali pomocou 15 % SDS-PAGE g®lovej elektrofor®zy a farben²m s 

Coomassie G-250 (PageBlue Protein Staining Solution, Thermo Scientific). Frakcie obsahuj¼ce 

pr²sluġnĨ prote²n sme spojili, dialyzovali roztokom Storage Buffer (20 mM HEPES pH 7,4; 500 

mM NaCl, 1 mM EDTA, 50 % (v/v) glycerol) a zmrazili pri teplote -20 ÁC [9]. 

Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA): Vªzbov¼ aktivitu izolovanĨch prote²nov 

ku fluorescenļne znaļenej jednovl§knovej DNA pr·be sme analyzovali met·dou 
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fluorescenļnej EMSA [11]. Ako pr·bu sme pouģili jednovl§knovĨ poly(dT) oligonukleotid s 

dŌģkou 28 nt, modifikovanĨ na 5Ë-konci fluorescenļnĨm farbivom Cy5 (dT-28-Cy5). Vzorky 

purifikovanĨch prote²nov sme pripravili v tlmivom roztoku RM (200 mM HEPES, 500 mM 

NaCl, 10 % glycerol) vo fin§lnych koncentr§ci§ch 0,01; 0,03 a 0,04 mg/ml, spolu s 30 ng pr·by. 

Ako kontroly sme pouģili vzorky bez pr²sluġn®ho prote²nu. Elektrofor®za prebiehala 10 min¼t 

pri 20 mA v 5 % polyakrylamidovom g®li v tlmivom roztoku 0,5x TBE. Sign§ly g®lovej 

retard§cie sme detegovali pr²strojom Alliance Q9 (Uvitec). 

 

VĨsledky a diskusia 

Na z§klade zarovnania a porovnania prote²novej sekvencie Rim1p s jeho homol·gmi z 

inĨch organizmov, vr§tane Ŏudsk®ho SSBP1, sme zo vġetkĨch PTM v sekvencii Rim1p 

identifikovali ako vysoko evoluļne konzervovan¼ iba poz²ciu Ser-31.  

S cieŎom Ņalej analyzovaŠ technikou EMSA ¼lohu fosforyl§cie S31 na ġt¼dium DNA-

vªzbovĨch vlastnost² Rim1p v podmienkach in vitro sme pripravili dve mutantn® verzie:  Rim1-

S31A nesie nefosforylovateŎn¼ aminokyselinu alan²n a Rim1-S31E, ktor§ nesie glutam§t ako 

fosfomimetikum. Obe mutantn® verzie sme pripravili inverznou PCR cel®ho plazmidu pET28-

ScRIM1 s vyuģit²m ġpecifickĨch mutagenizaļnĨch primerov nes¼cich poģadovan¼ substit¼ciu 

(buŅ S31A alebo S31E). Elektrofor®zou v 1 % agar·zovom g®li a reġtrikļnou analĨzou 

endonukle§zami Bsu15I a KpnI (Obr. 1.) sme potvrdili, ģe iPCR produkty vykazuj¼ oļak§van¼ 

veŎkosŠ (5604 bp) a oba pripraven® plazmidov® konġtrukty predpokladanĨ reġtrikļnĨ profil. 

N§slednou sekvenaļnou analĨzou bola u oboch plazmidov, pET28_ScRIM1-S31A aj 

pET28_ScRIM1-S31E, potvrden§ z§mena ser²nu za alan²n alebo ser²nu za glutam§t pre poz²ciu 

31 prote²nu Rim1. 

 

 
 

Obr. 1. VĨsledky g®lovej elektrofor®zy fragmentov iPCR plazmidu pET28-ScRIM1 (A) a reġtrikļnej 

analĨzy plazmidov pET28_ScRIM1-S31A a pET28_ScRIM1-S31E (B, C). 

A ï plazmid pET28_ScRIM1-S31A s oļak§vanou z§menou S31A 
E ï plazmid pET28_ScRIM1-S31E s oļak§vanou z§menou S31E 

M ï marker veŎkost² fragmentov dsDNA (GeneRulerÊ 1 kb Plus DNA Ladder). 
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ĠtandardnĨ Rim1p a jeho mutantn® verzie sme n§sledne exprimovali a purifikovali z 

bakt®ri² anexovou chromatografiou.  SDS-PAGE elektrofor®zou sa n§m podarilo detegovaŠ v 

spojenĨch frakci§ch sign§l s veŎkosŠou 13,42 kDa zodpovedaj¼ci veŎkosti prote²nu Rim1. 

Frakcie maj¼ porovnateŎn¼ intenzitu sign§lu, ļ²m sme s¼ļasne overili ich riedenie na jednotn¼ 

koncentr§ciu 1 mg/ml (Obr. 2.). Vzorky sme n§sledne pouģili na analĨzu DNA-vªzobnĨch 

vlastnost² Rim1p. 

 

 
 

Obr. 2 VĨsledok SDS-PAGE elektrofor®zy spojenĨch frakci² z²skanĨch anexovou chromatografiou. 

Rim1 WT, S31A, S31E ï oļak§van§ veŎkosŠ 13,42 kDa 

WT ï spojen® frakcie 9+10 ġtandardn®ho Rim1p 

S31A ï spojen® frakcie 4ï6 pre mutantn¼ verziu s alan²nom 

S31E ï spojen® frakcie 3ï5 pre mutantn¼ verziu s glutam§tom 
M ï marker prote²novĨch veŎkost² (PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder). 

 

Pred analĨzou DNA-vªzobnĨch vlastnost² Rim1p sme najprv testovali podmienky pre 

stanovenie jeho aktivity. V podmienkach vyuģ²vaj¼cich tlmiv® roztoky s KCl a MgCl2, ktor® 

pouģili Singh a kol. [9], sa sign§l vªzby ġtandardnej verzii Rim1p k jednovl§knovej pr·be DNA 

javil ako menej definovanĨ. Preto sme jeho vªzbovosŠ sledovali aj pri podmienkach s NaCl, 

ktor® pouģili Lohman a Overman pri ġt¼diu prote²nu viaģuceho jednovl§knov¼ DNA (SSB) v 

Escherichia coli [12]. Pri tĨchto podmienkach bol sign§l pre vªzbu prote²nu k DNA pr·be 

najzreteŎnejġ², kedy sa n§m z§roveŔ podarilo najlepġie zachytiŠ rozhranie medzi vyviazanou a 

voŎnou DNA pr·bou. 

VĨsledky EMSA analĨzy uk§zali, ģe defosforyl§cia ser²nu (S31A) v prote²ne Rim1, 

mimikovan§ alan²novou substit¼ciou, umoģŔuje jeho vªzbu na jednovl§knov¼ DNA 

porovnateŎn¼ so ġtandardnĨm Rim1p (WT). Naopak, fosforyl§cia ser²nu (S31E) v tejto poz²cii 
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m§ opaļnĨ efekt. Rim1p s glutam§tovou substit¼ciou nie je schopnĨ viazaŠ DNA pr·bu ani pri 

najvyġġej koncentr§cii (0,04 mg/ml) (Obr. 3.).  

 

 
 

Obr. 3. AnalĨza DNA-vªzobnĨch vlastnost² ġtandardn®ho Rim1p (WT) a jeho mutantnĨch verzi² (S31A, 

S31E) k ssDNA pr·be. 

voŎn§ pr·ba ï fluorescenļne modifikovanĨ jednovl§knovĨ oligonukleotid tvorenĨ 28 tym²nmi (dT-28-Cy5) 

g®lov§ retard§cia prebiehala pri 20 mA, 10 min na g®li laborat·rnej teploty. 
 

Z§ver 

AnalĨzami in vitro sme uk§zali, ģe spomedzi 11 identifikovanĨch fosforylovateŎnĨch 

miest v prote²novej sekvencii Rim1p, m§ pr§ve fosforyl§cia evoluļne konzervovan®ho miesto 

ser²nu v poz²cii 31 vplyv na DNA-vªzobn® vlastnosti Rim1p. EMSA met·dou sme detegovali 

dva odliġn® funkļn® stavy Rim1p vzhŎadom na jeho vªzbovosŠ k jednovl§knovej DNA. Naġe 

experimenty naznaļili, ģe posttranslaļn§ modifik§cia, fosforyl§cia, sl¼ģi ako potenci§lny 

regulaļnĨ mechanizmus jeho aktivity. M¹ģme predpokladaŠ, ģe defosforyl§cia by mohla viesŠ 

k akt²vnej forme Rim1p, v ktorej je schopnĨ viazaŠ jednovl§knov¼ DNA, a tak sa podieŎaŠ na 

procesoch spªtĨch s metabolizmom mtDNA. Naopak, inakt²vny stav Rim1p je pravdepodobne 

sprostredkovanĨ jeho fosforyl§ciou. 
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Abstract  

Complementation analysis of variants in the PSMB5 gene 

The 26S proteasome is a large protein complex responsible for degradation of ubiquitin-tagged proteins 

in the cell. We ascertained a patient with a variant in the PSMB5 gene encoding proteasomal ɓ5 subunit exerting 

chymotrypsin-like activity. The PSMB5 gene has not been associated with any disease yet, however, two other 

patients with PSMB5 mutations were identified through theGeneMatcher. To prove the pathogenic character of 

these clinical variants, first step is to perform "rescue assay", i.e. to reduce PSMB5 expression in cells by siRNA 

silencing and monitor the ability to restore chymotrypsin-like activity after transient transfection of cells with a 

plasmid expressing wild-type PSMB5 or PSMB5 with the mutations. In addition to the mutations found in our 

patient and identified through GeneMatcher, we also subjected other patient mutations found at the partner 

laboratory at Nantes University, France, to a "rescue" experiment. However, we do not have information on 

whether these mutations arose de novo. For controls, we used benign variants commonly found in the population. 

 

Keywords: 26S proteasome; PSMB5; in vitro mutagenesis; transfection; siRNA silencing   

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

26S proteaz·m je veŎkĨ prote²novĨ komplex, ktorĨ zodpoved§ za degrad§ciu prote²nov 

oznaļenĨch ubikvit²nom, ļ²m sa podieŎa na udrģiavan² prote²novej homeost§zy v bunke. 

Vyskytuje sa vo vġetkĨch eukaryotickĨch organizmoch, priļom je lokalizovanĨ prim§rne 

v cytoplazme a na perif®rii jadra [1, 2]. Je zloģenĨ z 2 z§kladnĨch ļast². Jadrov§ ļasŠ (20S) m§ 

tvar valca a prebieha v nej samotn§ proteolĨza. Identifik§cia, naviazanie, unfolding 

a deubikvitin§cia prote²nov ods¼denĨch na z§nik je sprostredkovan§ regulaļnou ļasŠou (19S). 

20S proteaz·m sa celkovo sklad§ zo 4 prstencov, 2 vonkajġie prstence s¼ tvoren® siedmimi Ŭ 

pojednotkami a 2 vn¼torn® siedmimi ɓ podjednotkami. Tri ɓ podjednotky disponuj¼ aktivitou 

podobnou kasp§ze (ɓ1), tryps²nu (ɓ2)  a chymotryps²nu (ɓ5), ktor® ġtiepia prote²ny na kr§tke 

peptidy [3]. 

G®n PSMB5 k·duje ɓ5 podjednotku proteaz·mov®ho komplexu a doteraz nebol spojenĨ 

so ģiadnym ochoren²m. Avġak niekoŎko g®nov k·duj¼cich in® proteazom§lne podjednotky 

(napr.: PSMD12, PSMB1) uģ bolo klasifikovanĨch ako g®ny, ktor® sp¹sobuj¼ detsk® 

neurovĨvinov® a autoimunitn® ochorenia ï proteaz·mopatie [4]. Ġt¼dium proteaz·mopati² ako 

zriedkav®ho monog®nov®ho ochorenia m§ presah aj do oblasti polyg®nnych ochoren², keŅģe 

mailto:andrea.andresova@savba.sk
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hromadenie ubikvitinovanĨch prote²nov je charakteristick® aj pre mnoh® neurodegenerat²vne 

ochorenia (Parkinsonova choroba a Alzheimerova choroba) [5]. 

Na naġom pracovisku bol identifikovanĨ de novo heterozygotnĨ missense variant 

PSMB5:c274A>G, p.(Lys92Glu) u 4-roļn®ho chlapca, s manifest§ciou r¹znych z§vaģnĨch 

klinickĨch pr²znakov: vĨvojov® oneskorenie, motorick§ regresia, hypot·nia, mikrocef§lia, 

n²zky vzrast, ket·za a in® (nepublikovan® d§ta). G®n PSMB5 k·duje katalytick¼ podjednotku 

proteaz·mu ɓ5, ktor§ m§ chymotryps²nu podobn¼ aktivitu (Ăchymotrypsin-likeñ).  

Za ¼ļelom n§jdenia Ņalġ²ch pacientov s mut§ciami v g®ne PSMB5 vo svete bol tento 

vĨsledok zadanĨ do GeneMatcher-a (online n§stroj na vyhŎad§vanie pr²padov s podobnĨm 

genotypom a fenotypom, ktorĨ uŎahļuje identifik§ciu novĨch g®nov spojenĨch so zriedkavĨmi 

ochoreniami). Zhoda bola n§jden§ s pacientami, ktor² nes¼ de novo heterozygotnĨ missense 

variant PSMB5:c.565T>C, p.(Ser189Pro) a variant PSMB5:c.178A>G, p.(Thr60Ala). Okrem 

mut§ci² n§jdenĨch u n§ġho pacienta a n§jdenĨch cez GeneMatcher sme do analĨz zaradili  aj 

Ņalġie pacientske mut§cie n§jden® v partnerskom laborat·riu na Nantes University, Franc¼zsko, 

o ktorĨch vġak nem§me inform§ciu, ļi vznikli de novo. Ako kontroly sme pouģili ben²gne 

varianty beģne sa vyskytuj¼ce v popul§cii s frekvenciou nad 1 % v datab§ze gnomAD v4 

(Tab.1). 

 

Tab. 1. Zoznam identifikovanĨch a ġtudovanĨch variantov.  

*MAF= minor allele frequency, **REVEL= in silico metaprediktor vplyvu na funkciu prote²nu. 

 

DNA poz²cia Prote²nov§ poz²cia Variant gnomAD MAF (%)* REVEL** 

c.178A>G p.(Thr60Ala) Pacientsky, de novo 0 0,85 

c.274A>G p.(Lys92Glu) Pacientsky, de novo 0 0,72 

c.565T>C p.(Ser189Pro) Pacientsky, de novo 0 0,99 

c.298C>A p.(Leu100Met) Pacientsky 0 0,14 

c.598C>T p.(Arg200Trp) Pacientsky 0,027 0,12 

c.520G>A p.(Asp174Asn) Pacientsky 0,0001 0,31 

c.336C>G p.(Ser112Arg) KontrolnĨ ben²gny 0,0116 0,18 

c.647G>A p.(Arg216His) KontrolnĨ ben²gny 0,0845 0,31 

 

Naġim cieŎom bolo testovaŠ vplyv tĨchto klinickĨch variantov PSMB5/ɓ5 na jeho 

chymotryps²nu podobn¼ aktivitu, a to pomocou komplementaļnej analĨzy (Ărescue assayñ).  
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Materi§l a met·dy 

In vitro mutagen®za - plazmid PSMB5-WT-pcDNA3.1 bol skonġtruovanĨ pomocou 

klonovania k·duj¼cej sekvencie g®nu PSMB5 z²skanej PCR amplifik§ciou z cDNA prep²sanej 

z RNA z krvi zdrav®ho jedinca. Primery na zavedenie testovanĨch variantov do k·duj¼cej 

sekvencie g®nu PSMB5 na plazmide sme dizajnovali online n§strojom NEBaseChangerÊ. In 

vitro mutagen®zu sme uskutoļnili kitom Q5 Site-directed mutagenesis (NEB), priļom po 

transfekcii chemo-kompetentnĨch E. coli SIG10 5a mutovanĨmi plazmidmi boli vĨsledn® 

klony selektovan® na ampicil²ne. Pomocou colony PCR a sekvenovan²m podŎa Sangera sme u 

vybranĨch kol·ni² overili pr²tomnosŠ zavedenĨch mut§ci² a skontrolovali sme, ļi neboli 

n§hodne zaveden® in® neģiad¼ce mut§cie. Po overen² sme z vybranĨch klonov vyizolovali 

plazmidov¼ DNA pomocou kitu QIAfilter Plasmid Midi Kit (QIAGEN).  

ĂRescue assayñ - pri tejto analĨze v HEK293T bunk§ch ide o zn²ģenie expresie 

endog®nneho PSMB5 pomocou siRNA silencingu, v d¹sledku ktor®ho d¹jde ku zn²ģeniu 

chymotryps²nu podobnej aktivity. N§sledne sa sleduje schopnosŠ obnovy chymotryps²nu 

podobnej aktivity po transfekcii buniek plazmidom exprimuj¼cim wild-type (WT) PSMB5 

alebo PSMB5 so sledovanymi mut§ciami. Experiment prebiehal nasledovne: bunky HEK293T 

sme transfekovali pomocou Lipofectamine RNAiMAX Reagent (Invitrogen) a kombin§ciou 

dvoch r¹znych siRNA ġpecifickĨch k PSMB5 (siRNA boli zak¼pen® uģ definovan®) vo 

vĨslednej koncentr§cii 50 nM. Po 6 hodin§ch sme bunky transfekovali pomocou TurboFect-u 

(ThermoFisher) plazmidmi exprimuj¼cimi WT PSMB5 alebo PSMB5 so zavedenĨmi 

mut§ciami uvedenĨmi v Tab. 1. Po 24 hodin§ch sme zopakovali transfekciu siRNA. Po 48 

hodin§ch od zaļiatku experimentu sme zmerali chymotryps²n podobn¼ aktivitu. Experiment 

bol nez§visle zopakovanĨ pre kaģdĨ sledovanĨ variant minim§lne 3x.  

 

 
 

Obr. 1. Priebeh Ărescue assayñ 

 

Meranie chymotryps²nu podobnej aktivity ï chymotryps²nu podobn¼ aktivitu sme 

merali kitom Proteasome 20S Activity Assay Kit (Promega). Do kaģdej jamky v 96-well ļiernej 

platni sme naniesli 120 tis²c buniek. Ako kontroly sme pouģili HEK293T bunky kultivovan® 

v  m®diu DMEM (Gibco) s 10% FBS (Gibco) a zmesou penicil²n (100 U/ml) + streptomyc²n 
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(100 ɛg/ml), bunky transfekovan® pr§dznym plazmidom, bunky s MG132 (inhib²tor 

proteaz·mu), Ămockñ kontrolu (bunky s pridan²m transfekļn®ho ļinidla bez plazmidu) 

a Ăscrambled kontroluñ (pri siRNA silecingu bola pouģit§ Ăscrambledñ siRNA ï siRNA 

nezacielen§ na ģiaden g®n). Meranie prebiehalo v dvoch paralelk§ch, po dobu 240 min¼t pri 

vlnovej dŌģke 525 nm. Nameran® hodnoty boli normalizovan® vzhŎadom k hodnot§m CellTiter-

Glo (Promega). Od tĨchto hodn¹t boli  n§sledne odpoļ²tan® hladiny aktiv²t pri pouģit² 

pr§zdneho vektora v danom opakovan² experimentu (pozadie) a v grafe s¼ vyjadren® relat²vne 

ku hodnote WT v danom opakovan² experimentu. VĨsledn® hodnoty pre jednotliv® varianty 

boli ġtatisticky vyhodnoten® pomocou one-sample t-test v porovnan² s pr§zdnym vektorom 

alebo s WT (GraphPad).  

 

VĨsledky a diskusia 

 Sekvenovan²m podŎa Sangera sme overili, ģe sme ¼speġne vniesli mut§cie z§ujmu do 

plazmidov®ho vektora (Obr. 2), a ģe v g®ne PSMB5 sa nenach§dzaj¼ in® mut§cie, ktor® by 

mohli ovplyvŔovaŠ vĨsledky. 

 

 
 

Obr. 2. VĨsledok sekvenaļnĨch reakci² so zavedenĨmi testovanĨmi mut§ciami 

 

Na obr§zku 3 m¹ģeme vidieŠ ļiarovĨ graf, ktorĨ reprezentuje vĨsledok jedn®ho 

individu§lneho Ărescue experimentuñ. Na osi x s¼ zn§zornen® jednotliv® ļasov® body merania 

a na osi y aktivita podobn§ chymotryps²nu/CellTiter Glo *1000.  
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Obr. 3. Reprezentat²vny vĨsledok individu§lneho Ărescue experimentuñ.  

Zn§zornen® s¼ hodnoty v jednotlivĨch ļasovĨch bodoch poļas cel®ho merania chymotryps²nu podobnej aktivity.  

 

Nasleduj¼ci blokovĨ graf (Obr.4) sumarizuje d§ta po odpoļ²tan² pozadia (pr§zdny 

plazmid) vyjadren® relat²vne ku WT z viacerĨch experimentov,  priļom vynesen§ bola hodnota 

z 230. min¼ty.  

 

 

 

Obr. 4. ĂRescue experimentñ. 

Suma viacerĨch experimentov, experiment bol nez§visle zopakovanĨ pre kaģdĨ sledovanĨ variant minim§lne 3x. 

* - p<0.05, ** - p<0.01 v porovnan² s pr§zdnym plazmidom; # -  p<0.05, ## - p<0.01  v porovnan² s WT. 

 

 



 

23 

 

 Na z§klade tĨchto vĨsledkov (Obr. 3 a 4) m¹ģeme zhodnotiŠ, ģe plazmidy nes¼ce WT 

PSMB5 a kontroln® ben²gne varianty c.336C>G a c.647G>A komplementovali aktivitu 

podobn¼ chymotryps²nu v bunk§ch silensovanĨch s PSMB5 siRNA. Testovan® varianty 

c.178A>G (p.Thr60Ala), c.274A>G (p.Lys92Glu) a c.565T>C (p.Ser189Pro) nezvĨġili 

vĨznamne aktivitu podobn¼ chymotryps²nu v porovnan² s pr§zdnym plazmidom a v pr²pade 

variantov c.178A>G (p.Thr60Ala) a c.274A>G (p.Lys92Glu) boli aktivity aj vĨznamne niģġie 

ako po komplement§cii s WT PSMB5. Naopak, testovan® varianty c.298C>A (p.Leu100Met), 

c.520G>A (p.Asp174Asn) a c.598C>T (p.Arg200Trp) zvĨġili aktivitu na ¼roveŔ WT, a teda 

pravdepodobne neovplyvŔuj¼ funkciu PSMB5/ɓ5 podjednotky proteaz·mu.  

  

Z§ver 

 V prezentovanej pr§ci sa n§m podarilo dok§zaŠ, ģe sk¼man® kandid§tne varianty 

n§jden® u pacientov de novo skutoļne zniģuj¼ proteazom§lnu aktivitu, ļo je v s¼lade s 

hypot®zou, ģe tieto mut§cie v g®ne PSMB5 s¼ zodpovedn® za neurovĨvinov® ochorenie u 

testovanĨch pacientov. 
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Abstract 

GPR180 receptor regulates energy metabolism via mitochondrial ATP production 

The GPR180 transmembrane receptor has recently been discovered as an important regulator of energy 

metabolism. Our previous research uncovered the role of GPR180 in control of insulin secretion by pancreatic beta 

cells. This study aims to investigate the underlying mechanism by focusing on mitochondrial homeostasis, which 

plays a vital role in the process of insulin release. We discovered that Gpr180 attenuation in beta cells displays 

transcriptional and morphological changes associated with mitochondrial dysfunction. We found that Gpr180 

suppression  induces a decrease in intracellular ATP levels due to both altered pyruvate metabolism and disrupted 

endoplasmic reticulum-mitochondria contact sites.  Overall, mitochondria seem to be a central hub in GPR180-

mediated effects on insulin secretion. 

 

Keywords: insulin secretion; mitochondria; GPR180 receptor, pancreatic beta cells 

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

Diabetes druh®ho typu v s¼ļasnosti postihuje 10,5% svetovej popul§cie a jeho 

incidencia vĨrazne st¼pa [1]. Ġt¼dium patofyziol·gie ochorenia, vr§tane mechanizmu sekr®cie 

inzul²nu, je preto vysoko aktu§lne a v dlhodobom horizonte m¹ģe priniesŠ perspekt²vne 

aplik§cie zlepġuj¼ce manaģment a lieļbu pacientov. 

GPR180 prote²n bol objavenĨ v roku 2003 ako transmembr§novĨ receptor na 

cytoplazmatickej membr§ne moduluj¼ci hr¼bku hladk®ho svalstva ciev [2]. Ned§vny vĨskum 

identifikoval vplyv GPR180 na regul§ciu gluk·zovej homeost§zy [3]. Naġa predch§dzaj¼ca 

pr§ca odhalila ¼lohu GPR180 v modul§cii produkcie a sekr®cie inzul²nu [4]. Mitochondrie 

vplĨvaj¼ na mechanizmus sekr®cie inzul²nu zmenami v produkcii ATP a zmenami hlad²n 

v§pnika [5]. Preto sme sa zamerali na ġt¼dium ¼ļinkov utlmenia Gpr180 v beta bunk§ch na: (a) 

produkciu ATP, (b) polariz§ciu mitochondri§lnej membr§ny a (c) morfol·giu mitochondri². 

 

Materi§l a met·dy 

Bunkov® kult¼ry: Funkļn® ġt¼die sme realizovali s vyuģit²m MIN6 bunkovej l²nie, ktor§ 

je odvoden§ z myġieho inzulin·mu a m§ charakteristick® znaky beta buniek pankreasu vr§tane 
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gluk·zou indukovanej sekr®cie inzul²nu [6]. Bunky sme kultivovali v m®diu DMEM (Gibco) 

s 15 % FBS (Gibco), 50 ÕM ɓ ï merkaptoetanolom a 1% (penicil²n/streptomyc²n).  

Gpr180 g®n bol utlmenĨ pomocou ġpecifickej siRNA, priļom kontrolnĨm bunk§m bola 

aplikovan§ siRNA (SilencerÊ Select Ambion, Life Technologies), ktor§ nie je komplement§rna 

k nijakej mRNA. Jednotliv® analĨzy sme robili 48 h po transfekcii v baz§lnych (2mM gluk·za) 

a stimulovanĨch (25mM gluk·za) podmienkach. 

AnalĨza transkript·mu: Celkov¼ RNA sme z²skali fenol ï chloroformovou extrakciou. 

mRNA bola n§sledne sekvenovan§ firmou NovoGene (VeŎk§ Brit§nia) sekvenaļnou 

technol·giou Illumina. AnalĨzu sekvenaļnĨch d§t sme realizovali v softv®ri NovoMagic.  

Westernblot: Bunky sme lyzovali roztokom RIPA s obsahom inhib²torov prote§z 

(cOmplete) a fosfat§z (PhosphoSTOP). Koncentr§cie prote²nov sme stanovili kitom DC Assay 

(BioRad). Elektroforetick§ separ§cia 15Õg prote²nov v 12% polyakrylamidovom g®li, ako aj 

n§slednĨ transfer na nitrocelul·zov¼ membr§nu prebiehali 90 min./90V. Membr§ny boli 

inkubovan® s prim§rnou (OXPHOS kokteil, Abcam) 16 h/4ÁC a n§sledne sekund§rnou 

protil§tkou konjugovanou s IRDye 700nm 1 h/RT. Sign§l sme detekovali syst®mom Oddysey a 

analyzovali v softv®ri ImageJ. 

Meranie intracelul§rnych hlad²n ATP: Hladiny ATP boli stanoven® v bunkovĨch 

lyz§toch meran²m luminiscencie pomocou ATP Determination Kit (Invitrogen). Na inhib²ciu 

vstupu pyruv§tu do mitochondri² sme pouģili inhib²tor mitochondri§lneho transport®ra pyruv§tu 

UK-5099 (Sigma). Blokovanie metabolizmu gluk·zy sme dosiahli suplement§ciou 2-

deoxygluk·zy (Sigma). 

Meranie polariz§cie vn¼tornej mitochondri§lnej membr§ny: Polariz§ciu sme merali s 

vyuģit²m fluorescenļnej farbiļky (JC1-1 Assay Kit, TermoFisher), ktor§ sa akumuluje vo 

vn¼tornej mitochondri§lnej membr§ne v z§vislosti od jej polariz§cie. 

Fluorescenļn® farbenie mitochondri²: Mitochondrie sme farbili fluorescenļnou 

farbiļkou (MitoTracker Green FM, TermoFisher), ktor§ viaģe voŎn® cyste²nov® zvyġky 

prote²nov mitochondri§lnych membr§n. 

Transmisn§ elektr·nov§ mikroskopia: Strypsinizovan® bunky boli po centrifug§cii 

(1000 RPM, 5min., RT) fixovan® 2 h v kakodyl§tovom pufri s 2 % glutaraldehydom v  a 

postfixovan® v 1 %  OsO  v kakodyl§tovom pufri. Po premyt² boli bunky kontrastovan® 1% 

uranylacet§tom. Po dehydrat§cii v s®rii alkoholov a propyl®noxide boli vzorky presĨten® 

zmesou propyl®noxidu a Durcupanu (1:1) a polymeriz§cia prebiehala v Durcupane 60ÁC/72 h. 

Na morfologick¼ analĨzu boli pouģit® rezy s hr¼bkou 60 nm, pripraven® ultramikr·tomom 

Power-Tome MT-XL (RMC/Sorvall, Tucson, USA). Rezy boli kontrastovan® citr§tom 
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olovnatĨm a ġtudovan® elektr·novĨm mikroskopom JEM 1200 (Jeol, Tokio, Japonsko) pri 80 

kV. Obr§zky boli sn²man® CCD kamerou (Dual Vision 300 W, Gatan, Pleasanton, USA). 

 

VĨsledky a diskusia 

 Fluorescenļn® farbenie prote²nov mitochondri§lnej membr§ny (Obr. 1 A), ako aj 

kvantifik§cia komplexov mitochondri§lneho dĨchacieho reŠazca (Obr. 1B, C) nenaznaļuj¼ 

signifikantn® zmeny v mitochondri§lnej mase ļi expresii funkļnĨch enzĨmov po utlmen² 

Gpr180 (¼ļinnosŠ transfekcie = 74,8% oproti kontrole; p ᾽ 0,001).  

 

 
 

Obr. 1. Charakteriz§cia mitochondri². ï (A) Farbenie mitochondri§lnych membr§novĨch prote²nov v MIN6 

bunk§ch; (B) Kvantifik§cia komplexov mitochondri§lneho dĨchacieho reŠazca; (C) Reprezentat²vny obr§zok 

vĨsledkov western blotu; D§ta s¼ prezentovan® ako priemer Ñ SEM a ġtatisticky analyzovan® (A) aģ (B) 

nep§rovĨm Student - t testom. 

 

Na druhej strane, metabolick® fenotypovanie identifikovalo vĨznamn® zn²ģenie 

intracelul§rnych hlad²n ATP v nepr²tomnosti GPR180 (Obr. 2A).  

 

 
 

Obr. 2. Meranie produkcie ATP a funkļnosti mitochondri² v MIN6 bunk§ch. (A) aģ (B) Nez§visl® 

opakovania merania produkcie ATP v r¹znych podmienkach; (C) Polariz§cia mitochondri§lnej membr§ny; D§ta 

s¼ prezentovan® ako priemer Ñ SEM a ġtatisticky analyzovan® (A) aģ (C) dvojfaktorovĨm ANOVA testom s 

n§slednou Sidak post hoc analĨzou; hladina ġtatistickej vĨznamnosti * p ᾽ 0.05; ** p ᾽ 0.01; *** p ᾽ 0,001. 

 



 

27 

 

Zistili sme, ģe rozdiel v produkcii ATP vyplĨva zo zmien metabolizmu gluk·zy, nakoŎko 

sa pri suplement§cii nemetabolizovateŎn®ho anal·gu gluk·zy (2-deoxy gluk·za) efekt 

neprejav². Rozdiely v intracelul§rnych hladin§ch ATP v z§vislosti od expresie GPR180 neboli 

pr²tomn® ani v podmienkach suplement§cie inhib²tora mitochondri§lneho transport®ra pyruv§tu 

(UK5099). Z toho usudzujeme, ģe produkcia ATP v glykolĨze je medzi skupinami nezmenen§ 

(Obr. 2B). Pr²ļinou pozorovan®ho efektu s¼ tak pravdepodobne zmeny mitochondri§lneho 

metabolizmu. Poruchy produkcie ATP m¹ģu ovplyvŔovaŠ kask§du sekr®cie inzul²nu 

prostredn²ctvom ATP z§visl®ho drasl²kov®ho kan§la. VĨsledky uk§zali, ģe blokovanie 

transl§cie GPR180 receptora vedie v MIN6 bunk§ch k signifikantn®mu poklesu polariz§cie 

vn¼tornej mitochondri§lnej membr§ny (Obr. 2C), ļo by vysvetŎovalo zhorġenie efektivity 

synt®zy ATP.  

 AnalĨza transkript·mu zachytila v MIN6 bunk§ch s utlmenĨm Gpr180 zmeny, 

ktor® naznaļuj¼ zhorġen¼ funkciu mitochondri². Expresia monokarboxyl§tov®ho transport®ra 

cytoplazmatickej membr§ny SLC16A1 bola vĨznamne zn²ģen§ (Obr. 3A). Tento transport®r 

m¹ģe  ovplyvŔovaŠ mitochondrie modulovan²m dostupnosti  substr§tov pre OXPHOS, ļ²m 

reguluje synt®zu ATP. Vyradenie SCL16A1 transport®ra u myġ² sp¹sobilo zhorġenie 

mitochondri§lnych funkci² [7]. Naopak, nadexpresia SLC16A1 viedla k zvĨġeniu sekr®cie 

inzul²nu v odpovedi na pyruv§t [8]. 

 

 
 

Obr. 3. Transkriptomick§ analĨza MIN6 buniek. ï (A) Expresia Slc16a1 g®nu; (B) Expresia Slc25a40 g®nu; 

(C) Expresia Serp1 g®nu; D§ta s¼ prezentovan® ako priemer Ñ SEM a ġtatisticky analyzovan® (A) aģ (C) 

nep§rovĨm Student - t testom; hladina ġtatistickej vĨznamnosti ** p ᾽ 0, 01; *** p ᾽ 0, 001. 

 

Tieto zmeny metabolizmu m¹ģu v mitochondri§ch vyvolaŠ oxidaļnĨ stres. ZvĨġen§ 

expresia mitochondri§lneho transport®ra glutati·nu SLC25A40 (Obr. 3B) naznaļuje 

kompenz§ciu oxidaļn®ho poġkodenia, nakoŎko  glutati·n je kŎ¼ļovou molekulou 

mitochondri§lnej antioxidaļnej obrany [9]. Navyġe, vĨznamn® zn²ģenie expresie SERP1 
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prote²nu (Obr. 3C) naznaļuje ġtruktur§lne zmeny endoplazmatick®ho retikula, ļo koreluje s 

vĨsledkami elektr·novej mikroskopie (viŅ. niģġie).  

Elektr·novo-mikroskopick® ġt¼dium uk§zalo, ģe v porovnan² s kontrolou (Obr. 4A) sa 

v bunk§ch s utlmenĨm Gpr180 (Obr. 4B) vyskytovali ultraġtruktur§lne zmeny na ¼rovni 

mitochondri§lnej popul§cie.  

 

 
 

Obr. 4. Morfologia mitochondri². - (A) a (C) Ultraġtrukt¼ra kontrolnĨch MIN6 buniek; (B) a (D) Ultraġtrukt¼ra 

MIN6 buniek s utlmenĨm Gpr180; m - mitochondrie; zelen§ farba - sieŠ endoplazmatick®ho retikula; ļierne 

ġ²pky - bezprostredn§ bl²zkosŠ ER a povrchovej membr§ny mitochondrie; biele ġ²pky - vezikulovan® ER. 

 

Utlmenie Gpr180 viedlo k zmenġeniu veŎkost² mitochondri² a k morfologickĨm 

zmen§m mitochondri§lnych kr²st (Obr. 4B). VĨrazn® zmeny sa prejavili v mitochondri§lnom 

prostred² d¹sledkom redukcie siete endoplazmatick®ho retikula (Obr. 4C, 4D). Na rozdiel od 

kontrolnĨch buniek (Obr. 4C) v bunk§ch s utlmenĨm Gpr180 sa kontakt povrchovej 

mitochondri§lnej membr§ny s endoplazmatickĨm retikulom (ER) vyskytoval len ojedinele 

(Obr. 4D). V niektorĨch bunk§ch bola pozorovan§ vezikul§cia membr§n ER (Obr. 4D). 

PoruġenĨ kontakt mitochondri² s endoplazmatickĨm retikulom vedie k potlaļeniu uvoŎŔovania 

v§pnika IP3R kan§lom z ER, ļo priamo utlmuje mitochondri§lny metabolizmus vr§tane 
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produkcie ATP a vplĨva na polariz§ciu vn¼tornej mitochondri§lnej membr§ny [10]. V beta 

bunk§ch tieto procesy vĨznamne ovplyvŔuj¼ mechanizmus sekr®cie inzul²nu. 

 

Z§ver 

VĨsledky naġej pr§ce ukazuj¼, ģe GPR180 receptor m¹ģe modulovaŠ sekr®ciu inzul²nu 

ovplyvnen²m mitochondri§lnej popul§cie beta buniek. DetailnĨ mechanizmus vplyvu GPR180 

na mitochondrie zatiaŎ nie je odhalenĨ. Vieme vġak, ģe zn²ģenie expresie  receptora vedie k 

transkripļnĨm zmen§m, ktor® s¼  asociovan® s mitochondri§lnou dysfunkciou. Utlmenie 

expresie receptora indukuje zmeny prostredia mitochondri², ktor® prispievaj¼ k zn²ģeniu 

produkcie ATP. Pokraļovanie n§ġho vĨskumu zameran®ho na ¼lohu GPR180 v modul§cii 

mitochondri§lnej respir§cie, oxidaļn®ho poġkodenia mitochondri² a mobiliz§cie 

intracelul§rnych z§sob v§pnika m¹ģe pom¹cŠ lepġiemu objasneniu pozorovanĨch efektov. 
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Abstract 

Revealing the evolution of Balkan species of the Erysimum odoratum species complex (Brassicaceae) 

 Erysimum is a species-rich, taxonomically and evolutionarily complex genus of the Brassicaceae family. 

The species have been assigned to informal species complexes based on morphological similarities, without 

considering their evolutionary history, which is largely unknown. The focus of the present study is the Erysimum 

odoratum species complex that comprises up to ten species, including several endemics of the western Balkans 

regions. Our phylogenomic reconstruction revealed that the group is polyphyletic and splits into a Carpathian 

lineage and several Balkan lineages. Our flow cytometric results indicate much broader cytotype variation than 

previously published, comprising two to three different cytotypes per species. Chromosomal rearrangements and 

polyploidization are likely significant mechanisms of speciation in the genus, which deserve further research. 

 

Keywords: chromosome number; endemics; Erysimum; flow cytometry; Hyb-Seq; western Balkans 

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

Erysimum L. (horļiļn²k) je  jeden z druhovo najpoļetnejġ²ch rodov ļeŎade Brassicaceae 

(kapustovit®), ktorĨ zahŘŔa 150 ï 350 druhov rozġ²renĨch celosvetovo, s centrom diverzity 

v oblasti Stredozemn®ho mora [1]. Rod je taxonomicky a evoluļne komplikovanĨ v d¹sledku 

znaļnej karyologickej variability, vĨskytu polyploidov, ned§vnej a rĨchlej speci§cie vr§tane 

vzniku kryptickĨch druhov [2 ï 5]. Evoluļn§ hist·ria a fylogenetick® vzŠahy medzi druhmi s¼ 

m§lo presk¼man®, preto s¼ jednotliv® druhy zaraŅovan® do neform§lnych druhovĨch 

komplexov prevaģne len na z§klade morfologickĨch podobnost² a dŌģky ģivotn®ho cyklu [6]. 

JednĨm z rozliġovanĨch komplexov druhov je skupina E. odoratum, ktorej taxonomick® 

hodnotenie sa vġak v r¹znych zdrojoch l²ġi [6 ï 9]. Skupina pozost§va celkovo aģ z desiatich 

diploidnĨch a polyploidnĨch druhov, ktorĨmi s¼ endemity z§padn®ho Balk§nu, E. carniolicum 

Dolliner (2n = 14), E. vitekii Polatschek (2n = 12), E. kuemmerlei J§v. (2n = 14) a E. croaticum 

Polatschek (2n = 42), tieģ endemit  polostrova Pelopon®z E. pectinatum Bory & Chaub. (2n = 

12), endemity Karp§t E. witmannii Zaw. (2n = 14), E. vagicum nom. prov. (2n = 14), E. 

pallidiflorum J§v. (2n = 14) a E. transsilvanicum (Schur) P. W. Ball. (2n = 18), ako 

aj ġirokorozġ²renĨ druh E. odoratum Ehrh. (2n = 14, 32) [6 ï 9].  

CieŎmi naġej ġt¼die s¼ 1) rekonġtrukcia fylogenetickĨch vzŠahov v skupine E. 

odoratum, ktorou testujeme hypot®zu monofyletick®ho p¹vodu tohto komplexu druhov; 2) 

mailto:richard.bacak@savba.sk
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objasnenie karyologickej variability v balk§nskych z§stupcoch skupiny, kde zisŠujeme vĨskyt 

r¹znych cytotypov medzi druhmi, pr²padne aj v r§mci druhov. 

 

Materi§l a met·dy 

Zber a spracovanie rastlinn®ho materi§lu 

Zber rastlinnĨch vzoriek  sa realizoval v rokoch 2021 aģ 2024 prevaģne na ¼zem² 

strednej Eur·py a Balk§nu. Zbierali sme listy, ktor® sme po vysuġen² silikag®lom vyuģili na 

izol§ciu DNA a cytometrick® merania, a tieģ kvetn® p¼ļiky alebo semen§ na stanovenie poļtov 

chromoz·mov. Vyhotoven® boli aj dokladov® herb§rov® poloģky, ktor® bud¼ vyuģit® aj na 

morfologick® analĨzy. Celkovo sme z²skali vzorky z 300 lokal²t 38 r¹znych druhov s d¹razom 

na skupinu E. odoratum.  

 

AnalĨza relat²vneho obsahu DNA prietokovou cytometriou a poļ²tanie chromoz·mov 

 Prietokov§ cytometria (FCM) predstavuje nedeġtrukt²vnu a efekt²vnu met·du na 

stanovenie obsahu DNA v jadr§ch rastlinnĨch buniek, z ktor®ho je moģn® odvodiŠ ploidnĨ 

stupeŔ [10, 11]. Relat²vny obsah DNA sme stanovili pre 214 jedincov z 50 popul§ci² 

balk§nskych z§stupcov skupiny E. odoratum. AnalĨzy boli realizovan® na  prietokovom 

cytometri Partec CyFlowÈ podŎa publikovanĨch protokolov [11, 12]. Pre spr§vne priradenie 

nameranĨch hodn¹t relat²vneho obsahu DNA k cytotypom a ploidnĨm stupŔom sme vo 

vybranĨch vzork§ch stanovili poļet chromoz·mov met·dou roztlakovĨch prepar§tov [12].   

 

Pr²prava Hyb-Seq kniģnice a spracovanie d§t 

 Hyb-Seq je jedna z met·d sekvenovania novej gener§cie, ktor§ kombinuje cielenĨ vĨber 

a sekven§ciu jadrovĨch g®nov (tzv. target enrichment) a celogen·mov® sekvenovanie s n²zkym 

pokryt²m (tzv. genome skimming) [13]. Hyb-Seq kniģnice sme pripravili s pouģit²m 

komerļnĨch kitov NEBNextá UltraTMDNA Library Prep Kit for Illumina (New England 

Biolabs, MA, USA) a myBaitsÈ  (Daicel Arbor Biosciences, Ann Arbor, USA) podŎa 

publikovan®ho protokolu [14], priļom sme vyvinuli a pouģili pr·by ġpecifick® pre rod 

Erysimum. Sekvencie g®nov boli z²skan® n§strojom HybPiper [15]. 

 

VĨsledky a diskusia 

AnalĨza relat²vneho obsahu DNA prietokovou cytometriou 

 V doposiaŎ publikovanĨch pr§cach boli pre druhy E. vitekii, E. carniolicum, E. 

pectinatum a E. kuemmerlei ud§van® diploidn® cytotypy 2n = 12 a 2n = 14 [3, 6 ï 8]. Naġe 
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vĨsledky poukazuj¼ na rozsiahlejġiu cytotypov¼ variabilitu, ako na ¼rovni relat²vneho obsahu 

DNA, tak aj v poļte chromoz·mov. V pr²pade druhu E. vitekii pozorujeme tri r¹zne cytotypy 

l²ġiace sa obsahom DNA a poļtom chromoz·mov. DoposiaŎ bol pre tento druh publikovanĨ 

chromoz·movĨ poļet 2n = 14 [6], ktorĨ sme potvrdili, ale navyġe sme zistili aj poļty 2n = 12 

a 2n = 24 (obr. 1, 2B). Rovnako aj v pr²pade druhu E. carniolicum pozorujeme tri cytotypy 

s odliġnĨmi hodnotami obsahu DNA, priļom dva z nich zodpovedaj¼ poļtu 2n = 12 a tretiemu 

prisl¼cha poļet 2n = 16 (Obr. 1, 2A). Pre tento druh bol doposiaŎ publikovanĨ len poļet 2n = 

14 [6]. Pre druh E. kuemmerlei sme objavili dva cytotypy s odliġnĨmi poļtami chromoz·mov, 

2n = 12 a 2n = 14 (obr. 1), avġak len poļet 2n = 14 bol doposiaŎ zn§my [6]. Podobne aj v pr²pade  

druhu E. pectinatum sme zistili pr²tomnosŠ dvoch cytotypov (Obr. 1.), ale s poļtom 

chromoz·mov 2n = 12 a 2n = 16. A napokon sme aj pre druh E. croaticum (s doposiaŎ zn§mym 

poļtom 2n = 42 [6]) zistili dva r¹zne cytotypy l²ġiace sa obsahom DNA, pre ktor® je eġte 

potrebn® potvrdiŠ, pr²padne stanoviŠ pr²sluġn® poļty chromoz·mov. 

 

 
 

Obr. 1. Variabilita nameranĨch hodn¹t relat²vneho obsahu jadrovej DNA (veŎkosti gen·mu) met·dou 

prietokovej cytometrie v balk§nskych z§stupcoch skupiny E. odoratum. 
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Obr. 2. Histogramy z cytometrickĨch meran² druhov E. carniolicum (A) a E. vitekii (B) zn§zorŔuj¼ce 

pr²tomnosŠ troch r¹znych cytotypov l²ġiacich sa v obsahu jadrovej DNA a poļtom chromoz·mov.  

V druhu E. carniolicum je v dvoch cytotypoch pozorovanĨ odliġnĨ obsah DNA ale rovnakĨ poļet chromoz·mov 

(2n = 12). 

 

Rekonġtrukcia fylogenetickĨch vzŠahov pomocou met·dy Hyb-Seq  

FylogenetickĨ strom vytvorenĨ zo sekvenci² 946 g®nov ukazuje, ģe skupina 

E. odoratum je polyfyletick§ (obr. 3). Ġirokorozġ²renĨ druh E. odoratum s.str. tvor² spoloļn¼ 

fylogenetick¼ vetvu s karpatskĨmi druhmi (E. witmannii s.l.). Tri balk§nske druhy, 

E. carniolicum, E. kuemmerlei a E. vitekii, s¼ bl²zko pr²buzn® a tvoria samostatn¼ fylogenetick¼ 

vetvu (vr§tane druhu E. sylvestre), zatiaŎļo morfologicky podobnĨ druh E. pectinatum z 

Pelopon®zu je bliģġie pr²buznĨ k druhu E. parnassi. Hexaploidn® popul§cie z Kosova 

priraŅovan® k druhu E. croaticum [6] sa l²ġia od popul§ci² tohto druhu op²san®ho z Chorv§tska 

a vznikli pravdepodobne inou polyploidizaļnou udalosŠou. 
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Obr. 3. FylogenetickĨ strom z§stupcov rodu Erysimum vytvorenĨ na z§klade Hyb-Seq d§t. 

Farebne zvĨraznen® s¼ druhy tradiļne zaraŅovan® do skupiny E. odoratum. Vo vetv§ch A-G s¼ zast¼pen® 

ostatn® druhy: A) druhy skupiny E. virgatum; B) E. pseudocuspidatum Polatschek a E. cuspidatum (M. Bieb.) 

DC.; C) E. parnassi (Boiss. & Heldr.) Hausskn.; D) E. pseudorhaeticum Polatschek; E) E. saxosum Ny§r., F) E. 

linariifolium Tausch, E. pusillum Bory & Chaub., E. cephalonicum Polatschek, E. diffusum Ehrh., E. 

crassistylum C. Presl., E. microstylum (Hausskn.) Hayek, E. graecum Boiss. & Heldr. a E. calycinum Griseb.; G) 

E. sylvestre (Crantz) Scop. Strom je zakorenenĨ druhom Malcolmia graeca Boiss. & Spruner. 

 

Z§ver 

Na z§klade prezentovanĨch cytometrickĨch meran² sme dospeli k z§veru, ģe 

karyologick§ variabilita v balk§nskych z§stupcoch skupiny E. odoratum je rozsiahlejġia neģ sa 

doposiaŎ uv§dzalo v literat¼re. Vo vġetkĨch balk§nskych druhoch sme objavili dva aģ tri r¹zne 

cytotypy, ktor® sa l²ġia v hodnot§ch relat²vneho obsahu DNA, ļo je zvªļġa sprev§dzan® aj 

zmenou poļtu chromoz·mov a pravdepodobne odr§ģa chromozom§lne prestavby a 

polyploidiz§ciu. Domnievame sa, ģe pr²tomnosŠ r¹znych cytotypov m¹ģe byŠ znakom 

zaļ²naj¼cej speci§cie a vĨznamnĨm evoluļnĨm faktorom v tomto rode. Taktieģ sme uk§zali, ģe 

tradiļne rozliġovan® skupiny druhov pravdepodobne nie s¼ v s¼lade s evoluļnĨmi vzŠahmi v 

rode.  
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Abstract 

Production and optimization of cystathionine beta-synthase purification 

Cystathionine ɓ-synthase (CBS) is a heme-containing enzyme essential for sulfur and sulfur amino acid 

metabolism. Its activity depends on the cofactor pyridoxal-5'-phosphate (PLP) and the heme group, which 

influences enzyme stability. CBS deficiency leads to homocystinuria (HCU), a hereditary metabolic disorder 

causing the accumulation of homocysteine in plasma. CBS production in Escherichia coli was optimized by adding 

5-aminolevulinic acid as a heme precursor along with other cofactors. The enzyme was purified using IMAC and 

anion-exchange chromatography, yielding a protein suitable for further functional analyses. 

 

Keywords: heterologous production; chromatography; cysthationine beta-synthase; purification 

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

CBS je multim®rny hemoprote²novĨ enzĨm, ktorĨ sa podieŎa na metabolizme s²ry a 

s²rovĨch aminokysel²n. Zvyļajne tvor² homotetram®r zo ġtyroch identickĨch podjednotiek s 

veŎkosŠou pribliģne 63 kDa. Kaģd§ podjednotka obsahuje akt²vne miesto, regulaļn¼, PLP a 

hemov¼ dom®nu. Pre svoju ļinnosŠ vyģaduje kofaktor pyridoxal-5'-fosf§t (PLP), deriv§t 

vitam²nu B6, ktorĨ sa viaģe na PLP dom®nu. Vªzba S-adenozylmetion²nu (SAM) na regulaļn® 

dom®ny sp¹sobuje konformaļn® zmeny ovplyvŔuj¼ce aktivitu enzĨmu a dostupnosŠ akt²vneho 

miesta pre substr§ty ï homocyste²n a ser²n. H®mov§ skupina prispieva k enzymatickej aktivite 

aj stabilite enzĨmu [1]  

Heterologick§ produkcia prote²nov umoģŔuje exprimovaŠ a ġtudovaŠ g®ny v 

organizmoch, v ktorĨch sa prirodzene nevyskytuj¼. T§to met·da sl¼ģi na prekonanie obmedzen² 

p¹vodn®ho hostiteŎa, ako je n²zka produkcia, n§roļn§ kultiv§cia alebo pomalĨ rast. VĨber 

vhodn®ho hostiteŎa m¹ģe vĨrazne zvĨġiŠ produkciu cieŎov®ho prote²nu. Okrem toho je moģn® 

modifikovaŠ g®ny zodpovedn® za tvorbu produktu, ļo umoģŔuje z²skanie deriv§tov s 

vylepġenĨmi vlastnosŠami. [2]. JednĨm z ļasto pouģ²vanĨch sp¹sobov optimaliz§cie produkcie 

heterologickĨch prote²nov je vyuģitie geneticky upravenĨch kmeŔov E. coli. Medzi 
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najzn§mejġie patr² kmeŔ BL21(DE3), ktorĨ obsahuje lyzog®n ɚ DE3 a g®n k·duj¼ci T7 RNA 

polymer§zu regulovan¼ prom·torom T7. Tento T7 expresnĨ syst®m je vysoko ¼ļinnĨ a vĨrazne 

zvyġuje vĨŠaģok produkovanĨch prote²nov. [3]. 

Pre ¼ļely ġt¼dia cieŎov®ho prote²nu je nevyhnutn® zabezpeļiŠ jeho dostatoļn¼ 

produkciu a vysok¼ ļistotu. KeŅģe obsahuje h®m ako prostetick¼ skupinu, do kultivaļn®ho 

m®dia sa prid§va kyselina 5-aminolevul²nov§ ako jeho prekurzor. Okrem toho je m®dium 

obohaten® o pyridox²n hydrochlorid, tiam²n hydrochlorid a chlorid ģelezitĨ. Na optimaliz§ciu 

purifik§cie CBS bola pouģit§ kombin§cia chromatografie s imobilizovanĨmi i·nmi kovu 

(IMAC) a i·nomeniļovej ani·novej chromatografie (ANEX). 

HlavnĨm cieŎom tejto pr§ce bola produkcia CBS v bunk§ch E. coli a jeho n§sledn§ 

purifik§cia vyuģit²m chromatografie s IMAC a ANEX. PurifikovanĨ prote²n je n§sledne vhodnĨ 

na Ņalġie funkļn® analĨzy. 

 

Materi§l a met·dy 

Pre expresiu CBS bol pouģitĨ konġtrukt pET-15b-CBS, ktorĨ bol transformovanĨ do E. 

coli BL21 (DE3), ktorĨch genotyp je uvedenĨ v Tab.1. 

 

Tab. 1. Genotyp E. coli BL21(DE3). 

 

 

Vs§dkov® ferment§cie prebiehali v zariaden² BiostatÈ B 2nd gen (Sartorius). Fermentor 

s 1 l LB m®dia bol sterilizovanĨ autokl§vom pri 121 ÁC. Ferment§cia sa zaļala inokul§ciou 

noļnej kult¼ry BL21(DE3) nes¼cej konġtrukt pET-15b-CBS. Kultiv§cia prebiehala pri 37 ÁC a 

pO  30 % do dosiahnutia OD  = 5, priļom optick§ denzita sa merala spektrofotometrom 

Boeco. Po dosiahnut² OD  = 5 bola odobrat§ vzorka (0. hodina) a do m®dia sa pridali 

hexahydr§t chloridu ģelezit®ho (100 Õmol.dm į), pyridox²n (120 Õmol.dm į), tiam²n (30 

Õmol.dm į) a kyselina 5-aminolevul²nov§ (300 Õmol.dm į). Expresia bola indukovan§ 

pridan²m 0,1 mmol.dm-3 IPTG a n§sledne sa teplota zn²ģila na 23 ÁC. Ferment§cia prebiehala 

po dobu 20 hod²n. 

Pri ultrazvukovej homogeniz§cii bol pouģitĨ ultrazvukovĨ homogeniz§tor Bandelin 

Sonopuls HD 3200 so sondou KE76. Pelet z²skanĨ po centrifug§cii biomasy zo vs§dkovej 

N§zov Genotyp  Firma 

E. coli BL21(DE3) B FĖompT gal dcm lon 

hsdὛὄ(rBĖάὄĖ) ɚ(DE3[lacI 
lacUV5- T7p07 ind1 sam7 

nin5]) 

NovagenÈ 
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ferment§cie bol zmieġanĨ so 200 ml roztoku na ultrazvukov¼ homogeniz§ciu obsahuj¼ceho 20 

mmol.dm-3 imidazolu, 50 mmol.dm-3 fosforeļnanu sodn®ho (pH 7,4), 10 % glycerolu, 1 

mmol.dm-3 DTT a 300 mmol.dm-3 chloridu sodn®ho. Poļas cel®ho procesu bola vzorka 

chov§van§ na Ŏade. Sonda KE76 bola ponoren§ pribliģne 1 cm od dna kadiļky, priļom 

parametre ultrazvukov®ho homogeniz§tora boli nastaven® na amplit¼du 55 % a ļas 14:30 min. 

Pulzovanie a chladenie prebiehalo v min¼tovĨch cykloch po 30 sek¼nd. Po ultrazvukovej 

homogeniz§ci² bol obsah rozdelenĨ do 50 ml sk¼maviek a centrifugovanĨ pri 4 ÁC, 7650 Ĭ g 

po dobu 10 min¼t. Tento proces sa zopakoval dvakr§t, priļom po prvom centrifugovan² bol 

supernatant prenesenĨ do ļistĨch sk¼maviek. 

PrvĨm krokom purifik§cie bola IMAC chromatografia, vykonan§ na zariaden²  KTA 

avant 150 (GE Healthcare) s kol·nou HisTrapÊ FF 5 ml (Cytiva) s funkļnou skupinou NiNTA. 

Kol·na bola najprv premyt§ 5ï10 objemami deionizovanej vody a n§sledne ekvilibrovan§ 

roztokom (50 mmol.dm-3 fosforeļnan sodnĨ, pH 7,4, 300 mmol.dm-3 chlorid sodnĨ). Vzorky 

boli nan§ġan® d§vkovacou pumpou a el¼cia prote²nov prebiehala s roztokom obsahuj¼cim 50 

mmol.dm-3 fosforeļnanu sodn®ho (pH 7,4), 300 mmol.dm-3 chloridu sodn®ho a 500 mmol.dm-

3 imidazolu. Frakcie sa zbierali podŎa nastavenĨch parametrov a absorbancie pri 280 nm 

(A280). Relevantn® frakcie boli analyzovan® SDS-PAGE elektrofor®zou v denaturaļnĨch 

podmienkach a zdokumentovan® pomocou ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare).  

Vzorka eluļnej frakcie z IMAC chromatografie bola cez noc dialyzovan§ do ġtartovacieho 

tlmiv®ho roztoku (15 mmol.dm-3 fosforeļnan draselnĨ, pH 7,2, 1 mmol.dm-3 EDTA, 1 

mmol.dm-3 DTT). I·nomeniļov§ chromatografia prebiehala na zariaden²  KTA avant (GE 

Healthcare) s kol·nou HiTrapÊ DEAE FF. Vzorka bola premyt§ 5 objemami ġtartovacieho 

roztoku na odstr§nenie neġpecificky naviazanĨch prote²nov. El¼cia prebiehala s tlmivĨm 

roztokom obsahuj¼cim 50 mmol.dm-3 fosforeļnan draselnĨ (pH 7,2), 1 mmol.dm-3 EDTA a 1 

mmol.dm-3 DTT. Na ¼pln® odstr§nenie prote²nov bola kol·na premyt§ roztokom s 300 

mmol.dm-3 fosforeļnanom draselnĨm. Z²skan® frakcie boli analyzovan® SDS-PAGE 

elektrofor®zou. 

 

VĨsledky a diskusia 

V prvej ļasti pr§ce sme obdrģali plazmid, ktorĨm sme  n§sledne transformovali bunky 

E.coli BL21(DE3). Konġtrukt obsahoval plazmid pET-15b, s rezistenciou na ampicil²n, g®n pre 

CBS a histid²nov¼ kotvu. Expresia bola uskutoļnen§ v bioreaktore, Po produkcii sme n§sledne 

vzorky z²skan® poļas analyzovali na SDS-PAGE elektrofor®ze. (Obr. 1). Na z§klade vĨsledkov 
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z elektrofor®zy SDS-PAGE m¹ģeme povedaŠ, ģe prote²n sa ¼speġne produkoval a nach§dzal sa 

v nesolubilnej frakcii.  

V druhej ļasti pr§ce bola uskutoļnen§ purifik§cia. PrvĨm purifikaļnĨm krokom bola 

chromatografia IMAC. Na vykonanie bola pouģit§ kol·na HisTrapTM FF 5 ml Jednotliv® vzorky 

sme analyzovali na SDS-PAGE vĨsledok je viditeŎnĨ na Obr. 1. Pri porovnan² dvoch f§z 

purifik§cie sa podiel enzĨmu CBS zvĨġil z p¹vodnĨch 38 % na 84,5 % z celkov®ho mnoģstva 

prote²nov, ļo potvrdzuje signifikantn® zlepġenie ļistoty vzorky.  

Chromatografia IMAC sa na z§klade denaturaļnej elektrofor®zy uk§zala ako efekt²vny 

prvĨ krok pre Ņalġiu purifik§ciu.  

 

 
 

Obr. 1. AnalĨza SDS-PAGE produkcie CBS v bioreaktore a purifik§cia IMAC.  

1. dr§ha - Color Protein Standard Broad Range 2. dr§ha - pred indukciou expresie CBS v E. coli 

BL21(DE3) - nult§ hodina, 3. dr§ha - po indukcii expresie posledn§ hodina, 4. dr§ha - nesolubiln§ frakcia, 

5.dr§ha - solubiln§ frakcia, 6. dr§ha - nenaviazan® prote²ny, 7. dr§ha - nenaviazan® prote²ny, 8. dr§ha - el¼cia 

CBS. 

 

 Nasleduj¼cim purifikaļnĨm krokom bola jednokrokov§ chromatografia ANEX. Bola 

vyuģit§ kol·na HiTrapTM DEAE FF a postupovali sme podŎa vyġġie uveden®ho postupu. PodŎa 

vĨsledkov z SDS-PAGE na Obr.2 sa ANEX chromatografia uk§zala ako m§lo efekt²vna 

met·da, nakoŎko vid²me rozdiely iba v spodnej ļasti dr§h. V dr§he ļ²slo 2 vid²me vzorku 

z IMAC chromatografie, kde prote²n CBS preedstavuje 80% objemu prote²nov. V dr§hach 5-8 

vid²me el¼ciu CBS po prebehnut² ANEX chromatografie. Percentu§lne hodnoty s¼ pre objem 

CBS dr§hy 5-8 nasledovn® ï 76%, 68%, 88% a 57%. Na z§klade tĨchto ¼dajov vieme povedaŠ, 

ģe doġlo k strat§m, nedoġlo k efekt²vnejġiemu preļisteniu a objemov® zast¼penie CBS vo 

vzorke prote²nov kleslo. 
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Obr. 2 AnalĨza SDS-PAGE jednokrokovej ANEX chromatografickej purifik§cie cystation²n beta-synt§zy. 

1. dr§ha - Color Protein Standart Broad Range, 2. dr§ha ï IMAC, 3. dr§ha ï nenaviazan® prote²ny, 4. dr§ha ï 

premĨvacia frakcia, 5. ï 8. dr§ha ï el¼cia CBS. 

 

 
 

Obr. 3. SDS-PAGE analĨza frakci² po skoncentrovan² frakci² z gradientovom ani·novej i·nomeniļovej 

chromatografickej purifik§cie.  

1. dr§ha - Color Protein Standart Broad Range, 2. dr§ha ï IMAC chromatografia, 3-7. dr§ha ï skoncentrovan® 

frakcie CBS. 

 

Pri optimaliz§cii sme pouģili aj gradientovĨ ANEX s rovnakou kol·nou a roztokmi. Po 

skoncentrovan² frakci² sa t§to met·da javila ako menej efekt²vna, s vªļġ²mi stratami viditeŎnĨmi 

voŎnĨm okom. Vzorka v dr§he 2 obsahovala 82 % CBS, avġak v dr§he 4 to bolo 88 %. Napriek 

strat§m sa gradientovĨ ANEX uk§zal ako najefekt²vnejġia met·da pre purifik§ciu CBS. 
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Z§ver 

VĨsledkom pr§ce je ¼speġne produkovan§ CBS v kmeni E.coli BL21(DE3) bez 

pr²tomnosti baz§lnej expresie. Chromatografia IMAC sa osvedļila ako efekt²vna met·da na 

preļistenie enzĨmu CBS. Aj keŅ sa n§m podarilo prote²n ļiastoļne preļistiŠ pomocou IMAC, 

bola potrebn§ n§sledn§ purifik§cia pomocou ANEX chromatografie. Po prebehnut² purifik§cie 

bolo stanoven®, ģe pouģit® met·dy nie s¼ dostatoļn® na preļistenie CBS bez znaļnĨch str§t. 
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Abstract 

Optimization of cultivation conditions for the production of a mutated MMLV reverse transcriptase in 

Vibrio natriegens Vmax 

Vibrio natriegens is a fast-growing marine bacterium that has been gaining attention as an expression host 

due to its exceptionally rapid growth and potential for high-yield protein production. This study focused on 

optimizing cultivation conditions to enhance the production of a mutated Moloney Murine Leukemia Virus 

(MMLV) reverse transcriptase, an important enzyme widely used in molecular biology. We investigated several 

factors, including the co-expression of molecular chaperones, differences in culture media composition, and 

variations in induction timing. Our findings show that the combination of GroES/GroEL chaperone co-expression, 

2YT medium, and a 3-hour expression period post induction resulted in a significant increase in protein production. 

 

Keywords: Reverse transcriptase; optimalization; heterologous expression 

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

Reverzn® transkript§zy, enzĨmy z kateg·rie DNA polymer§z, katalyzuj¼ synt®zu DNA 

z RNA templ§tu, ļo je z§kladnĨ krok v procese reverznej transkripcie. Ich objav v roku 1970 

zmenil dovtedajġie ch§panie toku genetickej inform§cie a priamo spochybnil centr§lnu dogmu 

molekul§rnej biol·gie [1]. Reverzn§ transkript§za Moloneyho v²rusu myġacej leuk®mie  

(MMLV RT) je jednou z najpodrobnejġie presk¼manĨch a najzn§mejġ²ch reverznĨch 

transkript§z. MMLV RT bola predmetom mnohĨch pokusov o zlepġenie jej vlastnost², najmª 

teplotn®ho optima a termostability [2]. V r§mci jedn®ho z pokusov bol vytvorenĨ 5-n§sobnĨ 

mutant MMLV RT, ktorĨ demonġtroval zvĨġen¼ procesivitu a schopnosŠ synt®zy cDNA pri 62 

ÁC, ļo predstavuje n§rast teploty o 17 ÁC v porovnan² s enzĨmom divok®ho typu [3]. 

Vibrio natriegens, gram negat²vna bakt®ria objaven§ v roku 1958 [4], je povaģovan§ za 

najrĨchlejġie rast¼cu bakt®riu. Jej vĨnimoļn§ schopnosŠ deliŠ sa, s dobou zdvojenia menej ako 

10 min¼t [5], je dan§ dvoma hlavnĨmi faktormi. PrvĨm je extr®mne vysokĨ poļet riboz·mov, 

ktorĨ v exponenci§lnej f§ze rastu dosahuje aģ 115 000 na bunku, ļo je o 30 aģ 60 % viac ako 

u beģne pouģ²van®ho mikroorganizmu Escherichia coli. DruhĨm faktorom je unik§tna 
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schopnosŠ paralelnej replik§cie DNA, umoģnen§ rozdelen²m gen·mu V. natriegens medzi dva 

chromoz·my, ļo umoģŔuje replik§ciu z dvoch poļiatoļnĨch bodov s¼ļasne. Tieto vlastnosti 

umoģŔuj¼ V. natriegens vysoko efekt²vne produkovaŠ prote²ny a biomasu, ļ²m sa st§va 

atrakt²vnou platformou pre aplik§cie v oblasti molekul§rnej biol·gie, expresie prote²nov 

a metabolick®ho inģinierstva [6].  

CieŎom tejto pr§ce bolo n§jsŠ optim§lne kultivaļn® podmienky pre produkciu 

mutovanej MMLV reverznej transkript§zy v expresnom syst®me Vibrio natriegens Vmax. 

V r§mci ġt¼die boli testovan® r¹zne kultivaļn® m®di§, dŌģka expresie enzĨmu, vplyv 

chaper·nov®ho syst®mu GroES/GroEL , ļas indukcie nadexpresie ġaper·nov a taktieģ rozdielne 

ļasy indukcie samotnej expresie MMLV RT s cieŎom stanoviŠ najlepġie podmienky pre z²skanie 

solubilnej formy enzĨmu. 

 

Materi§l a met·dy 

Transform§cia: K elektrokompetentnĨm bunk§m sme pridali plazmid v koncentr§cii 

100 ng/ɛl. Po suspendovan² sme zmes preniesli do elektroporaļnej kyvety. Transform§ciu sme 

uskutoļnili prostredn²ctvom pr²stroja Gene PulserÊ (Bio-Rad) pri 800 V, 25 ɛF a 200 ɋ. 

Po transform§cii sme bunky inkubovali v regeneraļnom BHI m®diu s pr²davkom sachar·zy 

a v2 sol² po dobu 4 hodiny pri 28 ÁC. N§sledne sme bunky vysiali na Petriho misky s pr²sluġnĨm 

antibiotikom. 

Izol§cia: Kol·nie buniek sme preniesli do 100 ɛl GET roztoku, pridali 200 ɛl 

alkalick®ho SDS a inkubovali po dobu 5 min. Po pridan² 150 ɛl neutralizaļn®ho roztoku 

a centrifug§cii sme pelet premyli 1 ml 99% nedenaturovan®ho etanolu a n§sledne nechali 

inkubovaŠ po dobu 60 min pri -20ÜC. N§sledne sme zmes opªŠ centrifugovali, vysuġili 

a suspendovali v 20 ɛl TE roztoku. 

PCR: Na overenie spr§vnosti transform§cie bola vyuģit§ PCR. Objem jednotlivĨch 

reakci² bol 25 ɛl, priļom sme pouģ²vali polymer§zu OneTaq (New England Biolabs). Pouģit® 

primery s¼ zobrazen® v Tab. 1. 

 

Tab. 1. Primery pouģit® pri pr§ci. 

 

Primer Sekvencia 

CmR_F 5ËïTTACGCCCCGCCCTGï3Ë 

CmR_R 5ËïTGATCGGCACGTAAGAGGTTCï3Ë 

RTmut475,476_F1 5ËïGGCCGGATCCATGCACCACCï3Ë 

RTmut475,476_R2 5ËïGGCCAAGCTTTCACAGCAGGGï3Ë 
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Maloobjemov§ kultiv§cia: Na maloobjemov¼ kultiv§ciu bola noļn§ kult¼ra buniek 

preoļkovan§ v pomere 1:100 do 50 ml ļerstv®ho m®dia, priļom sme vyuģ²vali m®di§ LB3 

a 2YT s pridanĨmi v2 soŎami. Kultiv§cia prebiehala v orbit§lnom inkub§tore Multitron 

standard (Infors HT) pri teplote 37 ÁC a rĨchlosti mieġania 160 rpm. Indukcia nadprodukcie 

chaper·nov bola uskutoļnen§ pridan²m arabin·zy v koncentr§cii 4 mg/ml a samotn§ expresia 

reverznej transkript§zy bola indukovan§ pridan²m 1 mM IPTG. Po ukonļen² expresie boli 

bunky centrifugovan® pri 9000 g, 4 ÁC poļas 10 min¼t, s cieŎom odstr§nenia kultivaļn®ho 

m®dia. 

SDS PAGE: Na izol§ciu solubilnej frakcie prote²nov sme vyuģili ultrazvukov¼ 

homogeniz§ciu (Sonoplus HD 3200, sonda KE 76), priļom amplit¼da bola nastaven§ na 30 %. 

Pred nanesen²m na SDS-PAGE g®l boli vzorky pripraven® zmieġan²m s vzorkovĨm a TE 

roztokom, a n§sledne zahriate na 95 ÁC po dobu 10 min¼t. Separ§cia prote²nov prebiehala 

v SDS-polyakrylamidovom g®li, ktorĨ pozost§val zo 4 % nan§ġacieho a 12 % separaļn®ho g®lu. 

Elektrofor®za bola vykonan§ pri 50 W a pr¼de 20 mA po dobu 90 min¼t. Separ§cia prote²nov 

prebehla v elektroforetickej aparat¼re SE260 (Hoefer), ktor§ bola naplnen§ Tris-glyc²novĨm 

pufrom. Prote²novĨ profil bol n§sledne vyhodnotenĨ pomocou softv®ru GelAnalyzer. 

Western blot: Po separ§cii prote²nov pomocou SDS-PAGE sme ich preniesli na PVDF 

membr§nu pomocou polosuch®ho transferu (Fastblot B43). Transfer prebiehal pri napªt² 15 V 

a pr¼de 250 mA po dobu 60 min¼t. Membr§nu sme n§sledne blokovali 30 min¼t s TBST 

roztokom obsahuj¼cim 5 % mlieka. Po blokovan² sme membr§nu inkubovali cez noc pri 4 ÁC 

s prim§rnou anti-His protil§tkou v rieden² 1:1000. Nasleduj¼ci deŔ sme membr§nu opakovane 

premĨvali TBST roztokom (4-kr§t po 5 min¼t) a potom sme ju inkubovali 60 min¼t 

so sekund§rnou anti-His protil§tkou v rieden² 1:100 000, pripravenou v TBST roztoku s 1 % 

(w/V)  mlieka. Na vizualiz§ciu sme pouģili s¼pravu Clarity Max Western ECL Substrate (Bio-

Rad) a detekciu sign§lu sme vykonali pomocou pr²stroja ImageQuant LAS 500 (GE 

Healthcare). 

 

VĨsledky a diskusia  

PrvĨm krokom naġej pr§ce bola transform§cia buniek V. natriegens Vmax plazmidmi 

pET28a, ktorĨ niesol g®n mutovanej MMLV RT, a pGro7, ktorĨ obsahoval g®ny ġaper·nov 

GroES a GroEL. VĨsledok PCR reakcie, ktor§ bola pouģit§ na potvrdenie kotransform§cie, je 

zobrazenĨ na obr§zku 1.  
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Obr. 1. Overenie kotransform§cie buniek V. natriegens Vmax plazmidmi  

pET28a a pGro7 pomocou PCR. 

Kol·nia 1,2 ï plazmidy izolovan® z buniek V. natrigens Vmax, P Ctrl ï pozit²vna kontrola PCR,  

N Ctrl ï negat²vna kontrola PCR. 

 

Po ¼speġnej transform§cii buniek sme sledovali vplyv indukcie nadexpresie chaper·nov 

na mieru produkcie solubiln®ho enzĨmu. Vysk¼ġali sme indukciu ġaper·nov ӈ30 min¼t 

pred indukciou produkcie enzĨmu, s¼ļasne s indukciou produkcie enzĨmu a taktieģ 30 min¼t 

po indukcii produkcie. VĨsledky s¼ zobrazen® na obr§zku 2, priļom najefekt²vnejġia sa uk§zala 

indukcia ġaper·nov pred indukciou produkcie enzĨmu, s ļ²m sme naŅalej pracovali vo zvyġku 

naġej pr§ce.  

 

 
 

Obr. 2. Rast buniek a miera produkcie MMLV RT v kmeni V. natriegens Vmax  

s r¹znymi ļasmi indukcie nadexpresie ġaper·nov. 

A ï produkcia enzĨmu pri indukcii nadexpresie ġaper·nov pred indukciou expresie MMLV RT, B ï  produkcia 

enzĨmu pri indukcii nadexpresie ġaper·nov z§roveŔ s indukciou expresie MMLV RT, C ï produkcia enzĨmu pri 

indukcii nadexpresie ġaper·nov po indukcii expresie MMLV RT, D ï detekcia produkcie enzĨmu Western blot 

analĨzou, L ï ġtandard molekulovĨch hmotnost², s ï solubiln§ frakcia, h/hod ï ļas po indukcii expresie. 
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N§sledne sme sa rozhodili otestovaŠ aj vplyv ļasu indukcie samotnej expresie MMLV 

RT. Expresia bola indukovan§ IPTG v r¹znych optickĨch hustot§ch (OD600). Na obr§zku 3 je 

moģn® vidieŠ, ģe pri zvyġovan² optickej hustoty pri indukcii, kles§ koncentr§cia prote²nu 

v solubilnej frakcii.   

 

 
 

Obr. 3. Porovnanie produkcie MMLV RT pri indukcii expresie pri r¹znej optickej denzite. 

A ï grafick® zn§zornenie relat²vnej chemiluminiscencie vzoriek z²skanej Western blot analĨzou, B ï detekcia 

produkcie enzĨmu Westerm blot analĨzou, L ï ġtandard molekulovĨch hmotnost², Ctrl ï pozit²vna kontrola. 

 

V Ņalġom kroku sme porovn§vali expresiu v dvoch kultivaļnĨch m®di§ch, priļom 

m®dium 2YT je v porovnan² s m®diom LB3 bohatġie na ģiviny. Na obr§zku 4 je viditeŎn®, ģe 

v m®diu 2YT biomasa dosahuje vyġġie hustoty, v priemere o 20% vyġġie ako v m®diu LB3, 

rovnako aj podiel MMLV RT z celkovej expresie je v tomto m®diu vyġġ², priļom dosahuje v 4. 

hodine expresie 8,77%. Z§roveŔ ukazuje, ģe rast biomasy v m®diu LB3 dosahuje maximum 

pribliģne tri hodiny po indukcii expresie, po ļom jej hustota kles§.  

Na z§klade tĨchto pozorovan² sme sa rozhodli ukonļiŠ expresiu po druhej, tretej a ġtvrtej 

hodine od indukcie expresie a porovnaŠ mnoģstvo produkovanej MMLV RT v solubilnej frakcii. 

VĨsledky (obr§zok 5) uk§zali, ģe produkcia enzĨmu dosahuje najvyġġie hodnoty pri ukonļen² 

expresie po troch hodin§ch od indukcie. Taktieģ sa potvrdilo, ģe m®dium 2YT je pre expresiu 

tohto enzĨmu efekt²vnejġie. 

 

 
 

Obr. 4. Porovnanie rastu buniek a miera produkcie MMLV RT v kmeni 

 V. natriegens Vmax v r¹znych kultivaļnĨch m®di§ch. 

A ï produkcia enzĨmu v m®diu LB3, B ï produkcia enzĨmu v m®diu 2YT, hod ï ļas po indukcii expresie. 
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Obr. 5. Miera produkcie MMLV RT v kmeni V. natriegens Vmax pri rozdielnej dŌģke expresie. 

A ï grafick® zn§zornenie relat²vnej chemiluminiscencie vzoriek z²skanej Western blot analĨzou,  

B ï detekcia produkcie enzĨmu Westerm blot analĨzou, L ï ġtandard molekulovĨch hmotnost²,  

Ctrl ï pozit²vna kontrola, h ï ļas po indukcii expresie. 

 

Z§ver 

Naġa ġt¼dia sa zamerala na optimaliz§ciu expresie mutovanej MMLV reverznej 

transkript§zy v expresnom syst®me Vibrio natriegens Vmax. Zistili sme, ģe trojhodinov§ 

expresia spolu s koexpresiou chaper·nov GroES/GroEL v kombin§cii s kultivaļnĨm m®diom 

2YT s pr²davkom v2 sol² a optimalizovanĨmi indukļnĨmi ļasmi vĨznamne zvyġuje produkciu 

solubiln®ho enzĨmu. 
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Abstract 

The role of production organism and expression plasmid in mutated reverse transcriptase solubility 

Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (MMLV RT) is one of the most widely used and well-

known reverse transcriptase, playing a crucial role in molecular biology and biotechnology. In this study, we aimed 

to enhance the solubility of a mutated form of MMLV RT, which exhibits enhanced processivity and 

thermostability. Protein solubility represents a critical factor influencing the ease of purification and the yield of 

active enzyme. The aim of our work was to compare the influence of production organism and expression plasmid 

on the solubility of the mutated MMLV RT. We investigated the enzyme expression in different host organisms 
using several plasmid vectors, each with distinct promoters. Our results demonstrate that the solubility of the 

mutated MMLV RT varies significantly depending on the host organism and expression plasmid used, with the 

highest solubility achieved in a prophage-free Vibrio natriegens strain using the pJexpress404 plasmid. 

 

Keywords: Reverse transcriptase; MMLV RT; solubility; heterologous expression 

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

BeģnĨm probl®mom pri produkcii rekombinantnĨch prote²nov, najmª v bakt®ri§ch, je 

ich tendencia akumulovaŠ sa v nerozpustnej a neakt²vnej forme, teda ako inkl¼zne telieska [1]. 

RozpustnosŠ prote²nov je d¹leģitĨm faktorom, ktorĨ definuje jednoduchosŠ purifik§cie 

a vĨŠaģok akt²vneho enzĨmu, pretoģe nerozpustn® prote²ny maj¼ tendenciu str§caŠ svoje 

enzymatick® aktivity. Napriek poļetnĨm ġt¼di§m zost§va zvĨġenie ¼rovne rozpustnosti 

n§roļnou ¼lohou a reverzn® transkript§zy nie s¼ vĨnimkou, nakoŎko s¼ n§chyln® na tvorbu 

inkl¼znych teliesok a aj agreg§ciu poļas purifikaļnĨch postupov [2]. V naġej pr§ci sme sa 

zamerali na zvĨġenie solubility 5-n§sobn®ho mutanta reverznej transkript§zy z v²rusu myġacej 

leuk®mie Moloney (MMLV RT), ktorĨ vykazuje vysok¼ procesivitu a schopnosŠ syntetizovaŠ 

cDNA pri teplote 62 ÁC, o 17 ÁC vyġġej teplote v porovnan² s enzĨmom divok®ho typu [3]. 

Bakt®ria V. natriegens sa vŅaka svojmu rĨchlemu rastu a siln®mu proteosyntetick®mu 

apar§tu st§va ļoraz popul§rnejġ²m hostiteŎom pre produkciu rekombinantnĨch prote²nov [4]. 

Pre praktick® vyuģitie V. natriegens v expresii prote²nov je od roku 2017 dostupnĨ kmeŔ Vmax 

X2. Tento kmeŔ umoģŔuje presn¼ kontrolu expresie g®nov pomocou IPTG indukovateŎn®ho 
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T7 prom·tora [5]. KmeŔ Vmax X2, v kombin§cii s plazmidmi riadenĨmi T7 prom·torom, 

dosiahol aģ 25-n§sobne vyġġie vĨŠaģky v porovnan² s beģne dostupnĨmi expresnĨmi kmeŔmi 

E. coli [6]. ńalġ² kmeŔ tejto bakt®rie bol pripravenĨ s cieŎom vytvoriŠ odolnejġ² kmeŔ V. 

natriegens, ļo bolo dosiahnut® elimin§ciou dvoch prof§govĨch oblast², VNP1 a VNP2, z kmeŔa 

ATCC 14048. Variant bez prof§gov preuk§zal vĨznamn¼ konkurenļn¼ vĨhodu oproti divok®mu 

typu kmeŔa, najmª v prostrediach s n²zkou koncentr§ciou soli, ļo z neho rob² potenci§lne 

hodnotnejġ² n§stroj pre r¹zne aplik§cie [7]. 

KmeŔ Escherichia coli C41(DE3) predstavuje geneticky modifikovanĨ variant  kmeŔa 

BL21(DE3), ktorĨ je povaģovanĨ za ġtandardnĨ n§stroj pre produkciu rekombinantnĨch 

prote²nov [8]. HlavnĨ rozdiel medzi tĨmito kmeŔmi spoļ²va v ¼prave lacUV5 prom·tora. 

V kmeŔi C41(DE3) doġlo k reverznej mut§cii tohto prom·tora, ļ²m sa obnovila funkļnosŠ 

menej siln®ho, divok®ho typu lac prom·tora. T§to zmena m§ z§sadnĨ vplyv na regul§ciu 

expresie g®nov. Slabġ² prom·tor vedie k pomalġej transkripcii g®nu pre T7 RNA polymer§zu, 

ļo n§sledne zniģuje rĨchlosŠ produkcie cieŎov®ho prote²nu [9]. 

V naġej pr§ci sme sa zamerali na vplyv produkļn®ho kmeŔa a expresn®ho plazmidu 

na expresiu mutovanej formy reverznej transkript§zy MMLV RT. Porovn§vali sme expresiu 

v r¹znych kmeŔoch V. natriegens a E. coli s pouģit²m rozdielnych expresnĨch plazmidov. 

Naġ²m hlavnĨm cieŎom bolo zvĨġiŠ solubilitu tejto  mutovanej formy reverznej transkript§zy. 

 

Materi§l a met·dy 

Maloobjemov§ kultiv§cia: Noļn§ kult¼ra buniek bola preoļkovan§ (pomer 1:100) 

do ļerstv®ho m®dia (2YT+V2 soli pre V. natriegens, LB pre E. coli) a kultivovan§ v orbit§lnom 

inkub§tore Multitron standard (Infors HT) pri 37 ÁC a 160 rpm. Nadprodukcia ġaper·nov bola 

indukovan§ arabin·zou v koncentr§cii 4 mg/ml. pri OD600 ~0,2. Expresia RT bola indukovan§ 

1 mM IPTG pri OD600 ~0,5. Po expresii boli bunky centrifugovan® (9000 g, 4 ÁC, 10 min) 

s cieŎom odstr§niŠ m®dium. 

SDS PAGE: Solubiln§ frakcia prote²nov bola z²skan§ ultrazvukovou homogeniz§ciou 

(Sonoplus HD 3200, sonda KE 76, 30 % amplit¼da). Vzorky boli pred nanesen²m na g®l 

pripraven® zmieġan²m s vzorkovĨm a TE roztokom, inkubovan® pri 95 ÁC (10 min). Separ§cia 

prebiehala v SDS-polyakrylamidovom g®li (4 % nan§ġac², 12 % separaļnĨ) pri 50 W, 20 mA, 

1,5 hod. Ako ġtandard bol pouģitĨ Color protein standard (BioLabs). Separ§cia sa uskutoļnila 

v aparat¼re SE260 (Hoefer) v Tris-glyc²novom tlmivom roztoku. Prote²novĨ profil bol 

analyzovanĨ programom GelAnalyzer. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8640165/#b0085


 

50 

 

Western blot: Vzorky z expresie boli separovan® SDS-PAGE a prenesen® na PVDF 

membr§nu polosuchĨm transferom (Fastblot B43, 15 V, 250 mA, 60 min). Membr§na bola 

blokovan§ pouģit²m TBST a 5 % mlieka 30 min. N§sledne bola inkubovan§ s prim§rnou anti-

His protil§tkou (1:1000) pri 4 ÁC cez noc. Na Ņalġ² deŔ bola membr§na premyt§ (TBST, 4 Ĭ 5 

min) a  inkubovan§ so sekund§rnou anti-His protil§tkou (1:100 000, TBST, 1 % mlieko, 

60 min). Vizualiz§ciu sme uskutoļnili pouģit²m s¼pravy Clarity Max Western ECL Substrate 

(Bio-Rad), sign§l bol zaznamenanĨ pomocou pr²stroja ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare). 

Afinitn§ chromatografia: CieŎovĨ prote²n bol purifikovanĨ IMAC chromatografiou 

( KTA Avant 25, HisTrap kol·na, 1 ml). Ġpecifick® prote²ny boli eluovan®  100 % eluļnĨm 

roztokom (TrisHCl, pH=8 0,05 mol/dm3, NaCl 0,5 mol/dm3, imidazol 0,5 mol/dm3). S cieŎom 

odstr§nenia n²zkomolekulovĨch l§tok boli vzorky dialyzovan® (SnakeSkin, 10 kDa) 

a stabilizovan® glycerolom pre dlhodob® skladovanie pri -20 ÁC. 

Reverzn§ transkripcia: Na potvrdenie aktivity reverznej transkript§zy sme spravili 

reverzn¼ transkripciu z dialyzovanĨch vzoriek. Ako templ§tov§ RNA bola pouģit§ RNA 

k·duj¼ca GFP (50 ng/Õl). Ako pozit²vna kontrola bola pouģit§ komerļn§ reverzn§ transkript§za 

(Qiagen). EnzĨm bol pridanĨ v mnoģstv§ch 1 Õl. Reakcia prebiehala 60 min¼t pri 40 ÁC. 

Produkty reverznej transkripcie boli n§sledne pouģit® ako templ§tov§ DNA v PCR. 

Stanovenie relat²vnej koncentr§cie prote²nu: Koncentr§cie prote²nov boli stanoven® 

Bradfordovou met·dou meran²m absorbancie pri 595 nm, priļom ako ġtandard sl¼ģil BSA. 

 

VĨsledky a diskusia 

Na zaļiatku naġej pr§ce sme porovn§vali expresiu mutovanej MMLV reverznej 

transkript§zy v dvoch produkļnĨch organizmoch. PrvĨm bola bakt®ria V. natriegens, pri ktorej 

sme testovali dva kmene: Prophage-free a Vmax. KeŅģe kmeŔ Vmax umoģŔuje pouģitie T7 

prom·tora, porovnali sme expresiu pomocou vektora s tĨmto prom·torom a vektora 

obsahuj¼ceho T5 prom·tor. Z§roveŔ sme sk¼mali vplyv tĨchto plazmidov na expresiu 

v Escherichia coli, ktor§ sa ġtandardne vyuģ²va ako produkļnĨ organizmus. KeŅģe produkcia 

v bunk§ch E. coli C41 nebola optimalizovan§, vysk¼ġali sme koexpresiu so ġaper·nmi GroES 

a GroEL, ktor§ sa v predoġlĨch pokusoch uk§zala ako naj¼ļinnejġia vo V. natriegens. Obr§zok 

1 zn§zorŔuje vĨsledky western blottingu, kde vid²me, ģe najvyġġia solubilita produkovanej RT 

bola dosiahnut§ expresiou v kmeni Prophage-free V. natriegens. V bunk§ch E. coli C41 sa 

nadexpresia ġaper·nov neuk§zala ako optim§lne rieġenie, keŅģe solubiln§ frakcia bola niģġia 

ako v bunk§ch bez nadexpresie ġaper·nov. 
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Obr. 1. Porovnanie produkcie MMLV RT v produkļnĨch kmeŔoch V. natriegens Vmax, Prophage free a E. 

coli OverExpress C41 s pouģit²m expresnĨch vektorov pET28a (T7 prom·tor) a pJexpress404 (T5 

prom·tor).  

A ï detekcia produkcie MMLV RT prostredn²ctvom met·dy Western Blotting, B ï grafick® zn§zornenie 

relat²vnej chemiluminiscencie  bandov z²skanej Western blot analĨzou, L ï ġtandard molekulovĨch hmotnost². 

 

Ako Ņalġ² krok sme zvolili expresiu enzĨmu vĨluļne v bunk§ch V. natriegens, nakoŎko 

sme v nich dosahovali najlepġie hodnoty produkcie MMLV reverznej transkript§zy. Po expresii 

sme solubiln¼ frakciu purifikovali pomocou afinitnej chromatografie a n§sledne sme vzorky 

analyzovali western blot met·dou. OpªŠ sa uk§zalo, ģe optim§lnym produkļnĨm organizmom 

je kmeŔ Prophage-free. Pri kmeni Vmax sa opªtovne potvrdilo zistenie, ģe pre produkciu je 

efekt²vnejġ² T5 prom·tor, nakoŎko produkcia z tohto prom·tora je stabilnejġia a pomalġia, ļo 

m¹ģe viesŠ k lepġiemu skladaniu prote²nu. VĨsledky western blot analĨzy s¼ zn§zornen® 

na obr§zku 2. 

Po purifik§cii afinitnou chromatografiou boli bunky Ņalej preļisten® dialĨzou 

a n§sledne bola pomocou Bradfordovej met·dy a denzitometrickej analĨzy stanoven§ 

koncentr§cia vyprodukovanej MMLV reverznej transkript§zy. Najlepġie vĨsledky sme dosiahli 

pri kmeni Prophage-free, kde koncentr§cia dosiahla hodnotu 435,6 mg/l, ļo je aģ o 48,7 % viac 

ako pri kmeni Vmax s plazmidom pJexpress404. Grafick® zn§zornenie mnoģstiev 

produkovanej RT sa nach§dza na obr§zku 3. Na potvrdenie zachovania aktivity enzĨmu sme 
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najprv vykovali reverzn¼ transkripciu s vyuģit²m produkovan®ho enzĨmu. Vzniknut§ cDNA 

bola n§sledne pouģit§ ako templ§t do PCR reakcie. Na obr. 4 vid²me vĨsledok PCR reakcie, 

ktor§ n§m potvrdila, ģe aktivita enzĨmu bola zachovan§ pri expresii z oboch kmeŔov 

V. natriegens.  

 

 
 

Obr. 2. Porovnanie solubilnej frakcie a el¼cie z afinitnej chromatografie z²skanej z expresie v bakt®ri§ch 

V. natriegens Vmax a Prophage-free s plazmidmi pET28a a pJexpress404.  

A ï ġpecifick§ detekcia MMLV RT prostredn²ctvom Western blot analĨzy, B ï grafick® zn§zornenie relat²vnej 

chemiluminiscencie jednotlivĨch bandov z Western blot analĨzy, L ï ġtandard molekulovĨch hmotnost². 

 

 
 

Obr. 3. Koncentr§cia produkovanej MMLV RT v kmeŔoch V. natriegens. 
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Obr. 4. Potvrdenie aktivity produkovanej MMLV reverznej transkript§zy. 

L ï ġtandard molekulovĨch hmotnost², P Ctrl RT ï pozit²vna kontrola reverznej transkripcie s pouģit²m 

komerļnej reverznej transkript§zy, N Ctrl RT ï negat²vna kontrola revernej transkripcie bez RT, P Ctrl PCR ï 

pozit²vna kontrola PCR s DNA k·duj¼cou GFP, N Ctrl PCR ï negat²vna kontrola PCR bez templ§tu. 

 

Z§ver 

V r§mci naġej ġt¼die sme sa zamerali na expresiu mutovanej reverznej transkript§zy 

v²rusu myġej leuk®mie (MMLV RT). Naġe vĨsledky uk§zali, ģe najvyġġiu rozpustnosŠ MMLV 

RT sme dosiahli v Prophage-free kmeni V. natriegens s plazmidom pJexpress404, v ktorom sa 

n§m podarilo vyprodukovaŠ reverzn¼ transkript§zu v koncentr§cii 435,6 mg/l. 
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Abstract 

Modulation of hypoxic signaling pathway in renal tumor cells by the antidiabetic drug phenformin 

Renal cell carcinoma (RCC) is a serious medical problem in Slovakia due to its high incidence and 

mortality. The most prevalent subtype of RCC is clear cell RCC (ccRCC), which is characterised by mutations in 

the von Hippel-Lindau (VHL) tumour-suppressor gene and high expression of carbonic anhydrase IX (CA IX), 

which is associated with increased tumour aggressiveness, metastasis and poor response to treatment. Given the 

common risk factors between cancer and type 2 diabetes, in our experiments we tested the effect of the antidiabetic 

drug phenformin on the hypoxic signaling pathway and CA IX protein in RCC4 cells with a mutated VHL gene 

and also in RCC4 VHL cells with oxygen-dependent hypoxic signaling. We found that under hypoxic conditions, 

phenformin reduced the levels of the regulatory alpha subunit HIF1 and HIF2 in RCC4 VHL cells. We also detected 

a decrease in CA IX protein levels in these cells. Our results indicate a clear effect of phenformin on hypoxic 

signaling preferentially in cells responding to changes in oxygen concentration and not in cells with a mutation in 

pVHL. 

 

Keywords: phenformin; renal cell carcinoma; carbonic anhydrase IX; hypoxia  

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

N§dorov® ochorenia prestavuj¼ z§vaģnĨ celospoloļenskĨ medic²nsky probl®m. V roku 

2022 bolo zaznamenanĨch takmer 20 mili·nov pr²padov rakoviny a 9,7 mili·na ¼mrt² 

spojenĨch s rakovinou. Odhaduje sa, ģe do roku 2050 poļet novĨch pr²padov presiahne 35 

mili·nov [1, 2]. 

Karcin·m z ren§lnych buniek (renal cell carcinoma, RCC) tvor² 2 ï 5 % zo vġetkĨch 

typov n§dorovĨch ochoren², ļ²m sa zaraŅuje do skupiny desiatich najļastejġ²ch typov rakoviny 

celosvetovo, priļom Slovensko patr² medzi 10 kraj²n sveta s najvyġġou incidenciou a mortalitou 

[3]. SvetlobunkovĨ RCC (clear cell RCC, ccRCC) tvor² 70 ï 80 % vġetkĨch pr²padov RCC, 

priļom je charakteristickĨ zlĨmi klinickĨmi vĨsledkami a vznikom metast§z u viac ako ġtvrtiny 

pacientov [4]. Pre ccRCC n§dory s¼ typick® mut§cie v g®ne von HippelïLindau (VHL), ktor® 

ved¼ k strate funkcie tumor-supresorov®ho prote²nu pVHL. V d¹sledku nefunkļn®ho pVHL 

doch§dza k stabiliz§cii hypoxiou indukovateŎn®ho faktora (HIF), ktorĨ m§ funkciu 

transkripļn®ho faktora a sp¼ġŠa HIF-sprostredkovan¼ signaliz§ciu bez ohŎadu na dostupnosŠ 

kysl²ka, ļo v bunk§ch sp¹sobuje tzv. pseudohypoxiu [5]. Hypoxia, ako kŎ¼ļov§ zloģka 

n§dorov®ho mikroprostredia, ovplyvŔuje senzitivitu n§dorov na terapiu [6]. TypickĨm 
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sprievodnĨm znakom ccRCC s¼visiacim s pseudohypoxiou a rezistenciou n§dorov na terapiu 

s¼ vysok® hladiny prote²nu karbonickej anhydr§zy IX (CA IX), ktor§ bola objaven§ na naġom 

pracovisku [7]. Funkciou tohto transmembr§nov®ho metaloenzĨmu je katalyzovaŠ reverzibiln¼ 

premenu CO2 na bikarbon§t a prot·n, priļom n§sledn§ reabsorbcia bikarbon§tu bunkou vedie 

k hromadeniu prot·nov v extracelul§rnom priestore, ktorĨ sa okysŎuje a intracelul§rne pH sa 

udrģiava vo fyziologickĨch hodnot§ch. Expresia CA IX je aktivovan§ najmª hypoxickĨmi 

podmienkami a  zvĨġen® hladiny CA IX s¼ sp§jan® aj s metast§zovan²m, agres²vnym 

fenotypom n§dorov a zlou progn·zou pre pacientov [8, 9]. 

S¼ļasn§ lieļba ccRCC pozost§va z celkovej alebo parci§lnej nefrekt·mie, pri 

pokroļilom metastatickom ccRCC je vyuģ²van§ kombinovan§ terapia zameran§ na inhib²ciu 

angiogen®zy prostredn²ctvom viacerĨch lieļiv, ku ktorĨm patria inhib²tory tyroz²n kin§z, 

mTOR dr§hy, HIF-2Ŭ, pr²padne s¼ vyuģ²van® inhib²tory imunitnĨch kontrolnĨch bodov [10]. 

Hoci doġlo k vĨrazn®mu pokroku v terapii, diagnostike a porozumen² molekul§rnym 

mechanizmom n§dorov obliļiek, st§le je nevyhnutn® hŎadaŠ nov® terapeutick® ciele a pr²stupy.

 Epidemiologick® ¼daje naznaļuj¼ s¼vislosŠ medzi vĨskytom n§dorovĨch ochoren² 

a diabetu 2. typu [11]. Obe tieto ochorenia sa vyznaļuj¼ r¹znymi spoloļnĨmi pr²ļinami, medzi 

ktor® patria napr²klad inzul²nov§ rezistencia, hyperaktiv§cia receptorov inzul²nu podobn®ho 

rastov®ho faktora-1, n²zke hladiny adiponet²nu alebo proz§palov® prostredie [12]. Aj na z§klade 

tĨchto pozorovan² sa s¼streŅuje pozornosŠ na or§lne pod§van® antidiabetik§, ako s¼ napr²klad 

metform²n alebo fenform²n, pre ich moģn® terapeutick® vyuģitie pri r¹znych typoch n§dorovĨch 

ochoren². Oba tieto lieky patria do skupiny biguanidov, priļom bolo zisten®, ģe biguanidy s¼ 

schopn® inhibovaŠ rast buniek a ļiastoļne spomaliŠ progresiu n§dorov [12]. Đļinok biguanidov 

spoļ²va v tom, ģe po preniknut² do buniek ovplyvŔuj¼ ich metabolizmus tromi hlavnĨmi 

mechanizmami: inhibuje komplex I mitochondri§lneho dĨchacieho reŠazca, aktivuje prote²n 

REDD1 a inhibuje substr§tov® receptory inzul²nov®ho receptora (IRS). Inhib²cia komplexu I 

mitochondri§lneho dĨchacieho reŠazca ovplyvŔuje prote²ny oxidaļnej fosforyl§cie 

(OXPHOS), ļo hr§ kŎ¼ļov¼ ¼lohu v terapii n§dorov. Inhib²cia komplexu I vedie k zn²ģeniu 

produkcie ATP, zvĨġeniu hladiny AMP a n§slednej aktiv§cii AMPK, ļo vyvol§va metabolickĨ 

stres v n§dorovĨch bunk§ch. SynergickĨ ¼ļinok na bunky maj¼ hypoxick® podmienky, kedy 

doch§dza v  k zn²ģeniu oxidaļnej fosforyl§cie a k preprogramovaniu na anaer·bnu glykolĨzu. 

Aktiv§cia REDD1 vedie k inhib²cii dr§hy mTOR, ļo potl§ļa synt®zu prote²nov a zastavuje 

bunkovĨ cyklus. Inhib²cia IRS nar¼ġa sign§lne dr§hy z§visl® od inzul²nu, ļ²m doch§dza 

k inhib²cii rastu buniek. VĨsledkom tĨchto procesov je zastavenie bunkov®ho cyklu, inhib²cia 

inv§zie a poġkodenie DNA, ļo vedie k obmedzeniu rastu a preģitia n§dorovĨch buniek [13]. 
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V s¼ļasnosti je v terapii diabetu vyuģ²vanĨ metform²n, fenform²n nie je pouģ²vanĨ z d¹vodu 

jeho voŎn®ho prenikania do buniek a vysok®ho rizika lakt§tovej acid·zy [14]. 

CieŎom naġich experimentov je sledovaŠ vplyv fenform²nu na hypoxick¼ sign§lnu dr§hu  

a prote²n CA IX v obliļkovĨch n§dorovĨch bunk§ch s mutovanĨm pVHL ako aj v bunk§ch 

s prirodzenou aktiv§ciou hypoxickej signaliz§cie pri poklese koncentr§cie kysl²ka. 

 

Materi§l a met·dy 

Bunkov§ l²nia: RCC4 (dar od prof. Denka) - odvoden§ z tumoru pacienta s RCC s 

mutovanĨm g®nom VHL. RCC4 VHL ï bunkov§ l²nia RCC4 stabilne transfekovan§ funkļnĨm 

g®nom VHL. Pri kultiv§cii bunkovĨch l²ni² bolo pouģit® m®dium DMEM (Biosera) s pr²davkom 

10 % fet§lneho teŎacieho s®ra (Hy Clone Laboratories) a 45,5 Õg/ml gentamic²nu (Biosera).  

Kultiv§cia buniek v monovrstve: Bunky boli vysievan® na Petriho misky s priemerom 

3,5 cm v hustote 52 000 buniek/cm2 a kultiv§cia prebiehala v normoxickĨch (5 % CO2,  37ÁC) 

alebo v hypoxickĨch podmienkach (1 % O2, 5 % CO2, 37ÁC) po dobu 24 a 48 h v pr²tomnosti 

fenform²nu (Sigma-Aldrich) v koncentr§cii 50ÕM a 100ÕM, ako kontrola bola k bunk§m 

prid§van§ Miliq H2O, v ktorej bol rozpustenĨ fenform²n.  

SDS PAGE a Western blot: Bunky boli po kultiv§cii lyzovan® pomocou lyzaļn®ho 

roztoku RIPA (1 mM EDTA; 0,1 % SDS; 50 mM Tris-HCl, pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 % Triton 

X100; 0,05 % deoxychol§t sodnĨ). Koncentr§cia prote²nov bola stanoven§ kitom BCA Protein 

Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) podŎa odpor¼ļan² vĨrobcu. Prote²ny v mnoģstve 30 ug 

boli zmieġan® s 2x Laemmliho pufrom (0,005 % br·mfenolov§ modr§; 30 mM Tris-HCl, pH 

6,8; 10 % glycerol; 0,01 % SDS; 5 % ɓ-mercaptoetanol). Vzorky boli nanesen® na 10 % SDS-

PAGE g®l, v ktorom prebiehala elektroforetick§ separ§cia prote²nov pri 95 V a n§sledne  boli 

prote²ny prenesen® na PVDF membr§nu (Milipore). Neġpecifick® vªzby boli blokovan® 5 % 

odtuļnenĨm mliekom 1h pri laborat·rnej teplote. Membr§ny sme n§sledne inkubovali 

s prim§rnymi protil§tkami riedenĨmi v  TBST (3 % BSA; 0,1% Tween20;  20 mM Tris, pH 7,6; 

140 mM NaCl) pri 4ÁC cez noc. V Tab. 1 je uvedenĨ zoznam a riedenie pouģitĨch protil§tok. 

Po premyt² boli membr§ny inkubovan® so sekund§rnymi protil§tkami  anti-myġia IgG/HRP 

(Dako) alebo  anti-kr§liļia IgG/HRP (Dako) riedenĨmi 1:5000 v 5 % odtuļnenom mlieku pri 

izbovej teplote 1h. Po premyt² boli membr§ny vyvol§van® pomocou chemiluminiscenļn®ho 

substr§tu (ECL) a sign§l bol detegovanĨ exponovan²m sign§lu na rºntgenov® filmy (FUJI). 
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Tab. 1. Pouģit® prim§rne protil§tky. 

 

Prim§rna protil§tka 

voļi prote²nu 
Riedenie P¹vod Firma VeŎkosŠ [kDa] 

CA IX  1:200 Myġ 
hybrid·mov® 

m®dium M75 
54-58 

HIF-1Ŭ 1:250 Myġ BD Biosciences 120 

Prote²ny OXPHOS 1:500 Myġ Abcam 54-18 

HIF-2Ŭ 1:500 Kr§l²k Novusbio 250 

ɓ-akt²n 1:1000 Myġ 
Cell Signaling 

Technology 
45 

 

Imunofluorescencia: Monovrstvy buniek fixovan® metanolom boli inkubovan® s 

prim§rnou protil§tkou M75 (anti-CA IX)  pri 37ÁC 1 h, n§sledne so sekund§rnou fluorescenļne 

znaļenou protil§tkou Alexa Fluor 555  (Life technologie) riedenou 1:1000 pri 37ÁC 1h, jadr§ 

buniek boli znaļen® pomocou Hoechst 33342 (Invitrogen H3570) riedenĨm 1:1000 po dobu 10 

min pri 37ÁC. FluorescenļnĨ sign§l bol detegovanĨ pomocou pr²stroja Cytation C10 (BioTek).  

 

VĨsledky a diskusia 

Bunkov§ l²nia RCC4 je modelom ccRCC. Je charakteristick§ mut§ciu g®nu VHL, ļo 

sp¹sobuje aktiv§ciu hypoxickej sign§lnej dr§hy a n§sledn® vysok® hladiny prote²nu CA IX 

nez§visle od koncentr§cie kysl²ka. Bunky RCC4 VHL s¼ stabilne transfekovan® nemutovanĨm 

g®nom VHL, ļo obnovuje degradovanie HIF-1Ŭ v d¹sledku ļoho nedoch§dza k aktiv§cii 

hypoxickej signaliz§cie v normoxickĨch podmienkach. Tieto dve l²nie sme pouģili na 

testovanie ¼ļinku fenform²nu v normoxii (NO) a v hypoxii (HY). Bunky RCC4 a RCC4 VHL 

sme kultivovali vo forme monovrstvy s fenform²nom v koncentr§ci§ch 50 ÕM a 100 ÕM (IC20). 

Pomocou met·dy western blot sme testovali jeho vplyv  na hladiny prote²nov HIF-1Ŭ, HIF-2Ŭ, 

CA IX, OXPHOS. ɓ-akt²n bol pouģitĨ ako vn¼torn§ kontrola. V NO 24h sme pozorovali pri 

RCC4 VHL zvĨġenie hlad²n prote²nov V-ATP5A, III-UQCRC2, IV-COX II a I-NDUFB8, ktor® 

patria k prote²nom OXPHOS, ļo mohlo byŠ sp¹soben® spªtnovªzbovou aktiv§ciou expresie 

tĨchto prote²nov v d¹sledku inhib²cie mitochondri§lneho metabolizmu vplyvom fenform²nu. 

Pr²tomnosŠ prote²nu HIF-1Ŭ v bunk§ch RCC4 VHL v NO 24h m¹ģe byŠ sp¹soben§ 

pericelul§rnou hypoxiou, pr²padne presiaknut²m efektov p¹vodnej mut§cie g®nu VHL. CA IX 

sme vġak v NO nedetegovali. V HY 24h a 48h sme pozorovali z§sadnĨ efekt p¹sobenia 

fenform²nu v bunk§ch RCC4 VHL s obnovenou hypoxickou signaliz§ciou z§vislou od 

koncentr§cie kysl²ka, kde sme pozorovali vĨrazn® zn²ģenie nielen hladiny prote²nov HIF-1Ŭ a 

HIF-2Ŭ ale aj pokles  prote²nu CA IX, ktor®ho expresia je regulovan§ pr§ve transkripļnĨm 



 

58 

 

faktorom HIF-1. V HY 48h sme pozorovali pri bunk§ch RCC4 mierne zn²ģenie hladiny 

prote²nu HIF-1Ŭ, no nepozorovali sme zn²ģenie hlad²n prote²nu CA IX, ļo m¹ģe byŠ 

od¹vodnen® jeho vysokou stabilitou (38h).  Tieto vĨsledky s¼ uveden® na obr§zku 1. 

 

 

 

Obr. 1. Vplyv fenform²nu na produkciu prote²nov HIF-1Ŭ, HIF-2Ŭ, CA IX a Oxphos v bunkovĨch l²ni§ch 

RCC4 a RCC4 VHL kultivovanĨch v podobe bunkovej monovrstvy .  

ɓ-akt²n sl¼ģi ako kontrola. 

 

Vplyv fenform²nu na hladinu prote²nu CA IX (ļerven§) sme potvrdili aj 

pomocou imunofluorescencie (Obr. 2). Pozorovali sme vysok® hladiny expresie CA IX 

v bunk§ch RCC4 v normoxickĨch aj hypoxickĨch podmienkach a vplyvom fenform²nu 

nedoġlo k ich ovplyvneniu. V bunkovej l²nii RCC4 VHL sme detegovali prote²n CA IX len 

v hypoxickĨch podmienkach a vplyvom fenform²nu doġlo k znaļn®mu potlaļeniu produkcie 

prote²nu CA IX. Jadr§ s¼ znaļen® modrou farbiļkou Hoechst 33342 (Invitrogen H3570).  

 

 

 

Obr. 2. Detekcia expresie CA IX (ļerven§) v bunk§ch RCC4 a RCC4 VHL. 

 

V s¼ļasnosti nie je sk¼manĨ vplyv biguanidov na rast a progresiu obliļkovĨch n§dorov, 

no efekt inhib²cie HIF-1Ŭ metform²nom bol pozorovanĨ na modeloch spinocelul§rneho 

karcin·mu ¼stnej dutiny v hypoxickĨch podmienkach, ļo viedlo k potlaļeniu migr§cie 

a prolifer§cie tĨchto buniek [15]. VzhŎadom na rozdielny vplyv fenform²nu na bunky RCC4 

a RCC4 VHL naġe vĨsledky naznaļuj¼, ģe biguainidy maj¼ vplyv na bunky s prirodzenou 

hypoxickou dr§hou.  
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Z§ver 

Naġe vĨsledky ukazuj¼, ģe antidiabetikum fenfrorm²n ovplyvŔuje hypoxick¼ sign§lnu 

dr§hu a n§sledne aj prote²n CA IX v n§dorovĨch bunk§ch. Jeho vĨraznejġ² vplyv na bunky 

RCC4 VHL naznaļuje, ģe jeho ¼ļinnosŠ je vyġġia v pr²pade n§dorovĨch buniek, ktor® maj¼ 

prirodzen¼ regul§ciu hypoxickej sign§lnej dr§hy. V Ņalġ²ch experimentoch by sme sa chceli 

zameraŠ na sledovanie ¼ļinku fenform²nu na transkripļnĨ faktor STAT3 a jeho down-stream 

dr§hy reguluj¼ce bunkov® preģ²vanie, prolifer§ciu a imunitn¼ odpoveŅ. Taktieģ by sme sa 

chceli zameraŠ na sledovanie kombinovan®ho sp¹sobenia fenform²nu a inhib²torov CA IX v 3D 

modeloch sf®roidov, ktor® lepġie simuluj¼ n§dorov® mikroprostredie. 
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Abstract 

Comparison of the expression of soluble mutated reverse transcriptase M-MuLV in different E. coli 

strains, and using pLysS and pGro7 

Reverse transcriptases are often used in molecular diagnostics of diseases. One of them is reverse 

transcriptase (RT) derived from Moloney murine leukemia virus (M-MuLV). It is considered difficult to express 

due to low solubility during overproduction in heterologous expression systems. To improve the production of 

recombinant RT M-MuLV, we decided to optimize selection of E. coli strains. We further analyzed the influence 

of chaperones and the pLysS system on the production of soluble enzyme. In our study, we worked with RT M-

MuLV mut2, created at the Department of Molecular Biology, FNS, UK. We transformed and compared the E. coli 

strains BL21(DE3), NiCo(DE3), and OverExpress C41(DE3). In this comparison, the E. coli overexpressing strain 

C41(DE3) achieved the highest rate of soluble fraction production. The level of soluble RT production was reduced 

when using the pLysS system. In contrast, the pGro7 plasmid carrying molecular chaperones proved to be 

successful. 

 

Keywords: reverse transcriptase; E. coli strains; molecular chaperones  

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

Rekombinantn® prote²ny s¼ ġiroko vyuģ²van® v r¹znych sf®rach, ako s¼ priemysel, 

potravin§rstvo, poŎnohospod§rstvo ļi medic²na. V molekul§rnej diagnostike ochoren² sa ļasto 

vyuģ²vaj¼ reverzn® transkript§zy (RT), ktor® naġli svoje uplatnenie v pr²prave DNA kniģn²c [1], 

reverznej PCR, ļi izoterm§lnej amplifik§cii sprostredkovanej reverznou transkripļnou sluļkou 

(RT LAMP) [2]. Jednou z nich je aj reverzn§ transkript§za poch§dzaj¼ca z Moloneyho v²rusu 

myġej leuk®mie (M-MuLV) [3]. Je to enzĨm o veŎkosti pribliģne 75 kDa pozost§vaj¼ci zo 671 

aminokysel²n tvoriacich 5 dom®n [4]. Za Šaģko exprimovateŎn¼ sa povaģuje z d¹vodu n²zkej 

rozpustnosti pri nadprodukcii v hetorologickĨch expresnĨch syst®moch. Pre zlepġenie jej 

rozpustnosti boli ¼speġn® strat®gie, ako cielen§ mutagen®za, zmena kmeŔa hostiteŎsk®ho 

syst®mu, ļi pouģitie molekul§rnych ġaper·nov [2].  

V s¼ļasnosti je najvyuģ²vanejġ²m bakteri§lnym expresnĨm syst®mom Escherichia coli. 

M§ veŎk¼ diverzitu kmeŔov, priļom ich vĨber m§ vĨznamnĨ vplyv na produkciu a vlastnosti 

cieŎovĨch prote²nov. JednĨm z expresnĨch kmeŔov je E. coli BL21(DE3), s T7 expresnĨm 
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syst®mom, a deficienciou na prote§zy Lon a OmpT. S r¹znymi optimaliz§ciami v Ŕom bola 

produkovan§ aj RT M-MuLV [5]. Zauj²mavĨm expresnĨm kmeŔom je tieģ E. coli OverExpress 

C41(DE3), ktorĨ je charakterizovanĨ mut§ciami v oblasti lac UV5 prom·tora nach§dzaj¼ceho 

sa pred g®nom T7 RNA polymer§zy. Okrem toxickĨch a membr§novĨch prote²nov bol v tomto 

kmeni ¼speġne exprimovanĨ aj akt²vny ŎudskĨ cytochr·m P450 [6]. Tieģ s¼ vyvinut® kmene 

urļen® na zefekt²vnenie ich purifik§cie, ako je E. coli NiCo21(DE3) derivovanĨ z BL21(DE3). 

Efektivita tohto kmeŔa bola potvrden§ pri expresii His-znaļenĨch prote²nov alanyl-tRNA 

syntet§zy a glutamyl-tRNA syntet§zy [7]. Efekt²vnymi pomocn²kmi pri heterologickej 

produkcii prote²nov s¼ aj molekul§rne ġaper·ny. V literat¼re je op²sanĨ ich priaznivĨ vplyv na 

rast biomasy hostiteŎskĨch buniek a zvyġovanie rozpustnosti produktu [8]. 

Naġim hlavnĨm cieŎom bolo dosiahnuŠ zvĨġenie rozpustnosti RT M-MuLV mut2, 

vytvorenej na KMB PrifUK, prostredn²ctvom optimaliz§cie jej expresie v syst®me E. coli. 

Ļiastkov® ciele zahŘŔali porovnanie vplyvu r¹znych kmeŔov na produkciu rozpustn®ho 

enzĨmu. Z§roveŔ sme analyzovali aj vplyv ġaper·nov GroES a GroEL a pLysS syst®mu, 

potl§ļaj¼ceho baz§lnu expresiu, na rozpustnosŠ produktu.  

 

Materi§l a met·dy 

Transform§cia: Chemokompetentn® bunky E. coli (Tab. 1) sme transformovali 

prostredn²ctvom tepeln®ho ġoku. Rozmrazen® bunky sme 10 min¼t inkubovali s 200 ng 

rekombinantn®ho plazmidu (Tab. 2), a vystavili sme ich na 45 sek¼nd teplote 42 ÁC, po ļom 

sme ich inkubovali 5 min¼t na Ŏade. ńalej sme k bunk§m pridali LB regeneraļn® m®dium, 

a nechali sme ich inkubovaŠ pri teplote 37 ÁC a 550 ot§ļkach za min¼tu po dobu 1 hodiny. Po 

regener§cii sme bunky vysiali na misku s tuhĨm LB m®diom a pr²sluġnĨm antibiotikom. 

 

Tab. 1. Zoznam pouģitĨch produkļnĨch kmeŔov E. coli.  

 

KmeŔ Genotyp 

BL21(DE3) 

fhuA2 [lon] ompT gal (ɚ DE3) [dcm] æhsdS ɚ DE3 = ɚ 

sBamHIo æEcoRI-B int::(lacI::PlacUV5::T7 gene1) i21 

ænin5 

BL21(DE3) pLysS Fï, ompT, hsdSB (rBï, mBï), dcm, gal, ɚ(DE3), pLysS, Cmr 

NiCo21(DE3) 

can::CBD fhuA2 [lon] ompT gal (ɚ DE3) [dcm] arnA::CBD 

slyD::CBD glmS6Ala æhsdS ɚ DE3 = ɚ sBamHIo æEcoRI-B 

int::(lacI::PlacUV5::T7 gene1) i21 ænin5 

OverExpress C41(DE3) F ï ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3) 
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Tab. 2. Zoznam pouģitĨch plazmidovĨch vektorov. 

  

Plazmid Genotyp 

pET28a RT mut2 KmR,pET28a(+) PT7, RT mut2 

pGro7 CmR,groES-groEL, ParaB 

 

Izol§cia plazmidovej DNA: Plazmidov¼ DNA sme izolovali na princ²pe jej 

denatur§cie roztokmi GET s pr²davkom RN§zy a alkalick®ho SDS, a n§slednej renatur§cie 

neutralizaļnĨm roztokom. Renaturovan¼ pDNA sme zr§ģali jemnĨm etanolom pri -20 ÁC. 

Po vysuġen² peletu pDNA sme ho rozpustili v roztoku TE. 

PCR: Pozit²vne klony kotransform§ci² sme overovali prostredn²ctvom PCR s pouģit²m 

OneTaq DNA polymer§zy a primerov z Tab. 3. VĨsledok PCR sme analyzovali pomocou 

agar·zovej elektrofor®zy s pouģit²m 1 % g®lu a pufra TAE. 

 

Tab. 3. Primery PCR reakcie 

  

Primery sekvencia (5'Ÿ 3') 

RTmut, R2 GGCCAAGCTTTCACAGCAGGG 

RTmut, F2 GTCAAGCGCCGCTGCGTATTCCGCTGAAG 

CmR FWD TTACGCCCCGCCCTG 

CmR REV TGATCGGCACGTAAGAGGTTC 

 

Expresia: Expresia RT M-MuLV mut2 prebiehala v LB m®diu pri 37 ÁC poļas 4 hod²n. 

T7 prom·tor bol indukovanĨ 1 mM IPTG. Indukcia pGro7 bola sprostredkovan§ pr²davkom 4 

mg/ml arabin·zy. Vzorky boli po ukonļen² expresie analyzovan® prostredn²ctvom western 

blottingu pomocou PVDF membr§ny znaļenej protil§tkami anti-His a anti-Mouse. 

 

VĨsledky a diskusia 

Experiment§lnu ļasŠ sme zaļali transform§ciou expresnĨch kmeŔov vybranĨmi 

plazmidmi, a overen²m pozit²vnych klonov izol§ciou plazmidovej DNA (Obr. 1 a Obr. 2). 

Z§kladnĨm kmeŔom bola E. coli BL21(DE3) obsahuj¼ca pET28a RT mut2. Aby sme mohli 

analyzovaŠ produkciu v r¹znych kmeŔoch, analogicky sme plazmidom pET28a RT mut2 

transformovali kmene E. coli NiCo21(DE3), OverExpress C41(DE3) a BL21(DE3)pLysS. 

ńalej sme vytvorili kmeŔ E. coli BL21(DE3) pET28a RT mut2, pGro7. 
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Obr. 1. Overenie pr²tomnosti plazmidov po transform§cii hostiteŎskĨch kmeŔov  

E. coli NiCo(DE3) a E. coli BL21(DE3) pLysS met·dou alkalickej lĨzy.  

Dr§ha 1: pozit²vna kontrola pET28a RT mut2; dr§ha 2 - 5: klon 1 - 4 pET28 RT mut2 z E. coli NiCo(DE3); 

dr§ha 6 - 13: klon 1 - 8 pET28 RT mut2 a pLysS z E. coli BL21(DE3);  

dr§ha 14: pozit²vna kontrola pLysS. 

 

 
 

Obr. 2. Overenie pr²tomnosti plazmidov po transform§cii hostiteŎskĨch kmeŔov  

E. coli OverExpress C41(DE3) a E. coli BL21(DE3) met·dou alkalickej lĨzy. 

Dr§ha 1: pozit²vna kontrola pET28a RT mut2; dr§ha 2 - 4: klon 1 - 3 pET28a RT mut2 z E. coli OverExpress 

C41 (DE3); dr§ha 5 - 8: klon 5 - 8 pGro7 a pET28a RT mut2 z E. coli BL21 (DE3);  

dr§ha 9: pozit²vna kontrola pGro7. 

 

PodŎa vĨsledkov agar·zovej elektrofor®zy sme potvrdili transform§ciu klonov 1, 3 a 4 

E. coli NiCo(DE3) pET28a RT mut2, a klonov 1 a 3 E. coli OverExpress C41(DE3) pET28a 

RT mut2. Tieģ sme predpokladali spr§vnosŠ klonov 1 aģ 5 a klonu 8 E. coli BL21(DE3) pLysS, 

pET28a RT mut2, a vġetkĨch klonov E. coli BL21(DE3) pGro7, pET28a RT mut2. Vybran® 

klony kotransform§ci² 1 a 4 BL21(DE3) pLysS, pET28a RT mut2, a klony 7 a 8 BL21(DE3) 

pGro7, pET28a RT mut2 sme sa rozhodli overiŠ PCR analĨzou pomocou ġpecifickĨch primerov 

pre jednotliv® plazmidy (Obr. 3 a Obr. 4.). 

 

 
 

Obr. 3. PCR overenie klonov E. coli BL21(DE3) pLysS, pET28a RT mut2. 

 Dr§ha 1: ġtandard molekulovĨch hmotnost² DNA GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, Thermo Scientific; A) 

primery RTmut2: dr§ha 2: pozit²vna kontrola pET28a RT mut2; dr§ha 3: negat²vna kontrola; dr§ha 4: klon 1; 

dr§ha 5: klon 4; B) primeryCmR: dr§ha 6: pozit²vna kontrola pLysS; dr§ha 7: negat²vna kontrola; dr§ha  

8: klon 1; dr§ha 9: klon 4. 
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Obr. 4. PCR overenie klonov E. coli BL21(DE3) pGro7, pET28a RT mut2.  

Dr§ha 1: ġtandard molekulovĨch hmotnost² DNA GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, Thermo Scientific; dr§ha 2: 

pozit²vna kontrola pET28a RT mut2 amplifikovan§ primermi RT; dr§ha 3: negat²vna kontrola pET28a RT mut2 

amplifikovan§ primermi RT; dr§ha 4: klon 7 amplifikovanĨ primermi RT; dr§ha 5: klon 8 amplifikovanĨ 

primermi RT; dr§ha 6: pozit²vna kontrola pGro7 amplifikovan§ primermi CmR; dr§ha 7: negat²vna kontrola 

pGro7 amplifikovan§ primermi CmR; dr§ha 8: klon 7 amplifikovanĨ primermi CmR; 

dr§ha 9: klon 8 amplifikovanĨ primermi CmR. 

 

Pre Ņalġie ļasti pr§ce sme vybrali klon 3 E. coli NiCo(DE3) pET28a RT mut2, klon 6 

E. coli OverExpress C41(DE3) pET28a RT mut2, klon 1 E. coli BL21(DE3) pLysS, pET28a 

RT mut2, a klon 7 E. coli BL21(DE3) pGro7, pET28a RT mut2, zhodn® s pozit²vnymi 

kontrolami. Po overen² klonov sme uskutoļnili expresiu a porovnali sme rozpustn® frakcie RT 

(Obr. 5.).  

 

 
 

Obr. 5. Porovnanie solubilnej frakcie expresie RT v r¹znych kmeŔoch,  

a s pouģit²m syst®mov pLysS a pGro7. 

Dr§ha 1: ġtandard molekulovĨch hmotnost² prote²nov Prestained Protein Marker (10-180 kDa), Proteintech; 

dr§ha 2: expresia RT wt v E. coli BL21(DE3) pET28a; dr§ha 3: expresia RT mut2 v E. coli BL21(DE3) pET28a; 

dr§ha 4: expresia RT mut2 v E. coli BL21(DE3) pET28a, pLysS; dr§ha 5: expresia RT mut2 v E. coli 

BL21(DE3) pET28a, pGro7; dr§ha 6: expresia RT mut2 v E. coli NiCo21(DE3) pET28a; dr§ha 7: expresia RT 

mut2 v E. coli over expres C41(DE3) pET28a; dr§ha 8: pozit²vna kontrola- el¼cia RT. 

 

Z porovnania kmeŔov sme ako najefekt²vnejġ² kmeŔ vyhodnotili E. coli OverExpress 

C41(DE3), pretoģe na western blote (Obr. 5) vykazoval o pribliģne 84 % vyġġiu intenzitu 

sign§lu voļi E. coli BL21(DE3). KmeŔ E. coli NiCo(DE3) dosiahol v tomto porovnan² 

najniģġiu mieru produkcie rozpustnej frakcie RT, ļo predstavovalo zn²ģenie intenzity sign§lu 

o pribliģne 5,5 % oproti E. coli BL21(DE3). Pri pouģit² syst®mu pLysS sa taktieģ zn²ģila ¼roveŔ 

produkcie rozpustnej RT. Zn²ģenie intenzity sign§lu predstavovalo pribliģne 3,5 %. Tento efekt 
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si vysvetŎujeme tĨm, ģe RT nie je pre bunku toxick§ a preto tento plazmid predstavoval pre 

bunku z§Šaģ navyġe. Naopak plazmid pGro7 nes¼ci molekul§rne ġaper·ny sa uk§zal byŠ 

¼speġnĨ. Dosiahol najlepġiu produkciu rozpustn®ho enzĨmu spomedzi vġetkĨch testovanĨch 

expresi² v tomto porovnan². Intenzita sign§lu sa zvĨġila o pribliģne 155 % oproti E. coli 

BL21(DE3). V r§mci Ņalġieho postupu navrhujeme transformovaŠ kmeŔ E. coli OverExpress 

C41(DE3) plazmidmi pET28a RT mut2 a pGro7 a overiŠ, ļi bud¼ vĨsledky analogick® 

s vĨsledkami z E. coli BL21(DE3).  

 

Z§ver 

Podarilo sa n§m ¼speġne transformovaŠ vġetky pl§novan® kmene. ńalej sa n§m podarilo 

exprimovaŠ v nich RT M-MuLV mut2 a porovnaŠ jej solubiln¼ frakciu v jednotlivĨch kmeŔoch. 

Ako dvoch naj¼speġnejġ²ch kandid§tov sme identifikovali E. coli BL21(DE3), pGro7 a E. coli 

OverExpress C41(DE3), ļo n§s priviedlo k Ņalġ²m n§vrhom optimaliz§cie expresie tohto 

vĨznamn®ho enzĨmu.  
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Abstract 

Effect of culture medium additives and repeated ultrasound homogenization on the yield of soluble M-

MuLV in E. coli 

The main activity of reverse transcriptases (RT) is the transcription of RNA into DNA, which makes them 

frequently used in molecular biology and disease diagnostics. A member of this group is the reverse transcriptase 

derived from Moloney murine leukaemia virus (M-MuLV), which is considered difficult to express due to low 

solubility during overproduction in heterologous expression systems. Protein properties such as specific enzyme 

activity and solubility can significantly affect the composition of the culture medium. The culture medium can be 

modified by adding some additives such as ethanol or NaCl. The method of biomass homogenization can also 

affect the yield of soluble protein. In our study, we worked with RT M-MuLV mut2, created at the Department of 

Molecular Biology, FNS, UK. We successfully analysed the effect of addition of ethanol and NaCl and repeated 

ultrasound homogenization on its solubility. The most effective additive in LB medium was 1% ethanol. 

 

Keywords: reverse transcriptase; culture medium; additives; ultrasound homogenization 

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

Reverzn® transkript§zy (RT) boli objaven® v roku 1970, ako s¼ļasŠ vĨzbroje 

onkog®nnych v²rusov. Ich hlavnou aktivitou je prepis RNA do DNA [1]. VŅaka tomu s¼ ļasto 

vyuģ²van® v molekul§rnej biol·gii a diagnostike ochoren² [2]. Ļlenom tejto skupiny je aj RT 

poch§dzaj¼ca z Molonyho v²rusu myġej leuk®mie (M-MuLV) [3]. Trojrozmern§ veŎkosŠ jej 

molekuly je 90 Ĭ 45 Ĭ 50 ¡. Sklad§ sa z dom®ny prstov, dom®ny dlane, dom®ny palca, 

spojovacej dom®ny a dom®ny RN§zy H. Uģ popisovanie ġtrukt¼ry komplikovala jej n²zka 

rozpustnosŠ pri produkcii v heterologickĨch expresnĨch syst®moch [4]. 

Zloģenie kultivaļn®ho m®dia m¹ģe vĨznamnĨm sp¹sobom ovplyvŔovaŠ expresiu 

rekombinantnĨch prote²nov, ale tieģ aj ich vlastnosti, ako s¼ ġpecifick§ enzĨmov§ aktivita 

a rozpustnosŠ. M®di§ je moģn® upraviŠ aj pridan²m niektorĨch adit²v, ako je etanol alebo NaCl 

[5; 6]. Ad²cia 3 % etanolu do kultivaļn®ho m®dia zdvojn§sobila produkciu fragmentu protil§tky 

Ranibizumabu v E. coli [5]. T§to optimaliz§cia nesp¹sobila vĨznamn¼ zmenu pH m®dia, ani 

nezn²ģila ģivotaschopnosŠ buniek. Predpoklad§ sa, ģe etanol ovplyvŔuje vlastnosti membr§n 

a men² synt®zu DNA, ļo vedie k amplifik§cii g®nu, ļ²m sa pravdepodobne zvyġuje expresia 
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rekombinantnĨch prote²nov [5]. PriaznivĨ vplyv na produkciu prote²nov bol pozorovanĨ aj pri 

obohaten² kultivaļn®ho m®dia o zvĨġen¼ koncentr§ciu NaCl. Pr²kladom je expresia 

rekombinantnej akonit§zy v E. coli, pri ktorej boli testovan® koncentr§cie od 0,1 do 0,5 M NaCl 

[6]. HostiteŎsk® bunky s²ce vykazovali zn²ģenĨ rast a hustotu biomasy, ale tento efekt pomohla 

zmierniŠ adapt§cia noļnej kult¼ry v m®diu s 0,5 M NaCl. Aj napriek tomu, ģe tieto podmienky 

zn²ģili celkov¼ expresiu akonit§zy, jej aktivita sa naopak zvĨġila. Tieto vĨsledky je moģn® 

vysvetliŠ javom, pri ktorom osmotickĨ stres vyvol§va indukciu endog®nnych osmolytov, ako 

s¼ beta²n a trehal·za, ktor® napom§haj¼ spr§vnemu skladaniu prote²nov. Kombin§ciou 

osmotick®ho stresu s koexpresiou ġaper·nov GroEL/ES, a s predindukļnĨm tepelnĨm ġokom 

sa dokonca dosiahlo 6-n§sobn® zvĨġenie aktivity rekombinantnej akonit§zy, priļom aģ 70 % 

z jej celkovej produkcie tvorila rozpustn§ frakcia [6]. Tieģ sp¹sob homogeniz§cie m§ vĨznamnĨ 

vplyv na vlastnosti a vĨŠaģok cieŎov®ho prote²nu. V literat¼re je pop²sanĨ vplyv opakovanej 

homogeniz§cie najmª na regener§ciu rekombinantnĨch prote²nov z inkl¼znych teliesok [7]. 

Predmetom naġej pr§ce bola RT M-MuLV nes¼ca nov¼ mut§ciu mut2, vytvoren¼ 

na KMB PriF UK, u ktorej sme testovali optimaliz§cie expresie. HlavnĨm cieŎom bolo 

porovnaŠ vplyv pr²davkov etanolu a NaCl v m®diu na rozpustnosŠ produktu, podŎa vzorov 

inĨch ġt¼dii. Tieģ sme sa rozhodli analyzovaŠ vplyv opakovanej homogeniz§cie ultrazvukom 

na vĨŠaģok rozpustn®ho prote²nu.  

 

Materi§l a met·dy 

Expresia: Na produkciu RT M-MuLV mut2 sme vyuģ²vali bunky E. coli OverExpress 

C41(DE3) pET28a RT mut2 a E. coli OverExpress C41(DE3) pET28a RT mut2, pGro7. Ako 

z§kladn® m®dium sme vyuģ²vali LB, priļom sme optimalizovali jeho zloģenie pr²davkami NaCl 

a etanolu. Kultiv§cia prebiehala v 50 ml kultivaļn®ho m®dia pri teplote 37 ÁC. Expresia RT 

pod kontrolou T7 prom·tora bola indukovan§ pri optickej hustote 0,5 prostredn²ctvom 1 mM 

IPTG. Pri pouģit² kmeŔa obsahuj¼ceho pGro7 pod kontrolou prom·tora araB sme molekul§rne 

ġaper·ny indukovali pridan²m 4 mg/ml arabin·zy pri optickej hustote 0,15. Vzorky sme 

odoberali poļas 4 hod²n, a po ukonļen² expresie sme kult¼ru odstredili. VĨslednĨ pelet sme 

uskladnili pri -20 ÁC pre Ņalġie analĨzy.  

Homogeniz§cia ultrazvukom: Pelety buniek sme suspendovali v 30 ml ekvilibraļn®ho 

roztoku. N§sledne sme ich homogenizovali pri podmienkach: amplit¼da 30 %, ļas 8 min¼t a 15 

sek¼nd, pulz:pauza v pomere 15:45 s. Po homogeniz§cii sme sk¼mavky odstredili a odobrali 

sme vzorky rozpustnej a nerozpustnej frakcie.  
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Western blotting: Postup sme zaļali pr²pravou polyakrylamidov®ho g®lu, v ktorom sme 

separovali vybran® vzorky. Pomocou transferov®ho roztoku a elektrick®ho pr¼du (15 V, 250 

mA a 50 W, 1 hodina) sme preniesli vzorky prote²nov z polyakrylamidov®ho g®lu na PVDF 

membr§nu. Po blottingu sme blokovali neġpecifick® interakcie membr§ny a protil§tky 

inkubovan²m membr§ny v 30 ml TBST roztoku zmieġan®ho s 1,5 g suġen®ho mlieka. N§sledne 

sme membr§nu inkubovali s prim§rnou protil§tkou anti-His cez noc pri 4 ÁC. Na Ņalġ² deŔ sme 

premyli membr§nu roztokom TBST a inkubovali sme ju so sekund§rnou protil§tkou anti-

Mouse. Po premyt² membr§ny od zvyġkov sekund§rnej protil§tky roztokom TBST sme vyvolali 

sign§l RT M-MuLV mut2 pomocou s¼pravy BioRad Clarity Max Western ECL Substrate. 

 

VĨsledky a diskusia 

Ako prv® sme porovnali vplyv pr²davku etanolu na expresiu RT M-MuLV mut2 (Obr. 

1.), podŎa vzoru [5]. Ako kontrolu sme pouģili kultiv§ciu v LB m®diu. Do Ņalġ²ch kultiv§ci² 

sme prid§vali 1 % aģ 5 % etanolu.  

 

 
 

Obr. 1. Porovnanie solubility RT M-MuLV mut2 v E. coli OverExpress C41(DE3) pET28a, pGro7 v LB 

m®diu s pr²davkom EtOH.  

Dr§ha 1: ġtandard molekulovĨch hmotnost² prote²nov PageRuler Prestained protein Ladder, Thermo Scientific; 

dr§ha 2: pr§zdna; dr§ha 3: expresia RT pri 0 % EtOH; dr§ha 4: expresia RT pri 1 % EtOH; dr§ha 5: expresia RT 

pri 2 % EtOH; dr§ha 6: expresia RT pri 3 % EtOH; dr§ha 7: expresia RT pri 4 % EtOH; dr§ha 8: expresia RT pri 

5 % EtOH. 

 

Najvyġġiu ¼roveŔ produkcie rozpustnej RT M-MuLV mut2 sme pozorovali po produkcii 

s pr²davkom 1 % etanolu. Z§roveŔ sme analyzovali vplyv zvĨġenia koncentr§cie NaCl 

v kultivaļnom m®diu (Obr. 2.). Ako kontrolu sme opªŠ pouģili LB m®dium a Ņalġie kultiv§cie 

obsahovali 0,1 M aģ 0,5 M NaCl. Z§roveŔ sme po vzore [6] adaptovali noļn¼ kult¼ru v LB 

m®diu s 0,5 M NaCl.  
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Obr. 2. Porovnanie solubility RT M-MuLV mut2 v E. coli OverExpress C41(DE3) pET28a, pGro7 v LB 

m®diu s pr²davkom NaCl.  

Dr§ha 1: ġtandard molekulovĨch hmotnost² prote²nov PageRuler Prestained protein Ladder, Thermo Scientific; 

dr§ha 2: pr§zdna; dr§ha 3: expresia RT v LB m®diu; dr§ha 4: expresia RT pri 0,1 M NaCl; dr§ha 5: expresia RT 

pri 0,2 M NaCl; dr§ha 6: expresia RT pri 0,3 M NaCl; dr§ha 7: expresia RT pri 0,4 M NaCl; dr§ha 8: expresia RT 

pri 0,5 M NaCl. 

 

Najvªļġ² podiel rozpustnej produkcie enzĨmu sme pozorovali pri vĨslednej koncentr§cii 

0,3 M NaCl. V Ņalġom kroku sme sa rozhodli porovnaŠ najlepġie vĨsledky z optimaliz§cie 

ad²cie etanolu aj NaCl (Obr. 3.). Z§roveŔ sme sa rozhodli vysk¼ġaŠ kombin§ciu tĨchto adit²v. 

Tieģ sme sa rozhodli podŎa vzoru [6] vysk¼ġaŠ, ļi bude maŠ adapt§cia noļnej kult¼ry na etanol 

priaznivĨ ¼ļinok tak, ako adapt§cia na NaCl. Okrem toho sme porovnali expresiu RT M-MuLV 

mut2 v kmeni E. coli OverExpress C41(DE3) s molekul§rnymi ġaper·nmi, a bez 

molekul§rnych ġaper·nov.  

 

 
 

Obr. 3. Porovnanie solubility RT M-MuLV mut2 v E. coli OverExpress C41(DE3) pET28a, pri expresii 

v LB m®diu a r¹znych podmienkach.  

Dr§ha 1: ġtandard molekulovĨch hmotnost² prote²nov PageRuler Prestained protein Ladder, Thermo Scientific; 

dr§ha 2: expresia RT v E. coli OverExpress C41(DE3) pET28a mut2, v LB m®diu; dr§ha 3: expresia RT v E. coli 

OverExpress C41(DE3) pET28a mut2, pGro7, v LB m®diu; dr§ha 4: expresia RT v E. coli OverExpress 

C41(DE3) pET28a mut2, pGro7 v LB m®diu s neadaptovanĨm 1% EtOH; dr§ha 5: expresia RT v E. coli 

OverExpress C41(DE3) pET28a mut2, pGro7 v LB m®diu s adaptovanĨm 1% EtOH; dr§ha 6: expresia RT v E. 

coli OverExpress C41(DE3) pET28a mut2, pGro7 v LB m®diu s 0,3 M NaCl ; dr§ha 7: expresia RT v E. coli 

OverExpress C41(DE3) pET28a mut2, pGro7 v LB m®diu s 0,3 M NaCl + neadaptovanĨm 1% EtOH; dr§ha 8: 

expresia RT v E. coli OverExpress C41(DE3) pET28a mut2, pGro7 v LB m®diu s 0,3 M NaCl + adaptovanĨm 

1% EtOH. 
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Zistili sme, ģe produkcia RT M-MuLV bola efekt²vnejġia v kmeni E. coli OverExpress 

C41(DE3) bez plazmidu pGro7 nes¼ceho molekul§rne ġaper·ny. Ich efektivita v tomto kmeni 

by sa mohla zvĨġiŠ po optimaliz§ci§ch podŎa vzoru [6], ako s¼ kultivaļn§ teplota, mnoģstvo 

pridan®ho induktora pre cieŎovĨ prote²n, mnoģstvo pridan®ho induktora pre ġaper·ny, ļi ļas 

indukcie ġaper·nov. VĨsledky uk§zali, ģe etanol bol efekt²vnejġ²m adit²vom ako NaCl, priļom 

jeho adapt§cia v noļnej kult¼re nezvĨġila vĨŠaģok rozpustn®ho produktu. Podobn® vĨsledky 

dosiahla kombin§cia 1 % etanolu po adapt§cii s 0,3 M koncentr§ciou NaCl, avġak vĨsledok 

nebol vĨznamne lepġ² od samotn®ho 1 % pr²davku etanolu. Z hŎadiska zjednoduġenia postupov 

i ġetrenia zdrojov sme vyhodnotili ako najefekt²vnejġie testovan® adit²vum 1 % etanol. S n²m 

sme sa v kombin§cii s kmeŔom E. coli OverExpress C41(DE3) pET28a RT M-MuLV mut2 

rozhodli analyzovaŠ vplyv opakovanej homogeniz§cie na vĨŠaģok rozpustn®ho enzĨmu (Obr. 

4.). Postupovali sme homogenizovan²m vzorky ultrazvukom a n§slednĨm vyuģit²m 

zostatkov®ho bunkov®ho peletu na Ņalġie opakovanie homogeniz§cie. Celkovo sme 

homogeniz§ciu opakovali 3 kr§t.  

 

 
 

Obr. 4. Porovnanie vplyvu opakovanej homogeniz§cie ultrazvukovom po expresii RT M-MuLV mut2 

v E. coli OverExpress C41(DE3) pET28a, v LB m®diu s pr²davkom 1 % EtOH.  

Dr§ha 1: ġtandard molekulovĨch hmotnost² prote²nov PageRuler Prestained protein Ladder, Thermo Scientific; 

dr§ha 2: vzorka po 1 homogeniz§cii ultrazvukom; dr§ha 3: vzorka po 2 homogeniz§cii ultrazvukom; dr§ha 4: 

vzorka po 3 homogeniz§cii ultrazvukom. 

 

Na vĨslednom western blote m¹ģeme vidieŠ, ģe pri druhej a dokonca aj tretej 

homogeniz§cii ultrazvukom sa n§m podarilo z²skaŠ Ņalġ² rozpustnĨ enzĨm. Vyuģitie tĨchto 

poznatkov pri purifik§cii RT M-MuLV mut2 afinitnou chromatografiou m¹ģe viesŠ k zvĨġeniu 

jej celkov®ho vĨŠaģku. 
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Z§ver 

Đspeġne sme dosiahli zvĨġenie produkcie rozpustnej RT M-MuLV mut2 v kmeni E. coli 

OverExpress C41(DE3) prostredn²ctvom ad²cie 1 % etanolu v LB m®diu. Tieģ sme overili 

vĨznam opakovania homogeniz§cie ultrazvukom, ļo m¹ģe napom¹cŠ k zvĨġeniu celkov®ho 

vĨŠaģku enzĨmu z kultiv§cie. Tieto zistenia dopŌŔaj¼ proces optimaliz§cie expresie RT M-

MuLV, ļo m¹ģe rozġ²riŠ je vyuģitie.  
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Abstract 

Human cytomegalovirus (HCMV) UL141 inhibits immune recognition of virally infected cells by natural 

killer (NK) cells and cytotoxic T cells through modulation of cellular receptors (e.g., TRAIL-R2/-R1, CD155, 

CD112). Recent findings suggest that UL141 is also a critical component of the HCMV virion, further emphasizing 

its significance. Therefore, we aimed to develop small synthetic compounds binding viral UL141 and blocking its 

interaction with target receptors, thus inhibiting its immunoevasive functions. The findings, building on our crystal 

structure analysis, suggest that synthetic glycomimetics represent promising candidates for targeting the viral 

glycoprotein HCMV UL141. They would disrupt TRAIL death receptor signaling, thus mitigating viral activity. 

 

Keywords: HCMV UL141; glycomimetic; iminosugar; cell surface TNF receptor 

 

Introduction and Objectives 

HCMV glycoprotein UL141 is a multi-site and multi-function effector molecule 

primarily responsible for evasion from NK cell cytotoxicity. It uses two independent 

mechanisms: intracellular retention and proteasomal degradation. UL141 restricts the surface 

expression of CD155 and CD122, which activate NK via DNAM-1 and CD94 [1]. It also binds 

and inhibits expression of the TRAIL death receptors to block NK-mediated killing by this 

TNF-family cytokine [2]. UL141 together with HCMV US2 were found to be the effective 

modulators of multiple immune-related pathways and act as a multifunctional degradation hub 

that inhibits the migration, immune recognition and killing of HCMV-infected cells [3]. 

In addition, UL141 was reported to affect viral DNA replication while interacting with CELF5 

[4], support the inhibition of plasma-membrane transport of several envelope glycoproteins [5] 

and play a key role as structural component of a different functional virion envelope non-

canonical complex [6], highlighting the poly-functionality that a single HCMV 

immunomodulatory protein can have.  

The above evidence suggests that UL141 could serve as promising target for novel 

therapeutics development, thus we sought to develop a small UL141 antagonist as the direct-

acting drug. In general, this class of antiviral drugs usually target one of the essential 

components of the virus itself, while, on the other site, the host-directed drugs target a host 
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process required for viral replication [7]. Leveraging our crystal structure of HCMV UL141 

[8,9] with detailed receptor binding interface, we further aimed to map its potential for small 

molecule interactions. Iminosugars seem to be promising candidates for this antiviralôs 

development as their antiviral activity as host-directed drugs have been proved against a range 

of enveloped viruses [10]. 

Initially, we evaluated the ability of the fourteen compounds (1ï14) to inhibit 

the formation of the UL141ï TRAIL-R2 complex using in vitro assays, such as ELISA. Based 

on these results, we selected, optimized, or de novo synthesized additional derivatives (15ï21). 

A complete set of 21 compounds was tested for cellular cytotoxicity assays to confirm the non-

toxic properties. 

 

Materials and methods 

Streamlined ELISA-based binding assay: The binding of recombinant biotinylated 

HCMV UL141 to human TRAIL-R2 and selected glycomimetics was evaluated using an 

ELISA-TMB assay. Biotinylation of UL141 was performed by the BiotinTagTM Micro 

Biotinylation Kit (Sigma-Aldrich, USA). Purified UL141 protein was mixed with 50 ɛL of 

BiotinTag Reaction Buffer provided in the kit. Sulfo-NHS-Biotin reagent was freshly prepared 

by dissolving the vial contents in 1 mL of sterile water. A calculated volume of the biotin reagent 

was added to achieve a 20:1 molar excess of biotin to protein. The reaction mixture was 

incubated for 30 mins at room temperature (RT) with gentle mixing to ensure efficient labeling. 

Following incubation, unreacted biotin was removed using the desalting column included in the 

kit. The biotinylated UL141 protein was eluted in 50 mM HEPES, pH 7.5, and 150 mM NaCl. 

Biotin incorporation was verified using a colorimetric biotin quantification assay (e.g., HABA 

assay). The biotinylated protein was then quantified spectrophotometrically using a NanoDrop 

instrument and concentrated to the desired level for Biacore or ELISA binding studies. It was 

stored at 4 ÁC for short-term use or -80 ÁC for long-term storage. 

The ELISA-TMB (3,3Ë, 5,5Ë- tetramethylbenzidine) assay starts with 

the immobilization of biotinylated UL141 protein onto DynabeadsTM M-280 Streptavidin, 

which was resuspended and washed three times with PBS-T (PBS + 0.05% Tween-20). Protein-

bead complexes were incubated at RT for 30 mins with gentle rotation, washed with PBS 

to remove unbound protein and 50 ɛL of the bead suspension was added to each well of a 96-

well plate, stabilized with PBS, and stored at 4 ÁC. Next, glycomimetics (1-21) or a buffer 

control (containing appropriate dimethyl sulfoxide (DMSO)) were added and incubated for 15 

mins at room RT and washed, followed by TRAIL-R2 incubation for 15 mins. Plates were 
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washed twice with PBS-T and incubated with HRP-conjugated antibody (1:2000, Thermo 

Fisher Scientific, USA) targeting the control protein's fragment crystallizable (Fc) region. After 

washing, plates were developed for 5-10 mins with 50 ɛL/well soluble TMB substrate (Sigma-

Aldrich, USA), and the reaction was stopped with 50 ɛL/well TMB Stop solution. Absorbance 

at 450 nm was measured, and data (mean Ñ SD) were analyzed (Fig. 1 A). 

Cytotoxicity and cell viability: Cells were seeded in a 96-well plate at a density of 1Ĭ 

104 cells per well for the measurement of cytotoxicity of the compounds (without UVA 

irradiation). Following 24 hrs of incubation, the cells were treated with various concentrations 

ranging from 0.1 to 30 ɛM of test compounds (1-21) and followed by microscopy inspection. 

Cells after treatment were incubated for 48 hrs. Untreated cells were considered negative 

control, and DMSO treated cells (at appropriate concentration) were considered vehicle control. 

0.5 mg/mL MTT solution (3-(4,5-dimethyl thiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) was 

dispensed in each well of the 96-well plate and incubated for 4 hrs. Afterward, the MTT solution 

was removed and 200 ɛL of 100% DMSO was added to each well and the plate was placed on 

a microplate shaker for 5 mins to dissolve the formazan granules. The absorbance was measured 

at 550 nm using a spectrophotometer. DMSO and MTT were purchased from Thermo Fisher 

Scientific (USA). The darker the solution, the greater the number of viable, metabolically active 

cells. All experimental compounds were measured using at least 2-3 replicates for each and the 

averaged values are presented. Cell viability was visualized by fold change of formazan-

positive cells normalized to the untreated control and DMSO. Viability reduced below 40% 

represents the cytotoxic zone. 

 

Results and discussion 

To evaluate potential UL141 antagonists, we developed a streamlined ELISA-based 

binding assay. This assay utilized an HRP-labeled antibody to detect the bound TRAIL-R2 

receptor, with TMB substrate serving as the final detection reagent. In this assay, biotinylated 

UL141 is immobilized onto microplate wells through streptavidin-coated dynabeads. TRAIL-

R2 in the sample binds to the immobilized UL141, and the amount of bound TRAIL-R2, which 

reflects its binding activity, is detected using an anti-Fc (HRP-labeled) antibody. This 

is followed by a colorimetric reaction, measured through a microplate spectrophotometer 

at 450 nm, corresponding to the absorbance of the stopped TMB substrate reaction. The binding 

activity of TRAIL-R2 is proportional to the optical density measured at this wavelength. 

To assess potential antagonists, the UL141-coated wells were pre-incubated with the test 

compounds before the addition of TRAIL-R2. The results showed that treatment with three out 
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of the fourteen compounds (5, 9, 14) prevented TMB signal generation, indicating disruption 

of TRAIL-R2 receptor binding. In contrast, the remaining compounds (1-4, 6-8, and 10-13) did 

not interfere with the formation of the TRAIL-R2ïUL141 complex, as evidenced by TMB 

signal detection. These findings suggest that compounds 5, 9, and 14 may inhibit the formation 

of the TRAIL-R2ïUL141 complex, implying that direct interaction between these compounds 

and UL141 could play a role, and this was further explored in the next experiments (Fig. 1 B). 

The ELISA results clearly demonstrated that treatment with compounds 15, 17, 18 and 20 

prevented TMB signal generation, suggesting disruption of TRAIL-R2 receptor binding. In 

contrast, compounds 21, 19, and 16 did not interfere with the formation of the TRAIL-R2ï

UL141 complex, as indicated by the presence of a TMB signal. These findings suggest that 

compounds 15, 17, 18 and 20 may inhibit complex formation similarly to compound 14, as 

observed in previous assays (Fig. 1 C). 

 

 

 

Fig 1. ELISA-based screening of derivative compounds (cmp) 1-21 for their ability to block UL141ïTRAIL-

R2 complex formation in vitro. The principle of the binding assay is demonstrated in the upper scheme (A). 

Initial screening was performed with first fourteen cmp 1-14 (B) and seven additional derivatives cmp 15-21 

were screened later by the same assay (C). Green and yellow color indicate positive antagonist of UL141 with 

ability to block TRAIL- R2 binding, while yellow indicates the unfavorable toxicity of the compound. Red color 

indicates binding to TRAIL- R2, thus no disturbing effect on complex formation by antagonist. Transparent are 

the controls (ctrl) of DMSO (+/-) and/or TRAIL-R2 (+/-) in absence of any compound. 
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To ensure that the selected molecules (potential UL141 antagonists) do not adversely 

affect cells or tissues, a cellular cytotoxicity assessment was conducted. Human foreskin 

fibroblasts (HFF), a type of primary fibroblast derived from neonatal foreskin tissue, were 

chosen for this bioassay due to their distinct advantages in studies involving HCMV. 

For instance, the HHF cells provide a relevant and effective platform due to their unique 

susceptibility to HCMV infection, ability to mimic human immune responses, and relevance to 

clinical scenarios. To determine the actual cytotoxicity in vitro of all studied compounds 1-21, 

we tested cellular viability using an MTT assay. HFF cells were incubated with each compound 

at concentrations ranging from 0.1 to 50 ɛM and any possible cytotoxic effect was monitored 

for 72 hrs. Tested compounds were dissolved in DMSO. None of the tested compounds showed 

any signs of insolubility. The cytotoxic effect (CTE) is represented here as the concentration 

that causes a reduction of more than 40 % in viable cells. Interestingly, most of the experimental 

compounds were relatively well tolerated in selected cell lines, except in some cases. The most 

pronounced cytotoxicity was observed with compounds 1, 5, and 9, which exhibited CTE even 

at lower concentrations in the tested HFF cell line (starting at approximately 2.5ï5 ɛM). 

Compounds 2 and 3 were deemed cytotoxic at considerably higher concentrations, around 10ï

15 ɛM. In addition, compounds 1, 3, 5, and 9 demonstrated cytotoxicity, with apoptotic 

properties observed at concentrations beginning at 5 ɛg/ml (approx. 10-13 ɛM) when tested on 

A549 and VERO-E6 cells (data not shown). However, due to the CTE observed in HFF cells, 

compounds 5 and 9, despite their demonstrated antagonist activity against UL141, were 

excluded from further evaluation. Conversely,  no cytotoxicity was detected for compounds 14-

15, 17-18, or 20, even at the highest tested concentrations. It may indicate that the compound 

is selective and has a wide safety margin (Fig. 2 A, B). 

 

 

 

Fig. 2. Cell viability  responses measured spectrophotometrically by OD at 570 nm (formazan absorption) 

induced by the compounds (1-21) studied in human foreskin fibroblasts HFF-BJ (ATCC CRL-2522 cells) (A, B) 

for 72 hours. Cell viability as visualized by fold change of formazan-positive cells normalized to the untreated 

control and DMSO. Viability reduced below 40% represents the cytotoxic zone, below the line in each plot. 
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Conclusion 

Advances in genetic engineering, proteomics, structural biology, active compound 

preparation, and a deeper understanding of diseases make virus-derived immunomodulatory 

proteins a promising avenue for creating novel biomolecular entities with desirable 

biopharmaceutical properties capable of overcoming the limitations of commonly used drugs. 

With its polyfunctional properties, the viral glycoprotein UL141 adequately meets all the 

criteria to become a solution in the prevention and treatment of HCMV. Even recently obtained 

knowledge shows that it is a promising foundation for innovative approaches in cancer 

immunotherapy. 
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Abstract 

Study of Target Gene Secretion and Maltose Metabolism in the Candida utilis Production System

 Yeast expression systems are essential for recombinant protein production, with Candida utilis offering 

advantages due to its safety and efficient metabolism. This study focuses on optimizing heterologous expression 

in C. utilis by enhancing secretion mechanisms and regulating maltose metabolism. We investigate hEKL 

anchoring to the Golgi apparatus for improved protein processing and develop a strong inducible maltase promoter 

with reduced glucose repression. This work contributes to improving C. utilis as a host for biotechnological 

applications. 
 

Keywords: Candida utilis; enterokinase; secretory system; Mal activator; maltase metabolism  

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

 Kvasinkov® expresn® syst®my predstavuj¼ vĨznamnĨ n§stroj v biotechnologickĨch 

aplik§ci§ch, najmª pri produkcii rekombinantnĨch prote²nov. Ich vĨhody zahŘŔaj¼ schopnosŠ 

vykon§vaŠ eukaryotick® posttranslaļn® modifik§cie, ako je napr²klad glykozyl§cia, formovanie 

disulfidovĨch most²kov, skladanie prote²nov a podobne. Rovnakou vĨhodou vyuģitia 

kvasinkovĨch expresnĨch syst®mov je ich rĨchly rast, relat²vne jednoduch§ kultiv§cia, 

genetick§ stabilita a bezpeļn® priemyseln® pouģitie [1, 5]. 

 Kvasinka Candida utilis m§ vĨznamn® postavenie v biotechnologickom priemysle, 

vŅaka jej bezpeļnosti a t§to kvasinka nesie tieģ ġtat¼t GRAS ( Generally Recognized As Safe ). 

Z§roveŔ je t§to kvasinka zn§ma svojou schopnosŠou efekt²vne metabolizovaŠ r¹zne substr§ty 

a produkovaŠ vysok® vĨŠaģky biomasy. VŅaka svojim vlastnostiam je vhodnĨm hostiteŎom pre 

expresiu rekombinantnĨch prote²nov [3, 4]. 

 CieŎom naġej pr§ce je vytvoriŠ efekt²vny expresnĨ syst®m, zaloģenĨ na kvasinke 

Candida utilis. HlavnĨm bodom n§ġho z§ujmu v tejto ļasti pr§ce je overenie ukotvenia Ŏahk®ho 

reŠazca Ŏudskej enterokin§zy (hEKL) do golgiho apar§tu (GA), v smere do lumenu pre lepġie 

procesovanie sekretovan®ho prote²nu. VĨsledkom naġej pr§ce bude zhotovenie nov®ho 

expresn®ho kmeŔa, ktorĨ bude efekt²vny v procesovan² sekreļnĨch sign§lov. 

 Naġim druhĨm cieŎom je vytvorenie siln®ho inducibiln®ho malt§zov®ho prom·tora s 

minimalizovanou katabolickou represiou gluk·zou. Z§roveŔ chceme, aby si tento prom·tor 

zachoval citlivosŠ na malt·zu. V naġej pr§ci chceme docieliŠ del®ciu MAL aktiv§tora zo 
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vġetkĨch ġtyroch chromoz·mov sk¼manej kvasinky, za ¼ļelom vytvorenia nulov®ho deletanta. 

T¼to del®ciu vykon§vame pomocou plazmidu pȹAkt, ktorĨ sme skonġtruovali v predoġlĨch 

ļastiach naġej pr§ce. Po del®cii budeme testovaŠ vplyv absencie MAL aktiv§tora na funkciu 

v metabolizme malt·zy. N§sledne budeme hŎadaŠ klony s r¹znymi poļtami k·pi² g®nu pre 

MAL aktiv§tor. Budeme sledovaŠ vplyv g®novej d·zy aktiv§tora na mieru expresie z MAL 

prom·tora pML9 a z MAL prom·tora z mutovanĨmi MIG vªzbovĨmi miestami pML11. 

 

Materi§l a met·dy 

 

Tab. 1. Kmene pouģit® pri pr§ci. 

 

KmeŔ Genotyp Zdroj 

CuF (C.utilis) ȹglcF::loxP [2] 

DH5Ŭ (E.coli) 
supE44, ælacU169 (ű80 lacZæM15), hsdR17, 

recA1, endA1, gyrA96,   thi-1, relA1 phoA 
Invitrogen, USA 

 

Tab. 2. Plazmidy pouģit® pri pr§ci. 

 

Plazmid Charakteristika Zdroj 

pXE1 PKEX2, KEX2 SS, Kex2 pro-region, furin cleavage site, LEKR, hEKL, 

6x His, TD, Kex2, GLC TT, Zeor , loxP, HIS3, loxP 
[6] 

pXE2 PKEX2, KEX2 SS, LEKR, hEKL, 6x His, TD, Kex2, GLC TT, Zeor, 

loxP, HIS3, loxP 
[6] 

pȹAkt pUC ori, Ŭ-xyl, loxP, Zeor , loxP, MAL aktiv§tor [6] 

 

Tab. 3. EnzĨmy pouģit® pri pr§ci. 

 

EnzĨm N§zov Zdroj 

Restrikļn® 

endonukle§zy 

NotI, PvuI, SspI, KasI New England Biolabs,USA 

 

DNA polymer§zy 

KAPA2G Fast 

ReadyMix with Dye 

Kapa Biosystems, USA 

Q5È High-Fidelity DNA Polymerase New England Biolabs, 

USA 

Prote§zy EK Max Enterokin§za Invitrogen, USA 

 

Zavedenie plazmidov pXE1 a pXE2 do chromoz·mu: Plazmidy pXE1 a pXE2 sme 

ġtiepili pomocou reġtrikļnej endonukle§zy KasI podŎa n§vodu vĨrobcu, za ¼ļelom integr§cie 

do chromoz·mu CuF kmeŔu kvasinky C.utilis. Plazmidy sme transformovali elektropor§ciou 

pri nasledovnĨch parametroch: napªtie 1,5 kV, odpor 600 ɋ a kapacitancia 25 ɛF. K integr§cii 

do chromoz·mu kvasinky doġlo pomocou HIS3-cielenej homologickej rekombin§cie. Selekciu 

pozit²vnych klonov sme vykon§vali na petriho misk§ch z YPD m®diom a r¹znej koncentr§cii 

antibiotika zeoc²nu. Overenie integr§cie plazmidov sme uskutoļnili pomocou overovacej PCR, 

s pouģit²m primerov HIS3 L3 + OvIntGLC a HIS3 P3 + OvInt L3.  
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Overenie ukotvenia hEKL do GA a stanovenie aktivity hEKL: Stanoveniu aktivity hEKL 

predch§dzala jeho produkcia v tekutom YPD m®diu, ktor§ prebiehala 3 dni. Po ukonļen² 

expresie sme bunky rozbili pomocou sonik§cie alebo chemickou lĨzou. Nasledovala ġtiepna 

reakcia medzi tioredox²nom a dermicid²nom (Trx-DCD1) so vzorkami z m®dia, cytoplazmy 

a bunkovĨch kompartmentov. K roztoku substr§tu Trx-DCD1 vo vode sme pridali tlmivĨ 

roztok Tris-HCl (pH 8), do vĨslednej koncentr§cie 1 mol.dm-3. N§sledne sme jednotliv® vzorky 

s obsahom enterokin§zy (hEKL) zmieġali s reakļnou zmesou, v pomere 1:4 (1ml : 4ml). Zmes 

sme inkubovali 1h, pri 37ÁC. Pozit²vnu kontrolu sme pripravili inkub§ciou Trx-DCD1 so 

ġtandardom EKMaxÈ. Po inkub§cii sme reakciu zastavili pridan²m 20ml vzorkov®ho tlmiv®ho 

roztoku, s obsahom 0,5 mol.dm-3 Tris-HCl, 10 % (v/v) glycerolu, 20 % (v/v) SDS, 5 % (v/v) 2-

ME a 0,05 % (w/v) br·mfenolovej modrej. Vzorky sme separovali met·dou SDS-PAGE. 

Zavedenie plazmidu pɲAkt do chromoz·mu : Za ¼ļelom zavedenia plazmidu pɲAkt do 

chromoz·mu CuF kmeŔu kvasinky C. utilis pomocou homologickej rekombin§cie, sme 

plazmid poġtiepili reġtrikļnĨmi endonukle§zami PvuI a NotI. Transform§ciu sme vykonali 

elektropor§ciou, pri nasledovnĨch parametroch: napªtie 1,5 kV, odpor 600 ɋ a kapacitancia 25 

ɛF. Selekciu pozit²vnych klonov sme vykon§vali na petriho misk§ch z YPD m®diom a r¹znej 

koncentr§cii antibiotika zeoc²nu. Overenie integr§cie do chromoz·mu kvasinky, pomocou 

homologickej integr§cie sme uskutoļnili pomocou overovacej PCR, kde sme pouģili r¹zne 

kombin§cie navrhnutĨch primerov OvIntAkt L (L2 a L3) a OvIntAkt P (P2 a P3). 

 

VĨsledky a diskusia 

Sekr®cia:  V naġej pr§ci, v oblasti ġt¼dia sekr®cie cieŎovĨch g®nov sa n§m podarilo 

overiŠ integr§ciu plazmidov pXE1 a pXE2 (Obr.2) do chromoz·mu kvasinky C.utilis, za 

¼ļelom ukotvenia hEKL do lumenu GA. V Ņalġ²ch krokoch sme ¼speġne extrahovali cieŎov® 

prote²ny z jednotlivĨch frakci² (z m®dia, cytoplazmy a bunkovĨch kompartmentov). Avġak pri 

stanoven² aktivity hEKL sme zaznamenali len veŎmi slab¼ alebo ģiadnu aktivitu. Ako m¹ģeme 

vidieŠ na Obr.1, v jednotlivĨch dr§hach, s porovnan²m s pozit²vnou kontrolou s¼ vidieŠ, len 

veŎmi slab® pr¼ģky, z ļoho vyplĨva, ģe aktivita testovanej vzorky hEKL je veŎmi n²zka. Tieģ 

sme zaznamenali veŎmi slab¼ aktivitu vo vzorke, z²skanej z frakcie cytoplazmy, ļo je pre n§s 

negat²vne, pretoģe sa v naġej pr§ci snaģ²me o sekr®ciu cieŎovĨch prote²nov len priamo do 

m®dia. 
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Obr. 1. Overenie aktivity enterokin§zy izolovanej z m®dia, cytoplazmy a bunkovĨch kompartmentov, po 

kultiv§cii produkļn®ho kmeŔa C. utilis. 

1. Ladder, 2. Negat²vna kontrola, 3. Ġtandard (komerļn§ hEK), 4. M®dium (pXE1), 5. Cytoplazma 

(pXE1), 6. BK (pXE1), 7. M®dium (pXE2), 8. Cytoplazma (pXE2), 9. BK (pXE2). 

 

Domnievali sme sa, ģe k zaznamenaniu n²zkej aktivitu mohlo d¹jsŠ na z§klade 

nedostatoļne efekt²vnej extrakcie prote²nov. Z tohto d¹vodu sme experiment vykonali eġte 

dvakr§t, priļom sme pozmenili viacer® parametre. V druhom experimente sme rozb²janie 

buniek pomocou sonik§cie vykonali aģ ġesŠkr§t, za rovnakĨch podmienok. Pri stanoven² 

aktivity sme nezaznamenali takmer ģiadne zmeny. V treŠom experimente sme z tohto d¹vodu 

namiesto extrakcie sonik§ciou zvolili extrakciu chemickou lĨzou. Avġak t§to strat®gia nebola 

¼ļinn§. V nasleduj¼cich krokoch sme konġtatovali, ģe slab§ miera aktivity hEKL m¹ģe byŠ 

sp¹soben§ tĨm, ģe Kex2 prom·torov§ oblasŠ v oboch navrhnutĨch plazmidoch je pr²liġ kr§tka, 

ļo m¹ģe maŠ za n§sledok napr²klad neefekt²vne iniciovanie transkripcie, horġiu stabilitu 

mRNA, zn²ģen¼ schopnosŠ vªzby transkripļnĨch faktorov a podobne. Z tohto d¹vodu sa 

v nasleduj¼cich krokoch budeme snaģiŠ o predŌģenie Kex2 prom·torovej oblasti, kde 

vĨsledkom bude konġtrukcia novĨch plazmidov pXE10 a pXE20 a n§sledne celĨ proces 

zopakujeme znova. 

 

 

 

 

 

1.    2.    3.    4.   5.   6.   7.    8.    9. 
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Obr. 2. Plazmidy pXE1 a pXE2. 

Oranģ.: Kex2 prom·tor, ļerv.: Kex2 sign§lna sekvencia, tmavo-zelen§: hEKL, zelen§: Kex2 protegi·n (pXE2), 

ruģov§: 6x HIS, tyrkysov§:  Kex2 bez akt²vnych centier s TD, tmavo-fialov§: transkr. termin§tor GLC, modro-

zelen§: transkr. termin§tor TT, bledo-fialov§: HIS3 g®n, fialov§: pUC origin, g®ny pre zoec²nov¼ rezistenciu. 

 

Malt·zovĨ metabolizmus: Pri ġt¼diu metabolizmu malt·zy sme navrhli sady primerov na 

overenie integr§cie plazmidu pɲAkt do chromoz·mu kvasinky C.utilis. Po overen² integr§cie sme 

z²skali sme dva pozit²vne klony (obr.ļ.3b, dr§ha 4. a 5., oznaļen® ġ²pkami) ktor® obsahovali 

del®ciu MAL aktiv§tora na jednej sade chromoz·mov zo ġtyroch (v oznaļenĨch dr§hach je moģn® 

vidieŠ len jeden pr¼ģok naviac, v pr²pade ¼plnej del®cie by bolo moģn® vidieŠ aģ ġtyri pr¼ģky 

naviac). Naġ²m cieŎom je z²skaŠ nulov®ho deletanta, aby sme mohli uskutoļniŠ Ņalġie kroky. 

Z tohto d¹vodu sme v Ņalġ²ch ļastiach pr§ce navrhli viacero postupov. V prvom rade z buniek, 

ktor® uģ obsahuj¼ n§ġ plazmid odstr§nime zeoc²novu rezistenciu.  N§sledne budeme do nich 

transformovaŠ plazmid pȹAkt  znovu, pri vyġġej koncentr§cii selekļn®ho markera. Z§roveŔ 

budeme simult§nne opakovaŠ celĨ experiment od zaļiatku aj na novĨch bunk§ch, taktieģ pri 

vyġġ²ch koncentr§ci§ch zeoc²nu. Po z²skan² nulov®ho deletanta budeme sledovaŠ vplyv del®cie 

MAL aktiv§tora, jeho funkcii a d¹leģitosŠ v metabolizme malt·zy. 

 

 
 

Obr. 3.  Del®cia g®nu Akt pomocou deleļn®ho plazmidu pDeltaAkt (3a) a overenie deletovanĨch mutantov 

pomocou PCR (b): Tyrkysov§: g®n pre aktiv§ror, fialov§: pUC origin,, ļerv.: Ŭ-xylozid§za, modr§: g®ny pre 

zeoc²nov¼ rezistenciu b) Overenie del®cie MAL aktiv§tora: 1. dr§ha: Ladder, 2. dr§ha: negat²vna kontrola, 3. 

dr§ha: kontrolnĨ klon bez del®cie MAL aktiv§tora, 4.-7. klony po homologickej rekomnin§cii. 
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Z§ver 

V naġej pr§ci sa n§m podarilo integrovaŠ do chromoz·mu kvasinky C.utilis plazmidy 

pXE1 a pXE2, za ¼ļelom ukotvenia hEKL do GA. Z§roveŔ sme stanovili aktivitu hEKL, ktor¼ 

sme zaznamenali len v minim§lnej miere. Us¼dili sme, ģe minim§lnu mieru aktivity m¹ģe 

sp¹sobovaŠ nedostatoļne dlh§ Kex2 prom·torov§ oblasŠ. Nasleduj¼cim krokom bude 

predŌģenie tejto oblasti, ktorĨm vĨsledkom bude konġtrukcia plazmidov pXE10 a pXE20. 

V druhej ļasti naġej pr§ce, kde sk¼mame malt·zovĨ metabolizmus, sa n§m podarilo 

odstr§niŠ MAL aktiv§tor z jedn®ho chromoz·mu kvasinky C.utilis, homologickou 

rekombin§ciou, po integr§cii plazmidu pɲAkt. 
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Abstract 

Phage therapy as an alternative to antibiotics for the treatment of infections caused by multidrug-resistant 

strains of Klebsiella pneumoniae  

Klebsiella pneumoniae can colonize mucosal surfaces and spread from mucosae to other tissues, causing 

fatal infections. Medical equipment and the healthcare setting can become colonized by Klebsiella species. 

Hypervirulent Klebsiella strains are thought to be connected to these infections. Four components are critical to 

this bacteriumôs pathogenicityðthe capsule, lipopolysaccharide, fimbriae, and siderophores. Siderophores are 

secondary metabolites that allow iron to sequester from the surrounding medium and transport it to the intracellular 

compartment of the bacteria. A number of variables may lead to K. pneumoniae colonization in a specific area. 

Risk factors for infection include local healthcare practices, antibiotic use and misuse, infection control procedures, 

nutrition, gender, and age. With the emergence of new multidrug-resistant strains, phage therapy appears to be 

a promising method for treating infections caused by this pathogen. 

 

Keywords: Klebsiella pneumoniae; multiresistance; bacteriophages; phage therapy; NGS 

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

Klebsiella pneumoniae je gramnegat²vna bakt®ria patriaca do ļeŎade 

Enterobacteriaceae. Beģn® prejavy infekcie K . pneumoniae s¼ pneum·nia, infekcie moļovĨch 

ciest, infekcie krvn®ho obehu a infekcie r§n. K. pneumoniae infikuje imunokompromitovanĨch 

hostiteŎov ako oport¼nny patog®n, avġak hrozbu predstavuj¼ hypervirulentn® a multirezistentn® 

skupiny, ktor® sa objavili pre pr²tomnosŠ veŎk®ho doplnkov®ho gen·mu zloģen®ho z plazmidov 

a chromozom§lne k·dovanĨch g®nov [1]. HlavnĨm faktorom virulencie K. pneumoniae je 

tvorba polysacharidovej kapsuly, ktor§ chr§ni bakt®riu pred imunitnĨm syst®mom hostiteŎa. 

G®n wzi je s¼ļasŠou kapsul§rneho oper·nu, k·duje prote²n vonkajġej membr§ny, ktorĨ 

prichyt§va kapsulu k povrchu bunky, a je pr²tomnĨ vo vġetkĨch kapsul§rnych typoch, a preto 

sa sekvenovanie tohto g®nu vyuģ²va na typizovanie klebsielovĨch kmeŔov [2]. 

Antibiotick§ rezistencia predstavuje veŎkĨ probl®m pri lieļbe infekci² sp¹sobenĨch 

K. pneumoniae. Beģne sa na lieļbu pouģ²vaj¼ betalakt§my, ale produkcia ɓ-laktam§z vedie 

k z²skanej rezistencii a vĨznamne ovplyvŔuje ¼ļinnosŠ lieļby [3]. Ġirokospektr§lne antibiotik§, 

ako s¼ karbapen®my a fluorochinol·ny, s¼ zvyļajne liekom na lieļbu infekci² sp¹sobenĨch 
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ESBL K. pneumoniae. Kmene CRKP (karbapen®m rezistentn® K. pneumoniae) sa sp§jaj¼ 

s rezistenciou voļi tĨmto antibiotik§m, ļo vedie k zvĨġen®mu glob§lnemu riziku ochorenia [4]. 

Vhodnou alternat²vou alebo doplnkom k antibiotickej lieļbe je f§gov§ terapia, ktor§ je 

zaloģen§ na prirodzenej schopnosti bakteriof§gov lyzovaŠ bakteri§lne bunky. D¹leģitĨm 

krokom pri nastaven² vhodnej f§govej terapie je vĨber lytickĨch bakteriof§gov ¼ļinne 

infikuj¼cich vybran® bakt®rie [5]. Okrem toho f§gy, ktor® s¼ prep²naj¼ medzi viacerĨmi 

ģivotnĨmi cyklami, nemusia byŠ spoŎahlivĨmi moģnosŠami lieļby kv¹li moģnosti dormancie 

a n§sledn®ho obnovenia bakteri§lnej infekcie. Doteraz existuje niekoŎko strat®gi² na pouģitie 

f§gov proti K. pneumoniae. Infekcie pop§len²n sp¹sobenĨch K. pneumoniae na myġac²ch 

modeloch preuk§zali vĨznamn® zlepġenie po lok§lnej aplik§cii f§ga a pod§van² f§gov®ho 

koktailu [6]. Takisto je preuk§zanĨ zn²ģenĨ z§pal pŎ¼c a ochrana pred let§lnou infekciou 

K. pneumoniae u myġ² podan²m intranaz§lneho f§ga [7]. V naġej pr§ci sme sa zamerali 

na charakteriz§ciu klinickĨch izol§tov K. pneumoniae pomocou met·dy celogen·mov®ho 

sekvenovania a charakteriz§ciu bakteriof§gov infikuj¼cich tieto kmene prostredn²ctvom 

stanovenia hostiteŎskej ġpecificity. 

 

Materi§l a met·dy 

Izol§cia a kultiv§cia bakteri§lnych kmeŔov a bakteriof§gov 

Kmene K. pneumoniae poch§dzali od pacientov hospitalizovanĨch vo Vojenskej 

nemocnici v Ruģomberku.  

Na kultiv§ciu kmeŔov K. pneumoniae sme pouģili m®dium Luria-Bertani Broth (LB), 

priļom bakteri§lne kmene boli inkubovan® pri teplote 37ÁC po dobu 12 hod²n. Takto rozrasten® 

noļn® kult¼ry boli pouģit® na izol§ciu DNA.  

Bakteriof§gy sme izolovali z vody z ļistiļky odpadovĨch v¹d v Petrģalke a z vody 

z Dunaja v pr§ci Ġtrbov§, 2024 [8]. Na izol§ciu sme pouģili indik§torov® kmene K. pneumoniae 

KMB-1234, KMB-1235, KMB-1236 a KMB-1239. F§gy sme purifikovali opakovanĨm 

odpichnut²m z jedn®ho plaku na indik§torovom kmeni, amplifik§ciou v tekutej kult¼re 

a zr§ģan²m polyetyl®nglykolom (Tab. 1). 

Izol§cia DNA a pr²prava sekvenaļnĨch kniģn²c 

Na izol§ciu chromozom§lnej DNA K. pneumoniae sme pouģili komerļn¼ s¼pravu 

QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Nemecko) a kontrolu koncentr§cie DNA sme 

overili na pr²stroji QubitTM dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen). Gen·mov® kniģnice urļen® 

na sekvenovanie sme pripravili podŎa protokolu Nextera XT DNA Prep Kit (Illumina) 

a preļistili na magnetickĨch guŎ¹ļkach AMPure XP magnetic beads (Beckman Coulter Life 
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Sciences; Indianapolis, Indiana USA). Priemern¼ dŌģku fin§lnych kniģn²c sme stanovili 

pomocou pr²stroja Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies; Santa Clara, California USA) 

a samotn® sekvenovanie prebehlo na platforme MiSeq (Illumina; SanDiego, California USA). 

Bioinformatick§ spracovanie a analĨza gen·mov K. pneumoniae 

D§ta zo sekven§tora sme poskladali do kontigov pomocou algoritmu SPAdes (St. 

Petersburg genome assembler) a gen·my sme anotovali pomocou online platformy RAST 

(Rapid Annotation using Subsystem Technology) a analyzovali pomocou online platformy 

BIGSdb (https://bigsdb.pasteur.fr/).  

Stanovenie hostiteŎskej ġpecificity bakteriof§gov infikuj¼cich kmene K. pneumoniae 

HostiteŎsk¼ ġpecificitu bakteriof§gov sme stanovili pomocou kvapkov®ho testu 

na misk§ch s dvojitĨm agarom. 

 

Tab. 1. PrehŎad testovanĨch f§gov infikuj¼cich kmene K. pneumoniae 

 

Bakteriof§g ĻeŎaŅ Rod Najbliģġ² pr²buznĨ f§g 

vKMB-52 Schitoviridae Kaypoctavirus Klebsiella phage KP8 

vKMB-53 Drexlerviridae Webervirus Klebsiella phage vB_KpnS-VAC110 

vKMB-54 Neġpec. Neġpec. Klebsiella phage VLCpiS13a 

vKMB-55 Autographiviridae Neġpec. Bact. sp. isolate 3357_118855 

vKMB-56 Drexlerviridae Webevirus Klebsiella virus KpV2883 

vKMB-57 Neġpec. Neġpec. Klebsiella phage KP1801 

 

VĨsledky a diskusia 

V pr§ci sme sekvenovali 70 kmeŔov K. pneumoniae izolozvanĨch od pacientov 

vo Vojenskej nemocnici Ruģomberok v priebehu rokov 2017-2025. Priemern§ dŌģka gen·mu 

bola 5,39 Mb s priemernĨm poļtom kontigov 266 a pokryt²m 73,6. Kmene boli zaraden® 

do piatich MLST sekvenļnĨch typov ST-11 (n=34), ST-147 (n=1),ST-307 (n=31), ST-5889 

(n=2) a ST-7145 (n=1). Najļastejġie sa vyskytovali typy ST-11 a ST-307. Tieto sekvenļn® typy 

spolu s ST-15, ST-104 a ST-258 patria medzi najrozġ²renejġie typy K. pneumoniae rezistentn® 

na karbapen®my [9]. SekvenļnĨ typ ST-307 je podobne ako ST-11 zn§mym svojou 

karbapenem§zovou aktivitou a celosvetovou distrib¼ciou. Na z§klade celogen·mov®ho 

sekvenovania sme met·dou cgMLST vytvorili fylogenetickĨ strom pr²buznosti analyzovanĨch 

kmeŔov (Obr. 1). Zistili sme, ģe kmene ST-11 boli navz§jom bl²zko pr²buzn® a l²ġili sa 

navz§jom maxim§lne v 8 lokusoch. VĨnimkou bol kmeŔ K. pneumoniae KMB-124, ktorĨ sa 

od najpr²buznejieho kmeŔa l²ġil v 94 alel§ch. Kmene ST-07 boli navz§jom pr²buzn®, l²ġili sa 

v maxim§lne ¹smich alel§ch, ġesŠ kmeŔov malo identick® sekvencie vġetkĨch cgMLST 
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lokusov. Predpoklad§me, ģe vysok§ pr²buznosŠ kmeŔov zaradenĨch k ST-11 a ST-307 je 

pravdepodobne sp¹soben§ ġ²ren²m tĨchto bakteri§lnych klonov produkuj¼cich karbapenem§zy 

v nemocniļnom prostred². 

 

 
 

Obr. 1. Strom pr²buznosti klinickĨch kmeŔov K. pneumoniae z²skanĨ na z§klade cgMLST 

 

V analyzovanĨch kmeŔoch sme tieģ porovnali kapsul§rny s®rotyp na za z§klade 

sekvencie wzi g®nu. Zistili sme, ģe s®rotyp koreloval so sekvenļnĨm typom. Vªļġina kmeŔov 

ST-11 bola zaraden§ k wzi alele 50, jeden kmeŔ s odliġnĨm cgMLST profilom obsahoval wzi 

alelu 24. Kmene ST-307 mali wzi alelu 173. Zvyġn® dva kmene boli zaraden® k alel§m 420 

(ST-147) a 2 (ST-5889) (Obr. 2). 

 

 
 

Obr. 2. Kapsul§rne s®rotypy (wzi typy) kmeŔov kmeŔov K. pneumoniae rozdelenĨch met·dou cgMLST 
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V Ņalġej ļasti pr§ce sme testovali schopnosŠ ġiestich f§gov (Tab. 1) infikovaŠ kmene 

K. pneumoniae. Na testovanie hostiteŎskej ġpecificity sme pouģili panel 41 kmeŔov. Zistili sme, 

ģe najġirġie hostiteŎsk® spektrum mal bakteriof§g vKMB-55, ktorĨ bol schopnĨ infikovaŠ 24 

(58,5 %) zo vġetkĨch kmeŔov. Najuģġie hostiteŎsk® spektrum mal f§g vKMB-52, ktorĨ 

infikoval iba kmeŔ K. pneumoniae KMB-1239 zaradenĨ k ST-5889 s wzi alelou 23. Zauj²mav® 

je, ģe bakteriof§gy infikovali hlavne kmene ST-307 s wzi alelou 173. 

 

 
 

Obr. 3. HostiteŎsk§ ġpecificita bakteriof§gov na s¼bore 41 kmeŔov K. pneumoniae zaradenĨch k r¹znym 

s®rotypom 

 

Z§ver 

V pr§ci sme pomocou celogen·mov®ho sekvenovania charakterizovali 70 kmeŔov 

K. pneumoniae. Kmene sme na z§klade MLST analĨzy rozdelili do piatich sekvenļnĨch typov. 

Z osekvenovanĨch kmeŔov K. pneumoniae sme na z§klade cgMLST vytvorili fylogenetickĨ 

strom pr²buznosti a urļili sme vysok¼ klonalitu kmeŔov v r§mci sekvenļn®ho typu. Na paneli 

41 kmeŔov sme stanovili hostiteŎsk¼ ġpecificitu ġiestich bakteriof§gov. Najġirġie hostiteŎsk® 

spektrum mal f§g vKMB-55 so schopnosŠou infikovaŠ 24/41 testovanĨch kmeŔov a najuģġie 

hostiteŎsk® spektrum sme pozorovali u bakteriof§ga vKMB-52 infikoval iba 1/41 testovanĨch 

kmeŔov K. pneumoniae. 
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Abstract 

Functional characterization of an EYA1 gene variant associated with branchio-oto-renal syndrome 

Branchio-oto-renal (BOR) and Branchio-otic (BO) syndromes are autosomal dominant syndromic 

hearing disorders, most commonly caused by pathogenic variants and deletions in the EYA1 gene. BOR/BO 

syndrome diagnosis is typically based on clinical criteria and family history. A wide range of variants in the EYA1 

gene have been identified, contributing not only to auditory dysfunction but also to life-threatening renal 

impairment. This study aimed to determine the cause of BOR syndrome in a family with clinical suspicion of BOR 

syndrome. The second objective was to assess the effect of the identified splice variant c.1360+5G>A in the EYA1 

gene on the pre-mRNA splicing process through a minigene assay and under in vivo conditions using nanopore 

sequencing from samples obtained from nasopharyngeal swabs. Both methods confirmed the formation of a 40 bp 

deletion in exon 14 of the EYA1 gene. A successful analysis of the transcriptome from nasopharyngeal swabs 

enables faster and more accurate examination of variants affecting pre-mRNA splicing directly from patient 

samples. 

 

Keywords: senzorineural hearing loss; BOR syndrome; EYA1 gene; pre-mRNA splicing 

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

Branchio ï oto ï ren§lny (BOR) syndr·m je autozom§lne dominantn§ genetick§ 

porucha, ktor§ sa vyskytuje pribliģne u jedn®ho z 40 000 novorodencov na celom svete [1]. 

KlinickĨ fenotyp tohto syndr·mu je r¹znorodĨ a zahŘŔa stratu sluchu, anom§lie vonkajġieho, 

stredn®ho alebo vn¼torn®ho ucha a in® kraniofaci§lne deformity ako aj poġkodenie obliļiek 

(ren§lna dyspl§zia, agen®za alebo hypopl§zia). V pr²pade absencie poġkodenia obliļiek 

hovor²me o branchio ï otickom (BO) syndr·me [2]. Dominuj¼cim znakom BOR/BO syndr·mu 

s¼ preaurikul§rne jamky alebo fistuly, pr²padne malform§cie uġnice a strata sluchu, ktor§ m¹ģe 

byŠ prevodov§, senzorineur§lna alebo zmieġan§ s r¹znym stupŔom z§vaģnosti, od Ŏahkej aģ po 

Šaģk¼ poruchu sluchu [3]. Pr²znaky tohto syndr·mu sa vĨrazne l²ġia nielen medzi jednotlivĨmi 

pacientmi, ale aj v r§mci jednej rodiny, ļo komplikuje diagnostiku a manaģment ochorenia [2]. 

Medzi zn§me g®ny spojen® s BOR/BO syndr·mom patria g®ny EYA1, SIX1 a SIX5. G®n 

EYA1 (Eyes Absent Homolog 1) k·duje transkripļnĨ koaktiv§tor, ktorĨ zohr§va d¹leģit¼ ¼lohu 
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vo vĨvoji uġ², obliļiek a branchiog®nnych obl¼kov (2., 3. a 4.). Nach§dza sa na chromoz·me 

8q13.3, obsahuje 18 ex·nov a jeho produkt m§ 592 aminokysel²n. C-termin§lna dom®na 

prote²nu EYA1 vykazuje aktivitu prote²n ï tyroz²n ï fosfat§zy, ktor§ umoģŔuje interakciu 

s Ņalġ²mi prote²nmi, predovġetkĨm s prote²nom SIX1. Spoloļne tvoria komplex, ktorĨ sa 

pres¼va z cytoplazmy do bunkov®ho jadra [1]. Tento komplex je s¼ļasŠou sign§lnej dr§hy, ktor§ 

riadi bunkov¼ prolifer§ciu, diferenci§ciu a organogen®zu poļas embryon§lneho vĨvoja. 

Expresia g®nu EYA1 je tkanivovo ġpecifick§ a podlieha pr²snej regul§cii [4]. 

CieŎom tejto pr§ce bolo objasniŠ pr²ļinu BOR syndr·mu v rodine probandky 

s postlingv§lnou poruchou sluchu, bilater§lnou malform§ciou stredn®ho a vn¼torn®ho ucha, 

krļnĨmi fistulami a preaurikul§rnou fistulou vŎavo. DruhĨm cieŎom bolo stanoviŠ vplyv 

identifikovan®ho zostrihov®ho variantu c.1360+5G>A v g®ne EYA1 na proces zostrihu pre-

mRNA prostredn²ctvom minigene assay a v in vivo podmienkach pomocou nanop·rov®ho 

sekvenovania zo vzoriek z²skanĨch z nazofarynge§lneho steru. 

 

Materi§l a met·dy 

Izol§cia genomickej DNA. Genomick¼ DNA z perif®rnej krvi pacientov sme izolovali 

prostredn²ctvom automatick®ho izol§tora nukleovĨch kysel²n MagCoreÈ Gemonic DNA Large 

Volume Whole Blood Kit (RBC Bioscience). 

Celoex·mov® sekvenovanie (WES) a bioinformatick® spracovanie. DNA probandky 

bola zaslan§ na WES analĨzu (Novogene, UK) a z²skan® d§ta boli n§sledne v naġom laborat·riu 

bioinformaticky spracovan® a filtrovan® pomocou inform§ci² z viacerĨch datab§z ako ClinVar, 

dbSNP, UCSC, ENCODE a KEGG. IdentifikovanĨ variant a jeho kosegreg§cia v rodine bola 

overen§ Sangerovym sekvenovan²m. 

Sekvenovanie podŎa Sangera sa uskutoļnilo pomocou kapil§rneho sekven§tora Applied 

Biosystems 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA). Z²skan® sekvencie sme 

vyhodnocovali pomocou programu SeqScape Software v2.7 (ThermoFisher Scientific) 

pouģit²m referenļnej sekvencie NM_000503.6. 

Klonovanie sekvencie ġtudovan®ho ex·nu do plazmidu. Z gen·mu pacienta a zdravej 

kontroly sme prostredn²ctvom PCR amplifikovali ġtudovanĨ ex·n 14 g®nu EYA1 spolu 

s jeho priŎahlĨmi intr·novĨmi sekvenciami, aby sme z²skali wild-type alelu a alelu nes¼cu 

ġtudovanĨ variant. N§sledne sa k amplik·nom pomocou nested PCR pridali attB miesta, ļo 

umoģnilo klonovanie amplik·nov do plazmidu pSpliceExpress (Addgene, #32485) cez 

GatewayÈ BP ClonaseÊ II Enzyme Mix (Invitrogen). Pripraven® plazmidy sme 

transformovali do kompetentnĨch bakt®ri² E. coli DH5Ŭ (Sigma), ktor® sme kultivovali na 
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selekļnom m®diu s ampicil²nom (LBAMP100). Spr§vnosŠ klonovania sme overili pomocou 

Ăcolonyñ PCR a Sangerovho sekvenovania. Z kol·ni² so spr§vnou sekvenciou sme izolovali 

plazmidov¼ DNA pomocou MonarchÈ Plasmid Miniprep Kit (New England BioLabs). 

Minigene assay. HeLa bunkov¼ l²niu sme transfekovali plazmidmi nes¼cimi wild-type 

alelu a alelu nes¼cu ġtudovanĨ variant pomocou LipofectamineÊ 3000 Reagent (Invitrogen). 

N§sledne po 24 hodin§ch sme z buniek izolovali RNA prostredn²ctvom kitu QIAGEN RNease 

Mini Kit (Qiagen) a reverzne ju prep²sali do cDNA pomocou SuperScript III Reverse 

Trancriptase (Invitrogen). Z²skan¼ cDNA sme pouģili ako templ§t do PCR reakcie, kde sme 

prostredn²ctvom ġpecifickĨch primerov nasadaj¼cich na oblasti rat Ins2 ex2 a rat Ins2 ex3 

amplifikovali ġtudovan® transkripty. Vplyv variantu na zostrih pre-mRNA sme analyzovali 

separ§ciou amplik·nov elektrofor®zou v agar·zovom g®li a n§sledne overili Sangerovym 

a nanop·rovĨm sekvenovan²m. 

Izol§cia RNA z nazofarynge§lnych sterov a prepis do cDNA. Prostredn²ctvom kitu 

RNeasy Mini Kit (QIAGEN) sme z nazofarynge§lnych sterov izolovali RNA a n§sledne ju 

reverzne prep²sali do cDNA pomocou SuperScript III Reverse Trancriptase (Invitrogen). 

PCR reakcia a elektrofor®za v agar·zovom g®li. cDNA z²skan¼ z nazofarynge§lnych 

sterov sme pouģili ako templ§t v PCR reakcii na amplifik§ciu oblasti zahŘŔaj¼cej ex·ny 13 aģ 

16 transkriptov g®nu EYA1. Po skonļen² PCR reakcie sme PCR produkty separovali 

elektrofor®zou v agar·zovom g®li (1,5% g®l), vizualizovali pod UV svetlom a n§sledne 

analyzovali pomocou nanop·rov®ho sekvenovania. 

Nanop·rov® sekvenovanie. Postup nanop·rov®ho sekvenovania pozost§val 

z preļistenia PCR produktov, pr²pravy kniģnice, ktor§ zahŘŔala opracovanie koncov 

amplik·nov, lig§ciu adapt®rov, bark·dovanie vzoriek a ich spojenie (pool vzoriek) do jednej 

reakcie pomocou Native Barcoding Kit 24 V14 (SQK-NBD114.24). ńalej sme pokraļovali 

nanesen²m takto pripravenej kniģnice na flow-cell podŎa protokolu odpor¼ļan®ho vĨrobcom 

(Oxford Nanopore Technologies) a samotn® sekvenovanie prebiehalo na MinION (Oxford 

Nanopore Technologies) zariaden² a pomocou softv®ra MinKNOWNTM. Pri sekvenovan² 

prebiehal s¼beģne aj basecalling surovĨch d§t. N§sledne sme pomocou platformy EPI2ME 

takto z²skan® d§ta spracovali do vĨslednĨch BAM s¼borov namapovan²m na referenļn¼ 

sekvenciu GRCh38 (v pr²pade amplik·nov z²skanĨch z nazofarynge§lnych sterov) 

alebo referenļn¼ sekvenciu pSpliceExpress plazmidu (v pr²pade amplik·nov pripravenĨch 

pomocou minigene assay) a vizualizovali prostredn²ctvom softv®ru IGV.  
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VĨsledky a diskusia 

AnalĨzou vzoriek DNA sa n§m podarilo v postihnutej rodine identifikovaŠ zostrihovĨ 

variant v intr·ne 14 g®nu EYA1 (NM_000503.6):c.1360+5G>A v heterozygotnom stave 

u probandky a jej matky (Obr. 1.). Tento variant bol prvĨkr§t zaznamenanĨ uģ v roku 2009, 

avġak jeho patogenita doteraz nebola experiment§lne potvrden§ [5].  

 

 
 

Obr. 1. RodokmeŔ zobrazuj¼ci kosegreg§ciu variantu c.1360+5G>A  v g®ne EYA1 v rodine s BOR 

syndr·mom.  

Vpravo dole sa nach§dzaj¼ vysvetlivky k fenotypu subjektov. =/= - zn§zorŔuje ġtandardnĨ wild-type genotyp, 

c.1360+5G>A/= - pr²tomnosŠ ġtudovan®ho variantu v heterozygotnom stave, N/A ï nedostupn® ¼daje, ġtvorec ï 

muģ, kruh ï ģena, vyplnenĨ symbol ï symptomatickĨ jedinec,  

ļierna ġ²pka ï proband, preļiarknutĨ ¼tvar - ¼mrtie. 

 

In-silico predikļnĨ n§stroj SpliceAI naznaļil vplyv sledovan®ho variantu na zostrih pre-

mRNA, ļo sme n§sledne overili experiment§lne. Najprv sme sa zamerali na analĨzu vplyvu 

sledovan®ho variantu na zostrih pre-mRNA pomocou minigene assay. Elektroforetickou 

separ§ciou amplifikovanĨch transkriptov sme identifikovali tri r¹zne transkripty vznikaj¼ce 

z wild-type (WT) alely (Obr. 2A), kĨm z alely nes¼cej variant c.1360+5G>A (MUT) sme 

pozorovali vznik dvoch transkriptov (Obr. 2B). Sangerovym sekvenovan²m extrahovanĨch 

PCR produktov z g®lu sme zistili, ģe prvĨ produkt (1) pri WT alele zodpoved§ duplexu 

produktov 2 a 3. DruhĨ produkt predstavuje transkript zahŘŔaj¼ci potkan² inzul²novĨ ex·n 2 

(rat Ins2 ex2) celĨ ex·n 14 g®nu EYA1 (EYA1 ex14) a potkan² inzul²novĨ ex·n 3 (rat Ins2 ex3). 

Tret² produkt predstavuje len potkanie inzul²nov® ex·ny, t. j. doġlo k vystrihnutiu ex·nu 14 

g®nu EYA1 zo vznikaj¼ceho transkriptu, tzv. exon skipping. Pri MUT alele vznikli dva 

transkripty, avġak kv¹li n²zkemu mnoģstvu produktu sa n§m podarilo osekvenovaŠ len produkt 

oznaļenĨ ļ²slom 1, kde vĨsledok preuk§zal exon skipping ex·nu 14 g®nu EYA1 (Obr. 2B). 

Rozhodli sme sa preto pripraven® PCR produkty z minigene assay osekvenovaŠ aj 

prostredn²ctvom sekven§tora MinION. VĨsledky z nanop·rov®ho sekvenovania potvrdili 



 

94 

 

pr²tomnosŠ dvoch transkriptov. AberantnĨ transkript, kde chĨba 40 bp na konci ex·nu 14 g®nu 

EYA1 a transkript zahŘŔaj¼ci len potkanie inzul²nov® ex·ny, preto predpoklad§me, ģe produkt 

slabġej intenzity na elektroforetograme obr§zka 2 pri MUT alele predstavuje aberantnĨ skr§tenĨ 

transkript. 

 

 

 

Obr.2. Vyhodnotenie vplyvu variantu c.1360+5G>A g®nu EYA1 na zostrih pre-mRNA pomocou minigene 

assay: elektroforetick§ separ§cia a sekvenaļn§ analĨza transkriptov.  

LR ï Low Range Ladder, WT ï wild-type alela (A), MUT ï alela nes¼ca variant (B), 1,2,3 ï oznaļenie poradia 

jednotlivĨch produktov PCR reakcie. 

 

Met·da minigene assay m§ svoje limit§cie a z§roveŔ je ļasovo n§roļn§, preto sme sa 

rozhodli zefekt²vniŠ a zjednoduġiŠ analĨzu variantov, ktor® m¹ģu ovplyvŔovaŠ zostrih pre-

mRNA g®nu EYA1. G®n EYA1 nie je exprimovanĨ v krvi, preto sme si zvolili ako alternat²vu 

izol§ciu RNA z vĨteru z nosohltanu, keŅģe nosohltan sa formuje z prvĨch troch 

branchiog®nnych obl¼kov, miest, kde doch§dza k expresii g®nu EYA1 poļas embryon§lneho 

vĨvoja [6]. Oļak§vali sme preto, ģe vĨtery z nosohltana s¼ vhodnĨm, Ŏahko dostupnĨm 

materi§lom na sk¼manie transkripļn®ho profilu g®nu EYA1 in vivo. Od probandky a jej matky 

sme z²skali vzorky z nazofarynge§lneho steru, z nich sme izolovali RNA, ktor¼ sme reverzne 

prep²sali do cDNA a pouģili v PCR reakcii ako templ§t. Pripraven® PCR produkty sme n§sledne 

sekvenovali pomocou nanop·rov®ho sekvenovania.  

Podobne ako vĨsledky minigene assay, aj nanop·rov® sekvenovanie transkriptov 

z nazofarynge§lneho steru preuk§zalo vplyv variantu c.1360+5G>A na abnorm§lny zostrih 

(Obr. 3). Taktieģ doch§dza k del®cii 40 bp v ex·ne 14, ļ²m vznik§ aberantnĨ transkript mRNA, 

avġak pr²tomnĨ je aj WT transkript, keŅģe ide o variant v heterozygotnom stave (Obr. 3.). Exon 

skipping cel®ho ex·nu 14 sme v testovanĨch vzork§ch nepozorovali. Pre presn¼ identifik§ciu 
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vznikaj¼cich transkriptov sa preto jav² vhodnejġia analĨza transkript·mu pomocou 

nanop·rov®ho sekvenovania, ktor® umoģŔuje s¼ļasn¼ analĨzu viacerĨch, prekrĨvaj¼cich sa 

sekvenci².  

 

 
 

Obr. 3. Vizualiz§cia ļ²tan² transkript·mu g®nu EYA1 z nanop·rov®ho  sekvenovania prostredn²ctvom 

softv®ru IGV.  

VyznaļenĨ ¼sek zn§zorŔuje del®ciu 40 bp ex·nu 14 g®nu EYA1 u probanda D1937 nes¼ceho patog®nny variant 

c.1360+5G>A (horn§ ļasŠ obr§zka) v porovnan² so zdravou kontrolou (spodn§ ļasŠ obr§zka). 

 

Z§ver 

V rodine s BOR syndr·mom sme identifikovali patog®nny variant c.1360+5G>A v g®ne 

EYA1 kosegreguj¼ci s fenotypom v rodine. Đspeġn§ analĨza transkript·mu nazofarynge§lneho 

steru umoģŔuje zrĨchlenie a spresnenie analĨzy variantov ovplyvŔuj¼cich zostrih pre-mRNA 

priamo z pacientskych vzoriek nielen identifikovanĨch v g®ne EYA1, ale aj v Ņalġ²ch g®noch, 

ktor® nie s¼ exprimovan® v krvi resp. inĨch neinvaz²vne dostupnĨch tkaniv§ch. 
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Abstract 

The role of sterol esterification in the lipid metabolism of yeast Saccharomyces cerevisiae 

Ergosterol is the main sterol in the membranes of Saccharomyces cerevisiae, and its synthesis involves 

several steps mediated by enzymes encoded by ERG genes. During this process, various precursors of ergosterol 

are produced and some of them may be toxic to the cells. We hypothesize that the cells esterify these potentially 

harmful precursors and store them as steryl esters in lipid droplets, which are important organelles for maintaining 

lipid homeostasis. The function of steryl esters, as a component of lipid droplets, remains insufficiently explored. 

In our project, we use ERG mutant strains, which do not produce ergosterol but accumulate its precursors, in 

combination with a SE-less strain that is unable to esterify sterols due to the absence of the enzymes Are1p and 

Are2p. 

  

Keywords: lipid metabolism; esterification; precursors of ergosterol; lipid droplets 

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

N§ġ projekt sa zameriava na vĨskum lipidovĨch partik¼l (LD). Tieto organely s¼ 

ġtrukt¼ry, v ktorĨch s¼ v bunke uskladŔovan® neutr§lne lipidy ï triacylglyceroly (TAG) 

a sterylestery (SE). Ich dysfunkcia alebo absencia je spojen§ s naruġen²m homeost§zy lipidov 

a vedie k lipotoxicite. Za norm§lnych okolnost² s¼ nadbytoļn® mastn® kyseliny viazan® v TAG 

a ukladan® do LD, ļ²m bunka reguluje mnoģstvo voŎnĨch mastnĨch kysel²n. S¼ zn§me 

inform§cie o toxickom ¼ļinku voŎnĨch nenasĨtenĨch mastnĨch kysel²n v d¹sledku ich 

nadbytku v bunk§ch [1,2].  Lipotoxicita mastnĨch kysel²n sa teda prejavuje predovġetkĨm 

v bunk§ch, ktorĨm lipidov® partikuly chĨbaj¼ [2]. 

Na druhej strane, funkcia sterylesterov ako druhej hlavnej zloģky lipidovĨch partik¼l je 

v tomto ohŎade menej presk¼man§. Ergosterol je hlavnĨm sterolom zast¼penĨm 

v membr§nach kvasinky S. cerevisiae. V naġom projekte pracujeme s kmeŔmi, ktor® maj¼ 

del®cie v neesenci§lnych  ERG g®noch, konkr®tne g®ny ERG2, ERG3, ERG4, ERG5 a ERG6 

a deleļn® kmene v tĨchto g®noch s¼ viabiln® [3]. Ich sterolov® zloģenie je oproti ġtandardn®mu 

kmeŔu zmenen®, priļom naruġenie synt®zy ergosterolu sa prejavuje akumul§ciou prekurzorov 

[4]. Naġou hypot®zou je, ģe ak bunka akumuluje prekurzory ergosterolu (ergæ mutanty), ktor® 

m¹ģu byŠ nevhodn®, preferenļne ich esterifikuje a pres¼va do lipidovĨch partik¼l. Preto naġim 
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cieŎom bolo pripraviŠ kmene SE-less s del®ciami v spom²nanĨch ERG g®noch. KmeŔ SE-less 

je charakteristickĨ tĨm, ģe nesyntetizuje esterifikaļn® enzĨmy Are1p a Are2p (are1æare2æ), 

takģe pr²padn® ġkodliv® prekurzory ergosterolu nedok§ģe esterifikovaŠ a ukladaŠ do LD. 

Zauj²malo n§s, ako sa kmene SE-less s ERG del®ciami dok§ģu vysporiadaŠ s pr²padnĨmi 

ġkodlivĨmi prekurzormi ergosterolu. Z§roveŔ sme predpokladali, ģe ak niektor® prekurzory 

ergosterolu bud¼ pre bunku toxick®, ich akumul§cia v kombin§cii s SE-less genetickĨm 

pozad²m m¹ģe zapr²ļiniŠ letalitu. 

 

Materi§l a met·dy 

Pr²prava diploidnĨch kmeŔov kr²ģen²m: Kmene kvasiniek s opaļnĨm p§rovac²m typom 

sme zmieġali na tuhom YPD m®diu. Po premieġan² sme pod mikroskopom pozorovali vznik 

¼tvarov shmoo, ļo znamen§ ģe bunky s opaļnĨm p§rovac²m typom konjuguj¼ a po karyogamii 

vznikaj¼ diploidn® bunky. Diploidn® bunky sme rozotreli na poģadovan® selekļn® m®di§. ńalej 

sme ich naniesli na predsporulaļn® YPD m®dium na 16 hod²n a n§sledne na sporulaļn® 

m®dium. 

Tetr§dov§ analĨza a urļenie genotypu sp·r: Diploidn® bunky sme natr§vili zymoly§zou 

a inkubovali 5 min¼t vo vodnom k¼peli pri 30ęC. Po inkub§cii sme na zastavenie enzymatickej 

reakcie pridali 800 ml vody. ńalej sme bunky naniesli na tuh® YPD m®dium a pomocou 

mikromanipul§tora sme rozdeŎovali tetr§dy na jednotliv® sp·ry. Sp·ry sme Ņalej pomnoģili na 

tuhom YPD m®diu a n§sledne vyoļkovali pomocou tekutĨch suspenzi² na poģadovan® selekļn® 

tuh® m®di§. 

AnalĨza neutr§lnych lipidov pomocou tenkovrstvovej chromatografie (TLC): 

Vyizolovan® lipidy sme analyticky preniesli do vialiek a odparili pod pr¼dom dus²ka. Po 

odparen² sme lipidy rozsuspendovali v 100 ml zmesi chloroform:metanol (2:1) a 30 ml sme 

pomocou nan§ġacieho syst®mu Linomat 5 (CAMAG) naniesli na silikag®lov¼ (TLC) platŔu. 

N§sledne sme platŔu vloģili do tanku s deliacou zmesou petrol®ter:dietyl®ter:kyselina octov§ 

(70:30:2) a nechali sme ju vyv²jaŠ pribliģne 20 min¼t. PlatŔu sme vysuġili a vloģili do druh®ho 

tanku s deliacou zmesou petrol®ter:dietyl®ter (49:1), priļom sme ju nechali vyv²jaŠ pribliģne 45 

min¼t. Po vyschnut² platne sme ju oskenovali pomocou pr²stroja TLC Scanner 3 (CAMAG) pri 

vlnovĨch dŌģkach 193 nm a 276 nm. Po oskenovan² sme platŔu vloģili do spaŎovacej zmesi na 

1 min¼tu a nechali v peci po dobu 5-10 min pri 130 ęC. Sp§len¼ platŔu sme skenovali pri vlnovej 

dŌģke 475 nm. 
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AnalĨza sterolov pomocou vysoko¼ļinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC): 

Vyizolovan® steroly sme rozpustili v 300 ml acet·nu a 10 ml z tohto objemu sme pouģili na 

HPLC analĨzu. Steroly sme delili na reverznej f§ze na kol·ne Eclipse XDB-C18 (veŎkosŠ 

kol·ny 4,6 x 250 mm, veŎkosŠ ļast²c 5 Õm) a detegovali di·dovĨm detektorom a Corona 

Charged Aerosol detektorom. Deliaca kol·na bola poļas analĨzy zahrievan§ na 37 ÁC. Mobiln¼ 

f§zu tvoril 95 % metanol s rĨchlosŠou prietoku 1,5 ml/min. 

 

VĨsledky a diskusia 

Kr²ģili sme kmeŔ SE-less jednotlivo s kmeŔmi erg2D, erg3D, erg4D, erg5D a erg6D, 

priļom po kr²ģen² sme mohli z²skaŠ 8 vĨslednĨch genotypov (Tab. 1). Naġim cieŎom bolo 

z²skaŠ kmene s genotypom are1Dare2DergXD, teda kmene ktor® nemaj¼ schopnosŠ 

esterifik§cie sterolov v kombin§ci§ch s ERG del®ciami. VĨsledky uk§zali, ģe v pr²pade 

oļak§van®ho kmeŔa SE-less erg2D malo z 15 analyzovanĨch tetr§d vznikn¼Š 10 sp·r s 

genotypom are1Dare2Derg2D. Ģiadna zo sp·r vġak nebola ģivotaschopn§. Podobne zo 16 

analyzovanĨch tetr§d z kr²ģenia SE-less s erg3D malo vznikn¼Š 8 sp·r s genotypom 

are1Dare2Derg3D, ktor® rovnako neboli viabiln®. Predpoklad§me, ģe prekurzory, ktor® sa 

akumuluj¼ v kmeŔoch s del®ciami v g®noch ERG2 alebo ERG3 s¼ pre kvasinky ġkodliv®. 

Avġak, jednoduch® deletanty erg2D a erg3D s¼ viabiln®. D¹vodom m¹ģe byŠ, ģe tieto kmene 

maj¼ funkļn® enzĨmy Are1p a Are2p, a tĨm p§dom bunky m¹ģu akumulovan® intermedi§ty 

ergosterolu esterifikovaŠ a ukladaŠ do lipidovĨch partik¼l. KeŅ po mei·ze vznikn¼ sp·ry 

s genotypom SE-less erg2D alebo SE-less erg3D, stratia moģnosŠ esterifik§cie sterolov a 

nepreģ²vaj¼. V pr²pade ostatnĨch kmeŔov sa n§m podarilo pripraviŠ viabiln® kmene SE-less 

erg4D, SE less erg5D a SE-less erg6D. Erg4p a Erg5p sa vyskytuj¼ v poslednĨch krokoch 

biosyntetickej dr§hy ergosterolu. Intermedi§ty, ktor® sa v mutantoch erg4D a erg5D akumuluj¼ 

s¼ preto ġtrukt¼rou najviac podobn® fin§lnej molekule ergosterolu. Zrejme preto nie s¼ pre 

kvasinky, neschopn® ich esterifik§cie, ġkodliv®. To, ģe kmeŔ SE-less s del®ciou erg6D je 

viabilnĨ, bolo pre n§s prekvapivĨm vĨsledkom. JednoduchĨ deletant erg6D je s§m o sebe citlivĨ 

na r¹zne stresov® podmienky a vyznaļuje sa ġirokou ġk§lou vlastnost² [5]. 

 

 

 

 

 

 



 

99 

 

Tab. 1. Vyhodnotenie genotypu kmeŔov po kr²ģen² kmeŔa SE-less s ergX kmeŔmi (X ï 2, 3, 4, 5, 6). 

Ļervenou farbou s¼ vyznaļen® kombin§cie SE-less ergXæ,  ktor® mali vznikn¼Š, no uk§zali sa ako let§lne. 

Zelenou farbou s¼ vyznaļen® viabiln® kombin§cie SE-less ergXæ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na overenie pr²tomnosti SE vo viabilnĨch kmeŔoch sme uskutoļnili analĨzu celkovĨch 

lipidov pomocou tenkovrstvovej chromatografie (Obr. 1). Potvrdili sme, ģe pripraven® SE-less 

ergX kmene nesyntetizuj¼ SE v d¹sledku nepr²tomnosti esterifikaļnĨch enzĨmov Are1p 

a Are2p. 

 

 

 

Obr. 1. TLC analĨza na overenie nepr²tomnosti SE v kmeŔoch, ktor® sme pripravili v tejto pr§ci. 

1 ï analĨza kmeŔa SE-less erg4æ. 2 ï analĨza kmeŔa SE-less erg5æ. 3 ï analĨza kmeŔa SE-less erg6æ. ġ ï 

ġtandardy. Pr²tomn® ġkvrny na TLC platni zn§zorŔuj¼ lipidy. Ako ġtandardy (kontrolu) sme pouģili zmes lipidov: 

SQ ï skval®n, SE ï sterylestery (cholesteryl palmit§t), TAG ï triacylglyceroly (triole²n), OA ï kyselina olejov§, 

LAN ï lanosterol, ERG ï ergosterol. Jednotliv® lipidy v kmeŔoch sme urļili podŎa pr²sluġnĨch ġtandardov. 

 

Uskutoļnili sme aj analĨzu ich sterolov®ho zloģenia pomocou kvapalinovej 

chromatografie. Pripraven® kmene sme porovn§vali s jednoduchĨmi deletantami erg4æ, erg5æ 

a erg6æ. V pr²pade jednoduchĨch ergæ mutantov sme sledovali celkov® steroly, t. j. voŎn® aj 

Kr²ģenie SE-less s : erg2D erg3D erg4D erg5D erg6D 

Genotyp potenci§lnych sp·r Poļet sp·r 

are1D 8 6 7 6 4 

are2D 7 10 6 9 7 

ergXD 5 9 3 10 4 

are1D are2D 6 9 4 12 3 

are1DergXD 7 10 8 11 7 

are2D ergXD 7 5 7 8 3 

are1D are2D ergXD 10 8 2 5 8 

ĠtandardnĨ kmeŔ 10 7 3 7 7 

 

Poļet analyzovanĨch tetr§d 15 16 10 17 11 



 

100 

 

esterifikovan® frakcie sterolov. V pr²pade porovnania kmeŔov SE-less erg4D a erg4D sme v 

prekurzoroch nepozorovali ģiadne rozdiely. Prekurzory, ktor® sa akumuluj¼ v kmeni erg5D, sme 

pozorovali aj v kmeni SE-less erg5D. Avġak vġimli sme si, ģe prekurzory b3 a b4 v kmeni erg5D, 

s¼ v kmeni SE-less erg5D akumulovan® v niģġej hladine (Obr. 2). To znamen§, ģe akon§hle 

bunka stratila moģnosŠ tieto prekurzory esterifikovaŠ a pres¼vaŠ do lipidovĨch partik¼l, 

vytv§rala ich v menġom mnoģstve. Rozdiel nebol veŎmi vĨraznĨ, no toto pozorovanie m¹ģe 

naznaļovaŠ, ģe uveden® prekurzory by mohli byŠ pre bunky ġkodliv® a preto bunky 

minimalizovali ich tvorbu v situ§cii, keŅ ich nevedia esterifikovaŠ. Prekurzory akumulovan® 

v kmeni erg6D sa zhodovali s kmeŔom SE-less erg6D. Pozorovali sme ale vĨraznĨ pokles 

zymosterolu v kmeni SE-less erg6D oproti kmeŔu erg6D (Obr. 3). Intermedi§t synt®zy 

ergosterolu, zymosterol, v kmeni erg6D je esterifikovanĨ (nepublikovan® vĨsledky) a 

pres¼vanĨ do lipidovĨch partik¼l, a ako sme si vġimli, bol zast¼penĨ vo vyġġej hladine. Naopak, 

v kmeni SE-less s del®ciou erg6D bunky nedok§ģu steroly esterifikovaŠ a pres¼vaŠ ich do LD. 

Tento vĨsledok naznaļuje, ģe zymosterol by mohol byŠ pre bunky ġkodlivĨ. Je d¹leģit® 

upozorniŠ, ģe v pr²pade prekurzorov akumulovanĨch v kmeni SE-less erg5D a SE-less erg6æ, 

bunky dok§zali regulovaŠ biosynt®zu ergosterolu a tĨm zn²ģiŠ tvorbu moģn®ho ġkodliv®ho 

prekurzoru. Na druhej strane, v pr²pade kmeŔov SE-less erg2D a SE-less erg3D bunky zrejme 

nedok§zali ¼ļinne regulovaŠ synt®zu a uģ n²zka akumul§cia prekurzorov sp¹sobila letalitu 

buniek. 

 

 

 

Obr. 2. HPLC analĨza sterolov kmeŔov erg5æ a SE-less erg5æ. b1 aģ  b6 ï prekurzory ergosterolu. Ġ²pkou s¼ 

oznaļen® moģn® ġkodliv® prekurzory ergosterolu.  
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Obr. 3. HPLC analĨza sterolov kmeŔov erg6æ a SE-less erg6æ. c1 aģ  c4 ï prekurzory ergosterolu. Ġ²pkou je 

oznaļenĨ moģnĨ ġkodlivĨ prekurzor ergosterolu.  

 

Z§ver 

 Poļas pr§ce na tomto projekte sme zistili, ģe v kmeŔoch erg2æ a erg3æ sa 

pravdepodobne akumuluj¼ ġkodliv® prekurzory ergosterolu. Uk§zali sme, ģe kombin§cia tĨchto 

del®ci² a genetick®ho pozadia, v ktorom bunky nedok§ģu esterifikovaŠ steroly (SE-less erg2ȹ 

a SE-less erg3ȹ), je let§lna. ńalej sme pomocou HPLC analĨzy preuk§zali, ģe kvasinkov® 

bunky bez moģnosti esterifik§cie sterolov zn²ģia mnoģstvo niektorĨch ergosterolovĨch 

prekurzorov. Dok§zali sme tak, ģe esterifik§cia sterolov m§ vĨznamn¼ ¼lohu v lipidovom 

metabolizme kvasinky S. cerevisiae. 
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Abstract 

In vitro eradication of Streptococcus agalactiae biofilm by endolysin EN534-C 

Streptococcus agalactiae (Group B Streptococcus, GBS) is an opportunistic pathogen commonly found 

in the gastrointestinal tract. While generally harmless in healthy adults, it can cause severe illness in newborns. 

GBS is a pathogen with confirmed zoonotic transmission and biofilm-forming ability, which significantly enhances 

its antibiotic resistance. Biofilm-associated resistance poses a major challenge in treating infections, particularly 

in pregnant women, mothers, and neonates. In this study, we evaluated the efficacy of the recombinant endolysin 

EN534-C against both developing and mature biofilms. A strong biofilm-producing strain, S. agalactiae KMB-

534, a clinical isolate, was used. The antibacterial activity was assessed in vitro using a standard biofilm assay in 

microtiter plates. Endolysin EN534-C significantly inhibited biofilm formation and degraded preformed biofilms, 

reducing them by up to 40%. Overall, our findings suggest that EN534-C is a promising candidate for combating 

clinically relevant biofilms. 

 

Keywords: Antimicrobial activity; Biofilm; Endolysin; GBS; Streptococci 

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

Streptococcus agalactiae (skupina B streptokokov - GBS), je oport¼nny patog®n 

u ktor®ho je potvrdenĨ i zoonicky infekļnĨ prenos. S. agalactiae rozdeŎujeme do niekoŎkĨch 

s®rotypov na z§klade antig®nnĨch vlastnost² polysacharidov na povrchu kapsuly. Kapsula je 

d¹leģitĨm faktorom virulencie, pretoģe poskytuje bakt®rii ochranu pred fagocyt·zou a inĨmi 

obrannĨm mechanizmami hostiteŎa. Existuje desaŠ kapsul§rnych s®rotypov (Ia, Ib, II, III, IV, 

V, VI, VII, VIII, IX). KaģdĨ kapsul§rnych s®rotypov m§ odliġnĨ epidemiologickĨ a klinickĨ 

vĨznam. Pre ļloveka s¼ najvĨznamnejġie s®rotypy sp¹sobuj¼ce invaz²vne ochorenia s®rotypy 

III a V. S®rotyp III je najļastejġie spojenĨ s invaz²vnymi infekciami u novorodencov, zatiaŎ ļo 

s®rotypy Ia, Ib a V s¼ beģn® u dospelĨch pacientov. S®rotyp V je sp§janĨ s rezistenciou na 

erytromyc²n. Streptokoky skupiny B obsahuj¼ viacero antig®novĨch ġtrukt¼r a  

extracelul§rnych produktov d¹leģitĨch v patogen®ze ochoren², ako aj v imunitnej odpovedi 

organizmu [1, 2]. 

Jednou z vĨznamnĨch vlastnost² S. agalactiae je pr§ve jeho schopnosŠ tvoriŠ biofilmy. 

Biofilmy s¼ komplexn® spoloļenstv§ bakt®ri², lokalizovan® v matrix. T§to schopnosŠ umoģŔuje 
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bakt®ri§m odol§vaŠ antibiotik§m a imunitnej odpovedi hostiteŎsk®ho organizmu, ļo prispieva 

k ich virulencii a preģitiu v r¹znych prostrediach. Tvorba biofilmu je regulovan§ genetickĨmi 

mechanizmami, ktor® zahŘŔaj¼ g®ny zapojen® do synt®zy extracelul§rnych polym®rnych 

sacharidov, adh®zie a intercelul§rnej komunik§cie [3]. 

Vo svojom vĨskume Bocanova a kol. [4] charakterizovali endolyz²n EN534-C 

(EP21856906). G®n EN534 k·duj¼ci tento endolyz²n bol identifikovanĨ na gen·me 

temperovan®ho f§ga A2 z lyzog®nu S. agalactiae KMB-534 [5].EN534-C obsahuje zriedkav¼ 

ġtrukt¼ru troch dom®n. Dom®na viaģ¼ca LysM je lokalizovan§ medzi dvoma katalytickĨmi 

dom®nami: amid§za_3 na N-konci a CHAP na C-konci. RekombinantnĨ endolyz²n EN534-C 

je tak moģno povaģovaŠ za novĨ potenci§lny antimikrobi§lny agens na prevenciu a lieļbu 

infekci² sp¹sobenĨch S. agalactiae [4]. 

JednĨm z hlavnĨch cieŎov tejto pr§ce je presk¼maŠ schopnosŠ tvorby biofilmov u 

S. agalactiae, a analyzovaŠ ¼ļinnosŠ endolyz²nu EN534-C v boji proti biofilmom. V 

nadvªznosti na to je d¹leģit® porovnaŠ tradiļn® antibiotick® met·dy s alternat²vnymi pr²stupmi, 

ako je pouģitie endolyz²nov a zhodnotiŠ ich potenci§l v klinickej praxi. 

 

Materi§l a met·dy 

Bakteri§lne kmene 

Klinick® bakteri§lne kmene pouģit® v tejto pr§ci boli izolovan® od ģien zo vzoriek moļu, 

vĨterov z poġvy a vaginorekt§lnych vĨterov. Kmene S. agalactiae poch§dzaj¼ z Katedry 

molekul§rnej biol·gie, Pr²f UK, SR (Tab.1). 

 

Tab. 1. Bakteri§lne kmene Streptococcus agalactiae. 

 

KmeŔ S®rotyp SekvenļnĨ typ PovrchovĨ 

prote²n 

P¹vod vzorky 

KMB-534 III ST-17 Rib moļ 

KMB-564 V ST-1402 Alp 2/3 moļ 

KMB-572 VII ST-130 Alpha C vĨter z poġvy 

KMB-797 Ia ST-23 Epsilon 
vaginorekt§lny 

vĨter 

 

Disky na testovanie citlivosti antibiot²k 

Papierov® disky obsahuj¼ce antimikrobi§lne ļinidlo definovanej koncentr§cie sme 

umiestnili na povrch odpovedaj¼ceho m®dia, uģ naoļkovan®ho inokulom kult¼ry testovan®ho 

bakteri§lneho kmeŔa (Tab.2).  
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Tab. 2. Disky na testovanie citlivosti antibiot²k. 

 

N§zov antibiotika Skratka Obsah disku 

Penicil²n PEN6 6 Õg 

Klindamyc²n CMN2 2 Õg 

Erytromyc²n ERY15 15 Õg 

Tetracykl²n CLSI 30 Õg 

Cefoxitin FOX30 30 Õg 

 

Nadprodukcia a izol§cia Endolyz²nu EN534-C 

Endolyz²n EN534-C sme pripravili podŎa met·dy uvedenej v publik§cii [5]. Na expresiu 

a nadprodukciu prote²nu sme pouģili kompetentn® bunky E.coli BL21(DE3). RekombinantnĨ 

endolyz²n sme izolovali pomocou metalo-chel§tovej afinitnej chromatografie s pouģit²m 

agar·zov®ho nosiļa s naviazanĨm kobaltom (His-Select cobalt affinity gel, Sigma-Aldrich, 

USA) na chromatografickej kol·nke. Kvalitu a kvantitu rekombinantn®ho prot²nu sme overili 

pomocou SDS-PAGE elektrofor®zy. Pomocu NanoDrop Lite spektrofotometra sme stanovili 

koncentr§ciu prote²nu v eluovanĨch frakci§ch. 

Formovanie a kvantifik§cia biofilmu  

SchopnosŠ jednotlivĨch kmeŔov tvoriŠ biofilm sme testovali v 96 jamkovĨch 

mikrotitraļnĨch platniach poļas 24 hod²n. Noļn¼ bakteri§lnu kult¼ru s absorbanciou OD600  ╔ 1 

sme nariedili 1:100 v kultivaļnom m®diu Todd Hewitt Broth (THB)  a inkubovali pri 37 ÁC po 

dobu 24 hod. Na vizualiz§ciu a kvantifik§ciu biofilmov sme pouģili 0,5 % kryġt§lov¼ violeŠ 

(CV), ktor¼ sme aplikovali po dobu 20 min¼t. Nenaviazan¼ CV sme odmyli dvakr§t sterilnou 

vodou alebo fosf§tovĨm tlmivĨm roztokom (1x PBS). N§sledne sme CV naviazan¼ na biofilm 

rozpustili v 33 % kyseline octovej. Absorbanciu sme zmerali pri vlnovej dŌģke 600 nm pomocou 

spektrofotometra Biotek 800 TS. 

Eradik§cia a kvantifik§cia biofilmov 

24-hodinovĨ biofilm sme premyli fosf§tovĨm tlmivĨm roztokom (1x PBS) a n§sledne 

ho eradikovali pouģit²m 0,1 ÕM EN534-C po dobu 1 hodiny. EradikovanĨ biofilm sme 

opªtovne premyli 1x PBS.  

Ako kontrolu sme pouģili jamky s vytvorenĨm biofilmom bez pridania endolyz²nu. 

Biofilm pred eradikovan²m endolyz²nom, ako aj po eradikovan² endolyz²nom sme 

kvantifikovali a vizualizovali pomocu CV. 
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VĨsledky a diskusia 

Rezistenciu voļi antibiotik§m sme pozorovali u kmeŔov KMB-534, KMB-564, KMB-

572 a KMB-797, ako je uveden® v Tab. 3. Pr§ve kv¹li zvĨġenej rezistencii voļi antibiotik§m je 

potrebn® hŎadaŠ alternat²vne antimikrobi§lne l§tky.  

 

Tab. 3. Rezistencia GBS voļi antibiotik§m.  

R: rezistencia C: citlivosŠ. 

 

 
Rezistencia voļi antibiotik§m 

PEN6 CMN2 ERY15 CLSI 

SA KMB-534 C R R R 

SA KMB-564 R C C R 

SA KMB-572 C C R C 

SA KMB-797 C C R R 

 

Prim§rne sa pri lieļbe infekci² asociovanĨch s GBS pouģ²va penicil²n. Rezistencia voļi 

tomuto antibiotiku sp¹sobuje probl®m, ktorĨ komplikuje efekt²vnu lieļbu. Verma a kol. vo 

svojej ġt¼di² pozorovali vysok¼ rezistenciu kmeŔov GBS voļi penicil²nu u viacerĨch kmeŔov 

S. agalactiae [6]. Aj v naġom pr²pade, jeden testovanĨ kmeŔ, KMB-564 taktieģ vykazoval 

rezistenciu voļi tomuto antibiotiku. V pr²pade ak je pacient alergickĨ na penicil²n, je potrebn® 

vyuģ²vaŠ suplementuj¼ce antibiotik§ ako je erytromyc²n alebo klindamyc²n, voļi ktorĨm sme 

pozorovali taktieģ rezistenciu u viacerĨch kmeŔov (Obr.1.). Tieto alternat²vne antibiotik§ s²ce 

m¹ģu byŠ ¼ļinn®, avġak ich pouģitie je obmedzen® pr§ve kv¹li pretrv§vaj¼cej a st¼paj¼cej 

rezistencii bakt®ri² na antibiotik§.  

 

 
 

Obr. 5. Testovanie citlivosti antibiot²k voļi kmeŔu S. agalactiae KMB-534. 

Disky obsahuj¼ r¹zne typy antibiot²k (1: ERY15, 2: PEN6, 3: FOX30, 4: CMN2) a sl¼ģia na stanovenie stupŔa 

rezistencie u S. agalactiae KMB-534. 
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Tvorba biofilmov vĨznamne zvyġuje virulenciu kmeŔov. Prostredie biofilmu poskytuje 

ochranu pred nedostatkom ģiv²n, nepriaznivĨmi zmenami v prostred² a imunitn®mu syst®mu 

hostiteŎa [6]. Vġetky nami uveden® kmene maj¼ schopnosŠ formovaŠ biofilm, ļo im poskytuje 

vĨhodu voļi lieļiv§m (Obr. 2.). Dif¼zia antibiot²k cez extracelul§rnu matrix je obmedzen§, ļo 

komplikuje lieļbu infekci² spojenĨch s tvorbou biofilmov [2]. 

 

 
 

Obr. 2. Tvorba biofilmov u S. agalactiae. 

KmeŔ KMB-534 a KMB-564 tvoria siln® biofilmy. KmeŔ KMB-572 a KMB-797 tvoria stredne siln® biofilmy. 

 

Ako alternat²vu k antibiotik§m sme na eradik§ciu biofilmov pouģili endolyz²n EN534- 

C. Endolyz²n p¹sobil poļas 1 hodiny. Pri vġetkĨch kmeŔoch sme pozorovali vĨznamn¼ 

eradik§ciu, priļom u kmeŔa KMB-534 doġlo aģ k 40% redukcii biofilmu (Obr.3.).  

 

 
 

Obr. 3. Eradik§cia biofilmu S. agalactiae pomocou endolyz²nu. Grafick® zobrazenie ¼ļinnosti 0,1uM 

endolyz²nu EN534-C po dobu 1 hod pri 37ÁC (Svetlomodr§) na 24 hod biofilm  

S. agalactiae KMB-534 (Tmavomodr§) 

 

VĨsledky naġej ġt¼die jasne ukazuj¼, ģe endolyz²n EN534-C je sŎubnĨm kandid§tom na 

alternat²vnu lieļbu biofilmov, ktor® s¼ rezistentn® na beģn® antibiotik§. Tento enzĨm dok§zal 

¼ļinne redukovaŠ biofilmy kmeŔov S. agalactiae za relat²vne kr§tky ļasovĨ interval. Naġe 

pozorovania koreluj¼ so ġt¼diou [2], kde bol endolyz²n EN534-C tieģ ¼speġne pouģitĨ na 
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eradik§ciu klinickĨch kmeŔov GBS. Tieto vĨsledky naznaļuj¼, ģe vyuģitie endolyz²nov by 

mohlo predstavovaŠ inovat²vny pr²stup v boji proti antibiotickej rezistencii a komplikovanĨm 

infekci§m sp¹sobenĨm biofilmami S. agalactiae. 

 

Z§ver 

Naġa ġt¼dia sa zamerala na vĨskum rezistencie kmeŔov S. agalactiae voļi antibiotik§m 

a ¼ļinnosŠ endolyz²nov ako alternat²vnej lieļby proti biofilmom. VĨsledky uk§zali, ģe 

endolyz²n EN534-C je ¼ļinnĨm n§strojom v boji proti biofilmom, aj pri kmeŔoch ktor® 

vykazuj¼ vysok¼ rezistenciu voļi beģnĨm antibiotik§m. Tieto poznatky predstavuj¼ vĨznamnĨ 

krok smerom k vĨvoju novĨch lieļebnĨch strat®gi², ktor® by mohli zlepġiŠ manaģment infekci² 

sp¹sobenĨch patog®nmi s tvorbou biofilmov. ńalġ² vĨskum by mal pokraļovaŠ v sk¼man² 

mechanizmov rezistencie biofilmov a optimaliz§cii aplik§cie endolyz²nov, aby sa 

maximalizovala ich efekt²vnosŠ a bezpeļnosŠ v klinickej praxi. 
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Abstract 

The role of exosomes in traumatic brain injury research: Biomarkers and therapeutic options 

Traumatic brain injury (TBI) is a common neurological condition characterized by impairment of brain 

function due to the head trauma. According to the current literature, approximately 70 million people suffer a TBI 

each year, which has a significant physical and psychosocial impact on whole society. After head injury, patients 

experience a range of symptoms including cognitive impairments and memory loss. They suffer from a range of 

psychological problems or may suffer loss of vision, hearing, or impaired mobility. Current treatment options for 

TBI remain insufficient, as they primarily manage symptoms rather than addressing the underlying mechanisms 

of brain damage and regeneration. In this project, we will focus on the isolation of exosomes from plasma and 

serum, with a particular emphasis on isolating and characterizing neuron-specific exosomes in the context of TBI. 

These results will contribute to a better understanding of their molecular profiles and potential as diagnostic 

biomarkers for traumatic brain injury. 

 

Keywords: traumatic brain injury; neurodegeneration; exosomes; diagnosis 

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

Traumatick® poġkodenie mozgu (TPM) je celosvetovo jednou z hlavnĨch pr²ļin 

¼mrtnosti a dlhodobĨch zdravotnĨch n§sledkov spojenĨch s ¼razmi hlavy. TPM m¹ģe vznikn¼Š 

v d¹sledku r¹znych typov poranen², ako s¼ n§hodn® p§dy, dom§ce n§silie, ġportov® ¼razy alebo 

expl·zie na bojisku. V z§vislosti od z§vaģnosti prim§rneho n§razu a rozsahu sekund§rneho 

poġkodenia sa TPM klasifikuje ako mierne, stredne Šaģk® alebo Šaģk® [1, 2]. Exoz·my, mal® 

extracelul§rne vezikuly (30-150 nm) uvoŎŔovan® r¹znymi typmi buniek vr§tane neur·nov a 

gliovĨch buniek, sa stali potenci§lnymi neinvaz²vnymi diagnostickĨmi n§strojmi vŅaka svojej 

schopnosti prech§dzaŠ cez hematoencefalick¼ bari®ru a pren§ġaŠ molekul§rne prekurzory 

poġkodenia neur·nov [3]. Ġt¼die uk§zali, ģe exoz·my poch§dzaj¼ce z neur·nov (NDE) 

obsahuj¼ ġpecifick® biomarkery, ako je hyperfosforylovanĨ tau prote²n, z§palov® markery a 

amyloid-beta, ktor® koreluj¼ so z§vaģnosŠou TPM a dlhodobĨmi neurodegenerat²vnymi 

n§sledkami [4]. Okrem toho sa po TPM exprimuj¼ exozom§lne deregulovan® mikroRNA 

(miRNA), ktor® poskytuj¼ pohŎad na mechanizmy poġkodenia a procesy zotavenia [5]. Tieto 
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extracelul§rne vezikuly s¼ selekt²vne uvoŎŔovan® neur·novĨmi bunkami a obsahuj¼ 

molekul§rny n§klad vr§tane prote²nov, miRNA a lipidov, ktor® odr§ģaj¼ fyziologickĨ a 

patologickĨ stav mozgu. S pokrokom vo vĨskume m¹ģe diagnostika zaloģen§ na exoz·moch 

zlepġiŠ pr²stupy personalizovanej medic²ny pre TPM, ļo pom¹ģe pri ak¼tnej lieļbe aj pri 

dlhodobĨch rehabilitaļnĨch strat®gi§ch [6]. Izol§cia NDE sa ļasto spolieha na povrchov® 

markery neur·nov, ako s¼ L1 cell adhesion molecule  (L1CAM) a neural cell adhesion molecule 

(NCAM), ktor® s¼ kritick® pre vĨvoj neur·nov, synaptick¼ plasticitu a neuroregener§ciu [7]. V 

naġom projekte sme sa zamerali na dva hlavn® ciele, prvĨm cieŎom bola izol§cia exoz·mov 

z plazmy a s®ra za pomoci troch r¹znych met·d izol§cie a ich charakteriz§cia. DruhĨm cieŎom 

bola optimaliz§cia met·dy na izol§ciu nervovo ġpecifickĨch exoz·mov za pomoci  

polyetyl®nglykolu (PEG) a transmembr§novĨch prote²nov L1CAM a NCAM. 

 

Materi§l a met·dy 

Produkcia L1CAM a NCAM prote²nov: Plazmidy na expresiu prote²nov boli zak¼pen® 

od firmy Addgene, (157031 a156948). N§sledne sme plazmidy transformovali do BL21 buniek 

a izolovali plazmidov¼ DNA. (PureLinkÊ HiPure Plasmid Purification Kit). V Ņalġom kroku 

sme pDNA trasfekovali do ExpiCHO-SÊ buniek (Gibco)  pri koncentr§cii 2,6 x 106 mil/ml za 

pomoci polyethyleniminu (PEI STARÊ, Tocris Bioscience) a bunky sme kultivovali pri 37 ÁC 

a 5 % CO2. Priļom sme pridali DNA a PEI v pomere 1:2 a tento krok sme stanovili ako deŔ 0. 

Po piatich dŔoch sme bunky spoļ²tali a na z§klade viability zastavili produkciu. 

Izol§cia exoz·mov Invitrogen kitom (Total Exosome Isolation Kit (from plasma)): Najprv sme 

si vzorky s®ra/plazmy stoļili pri 2000 x g po dobu 20 min na izbovej teplote, n§sledne na 10000 

x g za rovnakĨch podmienok a supernatant preniesli do novej sk¼mavky. Do 1 ml vzorky sme 

pridali 0,5 ml PBS a 300 ɛl reagentu od vĨrobcu. Vzorky sme vortexovali, aģ po kĨm sme 

nevideli biele zrazeniny a inkubovali pri izbovej teplote po dobu 10 min¼t. OpªŠ sme vzorky 

stoļili pri 10000 x g po dobu 10 min pri izbovej teplote a odstr§nili supernatant. Pelet sme 

rozsuspendovali v 50 ɛl PBS a vzorky uchovali pri  4Á C pre Ņalġie analĨzy. 

Izol§cia exoz·mov za pomoci Ultracentrifug§cie: V prvĨch krokoch sme postupovali, 

ako aj pri predch§dzaj¼cej met·de, centrifug§cia vzoriek pri 2000 a 10000 x g po dobu 20 min 

pri izbovej teplote. N§sledne sme 1 ml vzorky rozsuspendovali v 10 ml PBS 

a ultracentrifugovali pri 100000 x g po dobu 90 min pri izbovej teplote. Supernatant sme 

odstr§nili a pelet (exoz·my) sme rozsuspendovali v 50 ɛl PBS [8].  

Izol§cia exoz·mov za pomoci PEG 8000: V prvom kroku sme si pripravili z§sobnĨ 50 

% PBS-PEG 8000 roztok (Promega) a n§sledne nariedili na 10 %, 12 % a 14 % PEG. Podobne 
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sme postupovali ako aj pri predch§dzaj¼cej met·de, priļom sme vych§dzali s protokolu od 

Marut et al. [9]. K vzorke sme pridali PEG podŎa vzorca (fin§lny objem x 12%) / 50% = 

z§sobnĨ objem v ml PEG 50%). Vzorky sme nechali inkubovaŠ 2 hod pri 4Á C. V poslednom 

kroku izol§cie vzorky sme stoļili na 16000 x g po dobu 1 hod pri izbovej teplote a k peletu 

pridali 50 ɛl PBS. 

Izol§cia nervovo ġpecifickĨch L1CAM/NCAM exoz·mov: Na izol§ciu nervovo 

ġpecifickĨch exoz·mov sme pouģili protokol s 12 % PEG. Po inkub§cii vzoriek s PEG po dobu 

2 hod sme zaļali s pr²pravou guliļiek (NTA  Sepharose 6 fast flow histidine-tagged beads, 

Cytiva). Do sk¼maviek sme si pripravili 100 ɛl guliļiek, n§sledne stoļili pri 800 x g 1 min 

a odstr§nili supernatant. Guliļky sme dvakr§t premyli PBS, priļom sme guliļky znovu stoļili. 

K takto pripravenĨm guliļk§m sme pridali L1CAM/NCAM prote²n aby sme z²skali 

koncentr§ciu 2 ug/ɛl v 100 ɛl koneļn®ho objemu. Guliļky s prote²nom sme inkubovali pri 4Á 

C po dobu 2 hod. V tomto kroku sme sa vr§tili znovu na izol§ciu exoz·mov, vzorky sme stoļili 

pri 16000 x g na 1 hod pri izbovej teplote. Vzorky sme rozsuspendovali v 50 ɛl 1mM Ca2+ PBS  

alebo PBS citr§te. Po inkub§cii guliļky sme stoļili na 800 x g a odobrali supernatant, premyli 

dvakr§t PBS a ku guliļk§m pridali naizolovan® exoz·my (50 ɛl), 10 mM imidazol a inkubovali 

cez noc pri teplote 4 ÁC za st§leho rotaļn®ho mieġania. V poslednom kroku sme guliļky premyli 

s PBS citr§tom alebo  1mM Ca2+ PBS s obsahom 100 mM imidazolom a n§sledne stoļili pri 

800 x g. V tomto kroku sme z²skali 50 Õl izolovanĨch exoz·mov. 

 

VĨsledky a diskusia 

Experiment v naġej pr§ci bol navrhnutĨ na z§klade vĨsledkov z pr§c o miernom TPM 

a izol§cii nervovo ġpecifickĨch exoz·mov [5, 7, 9]. V prvej ļasti experimentov sme sa zamerali 

na produkciu L1CAM a NCAM prote²nov. N§sledne sme prote²ny preļistili pomocou afinitnej 

chromatografie a g®lovej filtr§cie. Takto pripraven® prote²ny boli pouģit® na izola§ciu nervovo 

ġpecifickĨch exoz·mov. Po trasfekcii plazmidovej DNA do ExpiCHO-SÊ buniek kaģdĨ deŔ 

sme bunky zr§tali, odobrali vzorky na WB a urļili ģivotnosŠ buniek. Produkciu prote²nov sme 

zastavili po piatich dŔoch, priļom sme bunky stoļili a zakoncetrovali a bunky uskladnili na -

20 Á C. Produkciu prote²nov sme si overili na WB, na z§klade ļoho sme rozhodli produkciu 

zastaviŠ na piaty deŔ. 

Izol§cia exoz·mov zo s®ra a plazmy 

V Ņalġej ļasti pr§ci sme sa zamerali na izol§ciu exoz·mov zo 1 ml s®ra a plazmy, kde 

sme pouģili tri sp¹soby izol§cie. Na overenie izolaļnĨch met·d a charakteriz§ciu exoz·mov 

sme pouģili WB met·du (Anti-CD63 monoclonal antibody, 1:7000 (EPR21151, Abcam). Ako 
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optim§lne podmienky sme zvolili izol§ciu z plazmy za pomoci 12% PEG, pri porovnan² 

mnoģstva z²skanĨch exoz·mov s mnoģstvom a ļistotou exoz·mov v kontrole (Obr. 1. A, dr§ha 

1). Pri porovnan² ostatnĨch met·d v pr²pade Invitrogen kitu a ultracentrifug§cie sme z²skali len 

n²zke koncentr§cie exoz·mov, avġak ļistota bola veŎmi podobn§ PEG.  

 

 
 

Obr. 1. WB analĨza Anti-CD63 protil§tky po izol§cii exoz·m·v (70 kDa) tromi izolaļnĨmi met·dami. 

A-prote²novĨ marker, 1. dr§ha: plazma, 2. dr§ha: s®rum, 3. dr§ha: 12% PEG plazma, 4. dr§ha: 12% 

PEG serum, 5. dr§ha: plazma ultracentrifug§cia, 6. dr§ha: serum ultracentrifug§cia, 7. dr§ha: plasma kit, 8. 

dr§ha: serum kit, 9. dr§ha: BV2 cells Kit, B-1. dr§ha: prote²novĨ marker, 2. dr§ha:14% PEG serum, 3. dr§ha: 

12% PEG serum, 4. dr§ha: 10 % PEG serum, 5. dr§ha: Kit serum, 6. dr§ha: plasma PEG 12%, 7. dr§ha: Plasma 

Kit. 
 

N§sledne sme si izolovan® exoz·my charakterizovali za pomoci TEM. Ako kontrolu 

sme pouģili meden® mrieģky s Uranyl acet§tom alebo kombin§ciu 0,01% BSA a Uranyl acet§tu. 

V pr²pade naġ²ch vzoriek sme pridali 8 ɛl izolovanĨch exoz·mov a vġetky vzorky 

sme pozorovali pod 73000 x zvªļġen²m (Obr. 2.). V tomto kroku sme potvrdili pr²tomnosŠ 

exoz·mov na z§klade ich veŎkosti (30-110 nm) [3]. Exoz·my mali guŎatĨ tvar a viditeŎn¼ 

lipidov¼ dvojvrstvu. OpªŠ sa n§m potvrdilo, ģe najvhodnejġia bola izol§cia z plazmy pomocou 

12% PEG (Obr. 2.). 

 

 
 

Obr. 2. TEM analĨza exoz·mov (30-110 nm) 12% PEG a Invitrogen kitom.  

A-kontrola s uranyl acet§tom, B-kontrola uranyl acetat a 0,01% BSA, C-exoz·my z plazmi po izol§cii 12% 

PEG, D-exoz·my z plazmi po izol§cii Invitrogen kitom 
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Izol§cia nervovo ġpecifickĨch exoz·mov a analĨza TEM 

V poslednej ļasti experimentov sme sa zamerali na izol§ciu nervovo ġpecifickĨch 

exoz·mov. Na izol§ciu sme pouģili kombin§ciu 12% PEG a NTA guliļiek na ktor® sme 

naviazali n§ġ naprodukovanĨ L1CAM a NCAM prote²n. Pr²tomnosŠ exoz·mov sme overili za 

pomoci TEM. Priļom pozorovali sme pr²tomnosŠ exoz·mov veŎkosti od  15 do 150 nm. 

V pr²pade NCAM sme pozorovali veŎmi zauj²mav® vĨsledky (Obr. 3 D), avġak bez Ņalġ²ch 

analĨz nevedeli sme potvrdiŠ ļi ide o zhluky exoz·mov alebo agreg§cie prote²nu. 

 

 
 

Obr. 3. TEM analĨza nervovo ġpecifickĨch exozomov (30-110 nm) kombin§ciou 12% PEG a NTA guliļiek 

s L1CAM/NCAM naviazanĨm prote²nom. 

A-kontrola uranyl acetat a BSA, B-L1CAM s PBS citr§tom, C- L1CAM s 1mM Ca2+ PBS, D- NCAM s 1mM 

Ca2+ PBS. 

 

Z§ver 

Podarilo sa n§m ¼speġne izolovaŠ exoz·my tromi r¹znymi met·dami. Tieto vĨsledky 

sme si potvrdili za pomoci WB a TEM analĨzy. Tieģ sa n§m podarilo izolovaŠ nervovo 

ġpecifick® exoz·my za pomoci 12% PEG a NTA guliļiek. Avġak ide iba o prelimin§rne 

vĨsledky a eġte s¼ potrebn® Ņalġie experimenty na charakteriz§ciu izolovanĨch exoz·mov. 

Tieto vĨsledky naznaļuj¼, ģe diagnostika TPM aj naŅalej zost§va n§roļn§ vzhŎadom na 

komplexn¼ patol·giu a nedostatok spoŎahlivĨch biomarkerov a cielenĨch terapi². ńalġie 

experimenty bud¼ nasmerovan® na bliģġiu charakteriz§ciu exoz·mov a ich aplik§ciu 

v diagnostike mierneho TPM. 
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Abstract 

Genomic diversity of bacteriophages infecting the genus Cronobacter 

The genus Cronobacter are opportunistic human pathogens infecting mainly newborns and elderly 

individuals. Diseases caused by Cronobacter spp. are serious, with a high mortality rate. In newborns, they cause 

necrotizing enterocolitis, meningitis and septicemia. Ingestion of contaminated infant formula is the main 

mechanism of infection in newborns. The addition of phages to powdered infant formula could ensure a reduction 

in the number of bacteria, thus reducing the number of infections. Phages have a narrow host specificity and at the 

same time do not infect eukaryotic cells, which ensures that the infant intestinal microbiome is not disturbed or 

changed. Here, we explored the genetic diversity of the Cronobacter phages using comparative genomics 

approaches that included assessment of nucleotide similarity, shared gene content or single gene phylogeny. 

Complex bioinformatic analysis of bacteriophage genomes can give us the knowledge needed to select suitable 

bacteriophages for therapeutic use. 

 

Keywords: Cronobacter spp.; bacteriophage; comparative genomics; bioinformatics 

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

Cronobacter spp. je oportunistickĨ potravinovĨ patog®n zodpovednĨ za z§vaģn® 

infekcie, ako je nekrotizuj¼ca enterokolit²da, septik®mia a meningit²da. Bakt®rie z rodu 

Cronobacter prim§rne infikuj¼ novorodencov, starġ²ch Ŏud² a jedincov s oslabenou imunitou. 

Kontaminovan§ suġen§ dojļensk§ mlieļna vĨģiva sa povaģuje za hlavnĨ sp¹sob infekci² 

Cronobacter u novorodencov. Prevalencia tĨchto gramnegat²vnych bakt®ri² v potravin§ch sa 

pripisuje ich vysokej odolnosti voļi dlhodob®mu vysychaniu, vysokĨm teplot§m a 

osmotick®mu stresu. Okrem toho s¼ bakt®rie z rodu Cronobacter  schopn® vytv§raŠ biofilmy. 

Tieto vlastnosti vĨrazne zvyġuj¼ riziko infekci² [1]. F§gy s¼ v²rusy, ktor® infikuj¼ bakt®rie, ale 

s¼ pre ļloveka neġkodn®. Bakteriof§gy predstavuj¼ potenci§lne rieġenie lieļby 

multirezistentnĨch bakt®ri², nevyhnutn§ je vġak podrobn§ charakteriz§cia bakteriof§gov vr§tane 

komplexnej bioinformatickej analĨze cel®ho gen·mu [2]. Poļet gen·mov bakteriof§gov 

infikuj¼cich rod Cronobacter v  datab§ze INSDC v poslednĨch rokoch vĨrazne vzr§stol, z 18 

gen·mov v roku 2014 na 50 gen·mov v novembri 2024. Okrem bakteriof§gov dostupnĨch v 

datab§zach sme do tohto vĨskumu  zahrnuli aj bakteriof§gy izolovan® a charakterizovan® na 

Slovensku. CieŎom pr§ce bola bioinformatick§ analĨza a charakteriz§cia vġetkĨch 
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osekvenovanĨch f§gov infikuj¼cich rod Cronobacter spp., ktor® sa nach§dzaj¼ vo verejnĨch 

nukleotidovĨch datab§zach. Tento cieŎ sa m¹ģe rozdeliŠ na ļiastkov® ciele:  

Å Ġtruktur§lna a funkļn§ anot§cia bakteriof§govĨch gen·mov 

Å Vytvorenie pangen·mu 

Å Klasifik§cia g®nov na core a accessory g®ny 

Å Klastrovanie gen·mov 

Å Charakteriz§cia stanovenĨch klastrov 

 

Materi§l a met·dy 

Bakteriof§gy z naġej zbierky boli charakterizovan® vo Vedeckom parku Univerzity 

Komensk®ho v Bratislave. Genomov® sekvencie sa z²skali pomocou sekvenovania novej 

gener§cie (MiSeq a MinION). Gen·my boli zostaven® pomocou SPAdes [3] alebo Flye [4] a 

anotovan® pomocou n§stroju Pharokka [5]. F§gy sa purifikovali pomocou ultracentrifug§cie v 

gradiente CsCl. Antimikrobi§lna aktivita bola testovan§ pomocou plakov®ho testu a 

spektrofotometrie. F§gov® gen·my Cronobacter vo form§toch FASTA boli stiahnut® z 

GenBank (1. novembra 2024). Program VIRIDIC [6] bol pouģitĨ na porovnanie 

nukleotidovĨch sekvenci² gen·mov met·dou Ăall vs allñ. Na identifik§ciu ortologickĨch 

prote²novĨch skup²n sa  sekvencie ORF klastrovali pomocou programu PIRATE [7]. 

Fylogenetick§ analĨza bola vykonan§ pomocou webovej sluģby VICTOR [8]. Program 

CoreGenes5 [9] bol pouģitĨ na urļenie core g®nov v klastroch f§govĨch gen·mov. 

 

VĨsledky a diskusia 

Celkovo bolo v datab§ze GenBank identifikovanĨch 50 bakteriof§gov ġpecifickĨch pre 

rod Cronobacter s veŎkosŠou gen·mu od 22 do 223 kb. Okrem v²rusov z datab§zy GenBank 

sme do vĨskumu zaradili aj bakteriof§gy vB_CtuVP1, vB_CtuVP2, vB_CtuVP3, vB_CtuVP6, 

vB_CmuVP5, vB_CmaVP9, vB_CmaVP10, vB_CduVP22, Dev-CT57, Pet-1 a Pet-CM3-1. 

Bakteriof§gy infikuj¼ce rod Cronobacter vykazuju veŎk¼ genomick¼ diverzitu a na z§klade 

komplexnej analĨzy sme ich zaradili do 11 klastrov. Niektor® f§gy nebolo moģn® zaradiŠ do 

klastrov ktor® sme oznaļili ako orphan f§gy. TakĨchto f§gov bolo celkovo 13. Najvªļġ² poļet 

gen·mov patril do klastru E (11 f§gov z rodu Pseudotevenvirus) a A (10 f§gov z rodu 

Cronosvirus). DevªŠ f§gov nemalo v datab§ze ģiadne pr²buzn® f§gy a nepatria do ģiadnej 

definovanej taxonomickej jednotky (Obr.1, Tab.1).  
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Tab. 1. Porovnanie 61 gen·mov bakteriof§gov infikuj¼cich rod Cronobacter.   

 

Klaster 
 

Taxon·mia 

Reprezentat²vny 

f§g 
Poļet 

Core 

genes 

Text ĻeŎaŅ Rod    

A Autographiviridae Cronosvirus Dev-CD-23823 10 38/49 

B Autographiviridae Kayfunavirus Dev2 3 37/45 

C  Drexlerviridae Kyungwonvirus CS01 4 30/75 

D Grimontviridae Crifsvirus vB_CsaP_GAP52 2 106/115 

E Straboviridae Pseudotevenvirus 
vB_CsaM_GAP1

61 
11 226/275 

F - Certrevirus CR3 4 223/265 

G Straboviridae Karamvirus Pet-CM3-4 2 284/284 

H - Seunavirus 
vB_CsaM_GAP3

1 
6 79/216 

I Straboviridae Nanhuvirus S13 2 265/268 

J - - vB_CmaS_VP9 2 120/121 

K Peduoviridae Seongnamvirus ESSI-2 2 35/44 

Singleton - - - 13 - 

 

 
 

Obr.1. FylogenetickĨ strom 61 bakteriof§gov infikuj¼cich rod Cronobacter. 

Klastre s¼ oznaļen® p²smenkami a trojuholln²kmy r¹znych farieb. Ļiernou hviezdiļkou s¼ oznaļen® f§gy 

izolovan® na Slovensku. 

 

Bakteriof§gy infikuj¼ce rod Cronobacter s¼ prevaģne lytick®, priļom iba 11 % 

analyzovanĨch f§gov je lyzog®nnych. AnalĨza CoreGenes a PIRATE odhalila, ģe f§gy z 

klastrov C a H si boli z hŎadiska podobnosti prote²nov najmenej podobn®, s podobnosŠou iba 
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40% a 36% . Na rozdiel od toho, ostatn® f§gov® skupiny obsahovali viac ako 75% podobnĨch 

prote²nov (Obr. 2.).  

 

 
 

Obr. 2. Pangen·mov§ analĨza f§govĨch gen·mov. 

 Obr§zok zn§zorŔuje pr²buznosŠ alel medzi jednotlivĨmi f§govĨmi skupinami. Alelov§ podobnosŠ je zn§zornen§ 

na ġk§le od 50 % (ļerven§) do 100 % (tmavomodr§). 

 

Okrem toho sme sa zamerali aj na porovnanie antimikrobi§lnej aktivity tĨchto f§gov. 

Bakteriof§gy s¼ druhovo ġpecifick®, ļo potvrdzuj¼ aj naġe vĨsledky. F§g Dev-CS701 z klastra 

E, ktorĨ infikoval vġetky testovan® kmene, vykazoval najġirġiu hostiteŎsk¼ ġpecificitu. Na 

rozdiel od toho f§g Dev2 z klastra B vykazoval najuģġiu hostiteŎsk¼ ġpecificitu. Bakteriof§gy 

boli schopn® potlaļiŠ bakteri§lny rast, ale na zn²ģenie rastu bakt®ri² pod detekļnĨ bolo potrebn® 

pouģiŠ koktail zloģenĨ z f§gov Dev-CT57, Dev-CD23823 a Dev-CS701 (Obr. 3., Obr. 4.). 

 

 

 

Obr. 3. Antimikrobi§lna aktivita f§gov 
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Obr. 4. Antimikrobi§lna aktivita f§gov®ho koktejlu. 

F§govĨ koktejl aplikovanĨ na zmes kmeŔov C. turicensis 290708/7, C. dublinensis LMG 23823, C. 

sakazakii LMG 5740, C. malonaticus LMG 23826, C. muytjensii ATCC 51329. 

 

Z§ver 

Genomick§ diverzita bakteriof§gov infikuj¼cich rod Cronobacter je vysok§ a zahŘŔa 

ġirok¼ ġk§lu r¹znych bakteriof§gov, ktor® reguluj¼ popul§cie tĨchto bakt®ri² v pr²rode. 

Identifikovan® rozdiely v gen·moch f§gov naznaļuj¼ veŎk¼ z§sobu potenci§lnych 

antibakteri§lnych l§tok  na  lieļbu infekci². VĨsledky tejto pr§ce potvrdzuj¼ ¼ļinnosŠ 

komplexnej analĨze f§govĨch gen·mov na ich vyuģitie v medic²ne. 
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Abstract 

Effect of aripiprazole and enriched environment on cognitive functions and neurogenesis in an animal 

model of post-traumatic stress disorder 

Post-traumatic stress disorder (PTSD) is a psychiatric condition caused by an extremely stressful event 

that can be linked to disruptions in neurogenesis within the hippocampus. Enriched environment (EE) has been 

shown to support neurogenesis and cognitive function, making it a potential intervention for stress-related 

disorders. Aripiprazole (ARI), an atypical antipsychotic, is associated with neuroprotective effects, potential to 

promote neurogenesis and also enhance cognitive functions. In this study, rats were exposed to the single prolonged 

stress (SPS) to induce PTSD-like symptoms, followed by aripiprazole treatment also in combination with an 

enriched environment. The obtained results showed that SPS leads to an increased number of  

ȹFosB-positive cells in the gyrus dentatus of the hippocampus, which was reduced by ARI in combination with 

an enriched environment. However, contrary to expectations, SPS, ARI, and their combination with EE did not 

significantly influence neurogenesis and memory. 

 

Keywords: PTSD; single prolonged stress; aripiprazole; neurogenesis; cognitive deficits  

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

Post-traumatick§ stresov§ porucha (PTSD) je komplexn® psychiatrick® ochorenie, ktor® 

sa m¹ģe vyvin¼Š po silne traumatizuj¼cej udalosti a postihuje pribliģne 7 % popul§cie [1]. 

PTSD sa vyznaļuje opakovanĨm preģ²van²m traumy (flashbacky), noļnĨmi morami, 

vyhĨbavĨm spr§van²m, ale aj vĨraznou dysregul§ciou stresovej odpovede, ktor§ je ¼zko spªt§ 

s naruġen²m hypotalamo-hypofĨzo-nadobliļkovej osi. Rozvoj PTSD je podmienenĨ viacerĨmi 

mechanizmami, ktor® ved¼ k molekul§rno-biologickĨm zmen§m v neuron§lnych okruhoch, 

k naruġenej neuroplasticite, ktor§ ¼zko s¼vis² s neurogen®zou, a obe s¼ nevyhnutn® pre 

mechanizmy uļenia a pamªti [1]. Hipokampus je oblasŠ, ktor§ zohr§va ¼lohu v odolnosti voļi 

stresu, regul§cii em·cii, prebieha v Ŕom poļas cel®ho ģivota neurogen®za a tieģ reguluje 

kognit²vne funkcie a pamªŠ, a pr§ve  PTSD je spojen® s jeho zmenġenĨm objemom. 

Novovzniknut® neur·ny v hipokamp§lnych okruhoch zohr§vaj¼ ¼lohu nie len pri tvorbe novĨch 

spomienok, ale aj pri remodel§cii existuj¼cich pamªŠovĨch st¹p [2, 3]. 

Na lieļbu PTSD sa prim§rne vyuģ²vaj¼ antidepres²va, najmª selekt²vne seroton²nov® 

reuptake inhib²tory. V poslednej dobe s¼ predmetom z§ujmu aj antipsychotik§, farmak§ 
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prim§rne vyuģ²van® pri lieļbe sympt·mov schizofr®nie. Aripiprazol (ARI) je atypick® 

antipsychotikum, ktorĨ sa v poslednĨch rokoch pouģ²va aj pri lieļbe PTSD. Mechanizmus 

¼ļinku ARI je sprostredkovanĨ kombin§ciou parci§lnej agonistickej aktivity na dopam²novĨch 

D2 a seroton²novĨch 5-HT1A receptoroch a antagonistickej aktivity na seroton²novĨch 5-HT2A 

receptoroch. Ned§vne ġt¼die popisuj¼ jeho potenci§l aj pri zlepġovan² kognit²vnych funkci² 

a stimul§cii neurogen®zy [5]. JednĨm z nefarmakologickĨch pr²stupov na podporu 

neuroplasticity a neurogen®zy je obohaten® prostredie (z ang. Ăenriched environmentñ; EE). 

Anim§lne ġt¼die preuk§zali pozit²vny vplyv EE na preģ²vanie neur·nov 

v hipokampe, potlaļenie miery ¼zkosti a zlepġenie vyhas²nania strachu [6]. 

Experiment§lne ġt¼die naznaļuj¼, ģe stimul§cia neurogen®zy oslabuje p¹vodn® 

traumatick® spomienky, zmierŔuje naruġenie ich vyhas²nania, redukuje generaliz§ciu strachu 

a zmierŔuje ¼zkosŠ spojen¼ s PTSD [7]. Preto bolo cieŎom tejto pr§ce presk¼maŠ vplyv 

atypick®ho antipsychotika ARI a moģnĨ stimulaļnĨ vplyv obohaten®ho prostredia na 

kognit²vne funkcie a vybran® markery neurogen®zy v anim§lnom modeli PTSD. 

 

Materi§l a met·dy 

Pouģili sme dospel® samce potkanov kmeŔa Sprague Dawley (n = 70; vek: 7 tĨģdŔov; 

hmotnosŠ: Ñ 250 g), chovan® za ġtandardnĨch podmienok s voŎnĨm pr²stup k ġtandardnej 

potrave a vode. Zvierat§ boli aklimatizovan® 10 dn² na nov® prostredie a n§sledne rozdelen® do 

skup²n: kontroln§ skupina (vehikulum; VEH); zvierat§ vystaven® jednorazov®mu predŌģen®mu 

stresu ï SPS (SPS + VEH); zvierat§ vystaven® SPS, ktorĨm bol pod§vanĨ ARI (SPS + ARI); 

zvierat§ vystaven® SPS, ktorĨm bol pod§vanĨ ARI a boli vystaven® obohaten®mu prostrediu 

(SPS + ARI + EE). 

Na navodenie PTSD sme pouģili jednorazovĨ predŌģenĨ stres (SPS). Potkany boli 2 

hodiny znehybnen® v plastovĨch restraineroch. Po znehybnen² podst¼pili 20 min¼tov® n¼ten® 

pl§vanie vo vode s teplotou 22 ï 24 ÁC. N§sledne boli zvierat§ vysuġen® a ponechan® na 

zotavenie na 15 min¼t pod infraļervenou lampou (75 W, 30 cm od ģiarovky), po ktorĨch boli 

vystaven® vĨparom dietyl ®teru do straty vedomia. Po prebuden² boli zvierat§ prenesen® do 

novĨch klietok a nasleduj¼ce 2 tĨģdne nebolo s nimi manipulovan® (iba im bola dopŌŔan§ strava 

a voda), ļo je doba potrebn§ na rozvinutie PTSD podobnĨch sympt·mov. Po obdob² 

senzitiz§cie bolo zvierat§m 28 dn² intraperitone§lne pod§van® vehikulum (1 % Tween20 vo 

fyziologickom roztoku) alebo ARI (5 mg/kg rozpustenĨ vo VEH) a zvierat§ zo skupiny SPS + 

ARI + EE boli okrem toho vystaven® aj obohaten®mu prostrediu (r¹zne typy hraļiek urļen® pre 

hlodavce). Pred ukonļen²m experimentu zvierat§ eġte podst¼pili test rozpozn§vania nov®ho 
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predmetu, ktorĨ testuje ich pamªŠ a schopnosŠ uļiŠ sa. Vġetky vykonan® experiment§lne z§sahy 

na zvierat§ch boli schv§len® Ġt§tnou veterin§rnou a potravin§rskou spr§vou Slovenskej 

republiky (ļ²slo schvaŎovacieho protokolu 3203/18-221/3). 

Usmrtenie zvierat a spracovanie tkan²v: Zvierat§ boli usmrten® dekapit§ciou alebo 

transkardi§lnou perf¼ziou. Mozgov® tkanivo z²skan® dekapit§ciou bolo nakr§jan® pomocou 

kryostatu na 300 Õm hrub® koron§rne rezy, z ktorĨch sme vypichovacou technikou vyizolovali 

hipokampus na PCR analĨzu. Pri transkardi§lnej perf¼zii boli zvierat§ perfundovan® 4 % 

roztokom paraformaldehydu, vybrat® mozgov® tkanivo bolo nakr§jan® na 30 Õm koron§rne 

rezy na kryostate a pouģit® na imunohistochemick® farbenie. Izol§cia RNA a real-time PCR: 

Celkov¼ RNA sme analyzovali zo vzoriek tkan²v pomocou TRI ReagentÈRT, jej koncentr§ciu 

sme kvantifikovali pomocou NanoDrop 2000. Reverzn¼ transkripciu RNA na cDNA sme 

uskutoļnili pomocou kitu Revert Aid H minus First Strand cDNA Synthesis s pouģit²m oligo 

dT primeru. Semikvantitat²vnu real-time PCR sme vykonali v celkovom objeme 25 ɛL 

obsahuj¼com 30 ng templ§tovej cDNA, 12,5 ɛL FastStart Universal SYBR Green Master Rox, 

1 ɛL p§ru ġpecifickĨch primerov a vodu. Kaģd¼ vzorku sme analyzovali na pr²stroji 

QuantStudioÊ 5 Real-Time PCR System. D§ta sme normalizovali relat²vne ku GAPDH a 

vyjadrili ako n§sobn® zmeny vypoļ²tan® met·dou ȹȹCt. Na overenie ġpecificity 

amplifikovanĨch produktov sme vykonali analĨzu krivky topenia. Imunohistochemick® 

farbenie: Rezy na fluorescenļn¼ mikroskopiu sme inkubovali v blokovacom roztoku (3 % 

norm§lne kozie s®rum, 2 % hovªdzie album²nov® s®rum a 0,4 % Triton X-100 v 0,1 M 

fosf§tovom pufri - PBS) n§sledne sme ich premyli v PBS a inkubovali s prim§rnou protil§tkou 

(pCREB, Sox2, DCX). Rezy na sveteln¼ mikroskopiu sme blokovali v 3 % roztoku H O , 

premyli a inkubovali s prim§rnou protil§tkou (ȹFosB). Po premyt² sme rezy inkubovali so 

sekund§rnou protil§tkou. Pre fluorescenļn¼ mikroskopiu sme pouģili Alexu 555 (1:500 v 0,1 M 

PBS) a pre sveteln¼ mikroskopiu biotinylovan® IgG (1:500, v 0,1 M PBS s 0,1 % Tritonom-

X100) a avid²n-biot²n komplex (1:250 v 0,1 M PBS s 0,1 % Tritonom-X100). Po premyt² v PBS 

sme antig®nne miesta vizualizovali pomocou 3,3-diaminobenzid²n tetrahydrochloridu 

rozpusten®ho v 0,05 M acet§tovom pufri. Na vizualiz§ciu sledovanĨch antig®nov sme pouģili 

mikroskop Zeiss Axio Imager A1 a kameru AxioCam Erc 5s. Kvantifik§ciu imunopozit²vnych 

buniek sme vykonali pomocou softv®ru Fiji/ImageJ 1.54 v definovanej oblasti z§ujmu (ROI). 

Pozit²vne bunky sme manu§lne spoļ²tali v 3 ROI v danĨch oblastiach a vypoļ²tali priemer na 

dan¼ ROI.  
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Diskusia a vĨsledky 

V tejto pr§ci sme sledovali aktivitu v neurog®nnej oblasti gyrus dentatus (GD) 

v hipokampe a expresiu vybranĨch markerov neurogen®zy. Aktivitu sme hodnotili pomocou 

expresie ȹFosB prote²nu. Najmenġ² poļet ȹFosB imunopozit²vnych buniek sme zaznamenali 

v kontrolnej skupine. SPS signifikantne zvĨġilo poļet ȹFosB buniek oproti kontrolnĨm 

zvierat§m (Obr. 1B), ļo potvrdzuje aktiv§ciu ȹFosB rozliļnĨmi stimulmi vr§tane stresu, ļo  je 

v s¼lade s inĨmi ġt¼diami [8]. ARI u SPS zvierat mierne zn²ģil mnoģstvo ȹFosB buniek. Jeho 

modulaļnĨ vplyv na ȹFosB vo viacerĨch oblastiach predn®ho mozgu bol preuk§zanĨ aj 

predch§dzaj¼cimi ġt¼diami [9]. V kombin§cii ARI s EE bolo toto zn²ģenie ȹFosB expresie 

signifikantn® (Obr. 1B). Ako Ņalġiu sme sledovali expresiu pCREB prote²nu. Najvyġġ² poļet 

pCREB pozit²vnych buniek sme pozorovali v kontrolnej skupine, ļo je v s¼lade 

s oļak§vaniami, ģe nestresovan® zvierat§ vykazuj¼ prirodzen¼ expresiu pCREB [10]. Mierny 

pokles poļtu pCREB buniek sme pozorovali u SPS + VEH zvierat a podanie ARI samotn®ho aj 

v kombin§cii s EE tento pokles eġte viac zn²ģilo, avġak nie signifikantne (Obr. 1A). V teste 

rozpozn§vania nov®ho objektu sme nepozorovali vplyv SPS na pamªŠ, na rozdiel od 

predch§dzaj¼cich ġt¼di², ktor® demonġtrovali u SPS zvierat kratġ² ļas s novĨm predmetom [11]. 

Stresovan® zvierat§ sa ļastokr§t javia ako viac bdel® a ostraģit® voļi okoliu a novĨm 

predmetom, ļo by mohlo zachovaŠ ich z§ujem o novĨ predmet, ļo mohlo zmierniŠ negat²vny 

¼ļinok stresu na pamªŠ. Zauj²mavĨm pozorovan²m bol signifikantne kratġ² ļas pre sk¼manie 

nov®ho objektu u skupiny SPS + ARI + EE v porovnan² s SPS + VEH (Obr. 1C). Tento vĨsledok 

m¹ģe naznaļovaŠ, ģe hoci EE je sp§jan® s kognit²vnymi benefitmi [12] jeho kombin§cia s 

aripiprazolom v podmienkach post-traumatick®ho stresu m¹ģe maŠ odliġn® ¼ļinky. ńalej sme 

analyzovali expresiu markera progenitorovĨch buniek Sox2. Real-Time PCR nepreuk§zala 

vĨrazn® zmeny hlad²n Sox2 mRNA medzi jednotlivĨmi experiment§lnymi skupinami (Obr. 

2B). Takisto sme nepozorovali signifikantn® rozdiely v poļte Sox2 buniek (Obr. 2A). Naġe 

vĨsledky naznaļuj¼, ģe SPS samotnĨ ani v kombin§cii s ARI a EE neovplyvŔuj¼ poļet 

neuron§lnych progenitorovĨch buniek v GD. Merali sme aj expresiu doublekort²nu (DCX), 

markera buniek v ġt§diu diferenci§cie do nezrelĨch neur·nov. OpªŠ sme nenaġli vĨrazn® 

rozdiely v expresii mRNA medzi jednotlivĨmi skupinami. Iba SPS + ARI zvierat§ mali mierne 

zn²ģen¼ hladinu mRNA v porovnan² s ostatnĨmi skupinami (Obr. 2C). Stres m§ r¹zne ¼ļinky 

na markery neurogen®zy, vr§tane zvĨġenia aj zn²ģenia ich expresie, priļom t§to variabilita m¹ģe 

byŠ sp¹soben§ r¹znymi faktormi ako je typ stresoru, jeho trvanie, intenzita a sledovan§ oblasŠ 

mozgu. Bolo preuk§zan®, ģe vplyv stresu na neurogen®zu z§vis² aj od doby po vystaven² SPS 

[13]. Vplyv SPS na bunkov¼ prolifer§ciu nenaġli hneŅ, 1 tĨģdeŔ ani 4 tĨģdne po SPS, avġak 
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pozorovali o 30 % menej neur·nov, ktor® vznikli tĨģdeŔ po SPS a ich poļet bol zn²ģenĨ 

nasleduj¼ce 3 tĨģdne. KeŅģe prolifer§cia tĨģdeŔ po SPS nebola zmenen§, tento pokles 

pravdepodobne odr§ģa niģġiu mieru preģitia neur·nov vzniknutĨch niekoŎko dn² po SPS [14]. 

Je zn§me, ģe ARI zvyġuje prolifer§ciu buniek, diferenci§ciu a dozrievanie neuroblastov a 

inhibuje apopt·zu neur·nov v HIP adolescentnĨch a dospelĨch zvierat [15]. My sme vġak 

takĨto efekt ARI nepozorovali, ļo tieģ mohlo byŠ sp¹soben® dobou pod§vania antipsychotika. 

Z²skan® vĨsledky naznaļuj¼, ģe SPS zvĨġilo aktiv§ciu buniek v GD hipokampu, ktor§ bola 

potlaļen§ ARI v kombin§cii s obohatenĨm prostred²m. Avġak SPS, ARI samotnĨ ani 

v kombin§cii s EE, 7 tĨģdŔov po vystaven²  SPS neovplyvnili neurogen®zu a pamªŠ (t¼ dokonca 

zhorġilo kombinovan® vystavenie ARI a EE. 

 

 
 

Obr. 1. Poļet pCREB (A) a ȹFosB (B) imunopozit²vnych buniek v ROI a ļas zvierat str§venĨ s novĨm 

predmetom (C). 
A ï poļet pCREB imunopozit²vnych buniek; B ï poļet ȹFosB imunopozit²vnych buniek; C ï ļas zvierat 

str§venĨ s novĨm predmetom v teste rozpozn§vania nov®ho predmetu. VEH ï kontroln§ skupina; SPS + VEH ï 

zvierat§ vystaven® SPS; SPS + ARI ï zvierat§ vystaven® SPS, ktorĨm bol pod§vanĨ aripiprazol; SPS + ARI + 

EE ï zvierat§, vystaven® SPS ktorĨm bol pod§vanĨ aripiprazol a mali obohaten® prostredie. Poļet buniek bol 

r§tanĨ v oblasti z§ujmu ROI a spriemerovanĨ. Hodnoty s¼ ud§van® ako priemer Ñ SEM. * p<0,05, ** p<0,01. 

 

 
 

Obr. 2. Relat²vne hladiny mRNA a poļet imunopozit²vnych buniek markerov neurogen®zy. 

A ï poļet Sox2 imunopozit²vnych buniek; B ï relat²vna Sox2 mRNA hladina; C ï relat²vna DCX mRNA 

hladina. VEH ï kontroln§ skupina; SPS + VEH ï zvierat§ vystaven® SPS; SPS + ARI ï zvierat§ vystaven® SPS, 

ktorĨm bol pod§vanĨ aripiprazol; SPS + ARI + EE ï zvierat§, vystaven® SPS ktorĨm bol pod§vanĨ aripiprazol 

a mali obohaten® prostredie. Poļet buniek bol r§tanĨ v oblasti z§ujmu ROI a spriemerovanĨ.  

Hodnoty s¼ ud§van® ako priemer Ñ SEM. 
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Z§ver 

Naġe vĨsledky preuk§zali, ģe SPS viedlo k zvĨġenej aktiv§cii buniek v gyrus dentatus 

hipokampu, ļo sa prejavilo n§rastom ȹFosB-pozit²vnych buniek. Tento efekt bol zmiernenĨ 

podan²m ARI v kombin§cii s obohatenĨm prostred²m. Napriek oļak§vaniam sme vġak 

nezaznamenali signifikantn® zmeny v neurogen®ze ani kognit²vnych funkci§ch, a preto je 

nevyhnutnĨ Ņalġ² vĨskum. 
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Abstract 
Tick-borne encephalitis virus (TBEV) is one of the most widespread viruses of the Flaviviridae family in 

our region and throughout Europe in recent decades. In humans, TBEV can cause a severe neurological disease 

known as tick-borne encephalitis, which can be fatal. The main vectors of TBEV are ticks of the genera Ixodes, 

Dermacentor and Haemaphysalis, in our region mainly ticks of the species Ixodes ricinus. TBEV is transmitted to 

the host through the saliva of infected ticks. Tick saliva also contains a cocktail of immunomodulators that 

manipulate host immunity at the bite site, which not only allows them to suck blood, but this immunosuppressed 

site promotes transmission and replication of the transmitted pathogen, in our case TBEV. However, information 

on the manipulation of host antiviral defences by tick saliva is still limited. In this work, we demonstrated the 

inhibitory effect of gene expression for several PRR molecules and antiviral proteins. The highest level of 

inhibition was noted for interferon genes. 

 

Keywords: keratinocytes; immune response; tick salivary glands; bioactive substances 

 

Introduction and goal formulation 

One of the most dangerous and widespread arboviruses in our country is the tick-borne 

encephalitis virus (TBEV). TBEV is responsible for causing tick-borne encephalitis, a disease 

that can present as a common febrile illness but may also lead to severe neurological 

complications [1]. TBEV belongs to arthropod-borne viruses, (arboviruses), ticks from the 

Ixodes and Dermacentor genus are the primary vector and reservoir host of TBEV. These ticks 

transmit the virus to the host during their feeding on the hostËs blood [2].  

The skin is the gateway for tick-borne TBEV. Resident skin cells, keratinocytes, 

fibroblasts and immune cells such as macrophages, dendritic cells, neutrophils, are targets for 

TBEV and the resulting antiviral defence [3].  

Generally, mammalian nucleated cells recognize the nucleic acids of tick-borne viruses, 

a type of pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), by means of a number of receptors 

that serve to recognize these pathogen molecular patterns (so-called pathogen recognition 

receptors, PRRs). Viral antigens are identified by transmembrane surface- or endosomally-

localized PRRs, such as Toll-like receptors (TLRs), melanoderm differentiation-associated 

gene 5 (MDA5), retinoic acid-inducible gene (RIG-I), and cytosolic DNA receptor cyclic GMP-

AMP synthase (cGAS). Depending on the localization within subcellular compartments, PPR 

activation can lead to the expression of interferons (IFN) or inflammatory cytokines [4].  
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In interactive triangle tick-host-pathogen transmitted by the tick, ticks are not passive 

partners. Using pharmacologically active compounds in saliva, ticks modulate both cutaneous 

and systemic immune defenses of their hosts, which is subsequently exploited by tick-borne 

pathogens, including TBEV, to successfully multiply in the gateway and further spread to target 

organs [5 ï 7].  

In the upper skin layers, keratinocytes as a predominant non-immune cell types, play a 

critical role in viral replication and early immune response activation.  The aim of this work 

was to follow the course of TBEV infection and the effect of I. ricinus tick saliva substances in 

human skin keratinocytes after treatment with TBEV-infected salivary gland extract (SGE). 

Using gene-specific primers and semiquantitative q-PCR, we investigated the effect of TBEV 

and TBEV-infected saliva on the expression of selected genes associated with the early antiviral 

immune response of keratinocytes. 

 

Material and Methods 

Tick-borne encephalitis virus - strain Hypr: Collection of BMC VĐ SAV, was 

propagated on the brains of new-born mice of the BALB/c strain. 

HaCaT cell line: spontaneously transformed from keratinocytes, propagated in 

complete DMEM medium (Dulbecco's modified Eagle's medium, Lonza) supplemented with 

10% foetal bovine serum (FBS, Lonza), 1% L-glutamine and antibiotics (penicillin at 10000 

U/ml and streptomycin at 10000 ɛg/ml, both from Lonza). at 37ÁC in an atmosphere with 

5% CO2.  

Infection of ticks and preparation of salivary glands extracts for experiments: Female 

Ixodes ricinus ticks were infected intracoxally with TBEV-Hypr (50 nL), TBEV concentration 

in the stock aliquot was 109 PFU/ml. Following the incubation period (3 weeks), the ticks fed 

on BALB/c mice for three days. After feeding, the tickôs salivary glands were removed, salivary 

gland extracts (SGEs) were prepared by previously described method [8] and long-term stored 

at -80ÁC. We prepared three sets of infectious salivary gland extracts derived from a pool of 

infected ticks feeding together on a single host. Despite the same initial TBEV concentration 

with which ticks were inoculated, after partial feeding of the ticks on laboratory mice, the final 

TBEV titer levels in SGEs differed.  

Plaque titration assay: TBEV titers in infected SGE as well as in infected keratinocytes 

were determined using a plaque assay on the Porcine kidney stable (PS) cell line. To a 

suspension of 120,000 PS cells, we added 100 ml of virus dilution (concentration - 105 PFU/ml). 

Each dilution was verified in duplicate.  
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Cell Infection: We monitored the effects of infectious I. ricinus salivary gland extracts 

(SGEs) on the expression of selected genes associated with the antiviral immune response 

within 72 hours after infection. To do this, we infected 24-hour cell cultures (10^6 cells) with 

infectious SGEs, TBEV alone, and non-infectious SGEs as controls. The titers of TBEV itself 

used for cell processing corresponded to the TBEV concentrations in infectious SGE (Tab.1). 

The amount of non-infectious SGE used (in pieces) corresponded to the amount of infectious 

SGE used. Supernatants and cell samples were collected at 24-, 48-, and 72-hours post-infection 

for further analysis.  

RNA Isolation: Total RNA was isolated from infected keratinocytes using the GenJet 

RNA Purification Kit (Thermo Scientific), following the manufacturer's protocol. The RNA 

concentration was measured with a NanoDrop One C (Thermo Scientific) at a wavelength of 

260 nm and was stored long-term at -80ÁC. 

RNA Transcription: RNA was transcribed into complementary DNA (cDNA) using a 

commercially available First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific). Following the 

manufacturer's instructions, 500 ng of RNA was transcribed into the first strand of cDNA using 

100 ÕM random primers. This transcribed cDNA was subsequently used as a template for semi-

quantitative real-time PCR reactions. 

Real-time PCR: The effect of TBEV (Tick-borne encephalitis virus) on the expression 

of genes associated with the antiviral response was monitored using semi-quantitative real-time 

PCR, (MAXIMA Sybr Green/ROX kit, Thermo Scientific) along with gene-specific primers 

that were designed for the target genes. The working concentration of the primers was set to 0.3 

ÕM. We added 300 ng of cDNA to 10 Õl reaction mixtures. The qPCR temperature program 

was set according to the manufacturer's guidelines; depending on the primer sequences, the 

annealing and polymerization temperatures were set to 60ÁC. Reactions were carried out in a 

StepOnePlus Real-time PCR thermocycler (Applied Biosystems, USA). Gene expression was 

analysed by the ȹȹCt (delta-delta Ct) method, the resulting Ct mean values target genes were 

compared against ɓ-actin values and the control group, which consisted of uninfected cells. 

 

Results and discussion 

In this study, we investigated the impact of tick SGE molecules on the expression of 14 

selected genes (TLR3, TLR4, RIG-I, MDA5, IRF3, IFN-ɓ1, IFN-ɚ1, IFNAR1, IFNɚ-R1, 

OAS1, MXA, ISG56, Myd88, and PKR) associated with the innate antiviral defense in human 

skin keratinocytes induced by TBEV infection  during the first 72 hours following infection. In 

our study, we used TBEV-SGE with infectious titer of TBEV. 
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Tab. 1. Titers of infectious SGE. 

Results of the titers for all three groups of SGE used to infect skin cells are presented as log10. 

 

 24h 48h 72h 

M3 8x102  4x 104  5,5x104 

M9 6,5x102  10,5x104 7,5x105 

M10 1,3x104 6x105 3,5x105 

 

Using q-PCR, in HaCaT cells infected by TBEV we detected activation of expression 

of almost all monitored genes, except inhibited IFNb1, IFNl1 and unaffected TLR4 and Myd88 

genes. In keratinocytes treated by TBEV-infected SGE, we observed increased expression of 

the genes we detected specifically for IFNlR1, MxA and MDA-5. In the case of non-infectious 

SGE treatment of skin keratinocytes during the first 24 hours of infection, we see a minimal 

effect on the expression of the genes studied, except for the genes for PKR and Myd88. We 

have identified high gene expression for TLR4 and IFNl-R1, but this needs to be verified (Fig. 

1).  

 

 
 

Fig. 1. Expression of target genes in HaCaT-CLS cells 24 hours after infection with TBEV and 

with infectious and non-infectious SGE.  

 

In 48 h.p.i, in virus-infected cells, we observed a slight increase in the expression of 

most of the genes examined, except for TLR4, IFN l1, ISG56, and PKR, which exhibited 

inhibition. In cells treated with infectious SGEs, we noted an increase in gene expression of 

TLR4, MDA-5, RIG-I, MxA, OAS, ISG56, Myd88, and PKR (Fig.2). Other genes showed 

inhibition during this time interval. We also observed a suppression of expression in cells treated 

with non-infectious SGEs, except for the IFN l-R1 gene, which we will need to verify.  
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Fig. 2.  Expression of target genes in HaCaT-CLS cells 48 hours after infection with TBEV and with 

infectious and non-infectious SGE.  

 

Compared to previous time intervals, we observed increased expression of genes for 

IRF3, MxA and IFN-ɓ1 (although its increased expression needs to be verified) 72 hours after 

infection of cells with infectious SGEs. For the other monitored genes, we observed a slow 

attenuation of their expression. Infection of keratinocytes with TBEV alone activated the 

expression of genes for MDA-5, RIG-I, ISG56, PKR, and MxA. We also detected an increase 

in the expression of OAS and IFNl-1, but this needs to be verified. Non-infectious SGE did not 

activate expression, except for genes for IFNl-1 and IFN-ɓ1.  

 

 
 

Fig. 3. Expression of target genes in HaCaT-CLS cells 72 hours after infection with TBEV and with 

infectious and non-infectious SGE.  
 

Conclusion 

Our results show that substances present in the saliva of infected ticks affect the 

expression of genes affected by TBEV infection. During the entire study period, we found an 

inhibitory effect of substances in the infectious SGE on the expression of TLR3, RIG-I and 

OAS1 activated by TBEV. We also detected their inhibitory effect on the expression of ISG56, 

Myd88 and PKR, however, with a temporary supporting effect 48h.p.i. Substances in the 

infectious SGE also have a negative effect on the expression of IRF3 and IFNAR1 induced by 

TBEV, but only during the first 48 hours of infection. Only in the case of MxA, we noted an 

enhancing effect of substances in the infectious saliva on the expression of genes activated by 

TBEV during the entire 72 h. On the other hand, 72h.p.i. significantly inhibited the significant 

activation of IFNl1 induced by TBEV. The latest knowledge on biomolecules involved in the 

innate immune response to tick bites is based on studies limited to 2-3 tick species. 
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Manipulation of virus-induced IFN signaling (Thogoto) by targeting the Mx1 gene using tick 

salivary gland extracts (SGE) was first proposed by Dessens and Nuttall (1998) [9]. A 

promoting effect on virus spread, probably due to the action of substances in the SGE of 

Rhipicephalus appendiculatus or D. reticulatus on the IFN-a/b receptor, was observed by 

Hajnicka et al. (1998) [10]. In vitro, Lieskovska et al. (2015) [11] reported a promoting effect 

of a specific substance from I. scapularis saliva - sialostatin on TBEV replication in mouse bone 

marrow dendritic cells by reducing the phosphorylation of STAT-1 and STAT-2, thereby 

attenuating IFN-beta signaling.  
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Abstract  
Preparation of a method for determining Lon protease activity 

Lon protease, belonging to the ATP-dependent proteases, performs many functions necessary for the 

proper functioning of the cell. For its activity, it requires Mg2+ and ATP. Protease activity depends on the accurate 

concentration of components to avoid the inhibitory effect of the reaction. Currently, this serine protease is studied 

mainly in the field of cancer treatment. Bacterial Lon protease exhibits anti-oncogenic activity. This knowledge 

will allow us to search for new ways to treat cancer. In this work, we optimized activity reactions using several 

methods and prepared a principal protocol for meassuring activity of Lon protease.  

 

Keywords: Escherichia coli; Lon protease; activity assay 

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

Prote§zy s¼ jedny z najd¹leģitejġ²ch enzĨmov v biotechnologickom priemysle. 

Mikrobi§lna diverzita zabezpeļuje prote§zy s r¹znymi vlastnosŠami, ktor® sa vyuģ²vaj¼ v 

potravin§rskom, ļistiacom, kozmetickom a farmaceutickom priemysle. Prote§zy 

v bakteri§lnych bunk§ch plnia funkciu regul§torov, ktor² zasahuj¼ do dejov ako je diferenci§cia, 

virulencia a adapt§cia ako odpoveŅ na r¹zne sign§ly [1, 2].  

Bakteri§lna Lon prote§za patr² medzi ATP-dependentn® prote§zy, konkr®tne do AAA+ 

superrodiny prote²nov. T§to ġpecifick§ ser²nov§ prote§za zohr§va v bunk§ch viacer® d¹leģit® 

¼lohy, ako je selekt²vna proteolĨza abnorm§lnych prote²nov, ako aj regulaļnĨch prote²nov 

[3, 4]. Ġtrukt¼ra pozost§va z AAA+ dom®ny, P a N dom®ny [5]. Pre jej aktivitu s¼ potrebn® 

viacer® komponenty, predovġetkĨm ATP a MgCl2 [4]. Prote§zov§ aktivita je z§visl§ od 

spr§vnych koncentr§cii MgCl2, ATP, substr§tu, ako aj pH. Pri nespr§vnom odhadnut² 

koncentr§ci² m¹ģe d¹jsŠ k inhib²cii prote§zovej aktivity [6].  

Naġim cieŎom bolo zoptimalizovaŠ podmienky reakcie stanovenia aktivity Lon prote§zy 

a na z§klade toho vytvoriŠ protokol pre lepġie vyhodnocovanie Ņalġ²ch vĨsledkov 

experimentov. 
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Materi§l a met·dy 

Pouģit® bakteri§lne kmene 

V naġej pr§ci sme pouģ²vali kmeŔ E. coli BL21 (DE3) s plazmidom pET28a-Lon pre 

heterologick¼ expresiu Lon prote§zy. 

Stanovenie koncentr§cie prote²nov 

Koncentr§ciu prote²nov vo vzork§ch sme stanovovali Bradfordovou met·dou, priļom 

ako ġtandard sme pouģili BSA.  

SDS-PAGE 

Vzorky sme separovali pomocou SDS-PAGE met·dou podŎa Laemmliho [7].  

Western blot 

Po SDS-PAGE sme g®l preblotovali na PVDF membr§nu a nechali interagovaŠ 

s protil§tkami.  

 Protokol na meranie aktivity  

Aktivitu sme merali vo viacerĨch vzork§ch z chromatografie aj zo sonik§cie. Reakļn§ zmes 

(Tab. 1., Tab. 2.) sa inkubovala v trepaļke pri 37 ÁC 30 a 60 min¼t. N§sledne bola reakcia 

ukonļen§ vychladenou 20 % kyselinou trichl·roctovou (TCA) v objeme 200 Õl. Vzorky sa dali 

na 10 min do chladniļky a potom sa centrifugovali 10 min/ 13 400 rpm/ 4 ÁC. Absorbancia bola 

meran§ z takto pripraven®ho supernatantu. V druhom pr²pade sa reakcia ukonļila farbiļkou 

Coomassie Briliant Blue v objeme reakcie a vzorky sa nechali denaturovaŠ 10 min pri 95 ÁC, 

a vĨsledky sa vyhodnotili SDS-PAGE met·dou. 

 

Tab. 1. Reakļn§ zmes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Komponenty Reakcia 1 (Õl) Reakcia 2 (Õl) 

TrisHCl pH 8, 50 mM 114 46 

DTT 1 mM/ 5 mM 2 10 

ATP 2 mM 4 4 

MgCl2 10 20 

Kaze²n 1 % 50 100 

Lon prote§za (3 Õg/Õl) 20 20 
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Tab. 2. Reakļn§ zmes. 

 

 

VĨsledky a diskusia 

Vzorky po heterologickej expresii a homogeniz§cii boli preļisten® pomocou 

i·nomeniļovej chromatografie. Z kaģd®ho kroku boli vģdy odobrat® vzorky na SDS-PAGE 

analĨzu (Obr. 1.) a v pr²pade solubilnĨch frakci² aj na stanovenie aktivity. Pomocou Western 

blotom sme dok§zali pr²tomnosŠ Lon prote§zy v r¹znych frakci§ch, aj kvalitat²vne mnoģstvo. 

Bradfordovou met·dou sme zisŠovali koncentr§ciu prote²nov vo vzork§ch, aby sme vedeli 

pribliģne urļiŠ mnoģstvo Lon prote§zy potrebn® na meranie aktivity (Tab. 3.). N§sledne sme 

optimalizovali podmienky reakcie merania aktivity, vr§tane komponentov, ļasu, koncentr§cii. 

Na z§klade vĨsledkov z Bradfordovej met·dy sme urļili potrebn® mnoģstvo Lon prote§zy 

v objeme 20 Õl.  

 

 
 

Obr. 1. SDS-PAGE ï Lon prote§za. 

Anex chromatografia. 1. marker molekulovĨch veŎkost² prote²nov; 2. premĨvanie anex; 3. nezachyten§ frakcia 

anex; 4. prv§ homogeniz§cia solubiln§ frakcia; 5. prv§ homogeniz§cia nesolubiln§ frakcia; 6. druh§ 

homogeniz§cia solubiln§ frakcia; 7. druh§ homogeniz§cia nesolubiln§ frakcia; 8. el¼cia anex pri 200 mM NaCl; 

9. el¼cia anex pri 500 mM NaCl. 

 

Tab. 3. Bradford ï vzorky z chromatografie a solubilnej frakcie po homogeniz§cii.  

Kalibraļn§ krivka bola zostaven§ BSA ġtandardom. 

 

Vzorky  Priemer  OdchĨlka  Koncentr§cia (mg/ml) 

Supernatant 1,3975 0,06026 1,6255249 

El¼cia pri 50 % eluļn®ho 

ļinidla  
0,9343 0,02205 0,930863827 

Komponenty Reakcia 3 (Õl) Reakcia 4 (Õl) 

TrisHCl pH 8, 100 mM 20 10 

MgCl2 5 mM 2,5 2,5 

NaCl 10 mM 5 5 

ATP 2 mM 1 1 

BSA 0,45 mg/ml 15 15 

Lon prote§za 100 Õg/ml 5 15 

dH2O 1,5 1,5 
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V naġej pr§ci sme sa venovali najsk¹r reakci§m s kaze²nom ako vġeobecnĨm substr§tom 

pre prote§zy. Optimalizovali sme mnoģstvo MgCl2 aj DTT, z§roveŔ aj mnoģstvo substr§tu (Tab. 

1.). Meranie aktiv²t prebiehalo pomocou merania absorbancie pri 280 nm (Tab. 4.). Na z§klade 

naġich zisten² sme vġak dosiahli nekonzistentn® vĨsledky uģ pri spracovan² ļist®ho tyroz²nu, 

ktorĨ mal sl¼ģiŠ ako ġtandard a preto sme museli met·du optimalizovaŠ.  

 

Tab. 4. Stanovenie aktivity pomocou merania absorbancie pri 280 nm.  

Nameran® hodnoty absorbancie a vĨpoļet koncentr§cie pomocou tyroz²nov®ho ġtandardu. 

 

Vzorka Absorbancia OdchĨlka 
Koncentr§cia 

(mg/ml) 

Kontrola bez lon 

prote§zy 
0,66073 0,4872 28,96 

Kontrola bez ATP 0,20075 0,00627 8,43 

Homogeniz§cia 

solubiln§ frakcia 
2,14284 0,28719 95,13 

PremĨvanie anex 1,82722 0,14573 81,04 

Nezachyten§ frakcia 

anex 
2,01879 0,09458 89,59 

20 % eluļn®ho 

ļinidla 
1,88373 0,11052 83,56 

50 % eluļn®ho 

ļinidla 
1,60204 0,30462 70,99 

 

Z toho d¹vodu sme dan¼ reakciu navĨġili o kaze²n (100 Õl), a kvalitat²vne sme 

vyhodnocovali aktivitu pomocou SDS-PAGE (Obr. 2.). 1 % kaze²n na g®li vytv§ral 3 bandy, ļo 

sŠaģovalo vyhodnotenie g®lu, a teda ļi sa danĨ substr§t degraduje v d¹sledku aktivity Lon 

prote§zy.  

 

 
 

Obr. 2. SDS-PAGEï aktivita Lon prote§zy.  

Substr§t je 1 % kaze²n. Reakcia 2. 5 Õl vzorky. 30 min reakcia. 1. marker molekulovĨch veŎkost² prote²nov; 2. 

el¼cia pri 500 mM NaCl; 3. el¼cia pri 200 mM NaCl; 4. homogeniz§cia solubiln§ frakcia; 5. homogeniz§cia 

solubiln§ frakcia; 6. kontrola bez Lon prote§zy; 7. kontrola bez Lon prote§zy; 8. Kontrola bez ATP; 9. kontrola 

bez ATP; 10. kontrola bez MgCl2. 35 kDa 1 % kaze²n; 87,4 kDa Lon pote§za. 
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V d¹sledku Šaģkost² s vyhodnoten²m degrad§cie kaze²nu, sme pouģ²vali ako substr§t 

BSA (Tab. 2.). Vybran® vzorky s²ce nepreuk§zali prote§zov¼ aktivitu, ale vizu§lne bolo moģn® 

jednoducho kvalitat²vne vyhodnotiŠ experiment (Obr. 3.). Profil Lon prote§zy sme porovnali s 

SDS-PAGE g®lom z chromatografie. 

 

 
 

Obr. 3. SDS-PAGEï aktivita Lon prote§zy.  

Substr§t BSA. Reakcia 3. 10 Õl vzorky. A) 1. marker molekulovĨch veŎkost² prote²nov; 2. BSA; 3. 

homogeniz§cia solubiln§ frakcia 30 min; 4. homogeniz§cia solubiln§ frakcia 60 min.; 5. el¼cia pri 200 mM NaCl 

30 min; 6. el¼cia pri 200 mM NaCl 60 min; 7. el¼cia pri 500 mM NaCl 30 min; 8. el¼cia pri 500 mM NaCl 60 

min.; B) 1. marker molekulovĨch veŎkost² prote²nov; 2. kontrola bez ATP 30 min; 3. kontrola bez ATP 60 min; 4. 

kontrola bez Lon prote§zy 30 min; 5. kontrola bez Lon prote§zy 60 min.  

 

N§sledne sme overili optimalizovan¼ reakciu na komerļnej Lon prote§ze, vĨrobcovia 

vġak nezaruļuj¼ aktivitu Lon prote§zy. VĨsledky experimentu preuk§zali enzĨm bez aktivity 

(Obr. 4.). 

 

 
 

Obr. 4. SDS-PAGEï aktivita komerļnej Lon prote§zy.  

Substr§t je BSA. Reakcia 4. 10 Õl vzorky. 1. marker molekulovĨch veŎkost² prote²nov; 2. BSA; 3. Lon prote§za 

30 min; 4. Lon prote§za 60 min; 5. kontrola bez Lon prote§zy 30 min; 6. kontrola bez Lon prote§zy 60 min; 7. 

kontrola bez ATP 30 min; 8. kontrola bez ATP 60 min. 

 

Z§ver 

V naġej pr§ci sme sa zaoberali optimaliz§ciou merania aktivity Lon prote§zy. Vytvorili 

sme z§kladnĨ protokol, ktorĨ budeme m¹cŠ aplikovaŠ pri Ņalġ²ch experimentoch. Meranie 

aktivity sme optimalizovali pomocou SDS-PAGE a spektrometrie. VĨsledky s²ce nepotvrdili 

aktivitu prote²nu, ale umoģnili n§m zoptimalizovaŠ aspoŔ z§kladn® parametre merania. 
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Dok§zali sme n§jsŠ vhodnĨ substr§t v podobe BSA, kde na z§klade vizualiz§cie vieme pos¼diŠ 

aktivitu enzĨmu.  
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Abstract 

 Effect of L-arginine on the solubility of the fusion protein Trx-BmITPL produced in Escherichia coli 

This work focuses on the optimization of insect neuropeptide production, specifically the ion transport 

peptide-like (ITPL) from Bombyx mori, using a bacterial expression system. The main objective was to identify 

optimal cultivation conditions for Trx-BmITPL expression in different media (LB, TB, and Dynamite Broth) and 

to test various Escherichia coli strains (BL21(DE3) and C41(DE3)) to maximize protein yield and solubility. 

Expression experiments were conducted at different temperatures and with various induction strategies, while 

protein yield and solubility were assessed using SDS-PAGE analysis. Additionally, the study aimed to scale up 

Trx-BmITPL production in a bioreactor and purify the protein using chromatography. The results showed that the 

highest Trx-BmITPL solubility was achieved in the BL21(DE3) strain cultivated in TB medium at a reduced post-

induction temperature on 20 ÁC This research provides valuable insights for efficient recombinant production of 

insect neuropeptides, with potential applications in basic research and biotechnology. 

 

Keywords: neuropeptides; solubility; ion-transport- like peptide 

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

Hmyzie neuropeptidy patria medzi najd¹leģitejġie sign§lne molekuly v nervovom a 

endokrinnom syst®me hmyzu. Tieto molekuly sa syntetizuj¼ v centr§lnom nervovom syst®me 

(CNS) a endokrinnĨch ģŎaz§ch, priļom ich expresia m¹ģe byŠ z§visl§ od vĨvojov®ho ġt§dia a 

pohlavia [1].VĨskum neuropeptidov je obzvl§ġŠ vĨznamnĨ pre pochopenie homeostatickĨch 

mechanizmov, ktor® s¼ kŎ¼ļov® pre adapt§ciu organizmov na meniace sa environment§lne 

podmienky [2]. 

ITP-like peptidy patria do rodiny CHH peptidov a s¼ ġiroko konzervovan® medzi 

druhmi hmyzu, vr§tane Lepidoptera [3]. Tieto peptidy boli identifikovan® aj v Bombyx mori, 

kde sa uk§zalo, ģe ich funkcie presahuj¼ r§mec jednoduch®ho osmotick®ho vyrovn§vania.  

Produkcia rekombinantnĨch hmyz²ch prote²nov, ako je BmITP-L, ļasto nar§ģa na 

probl®m n²zkej rozpustnosti, ļo m¹ģe obmedziŠ ich funkļn¼ analĨzu a aplik§cie. Na zvĨġenie 

rozpustnosti tĨchto prote²nov sa vyuģ²vaj¼ r¹zne strat®gie, ako je optimaliz§cia expresnĨch 

podmienok, f¼zia s rozpustnĨmi partnermi alebo pouģitie chaper·nov [4]. 

CieŎom tejto pr§ce bola optimaliz§cia kultivaļnĨch podmienok, vyuģit²m viacerĨch 
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hostiteŎskĨch kmeŔov a kultivaļnĨch m®di², na pr²pravu expresnĨch kmeŔov E. coli, ktor® s¼ 

schopn® produkovaŠ hmyzie neuropeptidy, v naġom pr²pade BmITP-L. Ļiastkov® ciele pr§ce 

boli nasledovn®:  

¶ ZvĨġenie solubility Trx-BmITPL f¼zneho prote²nu 

¶ VeŎkokapacitn§ produkcia prote²nu vo fermentore 

 ¶ Purifik§cia BmITP-L 

 

Materi§l a met·dy 

Pouģit® bakteri§lne kmene- Zoznam pouģitĨch bakteri§lnych kmeŔov, ako aj ¼ļel ich 

pouģitia je zobrazenĨ v Tab. 1. 

 

Tab. 1. Pouģit® bakteri§lne kmene. 

 

KmeŔ Genotyp Zdroj Đļel 

BL21 (DE3) 

fhuA2 [lon] ompT gal (ɚ DE3) [dcm] 

æhsdS ɚ DE3 = ɚ sBamHIo æEcoRI-B 

int::(lacI::PlacUV5::T7 gene1) i21 

ænin5 

Novagen ProdukļnĨ kmeŔ 

C41 (DE3) 
F ï ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm 

(DE3) 
Lucigen ProdukļnĨ kmeŔ 

 

Plazmid - Na produkciu prote²nu bol pouģitĨ plazmid pJK100EK-BmITPL zn§zornenĨ na 

Obr. 1. 

 

 
 

Obr. 1. Mapa pouģit®ho plazmidu pJK100EK-BmITPL [5]. 
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 Kultiv§cia a expresia v ErlenmeyerovĨch bank§ch- Bunky boli preoļkovan® do 50ml 

LB m®dia s pr²davkom gluk·zy a  antibiotika. Po dosiahnut² OD600 hodnoty 0,5 sa expresia 

indukovala pridan²m IPTG v koncentr§ci² 0,2 mmol.dm3. V priebehu Ņalġ²ch 4 hod²n sa 

odoberali hodinov® vzorky. Po skonļen² 4-hodinovej expresie sa zvyġn§ kult¼ra preliala do 

50ml falkoniek a centrifugovala (10 min, 4 ÁC, max ot§ļky). 

 Ferment§cia v bioreaktore ï Kultiv§cia prebiehala v TB m®diu pri 20 ÁC s aer§ciou a 

mieġan²m. Pri OD600 = 0,7 bola expresia indukovan§ 0,2 mmol/dmį IPTG a ferment§cia 

pokraļovala cez noc. Po ukonļen² boli bunky separovan® centrifug§ciou a pelet uskladnenĨ pri 

-20 ÁC. 

 Homogeniz§cia pomocou ultrazvuku BunkovĨ pelet bol resuspendovanĨ v lyzaļnom 

tlmivom roztoku 50 mmol.dm3 Tris-HCl pH 8,0, 500 mmol.dm3 NaCl, 75 mmol.dm3 L-arginin, 

10% glycerol) a lyzovanĨ ultrazvukovou sonik§ciou na Ŏade. Homogeniz§cia prebiehala v 

cykloch 15 s pulz / 45s pauza pri 30 % amplit¼de, celkovo 8 min¼t, poļas homogeniz§cie 

vzorky boli uchov§van® v Ŏade. Po lĨze boli vzorky centrifugovan® (10 min, 4 ÁC, max ot§ļky) 

na oddelenie nerozpustnej frakcie. Supernatant bol analyzovanĨ SDS-PAGE na overenie 

expresie prote²nu. 

 

VĨsledky a diskusia 

PrvĨm krokom experimentu bolo urļiŠ optim§lne podmienky pre expresiu Trx-BmITPL 

peptidu. Na tento ¼ļel sme testovali r¹zne kombin§cie hostiteŎskĨch kmeŔov, kultivaļnĨch 

m®di² a tepl¹t inkub§cie. Pouģili sme dva bakteri§lne kmene BL21(DE3) a C41(DE3) a testovali 

tri r¹zne m®di§ ï LB, Dynamite a TB. Expresn® podmienky boli optimalizovan® pri troch 

teplot§ch inkub§cie 37 ÁC, 28 ÁC a 20 ÁC, priļom kaģd§ kombin§cia bola analyzovan§ pomocou 

SDS-PAGE.  

 

 
 

Obr. 2. Expresia BmITPL v bunk§ch BL21 (DE3) s vektorom pJK100EK- pri 20 ÁC v TB m®diu.  

1. dr§ha ï Color Prestained Protein Standard, Broad Range, 2. dr§ha ï vzorka pred indukciou, 3. dr§ha ï 

1 hodina po indukcii expresie, 4. dr§ha ï 2h po induckii, 5. dr§ha ï 3h po indukcii, 6. dr§ha ï 4h po indukcii, 

7. dr§ha ï nerozpustn§ frakcia prote²nu (pelet), 8. dr§ha ï prote²n v supernatante. 
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ńalġ²m krokom bolo zvĨġiŠ solubilitu exprimovan®ho prote²nu. Preto sme do 

homogenizaļn®ho pufra pridali r¹zne adit²va (Triton-x-100, trehal·za, L-argin²n, L-argin²n 

s kombin§ciou glycerolu) na stabiliz§ciu prote²nov. Testovali sme viacer® pr²davn® l§tky a 

zistili sme, ģe najlepġie vĨsledky boli dosiahnut® pri pouģit² L-argin²nu s glycerolom. Tieto 

l§tky pomohli stabilizovaŠ prote²n a zabr§nili jeho agreg§cii do nerozpustnej frakcie. 

 

 

 

Obr. 3. Expresia BmITPL v bunk§ch BL21 (DE3) s vektorom pJK100EK- pri 20 ÁC v TB m®diu.  

1. dr§ha ï Color Prestained Protein Standard, Broad Range, 2. dr§ha ï vzorka pred indukciou 3. dr§ha ï 1 hodina 

po indukcii expresie, 4. dr§ha ï 2h po induckii, 5. dr§ha ï 3h po indukcii, 6. dr§ha ï 4h po indukcii, 7. dr§ha ï 

nerozpustn§ frakcia prote²nu (pelet), 8. dr§ha ï prote²n v supernatante.  

 

V poslednej dr§he viditeŎnĨ p§s pri 24 kDa (Obr. 3) , naznaļuje, ģe prote²n je v tomto 

pr²pade rozpustnĨ.  

Druh§ ļasŠ pr§ce bola zameran§ na produkciu BmITPL peptidu v bioreaktore. Pri tejto 

produkcii sme nastavili rovnak® podmienky ako pri expresi§ch v ErlenmeyerovĨch bank§ch, a 

to teplotu 20 ÁC, kultivaļn® m®dium TB a hostiteŎskĨ kmeŔ BL21(DE3). Bioreaktor umoģnil 

presnejġiu kontrolu rastovĨch podmienok a aer§ciou, ļo by malo viesŠ k zvĨġeniu vĨŠaģnosti 

rekombinantn®ho peptidu. 

Aj v tomto pr²pade na zvĨġenie solubility prote²nu sme do homogenizaļn®ho tlmiv®ho 

roztoku prid§vali L-argin²n a glycerol, ļo n§m pomohlo zlepġiŠ jeho rozpustnosŠ. T§to ¼prava 

m¹ģe tieģ viesŠ k efekt²vnejġiemu ļistiacemu procesu, ktor®mu sa v nasleduj¼cich 

experimentoch budeme venovaŠ a to pomocou IMAC chromatografie. 
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Obr. 4. SDS-PAGE analĨza produkcie BmITPL v bioreaktore.  

1. dr§ha ï Color Prestained Protein Standard, Broad Range, 2. dr§ha ï vzorka pred indukciou 3. dr§ha ï vzorka 

po ukonļen² ferment§cie, 4. dr§ha ï prote²n v pelete, 5. dr§ha ï prote²n v supernatante. 

 

Z§ver 

Produkcia BmITPL peptidu bola realizovan§ v dvoch r¹znych syst®moch ï v 

ErlenmeyerovĨch bank§ch a v bioreaktore, priļom v oboch pr²padoch boli pouģit® rovnak® 

kultivaļn® podmienky (20 ÁC, TB m®dium, BL21(DE3)). Zavedenie L-argin²nu a glycerolu do 

homogenizaļn®ho pufra viedlo k zvĨġeniu solubility prote²nu, ļ²m sa dosiahla vyġġia 

dostupnosŠ BmITPL v rozpustnej frakcii. 

Porovnan²m vĨsledkov zo SDS-PAGE analĨz moģno konġtatovaŠ, ģe bioreaktor 

poskytol vyġġiu produkciu a lepġiu rozpustnosŠ prote²nu v porovnan² s kultiv§ciou v 

ErlenmeyerovĨch bank§ch, ļ²m sa potvrdila jeho efekt²vnosŠ pri produkcii hmyzieho BmITPL 

peptidu.  
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Abstract 

The effect of silicon on copper toxicity in aerial parts of sorghum (Sorghum bicolor (L.) Moench) 

The aim of this study was to investigate the effect of silicon (Si) on biomass production, chlorophyll 

content, and stomatal density in sorghum (Sorghum bicolor (L.) Moench) exposed to copper (Cu) stress. 

Chlorophyll content serves as a fundamental indicator of plant stress. In recent years, exogenous silicon application 

has been shown to be effective in alleviating the impact of various abiotic stress, including heavy metal 

contamination. To effectively utilize silicon in mitigating the effects of toxic metals such as copper, it is essential 

to gain a deeper understanding of its physiological effects on plants. The results of our study indicated toxic effect 

of excess doses of copper on growth of sorghum. However, we found out that the addition of Si to Cu treated plants 

did not contribute to better growth, nor photosynthetic pigment production and did not markedly influence stomatal 

density on sorghum leaves. 

 

Keywords: copper; chlorophylls; plant growth and development; silicon; sorghum; stomata. 

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

Cirok dvojfarebnĨ (Sorghum bicolor (L.) Moench) patr² medzi pªŠ najrozġ²renejġ²ch 

obiln²n na svete a predstavuje vĨznamnĨ zdroj potravy pre mili·ny Ŏud². Jeho bezlepkov§ 

povaha a schopnosŠ dosahovaŠ vysok¼ ¼rodu aj pri minim§lnych n§rokoch na pestovanie s¼ 

vĨsledkom jeho odolnosti voļi suchu a vysokĨm teplot§m [1]. Cirok, ako rastlina s C4 

metabolizmom, vykazuje vyġġiu efektivitu v podmienkach s vysokĨmi teplotami a n²zkym 

mnoģstvom zr§ģok v porovnan² s druhmi s C3 metabolizmom. T§to vlastnosŠ ho predurļuje 

ako vhodnĨ modelovĨ organizmus na ġt¼dium fotosynt®zy a adaptaļnĨch mechanizmov 

jednokl²ļnolistovĨch tr§v [2]. 

Pre rastliny je meŅ (Cu) esenci§lny prvok, no v nadbytku tento ŠaģkĨ kov p¹sob² ako 

vĨznamnĨ stresovĨ faktor. Pri nadmernĨch koncentr§ci§ch m¹ģe negat²vne ovplyvŔovaŠ 

kvalitu v¹d, p¹dy a naruġiŠ ekologick¼ rovnov§hu. Zneļistenie meŅou m§ r¹zne zdroje, medzi 

ktor® patria nielen antropog®nne faktory, ako s¼ bansk§ ļinnosŠ, priemyseln® aktivity, 

pouģ²vanie pestic²dov a fungic²dov v poŎnohospod§rstve ļi doprava [3], ale aj pr²rodn® 

procesy, ako s¼ sopeļn§ ļinnosŠ a er·zia p¹dy [4]. MeŅ sa m¹ģe v rastlin§ch akumulovaŠ 

v pletiv§ch, ļo zvyġuje riziko kontamin§cie poŎnohospod§rskych plod²n urļenĨch na priamu 
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spotrebu. Rastliny reaguj¼ na toxick¼ koncentr§ciu Cu poruchami funkcie prieduchov, zn²ģenou 

mierou fotosynt®zy, naruġenou respir§ciou a zn²ģenou aktivitou enzĨmov, ļo m¹ģe viesŠ aģ 

k let§lnemu stavu. Na p¹dach so zvĨġenĨm obsahom Cu m¹ģeme n§jsŠ zakrpaten®, chlorotick® 

rastliny a niģġiu biodiverzitu druhov [5].    K zmierneniu toxickĨch 

¼ļinkov medi m¹ģe pom¹cŠ krem²k (Si), ktorĨ podŎa viacerĨch ġt¼di² zvyġuje odolnosŠ rastl²n 

voļi tĨmto stresom. Krem²k ovplyvŔuje metabolizmus rastl²n a m¹ģe zniģovaŠ absorpciu 

a translok§ciu kovov, ļ²m zvyġuje ich toleranciu voļi toxickĨm prvkom [6]. 

CieŎom pr§ce bolo overiŠ potenci§lny prospeġnĨ ¼ļinok krem²ka na toxicitu medi 

pri ciroku dvojfarebnom. Pouģitie div®ho typu ciroku a jeho mutantn®ho typu v g®ne pre pr²jem 

Si umoģŔuje lepġie pochopiŠ ¼lohu Si pri zmierŔovan² toxickĨch ¼ļinkov medi a identifikovaŠ 

rozdiely v reakcii rastl²n s norm§lnou a obmedzenou schopnosŠou akumul§cie krem²ka 

v nadzemnĨch ļastiach. 

 

Materi§l a met·dy 

V experimentoch sme pracovali so 4-dŔovĨmi kl²ļencami ciroku dvojfarebn®ho 

(Sorghum bicolor (L.) Moench), pestovanĨch 21 dn² v hydrop·ni², priļom sme vyuģili divĨ typ 

(l²nia BTx623) s norm§lnou schopnosŠou akumul§cie krem²ka (WT) a mutantn¼ l²niu (sblsi1; 

M) s vyradenĨm g®nom pre membr§novĨ prote²n lsi1, ktorĨ sprostredk¼va pr²jem Si do buniek 

koreŔov. V r§mci kultiv§cie sme pracovali s nasledovnĨmi 6 variantmi a dvoma genotypmi 

oznaļenĨmi ako WT (divĨ typ) a M (mutantn§ l²nia):  kontrola (C WT a C M), Si variant (Si 

WT a Si M), 2 Cu varianty s 2 r¹znymi koncentr§ciami (Cu10 WT, resp. Cu10 M) a (Cu50 WT, 

resp. Cu50 M) a 2 CuïSi varianty s 2 r¹znymi koncentr§ciami (Cu10 Si WT, resp. Cu10 Si M) 

a (Cu50 Si WT, resp. Cu50 Si M). Krem²k sa do roztoku prid§val vo forme 1,5 mM roztoku 

kremiļitanu sodn®ho (Honeywell, Fluka) a meŅ sa do roztoku prid§vala vo forme anorganickej 

soli CuSO4 Ŀ 5H2O v koncentr§cii 10 ÕM alebo 50 ÕM podŎa pr²sluġn®ho variantu. Hodnotu 

pH roztokov sme upravovali na 6,1 pomocou zriedenej HCl alebo KOH. Rastliny sa v priebehu 

3 tĨģdŔov kultivovali v kultivaļnej miestnosti pri teplote 25/23 ÁC deŔ/noc, 60 % vlhkosti 

vzduchu, pri 16 h fotoperi·de a intenzite ģiarenia 200 Õmol m-2 s-2.  

Po 21 dŔoch sme z rastl²n odobrali nadzemn® ļasti jednotlivĨch variantov, odv§ģili ich 

a n§sledne suġili poļas 4 dn² pri 70 ÁC. Pre kaģd¼ vzorku sme stanovili hmotnosŠ ļerstvej 

a suchej biomasy. 

Spektrofotometrickou analĨzou (6705 UV/Vis Spectrophotometer, Jenway) sme 

stanovili koncentr§cie chlorofylu a, b zo segmentov tretieho asimilaļn®ho listu [7]. 
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Na stanovenie poļtu prieduchov v pokoģke listov sme pouģili fragment tretieho listu kaģd®ho 

variantu s plochou pribliģne 2 x 2 cm. Jednotliv® vzorky sme pokryli vrstvou transparentn®ho 

laku. Po zaschnut² sme pomocou priehŎadnej lepiacej p§sky preniesli vrstvu laku na podloģn® 

skl²ļko. Takto pripraven® vzorky sme pozorovali pod svetelnĨm mikroskopom Zeiss Axioskop 

2 plus, kde sme na ġpecifickej ploche prepar§tu analyzovali poļet prieduchov v abaxi§lnej 

a adaxi§lnej pokoģke listov ciroku dvojfarebn®ho. 

 VĨsledky sme ġtatisticky spracovali a vyhodnotili softv®rom STATGRAPHICS 

Centurion XV (verzia 15.2.05). 

 

VĨsledky a diskusia 

Po 21-dŔovej kultiv§ci² ciroku dvojfarebn®ho sme na rastlin§ch v z§vislosti od 

jednotlivĨch variantov pozorovali zmeny tĨkaj¼ce sa produkcie nadzemnej biomasy. KĨm pri 

divom genotype pr²tomnosŠ medi negat²vne nevplĨvala na hmotnosŠ nadzemnĨch ļast², 

dokonca pri niģġej koncentr§cii Cu (10 ÕM) stimulovala jej produkciu, opaļn® vĨsledky sme 

pozorovali v pr²pade mutantn®ho genotypu, kde ļerstv§ hmotnosŠ nadzemnĨch ļast² klesala 

s¼ļasne so zvyġuj¼cou sa koncentr§ciou Cu v m®diu. Pridanie samotn®ho krem²ka pozit²vne 

ovplyvnilo rast div®ho typu, nie vġak mutantn®ho genotypu, a v kombin§cii s meŅou sa 

ochrannĨ ¼ļinok Si neprejavil na tvorbu nadzemnej biomasy ani v jednom genotype ciroku.  

Fotosyntetick® pigmenty s¼ citliv® na stres sp¹sobenĨ ŠaģkĨmi kovmi, a preto sl¼ģia 

ako spoŎahlivĨ indik§tor stresovĨch podmienok. ZvĨġenĨ pr²sun medi nar¼ġa biogen®zu 

fotosyntetick®ho apar§tu, ļo vedie k modifik§cii koncentr§cie a pomeru pigmentov a vzniku 

listovej chlor·zy ako prv®ho sympt·mu toxicity [8]. Pokles obsahu chlorofylov a + b 

v porovnan² s kontrolou a samotnĨm Si variantom sme pozorovali pri vġetkĨch variantoch Cu 

bez ohŎadu na to, ļi sa pridal alebo nepridal Si. Najvªļġ² pokles koncentr§cie bol pri variante 

s 50 ÕM Cu. Mierny n§rast koncentr§cie chlorofylov v porovnan² s kontrolou sme pozorovali 

v Si variantoch. Koncentr§cia karotenoidov vo vġetkĨch Cu variantoch vykazovala klesaj¼ci 

trend v porovnan² s kontrolou a Si variantom. Medzi WT a M sme v pr²pade CuïSi variantov 

nepozorovali ġtatisticky preukaznĨ rozdiel. 

Pri stanoven² poļetnosti prieduchov v pokoģke listov Sorghum bicolor sme zistili, ģe na  

abaxi§lnej strane (obr. 1) sa nach§dza mierne zvĨġenĨ poļet prieduchov ako na adaxi§lnej 

strane listu (obr. 2). Z d§t vyplĨva, ģe Si vĨrazne neovplyvnil poļetnosŠ prieduchov ani v divom 

type a ani v pr²pade mutanta, iba v pr²pade WT bol ich poļet na adaxi§lnej pokoģke niģġ² 

v porovnan² s kontrolou. Podobne, vplyv medi sa vĨrazne na poļetnosti prieduchov neprejavil 

pri obidvoch sk¼manĨch genotypoch, iba vo variante Cu50WT bol poļet prieduchov vyġġ² 
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v porovnan² s kontrolou. Vz§jomn§ interakcia Cu a Si vĨrazne neovplyvnila poļetnosŠ 

prieduchov na obidvoch  stran§ch listov ani v pr²pade div®ho typu a ani v pr²pade jeho 

mutantn®ho genotypu. 

 

 
 

Obr. 1. PoļetnosŠ prieduchov na abaxi§lnej strane pokoģky tretieho listu ciroku dvojfarebn®ho (Sorghum 

bicolor (L.) Moench) na ploche 0,45 mm2. 

WT ï l²nia s norm§lnou schopnosŠou akumul§cie krem²ka; M ï mutantn§ l²nia v akumul§cii krem²ka; C ï 

kontrola; Si ï 1,5 mM Si; Cu 10 ï 10 ÕM Cu; Cu 50 ï 50 ÕM Cu; Cu 10 Si ï 10 ÕM Cu + 1,5 mM Si; Cu 50 Si 

ï 50 ÕM Cu + 1,5 mM Si. Uveden® hodnoty predstavuj¼ aritmetickĨ priemer troch oblast² na liste, priļom 

merania boli opakovan® na ġtyroch rastlin§ch Ñ smerodajn® odchĨlky. R¹zne p²smen§ nad stŌpcami vyjadruj¼ 

ġtatisticky preukazn® rozdiely medzi jednotlivĨmi variantmi na ¼rovni preukaznosti P Ò 0,05 na z§klade LSD 

testu. 

 

 
 

Obr. 2. PoļetnosŠ prieduchov na adaxi§lnej strane pokoģky tretieho listu ciroku dvojfarebn®ho (Sorghum 

bicolor (L.) Moench) na ploche 0,45 mm2. 

WT ï l²nia s norm§lnou schopnosŠou akumul§cie krem²ka; M ï mutantn§ l²nia v akumul§cii krem²ka; C ï 

kontrola; Si ï 1,5 mM Si; Cu 10 ï 10 ÕM Cu; Cu 50 ï 50 ÕM Cu; Cu 10 Si ï 10 ÕM Cu + 1,5 mM Si; Cu 50 Si 

ï 50 ÕM Cu + 1,5 mM Si. Uveden® hodnoty predstavuj¼ aritmetickĨ priemer troch oblast² na liste, priļom 

merania boli opakovan® na ġtyroch rastlin§ch Ñ smerodajn® odchĨlky. R¹zne p²smen§ nad stŌpcami vyjadruj¼ 

ġtatisticky preukazn® rozdiely medzi jednotlivĨmi variantmi na ¼rovni preukaznosti P Ò 0,05 na z§klade LSD 

testu. 
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Z§ver 

CieŎom naġej pr§ce bolo sledovaŠ ¼ļinok krem²ka na rastliny ciroku dvojfarebn®ho 

vystaven®ho toxicite medi. Z naġich vĨsledkom vyplĨva, ģe samotnĨ krem²k nep¹sob² 

negat²vne, sk¹r stimuluje rast a tvorbu chlorofylov. Pri tomto nastaven² experimentu sme zistili, 

ģe meŅ vykazuje toxick® ¼ļinky v z§vislosti od koncentr§cie. KŎ¼ļovĨm zisten²m bolo, ģe 

aplik§ciou krem²ka pri pouģitĨch d§vkach medi (Cu 10 ÕM a Cu 50 ÕM) sme nepreuk§zali 

zmiernenie jej toxicity. Z§roveŔ sme odhalili, ģe denzita prieduchov nebola vĨznamne 

ovplyvnen§ individu§lnym a ani vz§jomnĨm p¹soben²m Si a Cu. 
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Abstract 

Construction of the plasmid vector pGEX-4T-1 for the production of Lon protease in fusion with a 

GST tag 

The construction of plasmid vectors for recombinant protein expression is crucial for studying protein 

function and facilitating its acquisition for other laboratory applications. In this study, we describe the development 

of a plasmid vector, pGEX-4T-1-Lon, designed for the production of Lon protease as a fusion protein with a 

glutathione S-transferase (GST) tag. The GST tag facilitates efficient purification via affinity chromatography 

while preserving the proteaseôs activity. The cloning strategy involved inserting the Lon gene into the multiple 

cloning site of pGEX-4T-1, followed by transformation into two Escherichia coli strains. Verification of the 

construct was performed through restriction digestion and electrophoresis analysis. The recombinant Lon protease 

was successfully expressed, confirming the functionality of the fusion system. This study provides a foundation 

for the expression and purification of Lon protease, enabling further structural and functional studies. 

 

Keywords: Lon protease; glutathione S-transferase tag; GST; Escherichia coli 

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

 Lon prote§za je ATP z§visl§ ser²nov§ prote§za, ktor§ sa nach§dza v matrixe 

peroxiz·mov i mitochondri² eukaryotov a cytoplazme prokaryotov. Jej ¼lohou je kontrola 

kvality prote²nov, v pr²pade nespr§vne zloģenĨch alebo zoxidovanĨch prote²nov 

zabezpeļuje ich proteolĨzu a m§ i antiagregaļn¼ aktivitu. Z§roveŔ sa spolu s Ņalġou prote§zou 

Tysnd1 podieŎa na regul§cii peroxizom§lnej ɓ - oxid§cie mastnĨch kysel²n. V bakt®ri§ch sa 

podieŎa na replik§cii a oprav§ch DNA, regul§cii virulenļnĨch faktorov, tvorbe biofilmu, ļi 

sporul§cie. Ide teda o nepochybne d¹leģitĨ prote²n ako pre eukaryotick®, tak i prokaryotick® 

organizmy [1 ï 3]. Ide o homo-oligom®r a jeho podjednotky sa skladaj¼ zo ġtyroch ļast²: N-

termin§lna dom®na, ktor§ viaģe prote²nov® substr§ty; ATP§zov§ dom®na zabezpeļuj¼ca ATP 

vªzbu a hydrolĨzu; substr§t receptorov§ a diskriminaļn§ dom®na, ktor§ zabezpeļuje 

uprednostnenie ATP pred ADP a C-termin§lna ļasŠ, kde sa nach§dza proteolytick® akt²vne 

miesto [4]. 

 Naġ²m cieŎom bolo vytvoriŠ konġtrukt s vyuģit²m GST-tagu, ktorĨ m¹ģe zlepġiŠ stabilitu 

prote§zy, a teda zjednoduġiŠ n§sledn¼ izol§ciu a purifik§ciu Lon prote§zy v bud¼cnosti. 
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Materi§l a met·dy 

Poļas pr§ce sme vyuģili dva kmene E. coli (Tab. 1.), a dva plazmidy pET28a-Lon (kanR) 

a pGEX-4T-1 (ampR). 

 

Tab. 1. Vyuģit® kmene bakt®ri² 

 

KmeŔ Genotyp Zdroj 

E. coli DH5Ŭ 

F- ū80lacZȹM15 ȹ(lacZYA-argF)  

U169 recA1 endA1 hsdR17(rk
-, mk

+)  

phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 ɚ- 

Merck Life Science 

E. coli BL21(DE3) 

fhuA2 [lon] ompT gal (ɚ DE3) [dcm] æhsdS  

ɚ DE3 = ɚ sBamHIo æEcoRI-B 

int::(lacI::PlacUV5::T7 gene1) i21 ænin5 

New England Biolabs 

 

Izol§cia plazmidovej DNA: Pre izol§ciu plazmidu pET-28a obsahuj¼ceho g®n pre Lon 

prote§zu z E. coli sme vyuģili QIAprep Spin Miniprep kit, dodrģiavaj¼c postup vĨrobcu. 

Rovnako sme izolovali i pGEX-4T-1. Na overenie transformantov a pr²padnĨch rekombinantov 

sme najsk¹r vyuģili izol§ciu alkalickou lĨzou. 

Ġtiepenie a lig§cia plazmidov: Pre tvorbu konġtruktu pGEX-4T-1 obsahuj¼ceho g®n pre 

Lon prote§zu bolo potrebn® oba plazmidy ġtiepiŠ pomocou dvojice enzĨmov: EcoRI-HF 

a XhoI. pGEX-4T-1 sme takto linearizovali a pET-28a-Lon sme poġtiepili na dva fragmenty: 

linearizovanĨ plazmid a inzert ï  g®n pre Lon prote§zu. VĨsledok sme overili elektrofor®zou v 

1 % agar·zovom g®li a n§sledne z g®lu vyrezali DNA k·duj¼cu Lon prote§zu a izolovali ju 

pomocou SV Gel and PCR Clean-up system kitu (Promega). Pomocou T4 DNA lig§zy sme 

vytvorili konġtrukt pGEX-4T-1-Lon. 

 Transform§cia chemokompetentnĨch buniek E. coli: Samotnej transform§cii 

predch§dzala pr²prava chemokompetentnĨch buniek E. coli DH5Ŭ a BL21(DE3) pomocou 

chloridu horeļnat®ho a v§penat®ho. Bunky DH5Ŭ sme transformovali pomocou teplotn®ho 

ġoku pri 45ÁC po dobu 45 sek¼nd a n§sledne boli kultivovan® na LB m®diu s pr²davkom 1% 

(w/V) gluk·zy a ampicil²nu pre selekciu buniek s pGEX-4T-1. 

 Overenie rekombinantov: Po transform§cii buniek DH5Ŭ sme izolovali plazmidy 

z kol·ni² pomocou alkalickej lĨzy a alkoholov®ho zr§ģania. Overili sme pr²tomnosŠ konġtruktu 

pGEX-4T-1-Lon pomocou opªtovn®ho ġtiepenia enzĨmami EcoRI-HF a XhoI a elekrofor®zou 

v 1 % (w/V) agar·zovom g®li. N§sledne sme potvrdenĨmi rekombinantami transformovali 

bunky E. coli BL21(DE3). 
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 Expresia Lon prote§zy: Pripravili sme noļn® kult¼ry E. coli BL21(DE3) v 20 ml LB 

m®dia s pr²davkom 1 % (w/V) gluk·zy a ampicil²nu pri teplote 37 ÁC a 170 ot§ļkach. 

Nasleduj¼ce r§no sme z noļnej kult¼ry preoļkovali 500 ɛl do 50 ml LB m®dia s 0,1 % (w/V) 

gluk·zou. Po dosiahnut² OD600 = 1 sme pridali induktor IPTG vo vĨslednej koncentr§cii 1mM, 

n§sledne sme kaģd¼ hodinu odoberali vzorku m®dia s bunkami, ktor§ bola narieden§ do 

vĨslednej OD600 = 0,5 a objemu 1 ml. Expresiu sme n§sledne overili SDS PAGE [5]. 

 

VĨsledky a diskusia 

Izolovali sme dvojicu plazmidov: pET28a, obsahuj¼ci g®n pre Lon prote§zu a pGEX-

4T-1. Oba plazmidy sme ġtiepili pomocou dvojice enzĨmov a po n§slednej elektrofor®ze sme 

z g®lu extrahovali n§ġ cieŎovĨ fragment ï g®n pre Lon prote§zu o dŌģke 2 355 bp a ġtiepenĨ 

pGEX-4T-1 sme preļistili. Po purifik§cii sme z²skanĨ fragment ligovali s linearizovanĨm 

plazmidom pGEX-4T-1, vytv§raj¼c tak konġtrukt pGEX-4T-1- Lon (Obr. 1). 

 

 
 

Obr. 1. Sch®ma konġtrukcie pGEX-4T-1-Lon. 
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TĨmto konġtruktom sme transformovali chemokompetentn® bunky E. coli DH5Ŭ 

a po kultiv§cii na LB m®diu s pr²davkom 1 % (w/V) gluk·zy a ampicil²nom sme izolovali 

DNA. AnalĨza separ§ciou v 1 % (w/V) agar·zovom g®li a ġtiepen²m potvrdila pr²tomnosŠ 

n§ġho konġtruktu pGEX-4T-1-Lon v bunk§ch a teda i ¼speġnosŠ samotnej lig§cie 

a transform§cie (Obr. 2.). 

 

 
 

Obr. 2. Overenie konġtruktu pGEX-4T-1-Lon.  

Dr§ha 1: GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder. Dr§ha 2: pr§zdny plazmid pGEX-4T-1. Dr§ha 4 a 5: linearizovanĨ 

pGEX-4T-1T-Lon. Dr§ha 6: pGEX-4T-1-Lon ġtiepenĨ dvojicou enzĨmov EcoRI-HF a XhoI . 

 

Po izol§cii a overen² pr²tomnosti konġtruktu pGEX-4T-1-Lon sme transformovali bunky 

E. coli BL21(DE3), opªŠ pomocou teplotn®ho ġoku. Po ¼speġnej transform§cii sme uskutoļnili 

expresiu Lon prote§zy po dobu dvoch hod²n. Đspeġne sme produkovali Lon prote§zu (Obr. 3). 

 

 
 

Obr. 3. Overenie expresie Lon prote§zy pomocou SDS PAGE.  

Dr§ha 1: Ladder PageRulerÊ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific). Dr§ha 2: 0. hodina expresie 

(pred indukciou). Dr§ha 3: 1. hodina expresie. Dr§ha 4: 2. hodina expresie. 

 

Z§ver 

 Podarilo sa n§m vytvoriŠ konġtrukt pGEX-4T-1-Lon, kde je g®n pre Lon prote§zu 

vo f¼zii s g®nom pre GST-tag. Pomocou SDS PAGE sme overili pr²tomnosŠ konġtruktu 

v bunk§ch a produkovali sme Lon prote§zu vo f¼zii s GST tagom. V bud¼cnosti vyuģijeme 

prote§zu produkovan¼ s takĨmto tagom nielen na purifik§ciu, ale aj overenie stability 

a uchovanie biologickej aktivity enzĨmu. 
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Abstract 

Assessment of skeletal maturity in children using the bones of the hand with a noninvasive ultrasound 

method  

Determining skeletal age holds significant potential in both clinical settings and sports talent selection, as 

it allows for the assessment of development during specific age periods and comparison between biological and 

chronological age in underaged individuals. This study aimed to estimate biological age by measuring the size of 

the epiphysis and ossification centers in the long bones of the forearm in underage individuals. Unlike traditional 

X-ray methods, which expose patients to radiation, ultrasound is a much safer alternative that provides reliable 

results without health risks. Our findings revealed that 75,55% of children had skeletal maturity consistent with 

their chronological age, while 13,33% exhibited accelerated skeletal maturity and 11,11% showed delayed skeletal 

development. These results highlight the effectiveness of ultrasound as a comprehensive diagnostic tool for 

evaluating bone maturity and estimating age, offering valuable applications in sports, clinical practice, and forensic 

investigations. 

 

Keywords: chronological age; skeletal maturity; ultrasound; epiphysis; ossification ratio  

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

KostnĨ vek je jednĨm z faktorov, ktor® poukazuj¼ na mieru biologickej zrelosti. 

Skelet§lna zrelosŠ sa nemus² nevyhnutne zhodovaŠ s chronologickĨm vekom dieŠaŠa, nakoŎko 

rast a vĨvin sa m¹ģu l²ġiŠ vplyvom r¹znych genetickĨch aj environment§lnych faktorov [1]. 

KostnĨ vek m§ z§sadn¼ rolu pri diagnostike rastovĨch a endokrinnĨch por¼ch, vo forenznĨch 

ved§ch kde pom§ha pri urļovan² trestnopr§vnej zodpovednosti [2] a samozrejme aj v r§mci 

ġportovej praxe, kde kostn§ zrelosŠ u detskĨch atl®tov ovplyvŔuje ich fyzickĨ vĨkon. Okrem 

toho je v r§mci ġportovej praxe probl®mom uv§dzanie in®ho neģ prav®ho chronologick®ho veku 

u ġportovcov s cieŎom z²skaŠ vĨhodu nad s¼permi alebo spŌŔaŠ stanoven® vekov® poģiadavky 

[3].  

Najbeģnejġie sa kostnĨ vek posudzuje na z§klade rºntgenovĨch sn²mok kost² so 

zameran²m na dlh® kosti predlaktia, z§pªstie, metakarp§lne kosti a falangy [3]. R§diografick® 

techniky s¼ spªt® s ionizaļnĨm ģiaren²m, s ktorĨm sa nevyhnutne sp§jaj¼ urļit® rizik§. 

Ionizaļn® ģiarenie vedie k mut§ci² buniek a vzniku n§dorovĨch ochoren² [4]. Existuj¼ vġak aj 

alternat²vne met·dy odhadu skelet§lnej zrelosti, ako napr²klad MRI [5] alebo ultrasonografia. 

Pri odhade kostn®ho veku s vyuģit²m ultrazvuku m¹ģeme pouģiŠ ġtandardnĨ ultrazvukovĨ 
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syst®m [6] alebo ultrazvukov® automatizovan® syst®my urļen® ġpeci§lne pre odhad kostn®ho 

veku v r§mci ġportovej praxe, ako napr²klad pr²stroj BAUSport [7]. 

Pr§ve ultrazvuk je jednou z najļastejġ²ch zobrazovac²ch met·d.. Pojmom ultrazvuk 

oznaļujeme akustick® vlny, ktorĨch frekvencia presahuje 20 000 kHZ a viac. Pri vyuģit² 

ultrazvuku v oblasti medic²ny sa najviac preferuj¼ zvukov® vlny s frekvenciou dva aģ 15 MHz. 

Obraz sa pri sonografii tvor² pomocou sondy, ktor§ obsahuje materi§ly s piezoelektrickĨmi 

vlastnosŠami. Sonda pri vyġetren² vysiela akustick® vlny do tkan²v pacienta a ozvenu naspªŠ 

prij²ma. Pomocou rĨchlosti zvuku a ļasu n§vratu kaģdej odozvy je vypoļ²tan§ vzdialenosŠ 

tkan²v od sondy. Na z§klade tĨchto vzdialenost² je n§sledne vytvorenĨ obraz tkan²v. [8]. 

V r§mci ġt¼die  sme si ako cieŎ stanovili odhad primeranosti skelet§lnej zrelosti v porovnan² 

s chronologickĨm vekom u detskĨch atl®tov pomocou ġtandardn®ho ultrazvukov®ho syst®mu. 

 

Materi§l a met·dy 

N§ġ s¼bor sa skladal zo 45 detskĨch atl®tov navġtevuj¼cich jeden ġportovĨ klub, priļom 

vġetci z nich vykon§vali fyzick¼ aktivitu viackr§t za tĨģdeŔ. V r§mci s¼boru boli zast¼pen® 

viacer® vekov® kateg·rie a to deti predġkolsk®ho veku, mladġieho ġkolsk®ho veku a starġieho 

ġkolsk®ho veku. Decim§lny vek najmladġieho dieŠaŠa bol 3,21 a decim§lny vek najstarġieho 

dieŠaŠa bol 13,79 roka. V Tab. 1 m¹ģeme vidieŠ mnoģstevn® a percentu§lne zast¼penie pohlav² 

a rozdelenie podŎa vekovej periodiz§cie v s¼bore. 

 

Tab. 1. Percentu§lne zast¼penie sledovan®ho s¼boru vzhŎadom na vek. 

 

Vekov§ periodiz§cia 
Dievļat§ Chlapci Spolu 

N % N % N % 

PredġkolskĨ vek 5 11,11 6 13,33 11 24,44 

Mladġ² ġkolskĨ vek 10 22,22 20 44,44 30 66,67 

Starġ² ġkolskĨ vek 1 2,22 3 6,67 4 8,89 

Spolu 16 35,55 29 64,44 45 100 

 

Pre vytvorenie datab§zy a ġtatistick® spracovanie sme vyuģili tabuŎkovĨ procesor 

Microsoft Excel a ġtatistickĨ softv®r IBM SPSS Statistics, verzia 26.  

Postupovali sme podŎa met·dy, ktor¼ vykonali v ġt¼di² Wan et al. [9] a skelet§lnu zrelosŠ 

u det² sme odhadovali na z§klade osifikaļnĨch pomerov epifĨz dlhĨch kost² predlaktia. Poļas 

vyġetrenia ġtandardnĨm ultrazvukovĨm syst®mom Logiq e R7 pacient sedel vzpriamene, horn¼ 

konļatinu mal ohnut¼ v lakti a opret¼ o podloģku. Na pokoģku pacienta aj na sondu bol 

aplikovanĨ sonografickĨ g®l. Sonda bola umiestnen§ na processus styloideus radii a po 
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zhodnoten², ģe obraz je dostatoļne zreteŎnĨ sme zachytili sn²mku. N§sledne bola sonda 

priloģen§ k processus styloideus ulnae a proces sme zopakovali. Na z²skanĨch sn²mkach sme 

odmerali celĨ priemer epifĨzy a priemer osifikaļn®ho centra epifĨzy. Priemer osifikaļn®ho 

centra sme vydelili priemerom epifĨzy a vyn§sobili kr§t 100. VĨsledkom bol osifikaļnĨ pomer. 

Na Obr. 1. a Obr. 2. s¼ zobrazen® vretenn§ a lakŠov§ kosŠ v procese merania, priļom spojnice 

oznaļen® ļ²slom 1 ukazuj¼ cel¼ dŌģku epifĨzy a spojnice oznaļen® ļ²slom dva ukazuj¼ priemer 

osifikaļnĨch centier.  

 

 
 

Obr. 1. Vretenn§ kosŠ v procese merania. 

 

 
 

Obr. 2. LakŠov§ kosŠ v procese merania. 

 

Pre porovnanie kostn®ho a chronologick®ho veku v celom s¼bore bez ohŎadu na vekov¼ 

periodiz§ciu a pohlavie sme vyuģili p§rovĨ t-test.  

 

VĨsledky a diskusia 

Zhodnotili sme primeranosŠ kostn®ho veku vzhŎadom na chronologickĨ vek pre celĨ 

s¼bor bez ohŎadu na pohlavie ļi vekov® kateg·rie. Na to, aby sme vek vyhodnotili ako 

abnorm§lny sa musel l²ġiŠ o dve smerodajn® odchĨlky. Z celkov®ho poļtu 45 probandov malo 

34 primeran® kostn® dozrievanie vzhŎadom na ich chronologickĨ vek. UrĨchlen® kostn® 

dozrievanie sme zaznamenali u piatich det² a ġtyri deti mali kostn® dozrievanie spomalen®. 

Percentu§lne vyhodnotenie primeranosti kostn®ho dozrievania sa nach§dza na Obr. 3.  

Z celkov®ho poļtu 16 dievļat malo 14 kostn® dozrievanie adekv§tne vzhŎadom na 

chronologickĨ vek a dve mali v porovnan² s chronologickĨm vekom urĨchlen® kostn® 

dozrievanie. Percentu§lne vyhodnotenie primeranosti kostn®ho dozrievania u dievļat sa 

nach§dza na Obr. 4. 
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Obr. 3. Percentu§lne vyhodnotenie primeranosti kostn®ho dozrievania v celom s¼bore bez ohŎadu na 

pohlavie a vekov® kateg·rie. 

 

 

 

Obr. 4. Percentu§lne vyhodnotenie primeranosti kostn®ho dozrievania u dievļat bez ohŎadu na vekov® 

kateg·rie. 

 

V r§mci vĨskumu sme vyhodnotili 29 chlapcov. U 20 chlapcov bolo kostn® dozrievanie 

primeran®. Kostn® zrenie mali v porovnan² s chronologickĨm vekom spomalen® piati chlapci a 

ġtyria chlapci mali kostn® dozrievanie urĨchlen®. Percentu§lne vyhodnotenie primeranosti 

kostn®ho dozrievania u chlapcov sa nach§dza na Obr. 5.  

Det² predġkolsk®ho veku sme vyġetrili 11. Z toho devªŠ z nich malo kostn® dozrievanie 

adekv§tne k chronologick®mu veku. Kostn® dozrievanie bolo akcelerovan® u jedn®ho dieŠaŠa 

a takisto jedno dieŠa malo kostn® dozrievanie spomalen®. Percentu§lne vyhodnotenie 

primeranosti kostn®ho dozrievania u det² predġkolsk®ho veku v celom s¼bore bez ohŎadu na 

pohlavie m¹ģeme vidieŠ na Obr. 6. 

 

 

 

Obr. 5. Percentu§lne vyhodnotenie primeranosti kostn®ho dozrievania u chlapcov bez ohŎadu na vekov®  

kateg·rie. 
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Obr. 6. Percentu§lne vyhodnotenie primeranosti kostn®ho dozrievania u det² predġkolsk®ho veku v celom 

s¼bore bez ohŎadu na pohlavie. 

 

V r§mci vekovej kateg·rie mladġ² ġkolskĨ vek bolo celkovo vyġetrenĨch 30 det². 

Konkr®tne 22 det² malo kostn® zrenie primeran® v pomere k chronologick®mu veku. PªŠ det² 

mladġieho ġkolsk®ho veku kostn® zrenie akcelerovan® a tri deti v r§mci tejto vekovej 

periodiz§cie mali kostn® zrenie spomalen®. Percentu§lne vyhodnotenie primeranosti kostn®ho 

dozrievania u det² mladġieho ġkolsk®ho veku v celom s¼bore bez ohŎadu na pohlavie m¹ģeme 

vidieŠ na Obr. 7. 

 

 

 

Obr. 7. Percentu§lne vyhodnotenie primeranosti kostn®ho dozrievania u det² mladġieho ġkolsk®ho 

veku v celom s¼bore bez ohŎadu na pohlavie. 

 

Do vekovej kateg·rie starġ² ġkolskĨ vek spadali iba ġtyri deti, priļom u troch z nich (teda 

75% z celkov®ho poļtu) bolo kostn® zrenie odpovedaj¼ce chronologick®mu veku a u jedn®ho 

z nich bolo spomalen®. 

Hoci ġt¼dia, ktor¼ vykonali Khan et. al. [10] nepreuk§zala, ģe odhad kostnej zrelosti 

pomocou ultrazvukovej met·dy je rovnako presnĨ ako odhad skelet§lnej zrelosti pomocou 

r§diografickĨch met·d, in® ġt¼die [6, 9, 11] potvrdili, ģe sonografia je dostatoļne objekt²vnou 

met·dou pre odhad kostn®ho veku. Zistenia z naġej ġt¼die naznaļuj¼, ģe hodnotenie skelet§lnej 

zrelosti z kost² ruky ultrazvukovou met·dou  je vhodnĨ sp¹sob na odhad kostn®ho veku. Naġe 

vĨsledky s¼ v s¼lade so ġt¼diami, ktor® naznaļuj¼, ģe hodnotenie skelet§lnej zrelosti na z§klade 

ultrazvuku m¹ģe byŠ alternat²vou k r§diografickĨm met·dam [6, 9].   
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Z§ver 

S¼bor probandov sa skladal zo 45 det² navġtevuj¼cich atletickĨ klub Longital. 

Vyhodnotili sme kostn¼ zrelosŠ u vġetkĨch jednotlivcov a zistili sme, ģe 75,55 % det² malo 

skelet§lne dozrievanie v s¼lade s ich chronologickĨm vekom, zatiaŎ ļo 13,33 % malo skelet§lne 

dozrievanie akcelerovan® a 11,11 % malo kostn® dozrievanie oneskoren®. Naġa analĨza 

neodhalila ģiadne ġtatisticky vĨznamn® rozdiely medzi kostnĨm a chronologickĨm vekom 

v celom s¼bore bez ohŎadu na pohlavie a vekov® kateg·rie.  
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Abstract 

Evaluating the efficiency of extracellular vesicles isolation from bull epididymal fluid 

Post-testicular sperm maturation is a complex process that prepares sperm for recognition and binding to 

the oocyte. In the male reproductive tract, maturation occurs primarily in the epididymis and is influenced by 

extracellular vesicles (EVs) of epithelial origin. EVs provide a mechanism for intercellular communication, acting 

as carriers of proteins, lipids and nucleic acids. Elucidating the significance of epididymal fluid EVs is important 

for studying reproductive physiological mechanisms and for their potential use in clinical applications and 

biotechnological assisted reproduction procedures. Currently, several time-consuming or contamination-prone 

methods exist for EV isolation; therefore the aim of this study was to validate the applicability and efficiency of a 

potential alternative method for their isolation from bull epididymal fluid using a genital fluid protein precipitation 

protocol with frozen acetone. Tetraspanins CD9 and CD63, as part of extracellular vesicles, are important 

biomarkers of EVs; their detection was used to confirm the presence of EVs in the samples. 

 

Keywords: epididymal fluid; extracellular vesicles; acetone precipitation; CD9; CD63 

 

Đvod a formul§cia cieŎa 

Oplodnenie u cicavcov je zloģitĨ proces pozost§vaj¼ci z niekoŎkĨch po sebe 

nasleduj¼cich krokov, ktor® s¼ podmienen® morfologickou a funkļnou zrelosŠou gam®t. 

Morfologicky zrel® spermie uvoŎnen® zo semenn²kov z²skavaj¼ schopnosŠ oplodniŠ vaj²ļko 

poļas ich prechodu nadsemenn²kom a po ejakul§cii v procese kapacit§cie a akroz·movej 

reakcie v samiļom reprodukļnom syst®me. Na dozrievanie gam®t maj¼ vplyv extracelul§rne 

vezikuly (EV) produkovan® bunkami reprodukļn®ho traktu [1].  

Extracelul§rne vezikuly predstavuj¼ heterog®nnu skupinu membr§novĨch ġtrukt¼r 

vyluļovanĨch bunkou do jej extracelul§rneho prostredia; l²ġia sa veŎkosŠou, 

obsahom, sp¹sobom a miestom ich vzniku. PodieŎaj¼ sa na transporte prote²nov, lipidov 

a nukleovĨch kysel²n z bunky, v ktorej vznikaj¼, do cieŎovej bunky, a tĨm zabezpeļuj¼ 

v organizme medzibunkov¼ komunik§ciu [2]. EV pohlavn®ho traktu samca s¼ priamo zapojen® 

do procesu matur§cie spermi² v nadsemenn²ku ï epididyme, kde interaguj¼ so spermiami 

a zabezpeļuj¼ modifik§ciu ich prote·mu, maj¼ pre spermie ochrann¼ funkciu a pom§haj¼ im 

nadobudn¼Š schopnosŠ rozpoznaŠ a oplodniŠ oocyt [3]. Obsah a funkcia EV reprodukļn®ho 

traktu bĨka doposiaŎ nie s¼ ¼plne objasnen®, a preto je d¹leģit® venovaŠ sa ich vĨskumu, nielen 
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na pochopenie reprodukļnĨch fyziologickĨch mechanizmov, ale aj na ich potenci§lne vyuģitie 

pri modifik§cii m®di² pre techniky asistovanej reprodukcie.  

V s¼ļasnosti existuje viacero met·d izol§cie extracelul§rnych vezik¼l, ktor® vyuģ²vaj¼ 

r¹zne vlastnosti EV ï hustotu, tvar, veŎkosŠ a pr²tomnosŠ ġpecifickĨch povrchovĨch prote²nov 

[4]. Najļastejġie s¼ vyuģ²van® ultracentrifugaļn® met·dy (diferenci§lna ultracentrifug§cia a 

ultracentrifug§cia s gradientom hustoty), ultrafiltraļn® met·dy a imunoafinitn® izolaļn® 

met·dy, ktor® vġak maj¼ veŎk¼ pracovn¼ z§Šaģ [5]. Techniky zr§ģania separuj¼ EV od inĨch 

zl¼ļen²n na z§klade ich rozpustnosti. Pr²davok ļinidla, ako je polyetyl®nglykol (PEG), 

umoģŔuje efekt²vne zr§ģanie a separ§ciu EV, avġak s rizikom ko-izol§cie nevezikulovĨch 

kontaminantov. Polym®ry, ako je PEG, m¹ģu tieģ sp¹sobovaŠ probl®my v n§slednĨch 

analĨzach izolovanĨch EV [6]. 

Tetraspan²ny, ako s¼ļasŠ extracelul§rnych vezik¼l, predstavuj¼ vĨznamn® biomarkery, 

ktorĨch detekcia sl¼ģi na potvrdenie pr²tomnosti EV vo vzork§ch. Okrem toho sa tetraspan²ny 

z¼ļastŔuj¼ aj na priebehu fyziologickĨch procesov s¼visiacich s dozrievan²m pohlavnĨch 

buniek a oplodnen²m tak, ako aj ostatn® makromolekuly pr²tomn® v EV [7]. 

CieŎom pr§ce bolo overiŠ pouģiteŎnosŠ a efektivitu potenci§lnej alternat²vnej met·dy 

izol§cie extracelul§rnych vezik¼l z epididym§lnej tekutiny bĨka. T§to met·da vyuģ²va protokol 

pre zr§ģanie prote²nov tekut²n pohlavn®ho traktu vymrazenĨm acet·nom a bola navrhnut§ ako 

alternat²va k doposiaŎ vyuģ²vanĨm izolaļnĨm met·dam. Efektivitu tejto izolaļnej met·dy sme 

overili Western blot analĨzou z²skanĨch vzoriek, pri ktorej sme detegovali markerov® prote²ny 

EV ï tetraspan²ny CD9 a CD63.  

 

Materi§l a met·dy 

Vġetky reagencie sme z²skali od spoloļnosti Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), ak 

nie je uveden® inak. 

Izol§cia a zr§ģanie epididym§lnej tekutiny: nadsemenn²ky sme z²skali od troch bĨkov 

(vek 15-17 mesiacov, plemeno slovenskĨ strakatĨ dobytok) z bit¼nku v Malej Maļi. Po 

prenesen² do laborat·ria sme org§ny rozdelili na tri segmenty: hlavu, telo  a chvost; nastrihali 

na mal® k¼sky a inkubovali v 10 ml PBS poļas 15 min¼t pri 37 ÁC a n§sledne sme zmes tkaniva 

a tekutiny pretlaļili cez steriln¼ g§zu. Z²skan¼ zakalen¼ suspenziu sme centrifugovali pri 50 Ĭ 

g poļas 10 min pri laborat·rnej teplote, aby sme odstredili k¼sky tkanivovĨch zvyġkov. 

Tekutinu (supernatant), z²skan¼ po peletiz§cii spermi² centrifug§ciou pri 10 000 x g poļas 10 

min pri laborat·rnej teplote, sme n§sledne pouģili na izol§ciu EV zr§ģan²m vymrazenĨm 

acet·nom (-20ÁC) v pomere 1:3. K objemu 1 ml tekutiny sme pridali 3 ml vymrazen®ho 



 

162 

 

acet·nu, vzorky sme ponechali na Ŏade po dobu 1 hod a n§sledne centrifugovanli pri 5 000 x g 

15 min. Supernatant sme odstr§nili a pelety sme pouģili vo Western blot analĨze. 

Elektroforetick® delenie prote²nov na polyakrylamidovom g®li a Western blot analĨza: 

prote²ny sme delili Laemmliho elektroforetickou met·dou na aparat¼re BIO-RAD Mini-

PROTEAN. Pred delen²m pelet resuspendovali vo vzorkovom roztoku s 0,5 % kokteilom 

inhib²torov prote§z a varili 5 min¼t pri 100 ÁC. Vzorky sme n§sledne delili v g®li s obsahom 12 

% akrylamidu pri konġtantnom napªt² 140 V 50 min a n§sledne preniesli na nitrocelul·zov¼ 

membr§nu (Advantec Toyo Kaisha, Ltd., Tokio, Japonsko) v aparat¼re Trans-BlotÈSD pri 3,5 

mA.cm-2 v prenosovom pufri poļas 45 min. Molekulov® hmotnosti prote²nov sme odhadli 

pomocou PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). 

Po prenose sme membr§nu 30 s inkubovali v ponceau S farbiacom roztoku na overenie celkovej 

nan§ġky prote²nov. Po blokovan² 5 % mliekom (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Nemecko) v 0. 1 % Tween 20 ï PBS sme membr§ny inkubovali s prim§rnymi protil§tkami proti 

tetraspan²nom CD9 (kr§liļia polyklonov§ protil§tka, MRP1, 1 mg/ml, Bioss Antibodies Inc., 

Woburn, MA, USA) a CD63 (myġia monoklonov§ protil§tka, klon CC25, 1 mg/ml, Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA) riedenĨch v T-PBS v pomere 1:1000 cez noc pri teplote 4 ÁC. Po premyt² 

membr§n v T-PBS nasledovala 1 hod inkub§cia s konjug§tom IgG-HRP (anti-kr§liļ² alebo anti-

myġ², riedenĨ v T-PBS v pomere 1:5 000). Reakciu sme vizualizovali pouģit²m 

chemiluminiscenļn®ho substr§tu SuperSignal West Pico (Thermo Scientific, Rockford, IL, 

USA). Chemiluminiscenciu sme monitorovali pomocou detekļn®ho syst®mu VWRÈ Imager 

CHEMI Premium (VWR International, Radnor, PA, USA) a analyzovali pomocou softv®ru 

VWRÈ Image Capture.  

 

VĨsledky a diskusia 

Tekutinu z hlavy, tela a chvosta nadsemenn²ka sme zr§ģali vymrazenĨm acet·nom, ļo 

viedlo k vytvoreniu zrazeniny. Na z§klade predpokladu, ģe okrem prote²nov m¹ģe zrazenina 

obsahovaŠ aj EV, sme n§sledne overili ich pr²tomnosŠ detekciou tetraspan²nov CD9 a CD63 

Western blot analĨzou. Vizu§lna kontrola celkovej nan§ġky prote²nov po farben² membr§ny 

ponceau S potvrdila, ģe prote²ny s¼ v jednotlivĨch dr§hach jasne viditeŎn® a nan§ġka je 

dostatoļne koncentrovan§, ļo umoģŔuje detekciu cieŎovĨch prote²nov CD63 a CD9 (Obr. 1 A). 

VĨsledky Western blot analĨzy potvrdili pr²tomnosŠ tetraspan²nu CD9 vo vzork§ch 

tekutiny z hlavy a tela nadsemenn²ka. Molekulov§ hmotnosŠ prote²nov p§sov detegovanĨch 

protil§tkou MRP1 sa pohybovala v oblasti ~67 kDa (Obr. 1 B). Molekulov§ hmotnosŠ CD9 sa 

podŎa dostupnĨch prote²novĨch datab§z pohybuje v rozmedz² 24 ï 26 kDa. Nami zisten§ vyġġia 
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molekulov§ hmotnosŠ tohto prote²nu m¹ģe byŠ vĨsledkom detekcie dim®rov CD9 ï 

homom®rov [8], ktorĨch detekciu pop²sali niektor² autori na spermi§ch bĨka [9] a v extraktoch 

ovari§lneho tkaniva kravy [10]. Detekcia protil§tkou vo vyġġej molekulovej oblasti m¹ģe tieģ 

s¼visieŠ s kovalentnou vªzbou CD9 na inĨ prote²n, ļo vytv§ra heterom®r [11]. 

Pr²tomnosŠ tetraspan²nu CD63 bola potvrden§ v tekutine z hlavy, tela i chvosta 

nadsemenn²ka. Reakcia protil§tky CC25 potvrdila, ģe molekulov§ hmotnosŠ tetraspan²nu vo 

vġetkĨch vzork§ch sa pohybuje v oblasti okolo 50 kDa (Obr. 1 C). Jankoviļov§ a kol. [10] 

ned§vno pop²sali pr²tomnosŠ CD63-pozit²vnych vezik¼l v epididym§lnej tekutine z tela 

a chvosta bĨļieho nadsemenn²ka s molekulovou hmotnosŠou v rozmedz² 32-45 kDa, priļom na 

pr²pravu vzoriek vyuģili komerļne dostupnĨ kit urļenĨ na extrakciu exoz·mov. Rozdiel 

v molekulovej hmotnosti CD63 urļenej naġou analĨzou m¹ģe byŠ sp¹sobenĨ pr§ve rozdielnou 

metodikou pouģitou na izol§ciu vezik¼l, keŅģe spom²nan² autori izolovali len exoz·my, ktor® 

predstavuj¼ podskupinu EV. Je tieģ moģn®, ģe sa n§m podarilo potvrdiŠ pr²tomnosŠ 

homodim®rov alebo heterom®rov CD63, keŅģe tvorba takĨchto ġtrukt¼r je pre tetraspan²ny 

typick§ [8, 11]. 

 

 
 

Obr. 1. Western blot analĨza vzoriek epididym§lnej tekutiny. A ï Nitrocelul·zov§ membr§na ofarben§ 

ponceau S farbiacim roztokom pre kontrolu celkovej nan§ġky prote²nov v dr§hach so vzorkami vyzr§ģanej 

epididym§lnej tekutiny z jednotlivĨch segmentov nadsemenn²ka. B ï reakcia anti-CD9 protil§tky potvrdila 

pozit²vnu reakciu v tekutine hlavy a tela nadsemenn²ka s molekulovou hmotnosŠou v oblasti ~67  kDa. C ï 

reakcia anti-CD63 protil§tky potvrdila pr²tomnosŠ tetraspan²nu v tekutine hlavy, tela a chvosta nadsemenn²ka 

s molekulovou hmotnosŠou ~50 kDa. 

 

Pozit²vna detekcia CD9 a CD63 potvrdila pr²tomnosŠ extracelul§rnych vezik¼l vo 

vzork§ch epididym§lnej tekutiny. T§to detekcia naznaļuje, ģe zr§ģanie tekut²n pohlavn®ho 

traktu vymrazenĨm acet·nom m¹ģe byŠ efekt²vny sp¹sob izol§cie extracelul§rnych vezik¼l, 

i keŅ nejde o beģne vyuģ²van¼ met·du. Vo vzorke tekutiny z chvosta nadsemenn²ka pr²tomnosŠ 

CD9 protil§tkou potvrden§ nebola, ļo vġak neznamen§, ģe EV sa v tejto vzorke nenach§dzaj¼, 

keŅģe bola potvrden§ pr²tomnosŠ CD63-pozit²vnych EV. Predpoklad§me, ģe koncentr§cia 
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prote²nu CD9 vo vzorke chvostovej epididym§lnej tekutiny mohla byŠ pod detekļnĨm limitom 

pouģitej protil§tky MRP1. Pr²tomnosŠ detegovanĨch biomarkerov EV v jednotlivĨch vzork§ch 

sumarizuje tabuŎka 1. 

 

Tab. 1. Pr²tomnosŠ biomarkerov extracelul§rnych vezik¼l (EV) vo vzork§ch epididym§lnej tekutiny 

z jednotlivĨch segmentov nadsemenn²ka. + pr²tomnĨ, - nepr²tomnĨ. 

 

 Epididym§lny segment  

Biomarker EV hlava telo chvost 

CD9 + + - 

CD63 + + + 

 

Z§ver 

Efektivitu izol§cie a pr²tomnosŠ extracelul§rnych vezik¼l v pripravenĨch vzork§ch sme 

potvrdili detekciou vezikulovĨch markerov ï tetraspan²nov CD9 a CD63. Na z§klade 

vĨsledkov m¹ģeme konġtatovaŠ, ģe metodika, ktor¼ sme vyuģili, m¹ģe byŠ efekt²vnou 

alternat²vou k doposiaŎ vyuģ²vanĨm n§roļnĨm sp¹sobom izol§cie extracelul§rnych vezik¼l. 

EV izolovan® z tekut²n zr§ģan²m vymrazenĨm acet·nom s¼ vhodn® na biochemick¼ analĨzu 

tĨchto ġtrukt¼r, ako je Western blot analĨza. Moģn® vyuģitie takto izolovanĨch EV pre Ņalġie 

analĨzy (napr. elektr·nov§ mikroskopia, prietokov§ cytometria, imunofluorescenļn§ analĨza, 

lipidov§ analĨza) bude predmetom n§sledn®ho vĨskumu. 
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