; / Zbornik

’ prispevkov

z 6. roCnika Jarne;
infernacionalizovane;
Skoly dokforandov

inovacia vysokoskolského vzdeldvania na .
SKOLSTVA, VEDY,

JInfernacionalizacia, interdisciplinarita a gz E MINISTERSTVO
VYSKUMU A SPORTU

UPJS, projekt &. 001UPJS-2/2016", v ramci

akfivity ,Jarnd internacionalizovand skola % &
doktorandov (Aktivita 1- Al)* e SLOVENSKE] REPUBLIKY




ZBORNIK PRISPEVKOV Z 6. ROCNIKA JARNEJ INTERNACIONALIZOVANEJ SKOLY
DOKTORANDOV UPJS 2019

Zostavovatel’ zbornika:
prof. RNDr. Peter Fedoro¢ko, CSc. - Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach

Recenzenti:

RNDr. Veronika Sackova, PhD., prof. h. c. prof. PhDr. Vladimir Lesko, CSc.,

MUDr. Martin Novotny, PhD., JUDr. Ing. Jaroslav Dolny, PhD., PhDr. Darina Koreniova, PhD.,
prof. MUDr. Vincent Nagy, PhD., MPH, Dr. h. c. prof. PhDr. Marcela Gbtirova, CSc.,

Mgr. Maria Klapakova, PhD., Mgr. Zuzana Tokarova, PhD., RNDr. Andrea Parimuchova, PhD.,
prof. PhDr. Marian Andric¢ik, PhD., MUDr. Jan Varga, PhD., doc. Mgr. Jan Sabol, PhD., ArtD.,
doc. RNDr. Jozef Uli¢ny, CSc., JUDr. Jozef Sabo, PhD., doc. ThDr. Peter Borza, PhD.,

doc. RNDr. Katarina Reiffova, PhD., JUDr. Monika Seilerova, PhD., doc. MVDr. Stefan Téth, PhD.,
JUDr. Marta Breichova Lapcakova, PhD., JUDr. Jaroslav Collak, PhD.,

doc. RNDr. Adriana Zeletiakova, PhD., doc. RNDr. Erik Cizmar, PhD.,

MUDr. Laura Gombosova, PhD., Dr. h. c. prof. PhDr. Marcela Gburova, CSc.,

JUDr. Radoslav Benko, PhD., LL.M., doc. RNDr. Zuzana Vargova, Ph.D.,

doc. Mgr. Jan Sabol, PhD., ArtD., RNDr. Natalia Raschmanova, PhD.,

Dr. h. c. doc. Mgr. Slavka Tomascikova, PhD., prof. PhDr. Marian Andric¢ik, PhD.,

JUDr. Miroslav Fico, PhD., doc. Mgr. Jan Sabol, PhD., ArtD., doc. RNDr. Jozef Jirasek, PhD.,
RNDr. Gabriel Zoldak, PhD., prof. PhDr. Eva Ziakova, CSc., MUDr. Rastislav Dudi¢, PhD.,

prof. RNDr. Cubomir Kova¢, CSc., PhDr. Darina Korenova, PhD., RNDr. Rébert Tarasenko, PhD.,
RNDr. Ladislav Janovec, PhD., prof. PaedDr. Livia Kortvélyessy, PhD.,

doc. PhDr. Beata Raczova, PhD., RNDr. Danica Sabolova, PhD.,

prof. h. c. prof. PhDr. Vladimir Lesko, CSc., RNDr. Zuzana Gulasova, PhD.,

RNDr. Lenka Hal¢inova, PhD., RNDr. Lenka Malini¢ova, PhD., PhDr. Ondrej Mital’, PhD.,

doc. RNDr. Jozef Han¢, PhD., doc. Mgr. Soiia Lovasova, PhD., prof. RNDr. Toma§ Madaras, PhD.,
PhDr. Tomas Alman, PhD., RNDr. Terézia Kiskova PhD.

© 2019 Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach

Vsetky prava vyhradené. Toto dielo ani ziadnu jeho cCast nemozno reprodukovat, ukladat’ do
informacnych systémov alebo inak rozsirovat’ bez stthlasu majitel'ov prav.

Za odbornu a jazykovl stranku publikdcie zodpovedaju autori. Rukopis nepresSiel redakénou ani
jazykovou tpravou.

ISBN 978-80-8152-741-8



Zbornik prispevkov z 6. ro¢nika Jarnej Internacionalizovanej $koly doktorandov UPJS ﬂ

Jarna $kola doktorandov Univerzity Pavla Jozefa Safarika v Kogiciach, 6. roénik celouniverzitného
podujatia, nadvdzuje na prvych pét uspe$nych rocnikov. Vzhl'adom na priaznivé ohlasy zo strany
zucCastnenych doktorandov a vyznamnych domécich a zahrani¢nych odbornikov, ktori prednasali na
prvych piatich ro¢nikoch podujatia, vedenie Univerzity v zacatej tradicii Jarnych $kél doktorandov
nad’alej pokracuje.

Tento rok sa kona prvykrat za ucasti viac ako 50 doktorandov zo vSetkych fakult Univerzity
a 11 zahrani¢nych alebo domacich lektorov. V priebehu Styroch dni vd’aka podpore rozvojového
projektu MSVVa$ SR Internacionalizacia, interdisciplinarita a inovacia vysokoskolského vzdelavania
na Univerzite Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach odzneju plenarne prednasky 11 zahrani¢nych alebo
domacich expertov, uskutocnia sa tri workshopy a 54 internych doktorandov bude prezentovat’ doterajsie
vysledky svojej vedeckej prace poCas doktorandského Studia. Tento ro¢nik sa kona podobne ako
predchadzajuce ro¢niky v lone krasnej liptovskej prirody v Liptovskom Jane v diioch 10. — 13.6.2019.

Ciel'om podujatia je nad’alej prehibit’ aspekt interdisciplinarity, vzdjomnej informovanosti a zvysenia
urovne doktorandského vzdeldvania zohladiiujuceho medzinidrodné trendy. K tomuto ciel'n urcite
prispeju prednésky tak pozvanych vyznamnych odbornikov zo zahranicia ako aj expertov z jednotlivych
fakult naSej univerzity s cielom posilnenia uz zmieneného interdisciplinarneho aspektu a oboznamenia
sa so suCasnymi trendmi vo vyskume v oblasti prirodnych, lekarskych, humanitnych a spolo¢enskych
vied, matematiky a informatiky.

Som presvedCeny, ze aj tento roc¢nik bude rovnako tuspesny ako pat predchadzajucich,
ze bude impulzom k moznému nadviazaniu kontaktov veducich k vzniku mladych interdisciplinarnych
kolektivov, ze Vas vnutorne obohati a umozni lepSie pochopit’ vyskumné smerovanie VaSich
rovesnikov, ze bude platformou na vymenu skusenosti a prispeje k skvalitneniu doktorandského $ttidia
na Univerzite Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach.

prof. RNDr. Peter Fedorocko, CSc.

prorektor pre vedeckovyskumnil ¢innost’
a doktorandské studium
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Skyrin, prirodny sekundarny metabolit s protinddorovym uc¢inkom?
Skyrin, natural secondary metabolite with antitumor effect?
Marian BABINCAK

Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach, Prirodovedeckd fakulta

Abstrakt: Skyrin je prirodna biomolekula s bisantrachinénovou Struktiurou. Literatira obsahuje velmi obmedzené
mnozstvo informdacii o jeho biologickom G¢inku. V naSom experimente sme vykonali zdkladné cytometrické analyzy
(analyzu metabolickej aktivity, stanovenie viability, celularity a priemernej vel'kosti buniek) po pdsobeni skyrinu na
vybrané nadorové bunkové linie v normoxickom, ako aj v hypoxickom prostredi. Z nasich vysledkov vyplyva, ze skyrin
ma negativny efekt na metabolicka aktivitu nadorovych bunkovych linii kolorektalneho karcindmu. Skyrin ma taktiez
efekt na celularitu buniek v normoxickych podmienkach v jednej zbunkovych linii, o v spojeni o ostatnymi
vysledkami sved¢i o potencialne cytostatickom efekte na nadorové bunkové linie.

KPlucové slova: skyrin, sekundarny metabolit, protinadorovy ucinok, kolorektalny karcinom

Abstract: Skyrin is a natural biomolecule with bisantraquinone structure. There is a very limited amount of information
in the literature about the biological effect of skyrin. In our experiment we performed standard cytometric analyses
(analysis of metabolic activity, determination of the cell viability, cellularity and average cell size) after treatment of
tumor cell lines with skyrin in normoxic and hypoxic conditions. Our results show that skyrin has a negative effect on
the metabolic activity of colorectal carcinoma cancer cell lines. Skyrin also has an effect on cellularity of cells under
normoxic conditions in one of the used cell lines. Our results indicate a potential cytostatic effect of skyrin on tumor
cell lines.

Keywords: skyrin, secondary metabolite, antitumor effect, colorectal cancer

Uvod

Skyrin (sumarny vzorec C;oH;30;9, molekulovd hmotnost’ 538,46 g.mol'l, CAS cislo 602-06-2) je prirodna
biomolekula, ktord bola prvykrat izolovana Howardom a Raistrickom z huby Penicilium islandicum v roku 1954
(Howard and Raistrick, 1954). Patri medzi molekuly s bisantrachindénovou Struktirou, obsahuje Sest’” hydroxylovych

skupin, dve metylové a dve chinénové skupiny na atome uhlika. OH O OH
Prirodzene sa vyskytuje vo velkom mnozstve rdznych hub,

lisajnikov a rastlin (Howard and Raistrick, 1954; Nicolaou et al.,

2005; Brdse et al, 2013). Je potencidlnym prekurzorom

v biosyntéze hypericinu (Jahn et al., 2017). HO CH,
V literature sa nachadza iba malo zmienok o biologickom ucinku 0

skyrinu, celkovo sa v databdze PubMed k pojmu skyrin o

vyskytuje iba 42 clankov, ztoho iba 9 z poslednych piatich

rokov (hl'adany vyraz skyrin[Title/Abstract], 15.4.2019). H3C OH
Cytotoxicita skyrinu a molekul z rodiny skyrinov bola testovana O‘O
na viacerych l'udskych aj zvieracich bunkovych liniach. Hodnoty

cytotoxicit pre jednotlivé bunkové linie sa nachadzaju v tabulke OH O OH
(Tab. 1).

Obr. 1 Molekula skyrinu (Nicolaou et al., 2005)

Tab. 1: Inhibi¢né koncentracie skyrinu pre vybrané bunkové linie

Bunkova linia I?;%gg?;ﬁ;igi;g:ﬁgﬂ;m Referencia
A549 70 uM (Koul et al., 2016)
HCT116 60 uM (Koul et al., 2016)
HelLa 11,3 uM (Lin, Chou and Kuo, 2001)
HL-60 75 WM (Ueno et al., 1995)
K592 27,3 uM (Lin, Chou and Kuo, 2001)
L1210 20 uM (Kiyoshi et al., 1984)

Vysvetlivky: A549 — bunkova linia odvodena od ludského adenokarcinomu plic, HCT116 — bunkova linia odvodend od ludského
kolorektalneho karcinomu, HeLa — bunkova linia odvodena od ludského adenokarcinomu krcka maternice, HL-60 — bunkova linia
odvodena od ludskej akutnej promyelotickej leukémie, K592 — bunkova linia odvodend od ludskej chronickej myelogénnej leukémie,
L1210 — bunkova linia odvodend od mysacej lymfatickej leukémie
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V literature sa vSak nachadza iba malo informacii o molekularnych interakciach so skyrinom. Podla dostupnej literatry
posobi skyrin ako receptor-selektivny antagonista glukagénového receptora (Parker et al., 2000; Kurukulasuriya et al.,
2003). Presny mechanizmus G¢inku skyrinu v8ak dosial’ nie je znamy.

Metodika

V experimentoch boli pouzité bunkové linie I'udského kolorektalneho adenokarcindmu HCT116 a HT-29. Bunkové
kultary boli kultivované za Standardnych podmienok v kultivaénych médiach (RPMI 1640 pre bunkovu liniu HT-29
aMcCoy’s 5A pre bunkovu liniu HCT116) s pridavkami 10% fetalneho hovddzieho séra a antibiotik (penicilin 100
U/ml, streptomycin 100 pg/ml a amfotericin 25 pg/ml).

Pri vSetkych experimentoch prebiehali paralelné kultivacie v hypoxickych (1% O,, 5% CO, a 94% N,) a normoxickych
(20% 0O,, 5% CO, a 75% N,) podmienkach v hypoxickej komore Coy (Coy Laboratory Products, Grass Lake, MI,
USA) v dvoch oddelenych vnutornych kabinetoch (hypoxicky a normoxicky). V hlavnej komore, ako aj v jednotlivych
kabinetoch bola konstantna 70% vlhkost’ a teplota 37 °C.

Zasobny roztok skyrinu (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA) s koncentraciou 5 mM bol pripraveny rozpustenim
v dimetylsulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA). V experimentoch boli pouzité koncentracie skyrinu
od 0,1 uM do 20 uM. Koncentracia DMSO bola vo vsetkych vzorkach nizsia ako 0,5 %.

Metabolicka aktivita buniek bola stanovena na zaklade absorbancie formazanu vytvoreného bunkami z MTT (3-(4,5-
dimetyltiazolyl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) s koncentraciou 0,5 pg.ml”. Pre analyzu boli zvolené ¢asové intervaly
24 a 48 hodin po pridani skyrinu. Po 4 hodinovej inkubdcii boli vzniknuté krystaly rozpustené v 10% SDS. Nasledujtci
den bola absorbancia rozpusteného formazinu stanovena pri vlnovej dizke 585 nm s vyuZitim
spektrofluoroluminometra FluoStar Optima (BMG LABTECH, Ortenberg, Nemecko).

Viabilita, celularita a priemerna vel’kost’ buniek bola stanovena analyzou bunkovych suspenzii vzoriek po 24 a 48
hodinovej kultivacii so skyrinom (koncentracie 0,5 uM a 10 uM), ako aj kontroly bez skyrinu a vzorky s DMSO
s rovnakou koncentraciou ako vo vzorke s najvysSou koncentraciou skyrinu. Po trypsinizacii buniek boli bunkové
suspenzie analyzované pomocou pristroja Vi-CELL XR (Beckman Coulter, Indianapolis, USA). Pomerné mnozstvo
buniek bolo stanovené ako pomer poctu buniek v meranej suspenzii ku priemernému poctu buniek v suspenziach
ziskanych zo vSetkych vzoriek pri danom opakovani experimentu, ¢im bol odstraneny vplyv réznych pociatoénych
podmienok pri danych experimentoch.

Statisticka analyza, ako aj vizualizacie dat boli vykonané v programovacom jazyku R (R verzia 3.5.2) s vyuzitim
Standardnej kniznice a kniznice ggplot2 (Wickham, 2009; R Core Team, 2018).

Vysledky

Metabolicka aktivita buniek ovplyvnenych skyrinom v zavislosti od koncentracie klesala pri oboch pouzitych
bunkovych liniach, ako aj pri oboch kultivacnych podmienkach (normoxia a hypoxia).

Graf 1: Metabolicka aktivita buniek, bunkova linia HCT116 48 hodin od pridania skyrinu
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Vysvetlivky: *** — signifikancia voci kontrole (P<0,001)

K signifikantnému poklesu metabolickej aktivity (P < 0,001) doslo po 48 hodinach pri najvysSej pouzitej koncentracii
v oboch bunkovych liniach, pricom pri vzorkach z hypoxického prostredia dochadzalo k vyraznejSiemu poklesu
metabolickej aktivity ako pri rovnakej koncentracii skyrinu v normoxii (P<0,001).

Skyrin nemal efekt na viabilitu buniek. Medzi vzorkami po 24 resp. 48 hodinach, ani medzi bunkovymi liniami, nebol
signifikantny rozdiel vo viabilite. Viability v§etkych vzoriek boli v rozmedzi od 93,92% do 100,00% (Grafy 2 a 3).
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Graf 2: Viabilita bunkovej linie HT-29 Graf 3: Viabilita bunkovej linie HCT116

100.0 100.0 ég QE ﬁ? E;

97.5 * 975
=S =S .
= Ednypoxia = Ednypoxia
= 950 = 950
% Elnormoxia % Elnormoxia
> >

925 925

90.0 90.0

K DM30 0.5 M 10 uM K DM30 0.5 um 10 pMm

Pri analyze celularity buniek sme zaznamenali signifikantny pokles pomerného poétu buniek pri vzorke ovplyvnenej
najvyssou koncentraciou skyrinu v normoxickych podmienkach (Graf 4). Ani pri inych vzorkach bunkovej linie
HCT116 (po 24 hodinach) ani pri vzorkach bunkovej linie HT-29 sme ziaden signifikantny efekt nepozorovali.

Graf 4: Pomerné mnozstvo buniek, bunkova linia HCT116 48 hodin od pridania skyrinu
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Vysvetlivky: Pomerné mnozstvo je vyjadrené ako pomer mnozstva buniek ku priemernému poctu buniek v danom opakovani
experimentu, *** — signifikancia voci kontrole (P<0,001)

Pri analyze priemernej velkosti buniek nedochadzalo v Ziadnej zo vzoriek kultivovanych v médiu s obsahom skyrinu
k signifikantnym zmenam. Priemernad velkost’ buniek dosahovala 15,27 pm pri bunkovej linii HT-29 a 14,13 pm pri
bunkovej linii HCT116. Priemerné velkosti pre jednotlivé vzorky v biologickych triplikatoch st znazornené na grafoch
(Grafy 5 a 6).

Graf 5: Priemerna vel'kost’ buniek (HT-29) Graf 6: Priemerna velkost’ buniek (HCT116)
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Zaver a diskusia

Z dostupnej, vyrazne limitovanej literatiry je znamy inhibiény ucinok skyrinu na metabolickl aktivitu nadorovych
buniek odvodenych z nadorov rdzneho histologického poévodu (Kiyoshi et al., 1984; Ueno et al., 1995; Lin, Chou and
Kuo, 2001; Koul et al., 2016). Detailnejsie analyzy zamerané na preskumanie existujuceho protinadorového potencialu
skyrinu vSak absentuju. Nami ziskané vysledky zo zakladnych cytometrickych testov potvrdzuju, Ze skyrin ma
signifikantne negativny G¢inok na metablickt aktivitu buniek v normoxickych, aj v hypoxickych podmienkach.

Nase vysledky taktiez poukazuju na ovplyvnenie celularity pri jednej zo zvolenych bunkovych linii (HCT116, 48
hodin). Ani v pripade viability a ani pri priemernej velkosti buniek sme nezaznamenali ziadne signifikantné zmeny.
Tieto vysledky, vSak nie je mozné v dostatocnej miere porovnat s vysledkami inych autorov, nakolko sa v literature
nenachadza dostatok relevantnych tidajov.

Aj ked” vnaSich experimentoch aplikované koncentracie skyrinu nedosahovali poloviéné maximalne inhibi¢né
koncentracie, ich efekt nam poskytuje potrebné minimum informacii nevyhnutnych pre d’alsie planované analyzy (ako
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napriklad komparativna proteomicka analyza), ktorych cielom bude stanovenie mechanizmu u¢inku skyrinu na
nadorové bunkové linie.

Na zaklade nasSich vysledkov v§ak moZeme konstatovat’, ze skyrin vykazuje potencialne cytostaticky efekt na nadorové
bunkové linie. Presny mechanizmus G¢inku vSak dosial’ nie je znamy a je cielom d’alSicho vyskumu.
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Endoparazitarne infekcie u deti
Parasitic infections in children

Veronika Bednarova, Monika Halanova, Ingrid Papajova, Peter Juris

Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach, Lekdrska fakulta

Abstrakt: Parazitarne ochorenia st jednou z pri¢in morbidity a mortality nielen v rozvojovych, ale i vo vyspelych
krajinach po celom svete. Vysoka prevalencia parazitarnych infekcii kopiruje rapidny narast humannej populacie,
odhaduje sa, ze existuje priblizne 340 druhov parazitov, ktoré st schopné infikovat cloveka. Vel'ké mnozstvo
parazitarnych infekcii je diagnostikovanych u deti a adolescentov. V nasej Studii sme sledovali vyskyt vybranych
¢revnych parazitov u deti hospitalizovanych v Detskej fakultnej nemocnici v KoSiciach. Zo 110 vySetrenych vzoriek
stolice bolo pozitivnych na pritomnost’ intestindlnych parazitov 19 (17,2%), priCom najvyssia prevalencia bola
detegovana vo vekovej skupine 3 az 5 ro¢nych deti. NajcastejSie detegovanym parazitom bol Ascaris lumbricoides
(7,2%), nasledovany Cryptosporidium spp. (6,3%) a Trichuris trichuria (2,7%). Vajitka pasomnic Taenia spp. boli
detegované v 0,9% vysetrenych vzorkach.

KPucové slova: Ascaris lumbricoides, Trichuris trichuria, Taenia spp., Cryptosporidium spp., deti

Abstract: Parasitic diseases are one of the causes of morbidity and mortality not only in developing but also in
developed countries around the world. The high prevalence of parasitic infections replicates the rapid increase in the
human population, and it is estimated that there are approximately 340 species of parasites that are capable of infecting
humans. A large number of parasitic infections are diagnosed in children and adolescents. In our study, we observed the
incidence of selected intestinal parasites in children hospitalized at the Children's Faculty Hospital in Kosice. Out of the
110 faecal samples examined, 19 (17,2%) were positive for intestinal parasites, with the highest prevalence being
detected in the 3-5 year old age group. The most frequently detected parasite was Ascaris lumbricoides (7,2%),
followed by Cryptosporidium spp. (6,3%) and Trichuris trichuria (2,7%). Eggs of Taenia spp. were detected in 0,9% of
the samples examined.

Keywords: Ascaris lumbricoides, Trichuris trichuria, Taenia spp., Cryptosporidium spp., children

Uvod

Aj v sucasnosti su endoparazitarne infekcie este stale jednym zo zadvaznych problémov verejného zdravotnictva nielen
v rozvojovych, ale aj v rozvinutych krajinach sveta. Ich prenos je najcastejSie asociovany s nizkou osobnou hygienou
a kontaminaciou zivotného prostredia. Vel'ka cast’ parazitarnych infekcii je rozsirovana fekalno-oralnou cestou, kedy su
vajicka a cysty vylucované do prostredia stolicou infikovanych jedincov. Zo skupiny helmintov sa casto vyskytuju
Ascaris lumbricoides, Trichuris trichuria, Enterobius vermicularis, pasomnice Taenia spp.. Giardia intestinalis
a Cryptosporidium spp. patria do skupiny najCastejSie detegovanych intestindlnych protozoi. Podla Svetovej
zdravotnickej organizacie (WHO) viac ako 1.2 miliardy I'udi je infikovanych A. lumbricoides a viac ako 795 miliéonov
je infikovanych 7. trichuria. Infekcie sa vyskytuju predovSetkym vo vzdialenych alebo zanedbanych mestskych
Castiach medzi najchudobnej§imi komunitami. Vyskyt endoparazitdrnych infekcii je uzko prepojeny s niz§im socio-
ekonomickym statusom populacie, ktord Zije v oblastiach s niz§im hygienickym Standardom. V Tl'udskej populacii su
identifikované skupiny obyvatel'stva, ktoré st vo vysSom riziku akvirovania endoparazitarnymi infekciami v porovnani
so zvySkom populdcie. Do tychto skupin patria deti, tehotné Zeny a imunokompromitovani pacienti (HIV/AIDS
pacienti, onkologicki pacienti a pacienti na kortikosteroidovej lie¢be) (Gawor a Borecka, 2017). Vo vztahu k infekcii st
tieto skupiny v najvd¢Som riziku vzhladom na ich behavioralnu charakteristiku a imunologicky status. Deti st
najzranitel'nejSou skupinou populacie voc¢i endoparazitarnym infekciam, priCom najmladsie deti st v najvac¢Som riziku
akvirovania geohelmintézami z dévodu vyssSej aktivity v infikovanom vonkajSom prostredi, onychofagie, geofagie
a slabej osobnej hygiene (Blaskowska a kol., 2013). Manifestacia infekcie zavisi od vyvojového Stadia parazita
a intenzity infekcie. Naviac, tazka infekcia gastrointestindlneho traktu endoparazitmi vedie k malabsorbcii, hnacke,
anémii a malnutricii (Bethony a kol., 2006). Endoparazitarne infekcie u deti mozu takisto viest k naruSenému rastu
(zakrpateniu) alebo intelektudlnej retardacii s efektom na kognitiviu a vzdelavaciu schopnost’ (Guyatt, 2000).
Vysledkom st deti primarne postihnuté infekciami, ktoré st esencialnym vektorom pre reintrodukciu parazitov do
lokalneho environmentu. Prevencia by mala byt preto zamerana hlavne na tto skupinu populacie (Harhay a kol.,
2010). Ztychto dovodov cielom nasej prace bolo zistit vyskyt vybranych endoparazitarnych infekcii
u hospitalizovanych deti z KoSického regionu za pouzitia koprologickych a imunologickych metod.

Material a metodika
Subor vySetrovnych osob

Stadia bola vykonana v Detskej fakultnej nemocnici v Kosiciach (DFN Kosice). Deti pochadzajice z Kosického
a PreSovského kraja boli hospitalizované na gastroenterologickom oddeleni DFN Kosice. Vsetci detski pacienti boli
koprologicky vySetreni na pritomnost’ helmintov a imunologicky vySetreni na pritomnost’ kryptosporidiového antigénu
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v stolici. Celkovo bolo koprologicky vysetrenych 110 detskych pacientov (60 chlapcov a 50 diev¢at). Na analyzu
endoparazitarnych infekcii boli vSetci pacienti rozdeleni podl'a pohlavia a veku. Najcastej$imi klinickymi symptomami
boli anémia, gastroenteritida, hnacka, abdominalna bolest’, nauzea alebo zvracanie a horacka nezndmeho povodu.

Odber a spracovanie vzoriek

Detska stolica bola zbierana do plastovych skiimaviek ur¢enych na odber stolice po podpisani informovaného sthlasu
rodica alebo pravneho zastupcu. Kazda skiimavka na stolicu bola ozna¢ena identifikaénym c¢islom, zber vzoriek
zabezpeCil vyskoleny personal gastroenterologického oddelenia alebo rodiia pacienta. Na vySetrenie stolice
zdravotnicky personal odoberal malé mnoZstvo stolice (priblizne 10-15 g). Stolice boli odoslané na Ustav
epidemiologie Univerzity Pavla Jozefa Safarika v Kogiciach. Kazda vzorka obsahovala informacie o pohlavi a veku
pacienta. Vzorky, ktoré nemali Gplné informacie boli zo §tudie vylucené. Deti boli rozdelené do piatich vekovych
kategorii. Prva skupinu tvorili deti do dvoch rokov Zivota (n=3), druha skupina boli deti od 3 do 5 rokov (n=38), tretia
kategoria boli deti od 6 do 10 rokov (n= 37), $tvrta kategoria boli deti od 11 do 15 rokov (n=30) a poslednou kategoriou
boli adolescenti od 16 rokov (n=2).

Laboratorna diagnostika

Na separdaciu vajicok a oocyst zo vzoriek stolice bol pouzity komerény kit (Paraprep L, Mondial, France). Kazda vzorka
obsahovala 6 ml 10% formalinu v zmieSavacej komorke ku ktorej sa pridalo 0,5 g stolice a 2ml roztoku etylacetatu.
Zmiesavacia komorka bola spojend pomocou filtra so zbernou komérkou. Po 24 hodinovej inkubécii pri izbovej teplote,
bola skimavka scentrifugovana (10 rpm, 1min), v zbernej komoérke boli zachytené zvySky stolice. Supernatant sa
odstranil a sediment bol preneseny na podlozné sklicko a prikryty krycim sklickom. Cela vzorka bola
vySetrena svetelnym mikroskopom Leica DM 5000b (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) so zvac¢Senim 100%
a 400x. Vzorky boli tiez vysetrené ELISA metddou za pouzitia komeréného kitu Cryptosporidium ELISA (f. diagnostic
Automation, INC, Calabasas, CA). Tento typ ELISA metddy je in vitro imunologicka metéda na kvalitativnu
determinaciu kryptosporidiového antigénu v stolici. Jedna sa o sendviéovi ELISA metodu, v ktorej anti-
Cryptosporidium polyklonalne protilatky vychytavaji antigén zo supernatantu stolice. V pripade pozitivnej
imunologickej reakcie na pritomnost’ Cryptosporidium antigénu, bola zistena absorbancia (450/630 nm, ELISA Reader
Opsys MR Thermo Labsystems) 0,15 OD jednotiek alebo vyssia. Absorbancia nizsia ako 0,15 OD jednotiek indikovala
to, ze vzorka neobsahovala detegovateI'né mnozstva kryptosporidiového antigénu.

Statistickd analyza
Na analyzu ziskanych vysledkov sme pouzili zakladnt deskriptivnu Statistiku.
Vysledky

Zo 110 vysetrenych vzoriek stolice bolo pozitivnych na pritomnost” intestinalnych parazitov 19 (17,2%). Parazity boli
detegované u 11 chlapcov a 8 diev¢at. Detegované intestinalne endoparazity st demonstrované v Grafe ¢.1. NajcastejSie
detegovanym parazitom vo vzorkach bol Ascaris lumbricoides (7,2%), ktory bol detegovany u 5 chlapcov a troch
diev¢at, nasledovany Trichuris trichuria (2,7%). T.trichuria bol detegovany u dvoch chlapcov ajedného dievcata.
Vajicka Taenia spp. boli detegované iba v jednej vzorke od 7 ro¢ného dievcata (0,9%).

Graf'¢.1. Prevalencia intestinalnych parazitov u deti

2.70% 0,90%

6,30%

17,20%

m Ascaris lumbricoides = Cryptosporidium spp.

Trichurs trichuria = Taenia spp.

Vyskyt A. lumbricoides bol detegovany v dvoch vekovych kategoriach, a to s vy$sou prevalenciou u deti od 3-5 rokov
(18,4%). Vyskyt helminta 7. trichuria bol zachyteny v dvoch kategoriach, a to v kategorii u deti od 3-5 rokov (2,6 %)
a u deti od 6-10 rokov (2,7%). Vajicka Taenia spp. boli zachytené iba vo vekovej kategorii 6-10 rokov (2,7 %). Vzorky
boli vySetrované aj na pritomnost’ infekcie Cryptosporidium spp. pomocou ELISA metddy. Kryptosporidiovy antigén
bol detegovany v 6,3% vzoriek. Kryptosporidiovy antigén bol detegovany v 3 vekovych skupinach s najvyssou
pozitivitou v skupine deti od 11 do 15 rokov (13,3%) za fiou nasledovala skupina deti od 6-10 rokov (5,4%) (Tab ¢.1).
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Tabulka ¢. 1 Vyskyt vybranych endoparazitov v suvislosti s vekovou Struktiirou vySetrovanych deti

Ascaris lumbricoides Trichuris trichuria Taenia spp. Cryptosporidium spp.
Vek P % P % P % P %
<243 - - - - - - - -
3-50-38) 7 18,4 % 1 2,6 % - - - -
6-10(,-37 1 2,7% 1 2,7% 1 2,7% 2 5,4 %
11-15(,-3, - - - - - - 4 13,3%
16 < (1) - - - - - - 1 50%
Diskusia

Prevalencia parazitarnych infekcii je celosvetovo vysoka, v sicasnosti viac ako 3 miliardy l'udi po celom svete je
infikovanych parazitmi (Markell a kol., 1999). Vyskyt infekcii je Casto viazany s nizkym socio-ekonomckym statusom
zodpovedajucim rozvojovym regionom sveta, nedostato¢nej hygiene spajanej s velkym poctom osdb na malom uzemi,
ako aj s nedostatocnou zdravotnou starostlivostou a nedostupnostou pitnej vody. V nasej Stidii sme vysetrili 110
vzoriek stolice od deti z Detskej fakultnej nemocnice v KoSiciach na pritomnost vybranych parazitov — Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichuria, Taenia spp. a Cryptosporidium spp.. Vetky menované druhy parazitov patria medzi
zoonotické druhy s vyskytom tak v rozvojovych ako aj v rozvinutych krajinach. Spolu so zlym zdravotnym stavom
a nizkym zivotnym Standardom dochadza k zvysenej prezencii kryptosporidiovych infekcii. V nasej studii boli antigény
Cryptosporidium spp. detegované v 6,3% s najvysSou pozitivitou udeti medzi 11 az 15 rokom zivota (13,3%).
Vseobecne, prevalencia kryptosporidii variruje od 2,6% do 31.3% v krajinach Afriky, od 3,2 do 31,5% v Centralnej
a Juznej Amerike od 1,3% do 13,1% pre Aziu aod 0,1 % do 13,1% v europskych krajinach (Ungar, 1990 ; Fayer,
2004). V detskej populacii méze byt vyskyt kryptosporidii vyssi v dosledku zlého zdravotného stavu, predovsetkym
u podvyzivenych deti Zijucich v slabo rozvinutych oblastiach s nizkou hygienou (Checkley a kol., 1997; Newman
akol., 1999; Lima a kol., 2000). Viac studii potvrdilo, ze vrchol vyskytu kryptosporidiézy je medzi detmi od 1 do 5
rokov Zivota (Meinhardt a kol., 1996). K opakovanym epizédam kryptosporididzy vSak médze dochadzat aj u deti
v starSom veku, ¢o naznauje, ze ziskand imunita voci kryptosporidiovej infekcii je len kratkodoba alebo neuplna
(Newman a kol., 1999). V naSej §tadii sme zaznamenali stredne vysoku pozitivitu vzoriek na Ascaris lumbricoides
(17,2%) a niz8iu pozitivitu na infekcie helmintom Trichuris trichuria (6,3%). Podobné vysledky boli zistené v dvoch
slovenskych $tadiach. V prvej sa zistoval vyskyt parazitov udeti s pulmonarnymi ochoreniami, kde najcastejSie
potvrdenym helmintom bol Ascaris lumbricoides (4,4 %) nasledovany Taenia spp. (2,7%) a Trichuris trichuria (0,9%)
(Juris$ a kol., 2014). V druhej §tadii so zameranim na celu slovensku populaciu sa u deti najcastejsie vyskytoval znova
Ascaris lumbricoides (5,0%) nasledovany Trichuris trichuria (1,1%) bez detekcie vajicok Taenia spp. (Dudlova a kol.
2016). Podobné studie boli vykonané v mnohych krajinach sveta. Ares-Mazasa kol. (1987) analyzovali 1000 vzoriek
stolic od zdravych deti vo veku od 0 do 15 rokov zo Spanielska. Vysledky potvrdili u deti vyssiu pozitivitu
endoparazitarnych infekcii (31,8%), infekcia T. trichuria bola zistena u 12,2% deti, infekcia 4. lumbricoides bola
detegovana v 4.3%. Spinelli a kol. (2006) zistovali prevalenciu endoparazitéz u zdravej populacie v Albanskom meste
Mamuras. Celkova prevalencia parazitdoz bola 24,1%, vratane T. trichuria (12.2%), G. intestinalis (11,1%) a A.
lumbricoides (1,0%). V §tadii vykonanej v Pol'sku bolo vysetrenych viac ako 30 000 vzoriek stolice od 7 ro¢nych deti
s celkovou prevalenciou endoparazitoz 21,5%. NajcCastejSie detegovanym parazitom bol A. lumbricoides (2,8%)
nasledovany G. intestinalis (1,0%) a T. trichuria (0,2%) (Plonka a Dzebenski, 1999). Druha $tadia z Pol'ska bola
vykonana v roku 2004 na 31 504 detoch s vel'mi podobnymi vysledkami, najcastejSim parazitom bol A. lumbricoides
(0,8%), nasledovany G. intestinalis (0,6 %) a T. trichuria (0,12 %) (Bitkowska a kol., 2004).

Zaver

Vysledky nasej stadie poukazuju na nizku prevalenciu parazitov v skupine nami vysetrenych hospitalizovanych deti.
Najvyssia prevalencia parazitarnych infekcii bola zistena vo vekovej skupine deti od 3 do 5 rokov. NajcastejSie
detegovanym parazitom bol Ascaris lumbricoides nasledovany Cryptosporidium spp.. Jednym z dévodov nizkej Grovne
zachytu moze byt trvaly lekarsky dohl'ad a neobmedzeny pristup k adekvatnej terapii nielen pre zakladné ochorenie, ale
aj pre sekundarne infekcie u hospitalizovanych deti. To je dovodom, preCo sa v sucasnosti vyskytuji klinicky
manifestované endoparazitarne infekcie vel'mi zriedkavo.

Pod’akovanie: Tato praca vznikla s podporou projektov MSVVa$ 1/0941/16 a APVV-15-0134
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VyuZzitie spektroskopickych metéd pri identifikacii zloZenia viaczloZkovych mocovych konkrementov
Utilization of spectroscopic methods for identification of the composition of multicomponent kidney stones
Erik DRABISCAK, Erik DORKO
Univerzita Pavla Jozefa Safirika v Kosiciach, Lekdarska fakulta

Abstrakt: Identifikacia jednotlivych zloziek moGovych konkrementov moZe byt ¢asto zdihava a zlozita a pokial’ ide
o pouzitie mokrych chemickych metod, casto aj nepresna. Pouzitim spektroskopickych metdd (infracervene;j
spektroskopie (FTIR) a Ramanovskej spektroskopie) v procese analyzy vzoriek pozorujeme mnozstvo vyhod, ktoré so
sebou tieto metody prinasaju. V studii su identifikované vzorky kalciumoxalatovych (whewellit a weddellit)
konkrementov, ktoré pozostavaju z viac ako jednej zlozky a nebolo mozné ich analyzovat’ pomocou mokrych
chemickych metod. Na zaklade vysledkov analyz predpokladame mechanizmus vzniku a postupného vyvoja
konkrementov vo vztahu k zlozeniu potravy. Vysledky vysetreni jednotlivych vzoriek su dokumentované FTIR

a Ramanovskymi spektrami, ich detailnym popisom a mikrofotografiami.

Krucové slova: viaczlozkové mocové konkrementy, infracervena spektroskopia (FTIR), Ramanovska spektroskopia,
mokré chemické metody

Abstract: The identification of individual components of urinary stones can often be lengthy and complicated and often
inaccurate regarding the use of wet chemical methods. Using spectroscopic methods (infrared spectroscopy (FTIR) and
Raman spectroscopy) in the sample analysis process, we observe several advantages that these methods bring. The
study identifies samples of calcium oxalate (whewellite and weddellite) stones that consist of more than one component
and could not be analyzed using wet chemical methods. Based on the results of the analyzes we assume the mechanism
of formation and gradual development of stones in relation to food composition. The individual sample results are
documented by FTIR and Raman spectra, their detailed description and microphotographs.

Keywords: multicomponent kidney stones, Infrared spectroscopy (FTIR), Raman spectroscopy, wet chemical methods
Uvod

Urolitiaza ako ochorenie je charakteristické pritomnostou konkrementov v urogenitalnom trakte. Podla lokalizacie
konkrementov rozliSujeme nefrolitidzu (v oblickovej panvicke a oblickovych kalichoch), ureterolitiazu (v mocovode),
cystolitidzu (v mo¢ovom mechure) a uretrolitidzu (v mocovej trubici). Vznikajtice konkrementy majt ¢asto réznu
velkost, sfarbenie, tvar, tvrdost’, morfologiu a mézu byt’ jednodruhové alebo st rézneho chemického zlozenia.
Vlastnosti jednotlivych konkrementov zavisia prevazne od druhu metabolickych poruach, pri ktorych dochadza

k nadprodukcii kamenotvornych latok alebo k znizenej produkcii inhibitorov krystalizacie. Na ich vznik d’alej vplyva
zloZenie potravy, pitny rezim, fyzicka aktivita, charakter pracovného prostredia a ich vznik je takmer vZzdy podmieneny
multifaktorialnou etioldgiou. Prijem rizikovych zlozZiek potravy sa v konkrementoch prejavuje dvoma spdsobmi:

a. rizikové latky tvoria konkrementy v nezmenenej forme
b. rizikové latky su v tele metabolizované na latky, ktoré nasledne tvoria konkrementy.

Konkrementy mézu vznikat’ pomerne rychlo, ale Castejsie sa vyvijaju dlhsie obdobie (n —rokov). Dlhsie obdobie vyvoja
ma Casto za nasledok vznik rézne diferencovaného konkrementu, ¢o moze byt vysledkom zmeny metabolickych
procesov, stravovacich navykov, Zivotného $tylu ale aj roéného obdobia. V praxi preto uprednostiiujeme a odporacame
vyuzitie spektroskopickych metod pri identifikacii zloZenia viaczlozkovych mocovych konkrementov vzniknutych

v désledku metabolickych poruch.

Material a metodika

Vysetrované vzorky mocovych konkrementov boli odobrané vo Fakultnej nemocnici s poliklinikou F. D. Roosevelta
v Banskej Bystrici a v Univerzitnej nemocnici L. Pasteura v KoSiciach pacientom chorych na urolitidzu po podpisani
informovaného suhlasu. Vzorky boli oznac¢ené identifikaénym ¢islom so zachovanim anonymity pacienta.

Konkrement na u¢ely merania infraéervenou spektroskopiou (FTIR) bol rozdrveny na jemny homogénny prasok

v trecej miske. Infraéervené spektrum skiimanych latok sme zaznamenali pomocou spektrometra Nicolet iS50 v rozsahu
4000-400 cm™ pomocou techniky zoslabenej tplnej reflektancie (ATR) na diamantovom podklade. Pre ziskanie
kazdého spektra sme uskuto&nili 64 skenov s krokom 2cm™. Ziskané idaje boli porovnavané s dostupnymi
informaciami z databaz infracervenych spektier High Resolution Sigma Aldrich a Bio-Rad Sadtler (kniznica databaz).

Na rozdiel od FTIR, Ramanovska spektroskopia vyuziva prevazne celé vzorky, alebo ich ilomky. Analyzu vzoriek sme
vykonavali na Ramanovskom spektrometri LabRAM-HR 800 (Horiba Jobin Yvon), verzia UV-VIS-NIR
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s mikroskopom Olympus BX-41 s objektivom so 100-nasobnym zvacSenim a vel’kou pracovnou vzdialenost'ou, s CCD
detektorom Synapse (Horiba Jobin Yvon), chladenym Peltierovym ¢lankom (-70°C), s difrakénou mriezkou 600
vrypov/mm. Pri merani sme pouzili dva lasery s vinovou dizkou 532 (Nd-YAG) a 633 (He-Ne) nm. Kvoli vysokému
pozadiu sposobenému pravdepodobne luminiscenciou, sme vykon laserov znizovali pomocou hustotnych filtrov. Doba
snimania spektier sa pohybovala od 10 do 120 sekund na spektralne okno. Celkové dizka snimania tak dosahovala 8 aZ
120 mintt.

Vysledky

V studii sme analyzovali whewellitové Ca(C,0,) . H,O a weddellitové Ca(C,0,) . 2H,0 mineraly patriace medzi
kalciumoxalatové konkrementy s réznymi primesami, ktoré sa od seba odliSovali tvarom, vel’kost'ou, pocetnost’ou,
farbou, tvarom agregatov, morfologiou a chemickym zloZzenim. V nasich podmienkach st kalciumoxalaty najcastejSou
zlozkou mocovych konkrementov.

\/4!

Spektrum whewellitovej Ca(C,0,) . H,O (tmavsej) Casti konkrementu pozostava niekol’kych charakteristickych péasov.
Ohnuty pés s vrcholom pri 510 em™ charakterizuje O—C—O vibraciu. Pasy s vrcholovymi hodnotami 595 a 649 cm-1
zodpovedaju vizbe O—H, predstavuju teda molekularnu vodu. Pés s vrcholom 778 ¢cm™ zrejme zodpoveda vizbe C—
H. Vysokoabsorpéné stre¢ingy s maximom na polohach 1312 a 1605 cm™ mézeme jasne priradit’ jednoduchej C—O,
resp. dvojitej C=0 vizbe. Nesymetricky a nevyrazny rad pasov s vrcholmi pri 3041, 3325 a 3430 cm™ reprezentuje
deformaénu vibraciu vody (O—H) (Sekkoum et al. 2010). Namerané spektrum takmer identicky suhlasi s doposial’
publikovanymi infra¢ervenymi spektrami whewellitu (Sekkoum et al. 2010; Petrov, Soptrajanov 1973) a taktiez vel'mi
dobre koresponduje s databazou ATR-IR — Inorganics 1 — Bio-Rad Sadtler pod pomenovanim calcium oxalate, hydrate.
Rozdielnost whewellitu a weddellitu sa v nameranych spektrach prejavuje len rozdielom v oblasti 3000 aZ 3600 cm™,
kde je weddellit charakterizovany pasmi s vy$$ou intenzitou.

Svetla cast’ ma rozdielne namerané spektrum, ktoré je charakteristické skor mnozstvom pasov strednej intenzity. Malo
vyrazné pasy s vrcholmi pri 915 a 1539 em™ zodpovedaja NH2 vibracii. Symetricky streingovy pas strednej sily pri
1316 cm™ patri amidovej C—N skupine. Rozstiepeny pas s maximom pri 1457 cm™ reprezentuje CH2 skupinu.
Karboxylové dvojita C=0 vizba je reprezentovana stre¢ingovym pasom s hodnotou 1743 cm™ (Muthuselvi et al. 2016).
Tieto namerané hodnoty odpovedaju na pritomnost’ dihydratu kys. oxalovej C,H,0, . 2H,0. Podl'a rozdelenia Junga
(2003) sme v nameranom spektre dokézali identifikovat’ tri zakladné formy kyseliny oxalovej. Neutralna (H,A) kys.
oxélova je reprezentovana vrcholom s hodnotou 1743 cm™, aniénova (HA") hodnotou 1623 cm™ a dianiénovéa (A™)
pasom pri 1718 cm™. Pasy, ktoré vynechali zodpovedaju vyssie spominanym vibraciam whewellitu. Podobne ako tieto
hodnoty, spektrum ¢iastocne stihlasilo s databazou ATR-IR — Inorganics 2 —Bio-Rad Sadtler a spektrom oxalic acid
dihydrate 97%.
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Obr. 1 FTIR spektrum whewellitu (hore) a dihydratu kys. oxalovej (dole) + fotografia konkrementu (VZ1)
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Nehomogenita vzorky z pohl'adu farby aj zloZenia znaci
zmenu podmienok kryStalizacie v moci pocCas tvorby
konkrementu. Predpokladame nasledovny mechanizmus
vzniku konkrementu:

1. na zaciatku kryStalizacie a pocas celej doby
krystalizacie whewellitu (1. faza) boli v mo¢i vhodné
podmienky pre vznik takéhoto druhu mineralu,

2. pocas 1. fazy boli v mo¢i dostatoéne koncentrované
oxidy uhlika a vapnika,

3. posobenim pravdepodobne exogénneho faktora
(zmena mnozZstva prijatého vapnika zo stravy)
dochadza k zmene nasytenia mo¢u Ca>" kationmi,
ktorého vylu€ovany obsah klesa a vzniké dihydrat
kyseliny oxalovej (2. faza),

4. v 3. faze dochadza k obnove podmienok, za ktorych
vznikala 1. faza.

Obr. 2 Znazornenie mechanizmu vzniku konkrementu (VZ1)

\/#)

V druhom pripade ide o vzorku konkrementu, v ktorej méZzeme pozorovanim rozlisit’ viacej frakcii roznej farby, ktoré
sa ale zlozenim neodliSuju (dévodom je pravdepodobne rozdielny obsah bilirubinu v jednotlivych frakciach, ktorého
obsah je v8ak pod hranicou meratel'nosti). Vzorka pozostava z 30 kusov (od 0,4 do 0,7 cm) velkych konkrementov.
Rozdiely v chemickom zlozeni medzi jednotlivymi konkrementmi neboli pozorované, ale napriek tomu konkrementy
pozostavaju z dvoch zloziek.

Ako prvu, dominantnu zlozku sme dokazali identifikovat’ uricit (konkrement kyseliny mocovej CsH,N,O3), pre ktort su
charakteristické pasy s vrcholmi pri 469, 619, 704, 745, 1348 a 1635 cm™, ktoré predstavuju streingovi vibraciu N—H
skupiny. Pés pri 873 cm™ reprezentuje nesymetrickii vibraciu C—N skupiny a pasy pri 991, 1026 a 1584 cm™ taktiez
C—N skupinu, ale uz ako strec¢ingova vibracia. Jednoduchu vizbu C—O mozeme charakterizovat’ vyraznym pasom s
hodnotou 1117 em™. Dalsi stre¢ingovy pas s maximom pri 1490 cm™ hovori o pritomnosti N—O skupiny. Vetky tieto
vibracie st charakteristické pre kyselinu mocovu.

Hodnoty pasov, ktoré vyssie neboli spomenuté, patria whewellitu Ca(C,0,) . H,O, ktory je vo vzorke zastipeny len v
malom mnoZstve. St to pasy pri 514 a 571 cm™, ktoré zodpovedaju libra¢nej deformécii hydroxylovej O—H skupiny.
Charakteristickou vibraciou pre whewellit je C—O stre¢ingova vibracia pri 1313 cm™. Spektrum bolo porovnavané s
publikaciami (Asyana et al. 2016; Popescu et al. 2010) s odchylkou do + 4 cm™ a databazou IR — Standards
(Comperhensive) — Bio-Rad Sadtler.
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Obr. 3 FTIR spektrum uricitu a whewellitu
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Konkrementy vznikali pomerne rovnomerne a pocas celej doby krystalizacie dochadza len k malym vykyvom

v saturacii mocu jednotlivymi latkami a v celom procese su zachované podmienky pre vznik uricitu aj whewellitu.
Avsak vzhl'adom na to, Ze vo vzorke prevlada uricit, ktory je z dvoch tretin tvoreny uhlikom a dusikom, mézeme
povedat, Ze v zlozeni prevladaju tieto dva prvky.

Obr. 4 Fotografie konkrementov s viditeI'nymi ré6znofarebnymi zlozkami (VZ2)

vZ3

Tretia vzorka je konkrement, v ktorom mdzeme jasne pozorovat’ ohrani¢ené krystalové plochy dvoch réznych druhov
krystalov, ktoré sa od seba odliSujii tvarom a zafarbenim, ale nie chemickym zlozenim. Pozorujeme dipyramidalne

a dodekahedralne krystaly charakteristické pre weddellit Ca(C,0,) - 2H,0, ktoré obklopuji amorfné jadro, ktoré
chemickym zloZenim zodpoveda dahlitu Cas(PO,CO;);(OH,0), ktory je znamy aj pod nazvom karbonatovy
hydroxyapatit.

Pre weddellit si pre Ramanovsku spektroskopiu charakteristické nasledovné hodnoty pasov. Vyrazny pas, ktory sa
ohyba mimo roviny a ma maximum pri 188 cm™ zodpoveda CaO stre&ingovej vibracii. Malo vyrazné pasy s vrcholmi
pri 507 a 592 cm™ reprezentuju deformaénit C—C vizbu, resp. libraény méd molekularnej vody. Nizkointenzivny rad
pasov v rozmedzi od 729 do 856 cm™ mézeme priradit O—C=0 vibrécii. Silné streingové pas s vrcholom 910 cm™ aj
nevyrazné s hodnotou 868 a 1053 cm™ reprezentuji stre¢ingovi vibraciu viizby v(C—C). Najsilnej§i symetricky
stre¢ingovy pas, ktorého vrchol méa hodnotu 1476 cm™ hovori o pritomnosti dvojitej C=C vizby. Namerané hodnoty
boli porovnané s doposial’ publikovanymi hodnotami weddelitu a vykazovali vysoka zhodu (Frost et al. 2003), ako aj s
databazou Raman — Biomaterials - HORIBA, kde spektrum figuruje pod menom weddellite.

Pre dahlite su typické nasledovné hodnoty. Dobre ohraniéeny, na vrchole rozstiepeny pés s vrcholom pri 427 — 433 cm’™

modzeme priradit’ stre¢ingovej v, (PO,4)* a vrchol 583 cm™ podobne rozitiepenej v4 (PO,)’” vibracii. Menej vyrazny pas,
ktory ma vrcholovii hodnotu 847 cm™ poukazuje na pritomnost’ benzénového jadra hydroxyprolinu (aminokyselina,
ktora sa vyuziva ako ukazovatel’ spravneho metabolizmu kosti, pretoze vznika pri rozpade kolagénu). Najdominantnejsi
pas s hodnotou pri 961 cm™ reprezentuje stre¢ingova symetrickii v, (PO,)* a nevyrazné pasy pri 1032 a 1048 cm™
reprezentuju stre¢ingovi asymetricki v; (PO,4)* vibraciu. Pas s maximom pri 1099 cm™ je charakteristickou vibraciou
pre v, (CO5)* a pas pri 1555 cm™ hovori o pritomnosti amidovej C—N—H skupiny. Namerané hodnoty pri
porovnavani vyborne stihlasili so spektrom latky carbonate hydroxylapatite v databaze Raman — Biomaterials —
HORIBA a s hodnotami v publikacii (Timchenko et al. 2017).

Vznik konkrementu predpokladame nasledovne:

1. ako prvé vykrystalizovalo dahlitové amorfné jadro, ktoré vznikalo v Case, ked’ bol mo¢ dostato¢ne nasyteny
vapnikom a fosforom, resp. ich oxidmi,

2. potom dochadza k zmene chemického zlozenia mocu, fosfor sa z prostredia Giplne vytraca, mierne klesa aj
obsah vapnika, naopak rapidne stupa obsah uhlika,

3. na amorfnom dahlitovom jadre za¢inajui vznikat’ mnohopocetné krystaly weddellitu.
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Obr. 5 Ramanovské spektrum weddellitu (hore) a dahlitu (dole) + fotografia konkrementu (VZ3)

Diskusia

Sucasny stav slovenskych laboratdrii neumoziuje presnu a detailnt identifikdciu zlozenia mocovych konkrementov.
Najpouzivanejsia vySetrovacia metdda je semikvantitativna titracné alebo kvalitativna chemickd metéda mokrou cestou.
Nevyhodou tychto metdd je nizka presnost’, potreba vacSiecho mnozstva vySetrovanej vzorky (semikvantitativna analyza
— 250 — 300 mg, kvalitativna analyza — 500 mg), nemoznost’ ur¢enia inych ako beznych zloziek, ¢as potrebny na
analyzu a fakt, ze vysledok analyzy zavisi od subjektivneho pohl'adu a pozorovacich schopnosti osoby, ktora tuto
analyzu vykonava.

Infracervena spektroskopia (FTIR) umoziuje presnu identifikaciu chemického zloZenia vzoriek prevazne v praskovej

a tekutej forme, merania Ramanovskou spektroskopiou su lepsie v takom pripade ked potrebujeme v neporusene;j
vzorke zacielit’ na jedno miesto pomocou mikroskopu s laserom. Tymito metédami dokazeme identifikovat’ aj vzorky
mensie ako 10 mg, ¢o je vyhodou nielen pri malych vzorkach, ale aj v pripade ked’ chceme vysetrit’ rozne frakcie
pochadzajuice z jednej vzorky. Vyhodou je ¢as merania, ktory pri beznych podmienkach a nastaveniach prestavuje
hodnotu t < 2 minuty (FTIR), resp. t = vysoko variabilné (Ramanovska s.). Skiseny pouzivatel’ dokdze vo vzorke
okamzite rozoznat’ heterogenitu meranej vzorky identifikaciou jednotlivych chemickych vézieb, vibracii a skupin alebo
porovnavanim s databazou a doposial’ meranymi spektrami (vysoka presnost’) identifikovat’ druhu, pripadne d’alSiu
zlozku (vysledok je viac objektivny, pouzivatel'om menej neovplyvneny). Na rozdiel od chemickej mokrej analyzy,
dokazeme spektroskopickymi metddami identifikovat’ aj zlozky, ktoré sa v konkrementoch vyskytuju len vel'mi zriedka
(napr. liec¢iva).

Nielen tieto vyhody, ale aj dokaz hydroxyprolinu, ktory vznika hydroxylaciou prolinu a je stiCastou kolagénu méze byt’
diagnostickym néstrojom pri ochoreniach metabolizmu kosti. Pokial je zvySena resorpcia kosti, exkrécia
hydroxyprolinu mo¢om kontinudlne stipa z dévodu zvyseného katabolizmu kolagénu typu 1 (Cundy et al. 2014).
Hydroxyprolin v mo¢i precipituje a mdze sa viazat’ na moc¢ové konkrementy.

Zaver

Vysledky nasej $tadie poukazujii na nové moznosti analyzy chemického zloZenia nielen viaczlozkovych, ale aj
jednozlozkovych konkrementov s menej Castym zlozenim. Zaroven poukazujeme na vyhody spektroskopickych metod
oproti doteraz zauzivanym chemickym analyzam. V §tidii st interpretované vysledky vo vztahu k zlozeniu potravy

a popisany predpokladany vznik a vyvoj jednotlivych zloziek. Na zaklade vysledkov vieme lepsie zvolit’ terapiu a
spravne upravit’ zivotospravu jedinca. Identifikované zlozky mozu v niektorych pripadoch posluzit’ aj ako marker
predispozicie, pripadne indikator sic¢asného ochorenia.
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Hibkova distribiicia makrofauny v zalesnenych sutinach Slovenského krasu
Depth distribution of macrofauna in forested scree slopes of the Slovak Karst
Beata HALKOVA, Andrej MOCK

Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach, Prirodovedeckd fakulta

Abstrakt: Stadia priestorovej dynamiky bezstavovcov v krasovych sutinach prebiehala v obdobi od jina 2014 do aprila
2015. Bola realizovana na dvoch lokalitach, situovanych v Slovenskom Krase: zavrt susediaci so Silickou l'adnicou
asutinovy svah vrchu Vysokd pri Ardovskej jaskyni. Ciefom $tudie bola analyza hibkovej distribucie pddnej
makrofauny. Bezstavovce boli ziskavané pouzitim systému podzemnych pasci (plastové tégliky vlozené v hibkach 5-95
cm s 10 cm odstupom). Ako fixa¢ny roztok boli paralelne pouzité dve média, 4% formaldehyd a 50% etylénglykol.
Pasce boli kontrolované trikrat, pricom prva kontrola predstavuje kontrolny zber (vyla¢eny z analyz). Celkovo bolo
v priebehu §tadie ziskanych 1426 zastupcov makrofauny, z ktorych 98% predstavovali ¢lankonozce. Najpocetnejsimi
taxonmi boli na oboch lokalitach skupiny vidliciarky a dvojkridlovce. Obe skupiny sa na danej lokalite vyskytovali
pozdiz celého skimaného hibkového gradientu. Makrofauna bola zastipend predovsetkym povrchovymi formami
¢lankonozcov, no boli odchytené i niektoré slepé, subteranne formy rovnakondzok (Mesoniscus graniger) a
mnohonézok (Cibiniulus slovacus).

Krucové slova: sutinovy biotop, krasova krajina, bezstavovce, makrofauna, hlbkova distribucia

Abstract: The study of spatial dynamics of invertebrates in karst debris was carried out between June 2014 and April
2015. It was conducted in two locations of the Slovak Karst: sinkhole near the Silicka l'adnica Cave and a scree slope of
Vysoka Hill, near the Ardovska Cave. The aim of the study was to analyze the depth distribution of soil macrofauna.
Invertebrates were collected using subterranean traps (plastic cups inserted into the depths of 5-95 cm, 10 cm apart).
Two fixatives, 4% formaldehyde and 50% ethylene glycol, were used. Traps were checked three times, with the first
check being a control collection. Overall, 1426 representatives of macrofauna were obtained, of which 98% were
arthropods. The most numerous taxa were Diplura and Diptera. Both groups were present along the entire measured
depth gradient on both sites. Macrofauna was represented predominantly by surface-dwellers, but some blind
subterranean forms of Isopoda (Mesoniscus graniger) and Diplopoda (Cibiniulus slovacus) were also captured.

Keywords: scree habitat, karst landscape, invertebrates, macrofauna, depth distribution

Uvod

Desiatky rokov po predstaveni biospeleologie ako vednej discipliny sa pozornost vedcov sustredila na jaskynné
prostredie. Juberthie (1980) aneskodr viaceri autori rozsirili pohlad na subteranne ekosystémy o prostredie pod
krasovymi povrchmi, ktoré nesie nazov Mesovoid Shallow Substratum (MSS), neskor este SirSie definované ako
Shallow subterranean habitat (SSH) (Culver & Pipan 2014). Toto ,,plytké subteranne prostredie™ reprezentuju unikatne
biotopy s pritomnostou charakteristickej fauny. Zaroven sa jedna o evolu¢nt vstupnu branu do podzemia. Najdeme tu
epigeickt, ale aj vyhradne subterannu, troglobiontnu faunu. Zvetrané horniny a sedimenty, nahromadené vo vrstvach,
na povrchu pokryté vrstvou pddy, vytvaraju izolované a stabilné podmienky podobné podmienkam v jaskynnych
biotopoch (Juberthie 2000; Giachino & Vailati 2010). VoI'né priestory v sutinovych biotopoch (intersticial), tvorené
trhlinami a puklinami, predstavuju vzajomne prepojent siet’ chodbiciek. Tato siet’ reprezentuje vhodny tkryt a zivotny
priestor pre rézne skupiny bezstavovcov.

Na tizemi Eurépy sa studiu takychto biotopov venuje zvySena pozornost’ v poslednom obdobi (napr. Giachino & Vailati
2010; Razicka & Zacharda 2010; Laska et al. 2011; Mammola et al. 2016) a niekol’ko studii prebehlo aj na izemi
Slovenska (napr. Rendos et al. 2012; Rendos et al. 2014; Mock et al. 2015).

Material a metédy

Stadia makrofauny sutinovych biotopov prebichala v rokoch 2014-2015 na dvoch lokalitich geomorfologického
podcelku Silicka planina, ktory je stcastou Narodného parku Slovensky Kras — lokalita zavrt v blizkosti Silickej
Padnice alokalita svah vrchu Vysoka ned’aleko Ardovskej jaskyne. Zber materidlu bol realizovany metédou
exponovania zemnych pasci s dvoma typmi fixatnych médii: 4% formaldehyd a 50% etylénglykol. Zemné pasce
pozostavali z desiatich plastovych téglikov (objem 500 ml) namontovanych na zavitnicovej ty¢i, vlozenych do
plastového valca s otvormi na 10 horizontalnych urovniach (5, 15, 25-95 cm). Na kazdej lokalite boli umiestnené 3
zberné valce, z ktorych 2 valce obsahovali 4% formaldehyd, v tretom valci bol pouzity 50% etylénglykol. Pasce boli na
Studovanych lokalitich ponechané po dobu 10 mesiacov. Kontrola pasci a vymena fixazi prebehla celkovo tri krat
(august 2014, oktober 2014 a april 2015). Z dévodu nestabilnych podmienok po zasahu do pddneho prostredia bol
materidl ziskany prvym, kontrolnym zberom (2 mesiace po inStalacii pasci) zo Statistiky vynechany. Na oboch
lokalitach bola merana teplota povrchu a pody pomocou termodatalogov (iButton DS 1921G#F50 Maxim Dallas,
USA). Teplota bola zaznamenavana automaticky v S§tvorhodinovych intervaloch. Pri inStalacii pasci bola
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gravimetrickou metdédou zmerana vlhkost' pédy. Odobrané boli aj vzorky pody, ktoré boli odoslané na analyzu do
Vyskumného tstavu podoznalectva a ochrany pody v Bratislave.

Ziskany material bol po odobrati z pasci fixovany v benzinalkohole, roztriedeny na mezofaunu a makrofaunu.
Makrofauna bola nasledne rozdelend do vysSich taxonomickych skupin. Jednotlivé skupiny boli determinované na
uroven druhov.

Vysledky

Priemerna teplota za sledované obdobie s hibkou klesala ale bola stabilnejsia. Lokality sa teplotne lisili v prospech
svahu vrchu Vysoka, kde bola priemernd teplota vys§ia o 2-3 °C. V podnej chémii sa lokality liSili v obsahu
oxidovatelného uhlika a humusu, ktory na oboch lokalitich s hibkou klesal, avsak na lokalite svah vrchu Vysoka bol
pokles rapidnejsi uz v prvej polovici gradientu.

Celkovo bolo na studovanych lokalitach ziskanych 1426 jedincov makrofauny. Zastapenych bolo 15 vyssich taxénov.
Takmer 98% jedincov predstavovalo clankonoZce, zvyS$né 2 percenta tvorili dazdovky a ulitniky. Dominantnymi
skupinami boli na oboch lokalitich Diplura a Diptera. Najvyssia aktivita bezstavovcov bola zaznamenana
v povrchovych vrstvach, sprudkym klesanim vzéne 5-35 cm. Rovnako klesala diverzita vysSich taxénov,
s vyraznej$im stapanim v hibke 45 a 95 cm (Graf 1).

Graf 1: Celkova aktivita (pocet jedincov) a pocet vyssich taxénov naprie¢ vertikdlnym gradientom (ex. — jedince).
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Hibkova distribticia makrofauny nebola na dvoch $tudovanych lokalitich konzistentna (Graf 2). Na lokalite zavrt pri
Silickej I'adnici bola najvyssia aktivita bezstavovcov zaznamenana v povrchovej vrstve (5 cm), s prudkym poklesom do
hibky 35 cm (najniZ3ia aktivita). Mierne zvy$ena aktivita bola zaznamenana v hibkach 45 a 95 cm. Jedince odchytené
na lokalite svah Vrchu vysoka vykazovali najvyssiu aktivitu v hibke 65 cm. Aktivita bola naprie¢ hibkovym gradientom

v
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Graf 2: Rozlozenie makrofauny naprie¢ vertikalnym gradientom sutinového svahu, vyjadrené celkovym poc¢tom jedincov ziskanych
dvoma zbernymi obdobiami (august 2014 — oktober 2014; oktober 2014 — april 2015).
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Niekol’ko trovni gradientu na lokalite zavrt pri Silickej l'adnici sa vyznacovalo opacnou aktivitou, ako na lokalite svah
vrchu Vysoka. Zatial’ ¢o v hibke 35 cm bola na prvej lokalite aktivita najnizia, pri druhej lokalite bola v tej istej hibke
zaznamenana nadpriemerné aktivita. Podobne tomu bolo aj v hibke 65 a 85 cm.

Na lokalite zavrt pri Silickej ladnici bolo odchytenych 702 zastupcov makrofauny, patriacich k 12 vy$Sim
taxonomickym skupinam (Graf 3). Takmer 98% vsetkych jedincov predstavovalo skupinu ¢lankonozcov. Dominantnt
skupinu predstavovali vidli¢iarky (Diplura), ktoré tvorili 41,3% vsetkych jedincov ziskanych na tejto lokalite.

V ramci lokality svah vrchu Vysoka bolo ziskanych 595 exemplarov, zastiipenych 14 vys$imi taxénmi (Graf 3).
Clankonozce predstavovali takmer 99% celej makrofauny. Najpocetnejsou skupinou boli dvojkridlovce (Diptera).
Reprezentovali 40,3% odchytenych jedincov.

Graf 3: Zastupenie vyssich taxonov v pasciach na oboch lokalitach v priebehu dvoch zbernych obdobi (august 2014 — oktdber 2014;
oktober 2014 — april 2015); larvae — larvy kridlatého hmyzu.
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Predbezne bolo pre obe Studované lokality determinovanych 36 druhov bezstavovcov Siestich taxonomickych skupin -
Gastropoda (5), Pseudoscorpiones (2), Isopoda (5), Chilopoda (8), Diplopoda (9) a Formicoidea (7). Subteranne formy
boli zastupené druhmi Mesoniscus graniger (Isopoda) a Cibiniulus slovacus (Diplopoda). Zaznamenany bol aj zastupca
ulitnikov s afinitou k subterannemu prostrediu, zoofagny druh Oxychilus glaber. Mnohondzka Cibiniulus slovacus
zaroven predstavuje vyznamny nalez z hladiska biogeografie - ide o slepy reliktny druh, zndmy len z vapencovych
uzemi Zépadnych Karpat.

Diskusia

Aktivita bezstavovcov naprie¢ hibkovym profilom v zalesnenych sutinich nebola rovnomerna. Na lokalite zavrt pri
Silickej l'adnici bola najvyssia aktivita makrofauny monitorovana v povrchovej vrstve, smerom k strednym urovniam
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gradientu postupne klesala. Typicky pokles aktivity pozdiz hibkového gradientu potvrdili viaceré $tudie (Laska 2011;
Rendos et al. 2012). Pri¢inou poklesu mdze byt okrem inych faktorov mensia dostupnost’ organickych zdrojov vo
vacsich hibkach a limitované priestory (Gers 1998; Rendos et al. 2012; Nitzu et al. 2014). Pre aktivitu bezstavovcov na
lokalite svah vrchu Vysoka nebol charakteristicky néhly pokles smerom do hibky. Pozdiz vertikalneho gradientu bolo
dokumentované striedavé klesanie a stipanie aktivity, s najva¢§im rozdielom v aktivite v druhej polovici gradientu (65
a75 cm). Rozdiel v hibkovej distribucii makrofauny medzi dvoma lokalitami méze byt zapriGineny roznymi
fenoménmi, napr. vplyvom porovitosti substratu, hibkou alebo vegetaciou (Ruzicka 1989; Ruzicka 1999; Lagka et al.
2006).

Prevaznu vicsinu zastupcov makrofauny na oboch studovanych lokalitach reprezentovali ¢lankonozce. Z ¢lankonozcov
to boli najma vidlic¢iarky a drobné dvojkridlovce. Dominancia dvojkridloveov bola dokumentovana aj v inych Stadiach
(napr. Rendos et al. 2012; Laska et al. 2006, 2011). Obe lokality vykazovali relativne pestré zastupenie skupin ulitnikov
(5 druhov), rovnakondzok (5 druhov), stondézok (8 druhov) a mnohonézok (9 druhov). Rudy et al. (2018) vo svojej
studii zo siedmych lokalit zalesnenych sutin udédva 13 druhov rovnakondzok, zatial ¢o Rendo§ et al. (2016)
dokumentuje 5 druhov rovnakondzok, 11 druhov ston6zok a 13 druhov mnohonézok. Vyssiu pocetnost’ tychto taxénov
v plytkych subterannych biotopoch prezentuje Jiménez-Valverde et al. (2015), v §tadii zameranej na sutiny vychodného
Spanielska. Skupiny Pseudoscorpiones a Hymenoptera mali na oboch lokalitich malé zastapenie, rovnako ako paviky
(Araneae), ktorych pritomnost’ v podobnych biotopoch je zvycajne vel'mi casta (Ruzicka & Zacharda 2010; Laska et al.
2011; Pipan et al. 2011).
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Expresia karbonickej anhydrazy I1X v karcinome prsnika
Carbonic anhydrase IX expression in breast cancer
Alena HLADOVA, Silvia RYBAROVA

Univerzita Pavla Jozefa Safirika v Kosiciach, Lekdrska fakulta

Abstrakt: V dosledku slabej vaskularizacie nadoru sa vo vacsine solidnych nadorov, vratane karcindmu prsnika
vytvaraji hypoxické oblasti. Okrem toho, zvys$ena diftizna vzdialenost’ nadorovych buniek v doésledku rychlo
rasticich nadorov prispieva k nizkej koncentracii kyslika. V tychto hypoxickych oblastiach je nadmerne
exprimovany transmembranovy glykoprotein karboanhydraza IX (CA IX). Tato expresia tizko stvisi so zlou
progndzou onkologickych pacientov a tieZ s radiorezistenciou a chemorezistenciou. Vzhl'adom na to, sa CA IX
ukazal ako klinicky relevantny biomarker a potencialny ciel’ protirakovinovych lickov.

KUPucové slova: Hypoxia, karboanhydraza IX, karcinom prsnika, pH, rezistencia.

Abstract: In most solid tumours, including breast carcinomas, are developed areas of hypoxia, due to poor
vascularisation. Besides, increased diffusion distance of tumour cells consequence of rapidly growing tumours
contributes to the low oxygenation. In these hypoxic areas is highly expressed transmembrane glycoprotein
carbonic anhydrase IX (CA IX). Its expression is closely related to the poor outcome of cancer patients and
resistance to radiotherapy and chemotherapy. Considering that, CA IX has shown as clinically relevant
biomarker and a potential anticancer-drug target.

Keywords: Breast cancer, carbonic anhydrase IX, hypoxia, pH, resistance.

Uvod

Rakovina je heterogénne ochorenie, ato z hl'adiska genetického aj epigenetického, Co predstavuje
hlavnu prekazku, ktord obmedzuje skutocny uspech viacsiny novych terapeutickych stratégii (Ilardi et al., 2014).
Hoci sa v liecbe rakoviny prsnika dosiahol vyznamny pokrok, stale existuje vela pacientov s karcindmom
prsnika, ktori trpia relapsom a metastizami v dosledku zlyhania lie¢by (Andring et al., 2019). Stadie ukazali, Ze
progresia karcindmu prsnika nezahfiia len nddorové bunky samotné, ale aj niektoré vyznamné zmeny v okolitej
medzibunkovej hmote, alebo v mikroprostredi nadoru (Li et al., 2019). Nadorové mikroprostredic zohrava
kIacovu ulohu v patogenéze rakoviny, vratane iniciacie, progresie a reakcie na terapiu. Nizke pH, hypoxia a
nizka dodavka krvi a zivin prispievaju k vytvoreniu vel'mi nepriatel'ského a selektivneho mikroprostredia, ktoré
je spolo¢né pre takmer vsetky typy rakovin. Nepriaznivé mikroprostredie vyvolava darwinovsku selekciu, ktora
umoznuje prezitie a proliferaciu buniek, najvhodnejsich na zivot v tychto podmienkach (Logozzi et al., 2019).
Maligne bunky st vybavené obrovskou plasticitou, ktord im umoziuje lahko modifikovat svoje vlastnosti
vratane metabolizmu, konkrétne prechod energetického metabolizmu tam a spat’ z glykolyzy na oxida¢nu
fosforylaciu (Peppicelli et al., 2017). Tato ziskanad heterogenita podporuje evolucni adapticiu rakovinovych
buniek na nepriaznivé enviromentalne podmienky, ktoré si bud’ spojené so Specifickymi vlastnostami nadoru,
alebo indukované chemoterapiou, ¢o vedie k progresii ochorenia a nakoniec k smrti pacientov s pokrocilym
a metastatickym ochorenim (Ilardi et al., 2014). Pre naddorové bunky je hypoxia vel'kym fyziologickym stresom
(Svastova et al., 2013). Z tohto dovodu hypoxické rakovinové bunky nadmerne exprimuji CA IX, ktorej ulohou
je zabezpelit' priaznivé intracelularne pH nadoru, ¢im prispieva k stromalnej acidoze. Tato ulahéuje invaziu
nadoru a vznik metastaz. Nadmerna expresia CA IX sa povazuje za epifenomén pritomnosti hypoxickych,
agresivnych nadorovych buniek (Ilardi et al., 2014). V poslednych rokoch boli tieto zmeny v mikroprostredi
povazované za kl'aCovy faktor metastdz a recidiv karcindmu prsnika, ako aj potencialnych terapeutickych cielov
(Lietal., 2019).

Hypoxia a adaptacia nadorovych buniek

Mnoho solidnych nadorov pocéas svojho rastu vytvara oblasti s hypoxiou. Pri¢inou je nekontrolovany
rast a zla vaskularizacia nadoru a tieZ rastiica vzdialenost’ nadorovych buniek od najblizsej cievy (Guttler et al.,
2019; Ward et al., 2018). Normalna hladina kyslika v tkanivach je vel'mi variabilnd a pohybuje sa v rozmedzi 2-
9% O,. Ak je koncentracia kyslika < 2%, hovorime o miernej hypoxii, ak je < 0,02% O,, hovorime o striktnej
hypoxii. Diftizna vzdialenost’ kyslika od kapilar je priblizne 100-200 pum. Ak sa nadorové bunky dostanu do
vzdialenosti prekracujucej tato difuznu kapacitu kyslika, stdvaju sa hypoxickymi. So zvysenou vzdialenostou od
krvnych kapilar klesé aj nadorové pH. Pri vzdialenosti priblizne 300 pm bol namerany pokles pH zo 7,4 na 6,0
(Ward et al., 2018). Solidne nadory st Casto charakterizované hypoxickymi oblastami s koncentraciou kyslika
mensSou ako 0,7%. Jednou z najuniverzalnejsich charakteristik solidnych nadorov je tzv. ,,Warburgov efekt®, t. j.
adaptacia metabolizmu hypoxickych nadorovych buniek z oxida¢nej fosforylacie na glykolyzu, za vzniku
energie v nepritomnosti kyslika (Guttler et al., 2019). Hoci glykolyza vytvara menej energie vo forme ATP ako
oxida¢na fosforylacia, je vel'mi doélezita pre nadorové bunky, pretoze podporuje produkciu biomasy, ktora je
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potrebna pre ich proliferaciu (Svastova et al., 2013). Hypoxia je preto spajana s agresivitou a metastazujucou
schopnostou solidnych nadorov (Ilardi et al., 2014). Takto zmenené mikroprostredie podporuje proliferaciu
a preZivanie nadorovych buniek, angiogenézu, invazivnost' a metastazovanie, a tieZ prispieva k rezistencii voci
chemoterapii aj radioterapii (Kucerova et al., 2015). Tato adaptacia zvySuje produkciu kyseliny mlieénej a
tvorbu CO, neutralizaciou protéonov (H+) v cytoplazme, ¢o je proces katalyzovany karboanhydrazami (CA).
Nasledne sa extracelularne prostredie okysli kvoli exportu kyseliny mlieénej a uvolneniu CO, z nadorovych
buniek. Nadorové bunky st schopné adaptovat’ sa na vysledné kyslé prostredie, zatial ¢o je toto prostredie
toxické pre normalne bunky (Guttler et al., 2019). Aby sa kompenzovalo toto zniZenie extracelularneho pH,
rakovinové bunky aktivuju faktor indukujuci hypoxiu (HIFla), ktory spdsobuje zvysenti produkciu mnohych
génov, vratane CA IX (Andring et al., 2019). V dosledku transkripcnej reakcie sprostredkovanej HIF, je
intracelularne a extracelularne pH nevyvazené (Kazokaite et al., 2017). Vysledkom je, ze rakovinové bunky
vykazuju ,,reverzny“ gradient pH, charakterizovany vyssim intracelularnym pH (pHi) ako je extracelularne pH
(pHe). Fyziologicky je pHi nizSie ako pHe, priCom pHe je ~ 7,4. V nadorovych bunkach je pHi > 7,4 a pHe sa
pohybuje v rozmedzi 6,7-7,1 (Andreucci et al., 2017; Kazokaite et al., 2017).

Pre zachovanie neutralneho alebo mierne alkalického vnutrobunkového pH (pHi), ktoré je nevyhnutné
pre uc¢inné biosyntetické reakcie a prezitie buniek, vyvinuli bunky transportné mechanizmy, ktoré su realizované
prostrednictvom dvoch ciest — export laktatu a protonov, a import bikarbonatu. V pripade chronickej hypoxie,
mechanizmy exportu pre stabilizdciu pHi st nedostato¢né, ¢o vedie k prezitiu buniek a rastu. Preto bunky
vyuzivaji aj bikarbonatovy import. AvsSak pericelularny laktat, protony a CO,, ktoré st akumulované
v mikroprostredi nadoru v désledku hypoxie a onkogénneho metabolizmu, vytvaraju kyslé extracelularne
prostredie, ktoré neumoziuje spontannu tvorbu hydrogénuhli¢itanovych i6nov. Tento nedostatok substratu pre
import indukuje enzymovu aktivitu CA IX (Svastova et al., 2013).

Vysledné hypoxicke a kyslé extracelularne prostredie vyznamne zvysuje odolnost’ rakovinovych buniek
voc¢i chemoterapii a radioterapii (Kazokaite et al., 2017). Okrem toho, indukuje migraciu buniek a aktivuje
proteazy degradujuce extracelularny matrix, a tym podporuje invaziu nddorovych buniek do okolitého tkaniva,
a nasledne prechod do obehu a tvorbu metastaz (Svastova et al., 2013).

Karboanhydrazy a ich funkcia

Karbonické anhydrazy (CA) st metaloenzymy obsahujuce zinok, ktoré katalyzuju reverzibilni
hydrataciu oxidu uhli¢itého a vody na hydrogenuhli¢itan a protéon vodika (Andring et al., 2019). S pritomné
nielen u l'udi, ale su rozSirené v organizmoch po celom fylogenetickom strome, pricom je zndmych sedem
roznych, evolucne odlisnych rodin CA génov: a, B, v, 6, {, n a 6 - karboanhydrazy (Kazokaite et al., 2017,
Sersen et al., 2019). Trieda a sa nachddza primarne u stavovcov (jedina trieda CA u cicavcov), avSak bola tiez
pozorovand u prvokov, v riasach, cytoplazme zelenych rastlin a mnohych Gram-negativnych baktériach. B-
karboanhydraza je pozorovana vo vysSich rastlinach, hubach a niektorych archaebaktériach, y je pritomna v
archaebaktériach, cyanobaktériach. Triedy & a £ boli pozorované len u rozsievok, zatial' ¢o n-CAs v prvokoch
(McKenna et al., 2014; Supuran, 2016). 6-CAs si najnovSou skupinou CAs. Nedavno boli pozorované
v rozsievke, chlorofyte a cyanobaktériach (DiMario et al., 2018). V mnohych organizmoch sa tieto enzymy
podiel’aji na zasadnych fyziologickych procesoch spojenych s regulaciou pH, respiraciou, sekréciou elektrolytov
v roznych tkanivach, kostnou resorpciou, kalcifikdciou, d’alej su sGiCastou biosyntetickych reakcii, ako je
glukoneogenéza, lipogenéza a ureagenéza a mnoho dalSich fyziologickych alebo patologickych procesov
(Andreucci et al., 2017; Andring et al., 2019; Supuran, 2016).

U l'udi je zndmych 16 o-CA izoforiem, z nich 13 je katalyticky aktivnych (McKenna et al., 2014)
a vykazuji roznorodu enzymatickl aktivitu, distribiciu a subcelularnu lokalizaciu (Kazokaite et al., 2017;
Lucarini et al., 2018). Véacsina tychto izoenzymov je exprimovanych v diferencovanych bunkach, priCom plni
$pecializované tlohy v réznych tkanivach a organoch, najma v tych, ktoré si metabolicky vysoko aktivne, ako je
napriklad mozog, obli¢ky, zalidok alebo pankreas. (Sedlakova et al., 2014). Karboanhydrazy VIII, X a XI st
katalyticky neaktivne, pretoZze neobsahujii molekulu zinku a st oznaované len ako proteiny suvisiace s CAs
(McKenna et al.,, 2014). Funkéne je napriklad CA II povazovand za hlavny enzym ulahcujuci dychanie
a produkciu telesnych tekutin, ale existuju aj iné fyziologicky délezité izoenzymy, ako napriklad CA IV-VII
a XII-XIV. Ich abnormalna expresia sa vyskytuje pri viacerych patologickych stavoch, vratane glaukému,
osteopetrozy, edému, rendlneho zlyhania a inych. CA II je pritomna napriklad v gastrointestindlnych
stromalnych tumoroch a endoteli mozgovych nadorov, CA XII bola pozorovana v oblickéach, a rakovine prsnika
(Sedlakova et al., 2014). Expresia proteinov CA IX a XII je indukovana hypoxiou v r6znych naddoroch (Svastova
et al., 2013). Prostrednictvom ich schopnosti regulovat pH a vytvarat’ kyslé prostredie, dodavaju nadorovym
bunkam vyhody pre prezitie v podmienkach hypoxie a poskytuji zvySent schopnost’ migracie (Svastova et al.,
2013).
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CA IX v suvislosti s nadorovymi ochoreniami

CA IX je jediny transmembranovy CA izoenzym s extracelulirnym aktivnym miestom a NH,-
terminalnou proteoglykdnovou oblastou (Andreucci et al., 2017). CA IX patri do genetickej rodiny a-CA
spomedzi siedmich zndmych CA-rodin. Je to membranovy protein charakterizovany extracelularnou
proteoglykanovou doménou, extracelularnou katalytickou doménou, transmembranovou doménou a kratkym
intracytozolickym chvostom (Logozzi et al., 2019). Kedze CA IX je transmembranovy protein typu I, pri
imunohistochemickom hodnoteni je védé$inou detegovany na plazmatickej membrane nadorovych buniek.
Z dovodu, Zze CA IX mbze byt endocytozovana, je Casto pozorované aj cytoplazmatické farbenie. Bunkové
receptory tak mézu davat’ signal nielen z povrchu buniek, ale tiez z endozoémov. Moéze sa vyskytovat' aj v
bunkovych zlozkach nadorovej stromy. Tento stromalny signal predstavuje bud’ indukciu endogénneho CA IX
vo fibroblastoch asociovanych s rakovinou, alebo extracelularnych domén CA IX uvolnenych z nadorovych
buniek. Domény mézu byt’ viazané na povrch imunitnych buniek alebo st potencialne endocytézované v tychto
bunkach (Sedlakova et al., 2014).

CA IX katalyzuje reverzibilni hydrataciu oxidu uhli¢itého na hydrogénuhlicitan a proton mimo bunky.
Intracelularne pH rakovinovych buniek je regulované exportom laktatu a protdénov atiez dovozom
bikarbonatovych ionov vytvorenych hydrataciou CO,. Kyslé metabolity sa akumuluju pericelularne v désledku
neefektivnej vaskularizacie nadoru a extracelularnej acidézy. Na zniZenie zmien pHi sa hydrogénuhlic¢itan
presunie do bunky cez transportny metabolon bikarbonatu zlozeny z transportérov CA IX a bikarbonatov. CA IX
je preto dolezity pre proliferaciu rakovinovych buniek z dévodu ucasti na oboch procesoch: extracelularnej
acidifikdcii a intracelularnej alkalizacii (Kazokaite et al., 2017).

Prechodnéd expresia CA IX bola pozorovana v relativne hypoxickom fetdlnom prostredi, kde bola
obmedzena na nezrelé tkanivd mezodermalneho povodu, kozu a ependymové bunky (Ilardi et al., 2014). Zda sa,
ze v normalnych dospelych tkanivach expresia CA IX suvisi s povodom buniek a funkénym stavom. Napriklad,
zvysené hladiny expresie CA IX v bazalnych bunkach skvamozneho alebo respiracného epitelu mozno najst’ na
miestach reparacie tkaniva v désledku poranenia alebo zapalu (Ilardi et al., 2014). Za fyziologickych podmienok
je expresia CA IX zvyCajne obmedzena na gastrointestinalny trakt, pre udrzanie kyslého pH (Andring et al.,
2019). Je vsak vel'mi Casto a silne exprimovany v nddoroch resp. v ich agresivnejSich typoch (Sedlakova et al.,
2014). Existuje Siroké spektrum agresivnych malignit, kde je CA IX prevazne nadmerne exprimovand, a to
neuroblastom, karcindm prsnika, nadory hlavy a krku, vajecnikov, pankreasu, hepatoceluldrny karcinom a
podobne. Okrem toho existuje niekol’ko prehl'adov, ktoré sumarizuju vyznam CA IX ako sl'ubny biomarker pre
tumorigenézu. CA IX sa teda ukazal ako klinicky relevantny biomarker a potencidlny protirakovinovy ciel
(Kazokaite et al., 2017).

CA IX rovnako poskytuje rezistenciu na lieCbu, vratane chemoterapie, radioterapie a antiangiogénne;j
liecby. Predklinické dokazy pochadzaju zo §tadii na zvieratach so xenoStepmi s l'udskymi nadorovymi bunkami,
ktoré sa lisia expresiou CA IX a liecia sa ozarovanim alebo roznymi lie¢ivami (chemoterapeutika a inhibitory
CA). Nadory s vysokou hladinou CA IX boli menej citlivé na experimentalnu terapiu, ale inhibicia katalytickej
aktivity CA IX vyznamne zlepSila ich chemo- alebo radiosenzitivitu (Sedlakova et al., 2014). Expresia
indukovana hypoxiou moéze byt priamo spojend s radiorezistenciou. U pacientov s invazivnym karcindmom
prsnika, imunohistochemicka expresia CA IX korelovala s hor$im prezitim bez relapsu a tiez s celkovym
prezivanim. Tato zla prognéza moéze byt spésobend prave rezistenciou na hypoxiu sprostredkovant liecbou
alebo radioterapiou. Studia pacientov s karcinomom prsnika, ktori podstupili radioterapiu, ukazala, e vysoka
expresia CA IX v nadorovom tkanive koreluje so slabym preZivanim bez recidivy. Toto zistenie bolo podporené
d’alSou klinickou S$tadiou, ktord ukazala podobné vysledky v skupine pacientov s trojnasobne negativnym
karcindmom prsnika (TNBC) lieCenych radioterapiou. Okrem toho sa predpokladd, Ze prognosticky vyznam
expresie CA IX sa lisi v zavislosti od podtypu rakoviny prsnika pacientov (Guttler et al., 2019). Niekol'ko
predchadzajicich §tadii poukazalo na chemorezistentni tendenciu karcinomov prsnika s vy$$imi hladinami
HIFla a CA IX. Jin et al. (2016) hodnotili prediktivnu tlohu tychto dvoch metabolickych markerov v
pociatocnom Stadiu TNBC. Potvrdili, Ze vyssia hladina expresie tychto markerov sluzi ako prognosticky faktor u
pacientov s pociatocnym Stadiom TNBC. Tiez zistili neziaduci ucinok zvysenej expresie HIFla a CA IX, najmi
u pacientov, ktori dostali adjuvantni chemoterapiu alebo radioterapiu. Tito pacienti vykazovali signifikantne
znizené prezivanie. ZvySena hladina expresie HIFla a CA IX bola tiez vyznamne spojena s kratSim ¢asom do
recidivy u pacientov, ktori podstupili radia¢nu terapiu. Ionizujlce Ziarenie vedie k poskodeniu DNA produkciou
volnych radikdlov v nadorovych bunkach a hypoxia interferuje s jeho terapeutickou ucinnostou. Aktivacia
HIF1a zvysuje radiorezistenciu zmenou produkcie energie prostrednictvom zvysenia glykolyzy, ako aj zniZenie
mitochondrialnej funkcie. Hladina samostatnej alebo kombinovanej expresie HIF1la a CA IX moze teda sluzit
ako prediktivny faktor prezivania a recidivy u pacientov s pociatoénym Stadiom TNBC, ktori dostavali
radioterapiu po operacii (Jin et al., 2016).
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Zaver

CA IX je jednou z najviac skumanych izoforiem z rodiny karboanhydraz. CA su exprimované takmer
vo vsetkych zivych organizmoch a podiel'aji sa na mnohych fyziologickych procesoch zalozenych na transporte
a rovnovahe pH (dychanie, travenie, acidifikacia obli¢iek, kostna resorpcia, ...) (Logozzi et al., 2019). CA IX
chyba vo vdcsine normalnych tkaniv (Sedlakova et al., 2014). V mnohych hypoxickych tkanivach, z ktorych je
vicsina nadorového typu je tento viacdoménovy protein vyznamne nadexprimovany. Nadorova hypoxia je
sposobena nedostatkom kyslika v dosledku neschopnosti lokalnej vaskulatiry vyvijat’ sa s rasticim nadorom
(Andring et al., 2019). Skutocnost, Zze CA IX nie je detegovateIna v normalnom mamarnom tkanive, naznacuje,
ze detekcia proteinu CA IX a jeho aktivity v plazme mdze byt uZzitoénym diagnostickym markerom a
prediktivnym nastrojom na hodnotenie u¢innosti liecby.
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Kinetika fosforescencie singletového kyslika tvoreného v sférickych nanocasticiach
Fosforescence kinetics of singlet oxygen produced in spherical nanoparticles

Andrej HOVAN

Univerzita Pavla Jozefa Safiarika v Kosiciach, Prirodovedeckd fakulta

Abstrakt: Oxidativny stres spdsobeny singletovym kyslikom vo vnutri zivych buniek hra klaéova rolu pri
fotodynamickej terapii (PDT) nadorovych ochoreni. Prenos energie medzi excitovanou fotocilitvou molekulou (pts)
a molekulovym kyslikom v zakladnom stave je najbeznej$i sposob tvorby singletového kyslika. Viacero typov nano-
prenasacov je skimanych za ucelom cieleného transportu pts v tele. Kinetika fosforescencie singletového kyslika
produkovaného fotocitlivou molekulou vo vnutri nanocastic po excitacii kratkymi laserovymi pulzami je ovplyvnena
difuziou singletového kyslika do okolitého prostredia. Za Gi¢elom popisania tohto efektu boli vyvinuté dva teoretické
modely: komplexnejsi numericky model a jednoduchsi analyticky model. Vysledkom oboch modelov je predpoved
Casovej zavislosti koncentracie singletového kyslika vo vnutri a mimo sférickej nanocastice po excitacii pts kratkymi
pulzami. Linearna kombinacia dvoch koncentracii (vo vnutri a mimo castice) moze byt pouzitd na reprodukciu
experimentalne nameranej fosforescencnej intenzity singletového kyslika v nano-prenasac¢och naplnenych pts.

KPucové slova: Singletovy kyslik, fosforecencia, fotocitliva molekula, difiizia, nanocastica

Abstract: Oxidative stress induced by singlet oxygen inside living cells plays a key role in photodynamic therapy
(PDT) of cancer. Energy transfer between excited photosensitizer (pts) and ground state molecular oxygen is the most
common way to produce singlet oxygen. Various types of nano-carrier systems are studied extensively for targeted pts
delivery in the host body. The singlet oxygen phosphorescence kinetics produced by short laser-pulse photosensitization
of pts inside nanoparticles is influenced by diffusion of singlet oxygen to the surrounding environment. Two theoretical
models were developed in order to describe this effect: a more complex numerical one and a simple analytical one. The
outcome of both models is a prediction of the time-course of singlet oxygen concentration inside and outside of the
spherical nanoparticles following short-pulse excitation of pts. A linear combination of the two concentrations (inside
and outside the particle) can be used to reproduce experimentally measured phosphorescence intensity of singlet oxygen
produced in pts-loaded nano-carrier systems.

Keywords: Singlet oxygen, phosphorescnece, photosensitizer, diffusion, nanoparticle

Uvod

Fotodynamicka terapia je seclektivna atakmer neinvazivna lieebnd metdda, urend na liecbu nadorovych ale aj
nenadorovych ochoreni. Jej princip je zaloZeny na dodani fotocitlivej molekuly (lie¢iva) do cieleného (chorého) tkaniva
a naslednom lokalnom oZiareni tejto molekuly vhodnou vlnovou dizkou. Tato molekula nisledne prenesie energiu na
molekulovy kyslik, ¢im vytvori singletovy kyslik, ktory bude nasledne chemicky alebo fyzicky zhdsany proteinmi,
DNA, RNA, tukmi a sterolmi'>. Ak dojde k dostatoénému oxidaénému poskodeniu vnitrobunkovych priestorov,
dochéadza k programovanej smrti cielovych buniek (apoptdze), pripadne k nekréze. Vyprodukovany singletovy kyslik
moéze byt monitorovany jeho fosforescenciou pri 1270 nm, zvycajne pomocou Casovo-rozliSenych merani
fosforescencie s pouZzitim pulznej laserovej excitacie.

Za posledné desatrodia boli vyvinuté rdzne nanoitruktiry za ucelom prepravy lie¢iva vo vnutri tela®. Skimali sa
vlastnosti fotocitlivych molekil zakomponovanych do tychto Struktir a takisto aj produkcia singletového kyslika
v tychto struktarach’"®. Kinetika fosforescencie singletového kyslika vyprodukovaného v roztokoch s nanolasticami
pomocou kratkych (nano alebo sub-nanosekundovych) laserovych pulzov je ovplyviiovana difuziou singletového
kyslika v heterogénnom prostredi. Z tohto dovodu je dolezité zohl'adnit’ tento efekt pri interpretacii experimentalnych
vysledkov kinetiky fosforescencie singletového kyslika'*'®. Doba Zivota singletového kyslika vo vnitri Eastice sa moze
lisit od doby Zivota v okolitom rozpustadle. Na vypocitanie Casovej zavislosti celkovej intenzity fosforescencie
potrebujeme vediet mnozstvo singletového kyslika vo vnutri a mimo Castice.

Nasim cielom bolo objasnit’ kinetiku fosforescencie singletového kyslika produkovaného fotocitlivou molekulou vo
vnutri tuhych nanosférickych Castic roznych zlozeni a polomerov. Vysledkom su dva modely, komplexnej$i numericky
model a jednoduchy analyticky model. Oba modely predpovedaju koncentraciu singletového kyslika vo wvnutri
nanocastice ako aj v rozpustadle po vybudeni fotocitlivej molekuly kratkym laserovym pulzom. Vnutro Castice ako aj
okolité rozpustadlo je popisané difuznym koeficientom singletového kyslika, jeho dobou Zzivota, a korespondujucou
hodnotou parti¢ného koeficientu. Vsetky tieto parametre sluzia ako vstupné parametre tychto modelov. Numericky
model sme nasledne pouzili na interpretaciu kinetiky fosforescencie singletového kyslika tvoreného Hypericinom, ktory
bol nalozeny v LDL-nanocasticiach.
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Numericky model

Tento model pocita koncentraciu [A] singletového kyslika tvoreného v sférickych nanocasticiach polomeru R (obr. 1).
Je zalozeny na numerickom rieSeni difuznej rovnice, do ktorej boli pridané Cleny spojené so vznikom a zanikom

Al rozhranie hranica
[ ]l é é

H“\‘

\. AN
Castica \[ﬁ(:i\ rozpustadlo
T T ——e—e—e
0 R Rp polomer
01 2... r b index

Obr. 1 Schematické znazornenie priestorovej distribticie singletového kyslika vo vnutri a mimo ¢astice, ako to pocita
numericky model

singletového stavu molekulového kyslika:

a[A] ) [A]

Frake DV([AD) + S o (D
D a 1, su difuzny koeficient a doba zivota singletového kyslika, pricom obe zavisia od lokalneho prostredia. S je
rychlost’ produkcie singletového kyslika. Rovnicu 1 vieme vyriesit numericky v sférickych suradniciach za pouzitia
radidlnej mriezky s konstantnym priestorovym krokom dr. Body na mriezke su indexované ako i v rozmedzi (0,1,...,b),
kde b indikuje hranicu simulovaného regionu nachadzajiicu sa na pozicii R, = b dr. Rozhranie medzi casticou
a rozpuitadlom sa nachadza na pozicii i = r = R/dr. Casova derivacia je aproximovana doprednou diferenciou
a prisluchajuca diferencialna forma rovnice 1 ma po aplikovani diskretiza¢nej schémy nasledovny tvar'’:
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Tato rovnica moze byt pouzitd pre nehomogénne Castice s vnutornou Struktirou, ktord ma vrstvovy charakter, kde
difuzny koeficient, vznik a doba Zivota singletového kyslika z&visia na vzdialenosti od centra Castice (napr. LDL
Castice).
Clen vzniku singletového kyslika S; je umerny koncentracii tripletového stavu fotocitlivej latky a koncentréacii kyslika
v zékladnom stave. V tomto modely predpokladdme, Ze koncentracia kyslika v zdkladnom stave nie je ovplyvnena

Siexp(-t/18*)
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Obr. 2 Schéma analytického modelu. Zdroj, diftizia a zaniky singletového kyslika st popisané prislusnymi dobami zivota

fotodynamickym procesom a ostdva konStantnad pocas experimentu. Casovu zavislost koncentracie fotocitlivej
molekuly v tripletovom stave mozeme urcit’ experimentalne v merani tranzientnej absorbcie.

Analyticky model
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Schéma tohto modelu je znazornena na obr. 2. Tento model predpoklada, ze (1) diftizia singletového kyslika von
z Sastice je definovana jedinym ,efektivnym® asom difiizie 757, (2) zdroj singletového kyslika zanika v &ase
exponencialne, ako je dané zanikom tripletového stavu fotocitlivej molekuly TlT)ts. Tento predpoklad je v stlade
s excitaciou fotocitlivej latky kratkymi pulzami. (3) vnuatro cCastice je homogénne s prislusnou dobou Zivota

singletového kyslika 7jN. Podobne zanika singletovy kyslik aj v rozpustadle s rychlostou TO%.
A

Kinetické rovnice pre celkové mnozstvo singletového kyslika vo vnltri a mimo nanosférickej ¢astice mézeme napisat’
v tvare

daN t 1 1
= Sexp| ——= | = AN [ =< + — 4
dt to €XP T¥ts tot TiN Tgff (4)
day™ AN AT
dt et LOUT )

p  Ta
Definovanim celkovej doby Zivota singletového kyslika vo vnutri ¢astice 7, ako 1/7, = 1/ N + 1/78T vieme napisat
analytické rieSenie tychto previazanych diferencialnych rovnic ako

AN = %[exp (— Ti) —exp(— %)] (6)
™ T ! '
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Casova zavislost’ celkového mnozstva singletového kyslika vo vnutri Castice (rovnica 6 a Cierna krivka v obr. 3) je
’ r < s . v Al M ts ) . v ) .
popisana dvoma exponencidlnymi ¢lenmi. KratSia z dob Zivota (7, alebo T¥ ) zodpovedd pociatocnému narastu krivky,
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Obr. 3 Charakteristicka ¢asova zavislost’ celkového mnozstva singletového kyslika vo vnutri a mimo ¢astice vypocitana na
zéklade rovnic 6 a 7 s parametrami riN =10 pus, TEUT =10 us, T?ts =7usa Tﬁff =5us.
a dlhdia zodpoveda za exponencialny pokles. Casovy priebeh celkového mnozstva singletového kyslika mimo &astice je
popisany Styrmi exponencialnymi ¢lenmi (kombinujuc tri rézne doby zivota, rovnica 7). VSeobecny vzhlad
prislichajucej krivky je zndzorneny na obr. 3(¢ervenou farbou).

Zaver

Uvedené modely sa daju pouzit’ pri interpretacii experimentalnych vysledkov merania kinetiky fosforescencie
singletového kyslika tvoreného v nanocasticiach. Numericky model rie$i rovnicu difuzie singletového kyslika na
jednorozmernej radialnej mriezke a podava informaciu o priestorovocasovej distriblicii koncentracie singletového
kyslika vo wvnutri amimo <astice. Prislichajuci fosforescenény signal je linearnou kombinaciou celkovych
(zintegrovanych) koncentracii singletového kyslika vo vnutri Castice a v okolitom prostredi. Vysledkom analytického
modelu su cCasové zavislosti celkového mnozstva singletového kyslika vo vnutri Castice a celkového mnozstva
singletového kyslika v rozpustadle.
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Enantioseparacia indolovych fytoalexinov ultraic¢innou superkritickou fluidnou
chromatografiou

Enantioseparation of indole phytoalexins by ultra-performance supercritical fluid chromatography
Oleksandr KOZLOV', Kvéta KALIKOVA®, Tatdana GONDOVA', Eva TESAROVA’

! Univerzita Pavia Jozefa Safirika v Kosiciach, Prirodovedeckd fakulta
2 Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédeckd fakulta

Abstrakt: Predlozend praca sa zaobera chirdlnou separaciou série indolovych fytoalexinov s potencidlnou
protirakovinovou a antimikrobidlnou aktivitou metédou superkritickej fluidnej chromatografie. Pouzité boli dve
chirdlne stacionarne fazy na baze polysacharidov, tris-(3,5-dimetylfenylkarbamaty) amylozy a celuldzy, s velkost'ou
Castic 2.5 pm. Skiimal sa vplyv typu skeletu polysacharidu, Struktury analytov, typu a obsahu organického modifikatora
v mobilnej faze na retenciu, enantioselektivitu a rozlisenie. Rychla separacia na zékladnu ¢iaru bola dosiahnuta pre 26 z
27 Studovanych zluCenin. Chirdlna stacionarna faza na baze amylozy bola schopna separovat’ viac indolovych
fytoalexinov ako celulézova stacionarna faza. Medzi pouzitymi polysacharidovymi kolénami bola pozorovana
komplementarna enantioselektivita voc¢i Studovanym zlu¢eninam.

KUPucové slova: Enantiosepardcia, superkriticka fluidna chromatografia, indolové fytoalexiny, amyloza, celuloza.

Abstract: A series of chiral indole phytoalexins with potential anticancer and antimicrobial activity were
enantioseparated in supercritical fluid chromatography. Two polysaccharide-based chiral stationary phases, i.e. tris-
(3,5-dimethylphenylcarbamate) derivatives of amylose and cellulose, coated on 2.5 pum silica particles were used. The
influences of the polysaccharide backbone, the structure of the analytes and co-solvent type as well as its amount on
retention, enantioselectivity and resolution were investigated. Fast baseline separation was achieved for 26 from 27
studied compounds. Amylose- based chiral stationary phase provided higher number of baseline resolutions of the
indole phytoalexins than cellulose-based one. However, certain complementary enantioselectivity towards the studied
compounds was observed between the investigated columns.

Key words: Enantioseparation, supercritical fluid chromatography, indole phytoalexins, amylose, cellulose.

Uvod

Superkriticka fluidnd chromatografia (SFC) sa stava Siroko pouzivanou technikou pre analytické a preparativne
enantioseparacie v mnohych farmaceutickych, environmentalnych a biomedicinskych aplikaciach. Ako mobilna faza sa
v SFC pouziva oxid uhlicity v nadkritickom stave. Na zvySenie polarity mobilnej fazy a tiez na zvySenie rozpustnosti
zltcenin je potrebny pridavok malého mnozstva polarneho rozptstadla (organického modifikatora), napr. metanolu
(MeOH), etanolu (EtOH), propanolu (PrOH), izopropanolu (IPA) alebo acetonitrilu (ACN). V praxi st koncentracie
modifikatorov udrziavané pod 50%. Hlavnymi vyhodami SFC oproti vysokoucinnej kvapalinovej chromatografii
(HPLC) pri separacii chiralnych latok si: vysoka rychlost, kratky ¢as analyzy, obmedzeny vplyv na zivotné prostredie
a vysoko u¢inné separacie. Tieto vyhody vyplyvaji z charakteristik superkritickych tekutin, ktoré maju ovel'a nizsiu
viskozitu a vyssiu difuzivitu nez kvapaliny.

Chiralne stacionarne fazy (CSP) na baze polysacharidov (celuldéza a amyldza) st najéastejSie pouzivané stacionarne
fazy na separaciu enantiomérov pomocou SFC. V suc¢asnosti je komeréne dostupny vel’ky pocet stacionarnych faz od
réznych vyrobcov zaloZzenych na polysacharidoch, ktoré umoznuju rozliSenie Sirokej Skaly enantiomérov
prostrednictvom komplementarity a rozmanitosti ich derivatov. K najviac vyuzivanym derivatom polysacharidov patria
3,5-dimetylfenylkarbamaty amylézy a celul6zy.

V reakcii na biologicke, fyzikalne alebo chemické stresové faktory produkuju rastliny antimikrobidlne sekundarne
metabolity nazyvané fytoalexiny. Vyznamna skupina stresovych metabolitov reprezentovana fytoalexinmi na baze
indolu pochadza z rastlin ¢el'ade kapustovité (Brassicaceae), ktora zahfiia mnozstvo plodin pestovanych po celom svete
(kalerab, kapusta, wasabi, brokolica, repa, red’kovka). Popri ich antimikrobidlnej aktivite voci réznym rastlinnym
patogénom, fytoalexiny vykazuju tiez antikarcinogénne uCinky na rézne l'udské bunkové linie. Preto su slubnymi
kandidatmi pre syntézu novych biologicky aktivnych latok. Vécsina indolovych fytoalexinov a ich syntetickych
analogov je chirdlna. Z toho dovodu je dolezité vyvijat’ metddy na ich enantioseparaciu.

Material a metody

Vzorky racematov indolovych fytoalexinov (Obr.1) boli syntetizované na Katedre organickej chémie Prirodovedeckej
fakulty UPJS v Kosiciach. Chromatograficka analyza sa uskutoénila na SFC pristroji Waters Acquity Ultra Performance
Convergence Chromatography (UPC?), ktory bol zloZeny z binarnej pumpy, autosamplera, regulatora spitného tlaku,
termostatu kolony, PDA detektora, termostatu kolény a vyhodnocovacieho softvéru Empower 3 (Waters, Milford,
USA).
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Na chiralnu separaciu boli pouZité kolony s tris-(3,5-dimetylfenylkarbamatom) amylozy (Acquity UPC* Trefoil AMY 1
(AMY1)) a celulozy (Acquity UPC? Trefoil CEL1 (CEL1)). Rozmery kolon 50 x 3.0 mm LD., velkost’ &astic 2.5 um
(Waters, Milford, USA). Ako mobilna fdza (MP) bola pouzita zmes CO, a organického modifikatora v réznych
pomeroch. Rychlost prietoku mobilnej fazy bola 2 ml/min, UV detekcia prebiehala pri vinovej dizke 254 nm.
Davkovany objem analytov bol 1 pl. VSetky analyzy sa uskutocnili pri teplote 40 °C a spétnom tlaku (BP) 2000 psi.
Vzorky fytoalexinov s koncentraciou 0.5 mg/ml boli pripravené v metanole.

Skupina A
; YSCHg ; v/SCH3 &z/scm 7/5043 YSCH«
OCHs OCH3 OCH3 Yj\ OCH’ \©\ocHs
A3 (trans-) Ad (trans-) AS (cis-)
N
\7/SCH3 ( \ SCHy \>/SCH3 YSCHE ( YSCHq
sy T, O
\OCH3 ocn-c3 OCHa oCH: OCHa | g
i
A6 (trans-) A7 (rram -) A8 (trans-) A9 (trans-) A0 (cis-)
YNH \V/NH
@ @E» o5 L
N
ocH3 OCH3 \GCHs O
cl
All (cis-) A12 (trans-) Al3 (trans-)
Skupina B CHy NG, 5

Ny NH ( N\?/‘“” L ~NH Ny, N _NH
J ol ( b 3 S0
Z wi Z S g
] —=0OCH, OCHj >——OCH | —=0CH; —=0CH;
X N N X N N
>Qo >§O >~>o ><o )Q'o
o o 9 ) 0
CHy CH; cH cH CcH
we e, we e o

CHy CHs CHy CHy CHy
B1 (irans-) B2 (trans-) B3 (trans-) B4 (trans-) BS (trans-)
Skupina C
ar F cl CHy
‘ S
=
N\7_/NH Ny N AN N NH N\\/NIH
N0 N =Ny g N =0 SRR N
H H H H
C1 2 C3 4 <5
OCH, NO, CFs
S F4C. CF4
sHla ot
NH _NH N\\/NH
o o o of
N o]
A
C6 7 C8 <9

Obr. 1 Struktira analyzovanych indolovych fytoalexinov

Vysledky a diskusia

Indolové fytoalexiny boli podla Struktiry rozdelené do troch skupin. Na ich enantioseparaciu na kolonach AMY'1
a CELI boli pouzité jednoduché mobilné fazy zlozené z CO, a organického rozpustadla. Studovany bol vplyv Styroch
modifikatorov (metanolu, etanolu, propanolu a izopropanolu) na chirdlnu SFC separaciu analytov. ZvySujuci sa obsah
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modifikatorov (v rozsahu 5 — 40 % obj.) v mobilnej faze mal za nasledok zniZenie retencie a rozliSenia pre vsetky
enantioméry na oboch kolénach.

Uspesnost’ separacii indolovych fytoalexinov vo vietkych testovanych mobilnych fazach na oboch CSP je prezentovana
na Obr. 2. Z Obr. 2A je zrejmé, Ze najvacsi pocet separacii na zdkladnt Ciaru (Rg > 1.5) na koléone AMY1 bol
dosiahnuty s izopropanolom, zatial’ ¢o metanol bol najmenej tspe$ny. Napriek tomu bol etanol vybrany ako optimalny
modifikator pre vicsinu analytov skupiny C na kolone AMY1, a to kvoli krat§im retenénym casom a postacujucim
hodnotam rozliSenia (Tab.1). Vplyv typu organického modifikatora na separaciu pouzitim CSP CELI1 je zanedbatelny,
nakolko kazdy znich umoziuje rovnaky pocet separacii na zékladnu ¢iaru (Obr. 2B). Ak na CSP AMY1 nebolo
dosiahnuté dostatocné rozliSenie pouzitim jednoduchej mobilnej fazy, t.j. CO, s organickym modifikatorom, bola
pouzita mobilna faza zlozena z oxidu uhli¢itého, izopropanolu a acetonitrilu (Tab. 1, analyty A9 a A10).

A .
(A) B Separacia na zakladnu ¢iaru (Rs > 1.5) W Ciastocna separacia (Rs < 1.5) AMY1
100 -
80
60 -
N
40 A
20 A
0
MeOH EtOH PrOH
(B) W Separacia na zakladnu &aru (Rs > 1.5) m Ciasto¢na separacia (Rs < 1.5) CEL1
100 -
80 -
60 -
x
40 -
20 A
0
MeOH EtOH PrOH

Obr. 2 Vplyv organického modifikatora na enantioseparaciu indolovych fytoalexinov na
kolénach AMY1 (A) a CEL1 (B). Vysledky znazoriiuji celkova Gspesnost’ separacii na
zékladnu ¢iaru (Rg > 1.5) a Ciastoénych separacii (Rg < 1.5) vSetkych analytov vo vsetkych
testovanych mobilnych fazach (obsah CO, 60-95 %).

V Tab.1 st uvedené optimalne podmienky pre enantioseparaciu racemickych zmesi indolovych fytoalexinov na
kolénach AMY1 a CELI1. V pripade separacie na zakladnt Ciaru s viacerymi modifikatormi boli vybrané optimalne
podmienky vzhladom na najkrat$i ¢as analyzy a Rg> 2. Najvacsi pocet Gispesnych separacii Studovanych racemickych
zltéenin bol dosiahnuty pouzitim kolony AMY 1, pomocou ktorej sa podarilo rozlisit’ vSetky analyty okrem jedného. Na
druhej strane fytoalexiny B1, B3, B4, BS boli odseparované na CSP CEL1 s ovela krat§imi retencnymi ¢asmi. CSP na
baze amylézy je povazovana za kolonu prvej volby pri separacii enantiomérov analytov zo skupiny C, ¢o svedci
o komplementarnom charaktere enantioselektivity oboch pouzitych chiralnych stacionarnych faz.

Rozdiely v struktire analytov znacne ovplyviiuju enantioseparaciu v dosledku roéznych interakcii medzi analytom a
chirdlnym selektorom. Napriklad, trans-fytoalexiny zo skupiny B obsahuju rovnaké chirdlne centra, avSak na
fenylamino skupinach maji rézne substituenty - metyl-, chlor- a nitro- (analyty B3-BS) alebo cyklohexyl- a fenyl-
amino skupiny na tiazolinovom kruhu (B1, B2). Z Tab. 1 je zrejmé, Ze na oboch koldnach fytoalexiny B1, B3-B5
s fenylamino skupinami vykazovali vyznamne vysSie hodnoty enantioselektivity a rozliSenia v porovnani so zli¢eninou
B2, ktora obsahuje cyklohexylamino skupinu. Okrem toho nebolo dosiahnuté ziadne rozliSenie pre analyt B2 na kolone
CEL1 pouzitim vSetkych mobilnych faz. Tento fakt mozno pripisat’ n-m interakciam, ktoré pravdepodobne hraju
doleziti tilohu v enantioseparacii indolovych fytoalexinov s aromatickymi skupinami na oboch CSP.

Vplyv §truktary na rozliSenie je viditelny aj v pripade skupiny C. Pre analyty C2-C4 sroznymi halogénovymi
substituentmi v para polohe benzénového jadra, hodnoty retencnych faktorov, enantioselektity a rozliSenia na CSP
CELI rastu s poklesom elektronegativity halogénu (Obr. 3). Je evidentné, Ze typ substituenta na fenylovej skupine
fytoalexinov je dolezitym faktorom ovplyviiujiicim enantioseparaciu.
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Tab. 1 Optimalne podmienky enantioseparacie indolovych fytoalexinov na kolonach AMY1 a CEL1
enantioméru (#z ;), retencny faktor prvého enantioméru (k;), enantioselektivita (), rozliSenie (Ry).

. Retenény ¢as prvého

AMY1 CEL1
Analyt (r’n“i’;) k a R MP (V/v) ( I’n“l;) k a R MP (V/v)
Skupina A
Al 048 284 142 266 COy/MecOHG60/40 249 1892 107 107 CO,/MeOH 95/5
A2 079 532 117 200 COy/MeOHO90/10 049 292 128 281 CO,/EtOH 90/10
A3 033 164 133 234 CO,/EtOHG60/40 148 10.84 1.16 235 CO,/MeOH 95/5
Ad 035 180 134 217 COJIPA60/40 074 492 119 236 CO/MeOH 90/10
A5 072 476 121 209 COJIPA8020 075 500 128 3.08 COyPrOH 90/10
A6 049 292 173 468 CO,/EtOHG60/40 0.61 3.8 128 265 CO,EtOH 80/20
A7 045 260 169 453 CO/EtOHG60/40 042 236 138 281 CO,PrOH 80/20
A8 113 804 121 232 CO/EtOH90/10 031 148 133 229 CO,/MeOH 80/20
A9 040 220 155 3.67 Coégl/gg//%CN 038 204 132 262 CO,/MeOH 70/30
A10 031 148 179 431 Coéggg//ﬁ)CN 126 908 123 280  CO,/IPA 90/10
All 060 380 168 3.8  COJIPA60/40 036 1.8 154 273 CO,/PrOH 60/40
A12 054 332 188 404 CO/PrOHG60/40 031 148 159 247 CO,/PrOH 60/40
Al3 061 38 153 282 CO/PrOHG60/40 039 2.2 2.15 478 CO,/PrOH 60/40
Skupina B
Bl 484 3772 125 203 CO,/PrOH95/5  0.60 3.80 141 289  CO/IPA 80/20
B2 560 4380 1.17 0.66  CO,/IPA95/5 X X X X X
B3 6.12 4796 129 298 CO,PrOHO95/5 026 1.08 1.64 274 CO,/EtOH 60/40
B4 505 3940 122 209  COJIPA90/10  1.65 1220 1.3 1.56 CO,/MeOH 90/10
B5 3.66 2828 121 214  COJIPA90/I0 033 1.64 141 233  CO,/EtOH 70/30
Skupina C
C1 066 428 178 3.74 CO/MeOH60/40 7.10 5580 127 236  CO./IPA90/10
2 107 756 156 356 CO/EtOH60/40 033 164 159 249  CO,/IPA 60/40
C3 059 372 159 3.54 CO,EtOHG60/40 524 4092 111 102  CO,/IPA90/10
c4 085 580 158 3.60 CO,/EtOHG60/40 135 9.80 134 265  CO,/IPA 80/20
Cs 074 492 193 486 CO/EOHG60/40 029 132 171 248  CO,/IPA 60/40
C6 098 684 154 307 CO/EOHG60/40 147 1076 122 159  CO,/IPA 80/20
c7 105 740 182 476 CO/EtOHG60/40 057 356 124 207 CO,/MeOH 70/30
cs 040 220 172 357 COJ/EOHG60/40  4.15 3220 111 104  CO./IPA90/10
C9 1.87 1396 126 226 CO,/PrOH90/10 3.07 2356 1.17 208 CO,/MeOH 95/5

X - Ziadny ndznak enantiosepardcie. Experimentdlne podmienky: prietok 2 mli/min; UV detekcia pri 254 nm; teplota 40 °C;
davkovaci objem 1 ul; BP 2000 psi.
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Obr. 3 Vplyv struktiry analytu na enantioseparaciu fytoalexinov C1-C6 na CSP CEL1. ZloZenie
MP: CO,/EtOH 80/20 (v/v). Experimentalne podmienky: prietok 2 ml/min; UV detekcia pri
254 nm; teplota 40°C; davkovany objem 1 ul; BP 2000 psi.
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V predlozenej praci boli pouzité dve chirdlne stacionarne fizy na baze derivatizovanych polysacharidov, tris-(3,5-
dimetylfenylkarbamaty) amylozy a celuldzy, na rychlu enantioseparaciu 27 racemickych zmesi indolovych fytoalexinov
metdodou superkritickej fluidnej chromatografii. Na zéklade vysledkov S§tadia sa zistilo, Ze typ a koncentracia
organického modifikatora mé vyznamny vplyv na enantiomérne rozliSenie. Najvacsi pocet uspeSnych separacii
Studovanych racemickych zlicenin na koléne AMY1 bol dosiahnuty pouzitim propanolu, zatial ¢o na CSP CELI
vSetky organické modifikatory poskytli rovnaky pocet rozliSeni na zakladnt ¢iaru. Celkovo je koléna AMY'1 vhodnejsia
na enantioseparaciu indolovych fytoalexinov, pretoze dokéazala separovat’ vSetky analyty, z toho 26 na zakladnt Ciaru.
Pouzit¢ CSP vykazovali komplementarnu enantioselektivitu. Zistilo sa, ze doéleziti ulohu pri chirdlnom rozliSeni
zohrava aj Struktara analytov. Vyvinuté metody moézu byt pouzité na stanovenie optickej Cistoty novych chiralnych
indolovych fytoalexinov.

Pod’akovanie

Autori vyjadruju pod’akovanie RNDr. Mariane Budovskej, PhD. a RNDr. Anete Salayovej, PhD. za poskytnutie vzoriek
indolovych fytoalexinov.

Literatara

Budovska, M. — Tischlerova, V. — Mojzi$, J. — Harvanovd, M. — Kozlov, O. — Gondové, T. — Tomaskova, N. 2'-
Aminoanalogues of the cruciferous phytoalexins spirobrassinin, 1-methoxyspirobrassinin and 1-methoxyspirobrassinol
methyl ether: Synthesis and anticancer properties. Tetrahedron 73 (2017) 6356—6371.

Kalikova, K. — Slechtova, T. — Vozka, J. — Tesafova, E. Supercritical fluid chromatography as a tool for
enantioselective separation; A review. Anal. Chim. Acta 821 (2014) 1-33.

Kozlov, O. — Kalikova, K. — Gondova, T. — Budovska, M. — Salayova, A. — Tesafova, E. Fast enantioseparation of
indole phytoalexins in additive free supercritical fluid chromatography. J. Chromatogr. A. 1596 (2019) 209-216.

Lemasson, E. — Bertin, S. — West, C. Use and practice of achiral and chiral supercritical fluid chromatography in
pharmaceutical analysis and purification. J Sep Sci. 39 (2016) 212-233.

Lesellier, E. — West, C. The many faces of packed column supercritical fluid chromatography - A critical review. J.
Chromatogr. A. 1382 (2015) 2—46.




Zbornik prispevkov z 6. ro¢nika Jarnej Internacionalizovanej $koly doktorandov UPJS ﬂ

Vyskyt glutationperoxidazy 4 (GPX4) v preimplanta¢nych embryach potkana
Glutathioneperoxidase 4 (GPx4) expression in preimplantation embryos in rat

MVDr. Andrea KrehePova', RNDr. Veronika Kovafikova’,PhD., doc. MUDr. Ingrid Hodorova', PhD., doc.
MVDr. Jozef Mihalik', CSc.

"Univerzita Pavia Jozefa Safarika v KoSiciach, Lekdrska fakulta, Ustav anatomie
2Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat SAV, Soltésovej 4-6, Kosice

Abstrakt: Nadmerné mnozstva reaktivnych foriem kyslika (ROS — reactive oxygen species) mdzu byt’ pri¢inou vzniku
nadorovych ochoreni, ako aj poskodenia kardiovaskularneho, traviaceho alebo reprodukéného systému s naslednym
vznikom neplodnosti. Ddlezitu Glohu v obrane organizmu proti ROS zohravaju aj antioxidaéné enzymy, jednym z nich
je napr. glutationperoxidaza 4 (GPx4). Cielom nasej prace bolo sledovat’ vyskyt GPx4 v preimplantaénych embryach
potkana. Od samic kmena Sprague Dawley (SD) sme po predavkovani letalnou davkou anestetika (Zoletil inj.) na prvy,
treti a piaty den gravidity odobrali vajeéniky, vaji¢kovody a maternice. Tie sme pouzili na imunohistochemicka
detekciu ~ GPx4 (Gdaje sa vyhodnocuju). Este predtym sme vajickovody arohy maternice vyplachli pod
stereomikroskopom pomocou PBS+BSA. Na vizualizaciu GPx4 sme pouzili Specificku protilatku s konjugovanym
FITC a vyhodnocovali pouzitim konfokalneho mikroskopu. V oocytoch sa sledovany enzym nachadzal homogénne
diftizne v celej cytoplazme bunky, zatial’ ¢o v zygotach sme pozorovali koncentrované zhluky enzymu, predovsetkym
okolo jadier buniek. Distribiicia enzymu bola rovnakd aj v 2-bunkovych embryach az po stadium blastocysty.
V degenerovanych embryach bol enzym v réznych castiach cytoplazmy distribuovany bud’ difuzne alebo vytvaral
zhluky.

Kracové slova: antioxidacné enzymy, neplodnost, ROS, imunofluorescencia, FITC

Abstract: Excessive reactive oxygen species (ROS) can cause cancer, as well as damage to the cardiovascular,
digestive, or reproductive system, resulting in infertility. Antioxidant enzymes also play an important role in the
organism's defense against ROS, one of them is for example glutathione peroxidase 4 (GPx4). The aim of our work was
to observe the occurrence of GPx4 in preimplantation embryos of rat. Ovaries, oviducts, and uterus were collected from
female Sprague Dawley (SD) rats on the first, third, and fifth day of pregnancy after a lethal dose administration of
anesthetic (Zoletil inj.). These were used for immunohistochemical detection of GPx4 (work in progress). Embryos
were flushed out from oviducts and uterine horns under stereomicroscope using PBS+BSA. We used FITC-conjugated
specific antibody to visualize GPx4 and evaluated using confocal microscope. In oocytes, GPx4 was found to be located
homogeneously diffuse throughout entice cell cytoplasm, while in zygotes we observed concentrated clusters of
enzyme, particularly around cell nuclei. The enzyme distribution was the same in 2-cell embryos up to blastocyst stage.
In degenerate embryos, the enzyme was either diffused or created clusters.

Keywords: antioxidant enzymes, infertility, ROS, immunofluorescence, FITC

Uvod

Neplodnost’ postihuje priblizne 13% manzelskych parov v priemyselne rozvinutych krajinach sveta. Asi v polovici
pripadov je dany stav spdsobeny vyskytom ochoreni pohlavnych orgdnov muza avrovnakej miere ochoreni
reprodukéného aparatu zeny. ZvySeny vyskyt ROS moéze byt pricinou CastejSieho vyskytu nddorovych ochoreni, ako aj
poskodenia kardiovaskularneho, traviaceho a reprodukéného aparatu s naslednou neplodnost'ou. Cielom naSej prace
bolo zistit' mozny vyskyt antioxidaéného enzymu GPx4 v preimplantaénych embryach potkana ked’ze je zname, ze
nepritomnost’ tohto enzymu ma za nasledok nepohyblivost’ spermii s naslednou neplodnost'ou samcov.

Material a metodika

Pokusy na zvieratach boli schvalené Etickou komisiou Lekérskej fakulty UPJS v Kosiciach, ako aj povolené
rozhodnutim Statnej veterinarnej a potravinovej spravy Slovenskej republiky (&.r.: Ro-1557/18-221/3). V praci sme
pouzili pétnast’ samic potkana kmena SD. Samice boli prilozené na noc do klietky k samcom rovnakého kmena.
Pritomnost’ vaginalnej zatky na druhy den bola dokazom uspesného parenia. Na 1. (D1), 3. (D3) a 5. (D5) den gravidity
boli samice humanne usmrtené predavkovanim anestetika Zoletil. Nasledne sme od nich odobrali vajecniky,
vaji¢kovody a maternice na imunohistochemické stanovenie sledovaného enzymu (idaje sa vyhodnocuju).

Na 1. a3. den gravidity sme vyplachli vajickovody pod stereomikroskopom pomocou PBS+BSA (0,1%, Sigma
Aldrich), kym na 5. den gravidity sme rohy maternice vyplachli pomocou PBS+BSA bez nutnosti pouzitia mikroskopu.
Pocet a vyvinové §tadia embryi sme urCili pod stereomikroskopom. Embrya boli nasledne premyté v PBS+BSA
a potom umiestnené do 4% paraformaldehydu (PFA) na dobu desat’ minut. V d’alSom kroku sme embry4 preniesli do
1% PFA, kde boli uskladnené maximalne jeden tyzdei.

Embrya z 1% PFA boli premyté trikrat v PBS+BSA a permeabilizované v 0,5% TRITON-X po dobu Sest'desiat mint.
Nasledne boli embrya prelozené do protilatky proti GPx4 s konjugovanym FITC (Biorbyt) pri teplote 4 °C. Na druhy
deii boli embrya preplachnuté Sestkrat PBS+BSA a jadra buniek boli vizualizované pomocou Hoechst 33342 (10ul/ml
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v PBS, Sigma Aldrich). Embrya sme umiestnili na podlozné sklicko a zaliali do montovacieho média Vectashield
a nasledne boli pozorované pod konfokalnym mikroskopom Olympus FV-1000 BX61.

Vysledky

Sledovany enzym sme zistili uzZ v oocytoch, kde sa nachadza homogénne difuzne v celej cytoplazme bunky (Obr. 1),
kym v zygotach sa zacali vytvarat koncentrované zhluky enzymu, predovsetkym okolo jadier buniek (Obr. 2).
Distribucia enzymu bola rovnaka aj v 2-bunkovych embryach (Obr. 3) az po S$tadium blastocysty (Obr. 4).
V degenerovanych embryach bol enzym v roznych Gastiach cytoplazmy ulozeny bud’ difuzne, alebo vytvaral zhluky
(Obr. 5).

Obr. 1 Oocyt. Hoechst 33342 (modrd) zobrazuje DNA, FITC Obr. 2 Zygota. Hoechst 33342 (modrd) zobrazuje DNA,
(zelend) pritomnost GPx4. (Fotené: Kovatikova, UFHZ FITC (zelend) pritomnost GPx4. (Fotené: Kovarikova,
SAV) UFHZ SAV)

Obr. 3 Dvojbunkové embryo. Hoechst 33342 (modra) Obr. 4 Blastocysta. Hoechst 33342 (modra) zobrazuje DNA,
zobrazuje DNA, FITC (zelena) pritomnost GPx4. (Fotené: FITC (zelena) pritomnost GPx4. (Fotené: Kovatikova,
Kovatikové4, UFHZ SAV) UFHZ SAV)

Obr. 5§ Degenerované embryo. Hoechst 33342 (modra) zobrazuje
DNA, FITC (zelena) pritomnost’ GPx4. (Fotené: Kovatikova, UFHZ SAV)

Diskusia

Sledovany enzym bol detegovany vo vsetkych vyvinovych stadiach preimplantacného embrya. Preto usudzujeme, Ze
ma zasadny vplyv na spravny priebeh preimplantacného procesu. Zmena z difuznej na koncentrovanu konfiguraciu, ku
ktorej dochadza po oplodneni oocytu by mohla poukazovat’ na to, Ze enzym sa premiestni do blizkosti jadra, kde sa
sucasne vyskytuje aj drsné endoplazmatické retikulum. V procese delenia blastomér je jeho aktivita vysoka, nakolko
bunky potrebuju vytvorit’ dostatocné mnozstvo proteinov. Ked’ze GPx4 degraduje peroxid vodika, predpokladame jeho
ochrannu funkciu v tychto procesoch.
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Zaver

Podla nasich zisteni sa jedna o prva pracu, ktora opisuje vyskyt antioxidacného enzymu GPx4 v preimplantacnych
embryach cicavcov.
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ZlepSenie aktivity elektrokatalyzatorov pre metanolové palivové ¢lanky
Enhancement activity of electrocatalysts for direct methanol fuel cells
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Alexander FEHER, Alexandra KOVALCIKOVA, Vladimir KOMANICKY
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Abstrakt: V tejto praci sa venujeme zlepSeniu aktivity katalyzatorov pre elektrooxidaciu metanolu a reakciu redukcie
kyslika. V prvej ¢asti prace sa venujem katalyzatorom na baze rodia. Cisté rodium je velmi zIym katalyzatorom pre
elektrooxidaciu metanolu, ale ukazalo sa, Ze legovanie Zelezom vyznamne zlepSuje jeho aktivitu v kyslych médiach. V
druhej Casti moje prace sa zvySujem aktivitu platiny na redukciu kyslika indukciou stresu v platinovom tenkom filme
deponovanom na tenkej vrstve chalkogenidového skla. Stres v tenkej vrstve platiny je vyvolany fotoindukovanou
deformaciou As,,Seg, chalkogenidového skla pocas osvetlenia ¢ervenym laserom.

Krlucové slova: metanolicka elektrooxidacia, redukcia kyslika, chalkogenidové skla, platinovy katalyzator, zelezo-
rodiovy katalyzator.

Abstract: In this work improvements of catalytic activity for methanol electrooxidation and oxygen reduction reactions
are reported. In the first part of the work is devoted to rhodium-based catalysts. Rhodium itself is a very poor catalyst
for methanol electrooxidation but alloying with iron significantly improves activity of rhodium in acidic media. In the
second part of the work increasing activity of platinum for oxygen reduction is reached by inducing stress in platinum
thin film deposited on a chalcogenide glass. The stress in platinum thin film is induced by As,oSegy chalcogenide glass
deformation under red laser illumination.

Keywords: methanol electrooxidation, oxygen reduction, chalcogenide glasses, platinum catalyst, iron-rhodium
catalyst.

Introduction

Direct methanol fuel cells (DMFC) are a keystone of methanol economy which is considered to be an alternative to
hydrogen economy due to advantages of methanol storage, transportation and producing. The main obstacles to wide
application of DMFC are slow kinetics of methanol electro-oxidation reaction (MOR) on the anode and oxygen
reduction reaction (ORR) on the cathode. Only platinum-based catalysts can effectively catalyze MOR in acidic
electrolyte and the best are PtRu-based alloys. To improve catalytic activity of thodium, a strategy of alloying rhodium
with iron has been applied.

For now, improvements of Pt activity towards ORR were realized by alloying, nanostructuring and surface stress
inducing approaches. We have developed a new method of stress induction in Pt thin films that is based on changing of
surface morphology of As,,Seg, chalcogenide glass under red laser illumination. Platinum thin film with 10 nm
thickness was deposited on the surface of the chalcogenide glass. Red laser illumination of the Pt/chalcogenide glass
system causes surface deformation and as consequence stress induction in the Pt film.

FeRh catalyst for methanol electrooxidation

Rh and FeRh thin films with thickness of 20 nm were deposited by magnetron sputtering method. Before
electrocatalytic activity measurements FeRh catalyst was activated by cycling 100 cycles in 0.1 M HCIO, electrolyte.
During the cycling process Fe atoms are leached out from the catalyst surface to the electrolyte. In this way Rh-skin
surface is formed. The Rh-skin FeRh samples have approximately 3 times higher surface area comparing to pure Rh
samples because of pores and cracks formation when Fe atoms have leached out. The fact of the Fe dissolution was
confirmed by EDX analysis.

Cyclic voltammetry measurements have demonstrated that alloying of rhodium with iron with its subsequent cycling in
0.1 M HCIO;, electrolyte allows obtaining MOR electrocatalyst with higher specific activity than pure rhodium in acidic
media (Fig. 1a). Presence of the two peaks on cyclic voltammograms of MOR is a typical behavior. The peak which
appears at the forward scan direction (from negative to positive potentials) corresponds to methanol dehydrogenation
and partial oxidation of dehydrogenation products. The backward scan peak (from negative to positive potentials) is
often related to oxidation of strongly bounded carbon containing species which do not oxidize at forward scan. The
heights of the peaks correspond to the MOR activity of the catalyst. All currents are normalized to real surface areas of
the films that were extracted from hydrogen underpotential deposition regions of voltammograms in argon-saturated 0.1
M HCIO, electrolyte. Therefore, the catalytic activity increasing can be related to intrinsic activity increasing of active
sites not to surface area increasing after the cycling. Chronoamperometry stability tests at duration of 4000 s have
revealed that activity of Rh catalyst is near zero value at the end of the test, while for FeRh catalyst MOR current
density is 28 pA cm™ (Fig. 1b). The reported value of a chronoamperometry current density for a Rh electrode after 20
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minutes of the polarization in methanol containing chloric acid electrolyte was 0.2 pA cm™ (Aramata, A., Toyoshima,
I., Enyo, M. 1992). To the best of our knowledge, there are no reports on the MOR activity enhancement for Rh
catalyst in acidic media.

Stressed Pt catalyst for oxygen reduction

The SejyAsg thin films on sapphire substrates were prepared using evaporation from bulk glass. Thickness of the films
was 3 pm, which was determined using interferometry. On top of Se,gAsg, glass 10 nm Pt layer was deposited by
magnetron sputtering.

Red laser light irradiation (A = 650 nm) was applied to the sample to trigger deformation of catalyst thin films immersed
in perchloric acid electrolyte. The film deformation is produced by mass flow of chalcogenide semiconducting glass
layer underneath semitransparent catalyst film. Simultaneously we recorded changes in electrocatalytic activity of
catalyst films during deformation process.

Red laser irradiation of Pt/As,ySeg, films and subsequent deformation of AsySegy layer underneath platinum leads to
platinum film wrinkling (Fig. 2a) with wrinkles period of 1 um (Fig. 2b). Wrinkles consist of alternating hills and
valleys that create stress in the Pt film.
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Fig. 1. (a) Cyclic voltammograms of Rh and FeRh thin films in 0.1 M HCIO4 + 1 M CH;0H electrolyte, (b) Chronoamperometry
curves of methanol oxidation on FeRh and Rh electrodes at 0.325 V (vs Ag/AgCl) in 0.1 M HCIO, + 1 M CH;0H electrolyte. The
currents are normalized to electrochemical active surface area of the electrodes.

(a) phoinduced flow Pt/As,Seg, film deformation || (b) AFM height profile of wrinkled Pt film
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Fig. 2. (a) AFM images of 25 nm platinum thin film on As,;Seg, film before and after photoinduced deformation, (b) magnified AFM
image and height profile of deformed part of the films.

Electrochemical measurements of ORR in perchloric acid electrolyte using laser beam are performed to investigate
whether light induces stress in platinum film would lead to change of its electrocatalytic properties. When red laser light
is turned on sudden jump in catalytic activity for ORR on Pt/As,;Segy microelectrode is observed (Fig. 3) and the
activity is higher than for not-deformed Pt film irradiated by laser on silicate glass. The same experiment performed
with green laser irradiation (A = 532 nm) do not show significant catalytic activity increasing. This fact is consistent
with bandgap of As,Se, glasses that is in the range of 1.68-2.09 eV.
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Fig. 3. Comparison of current density (measured at 0.92 V vs. RHE) for red (red curve) and green laser (green curve) illuminated
Pt/As,oSego microelectrodes and red laser illuminated Pt/silicate glass microelectrode (purple curve)

Conclusions

In this work we showed on example of the FeRh thin film catalyst that Rh-based catalysts can be considered as Pt-
alternative catalysts for MOR in acidic media. Further increasing of the Rh-based catalysts activity can be implemented
on the basis of nanostructuring, additional alloying and selection of an appropriate support material.

We also use red laser light to trigger deformation of Pt/AsySeg, catalyst thin films immersed in perchloric acid
electrolyte. Simultaneously recorded improvements in ORR electrocatalytic activity of Pt catalyst films during
deformation process are observed.
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Magnetokaloricky jav v kvantovom magnete [Cu4(LH2)4]
Study of magnetocaloric effect in quantum magnet [Cud4(LH2)4]
Livia LEDEROVA

Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach, Prirodovedeckd fakulta

Abstrakt: Predkladany prispevok je venovany magnetokalorickému javu. Je vysvetleny fyzikalny princip a su uvedené
veliiny, ktoré charakterizuju magnetokaloricky efekt. Jeho uplatnenie spociva hlavne v novom koncepte chladiacich
technologii, ktoré sa opierajii o magneticky chladiaci cyklus prave na baze magnetokalorického javu. Pre tento cyklus je
nutné zvolit' vhodny refrigerant a preto s v prispevku popisané podmienky kladené na material, ktory méze sluzit
v chladiacom cykle. Prezentuju sa aj prvé vysledky magnetokalorického javu na organo-metalickej zlucenine
[Cus(LH,)4], ktord je zo Struktirneho hladiska tvorena tetraédrami, v ktorych vrcholoch si umiestnené iony medi
nesuce spin %2. Boli analyzované izotermalne krivky magnetizacie ziskané v teplotnom intervale od 2 do 50 K v
magnetickych poliach do 7T.

Krucové slova: magnetokaloricky jav, chladiaci cyklus, adiabaticka demagnetizdcia, refrigerant, tetraéder

Abstract: This paper is devoted to the magnetocaloric effect. The physical principle is explained and the quantities that
characterize the magnetocaloric effect are given. Its application lies mainly in the new concept of cooling technologies,
which are based on a magnetic cooling cycle based on the magnetocaloric phenomenon. For this cycle, it is necessary to
select a suitable refrigerant and therefore in the contribution the material that can serve in the cooling cycle is described.
The first results of the magnetocaloric effect on the organo-metallic compound [Cuy(LH,),] formed by tetrahedrons
which are created by 4 Cu ions bearing spin %4, are also presented. The magnetization isothermal curves obtained in the
temperature range of 2 to 50 K in magnetic fields up to 7T were analyzed.

Keywords: magnetocaloric effect, cooling cycle, adiabatic demagnetization, refrigerant, tetrahedron

Uvod

Magnetokaloricky efekt je jav, pri ktorom sa magneticky material v dosledku G¢inkov vonkajSieho magnetického pol'a
bud’ ochladi, alebo ohreje. Za poslednych 20 rokov je magnetokaloricky efekt (MKE) intenzivne Studovany a sucasne sa
v literatire zaoberajucej sa nim udomacnilo vSeobecné povedomie, Ze tento efekt objavil v roku 1881 nemecky fyzik E.
Warburg. Autori ¢lanku [Smith 2013] opétovne preskiimali povodnu literatiru a ukazali, Ze objav magnetokalorického
efektu ma byt pravom pripisany fyzikom P. Weissovi a A. Piccardovi, ktori vo svojej praci z roku 1917 experimentalne
potvrdili tento jav pozorovanim znacnej a reverzibilnej teplotnej zmeny v nikli v blizkosti jeho Curieho teploty.
Nezévisle od seba sa v pracach z roku 1926 [Debye 1926] a 1927 [Giauque 1927] objavili vysvetlenia pévodu MKE a
taktiez bolo navrhnuté prvé praktické vyuzitie MKE, tzv. adiabatickd demagnetizacia, ktord sa dodnes pouziva na
dosiahnutie teplot niz§ich ako je teplota kvapalného hélia (4.2 K), ktora bola v tom Case najnizSou dosiahnutelnou
experimentalnou teplotou. V stcasnosti zdujem o Stidium MKE vyrazne vzrastol, nakol’ko je mozné nielen ziskat
informacie o magnetickom stave a magnetickych fazovych prechodoch v magnetickych materidloch, ale MKE
predstavuje realnu moznost’ vzniku magneticky chladiacich technoldgii pracujucich v Sirokej oblasti teplot: od izbovej
teploty az po teploty kvapalného hélia. Magnetické chladenie pontuka alternativu, ktora je nielen energeticky efektivna,
ale ktora je hlavne Setrna k Zivotnému prostrediu.

Magnetokaloricky jav

Uvazujme paramagneticky systém spinov v blizko teploty prechodu do magneticky usporiadaného stavu. Nakolko je
uvazovany systém magneticky izolator, jeho celkova entropia S pozostdva z dvoch prispevkov, ato z entropie
magnetického podsystému, ktora je mierou usporiadania magnetickych momentov a entropie krystalovej mriezky,
ktorej stav zavisi od teploty daného systému. Ak sa systém nachadza pri konecnej teplote bez pritomnosti vonkajSieho
magnetického pola, spinom je dovolené nadobtidat’ 'ubovol'nu orientaciu v priestore v désledku pritomnosti teplotnych
fluktuacii. Aplikovanim vonkajSicho magnetického pola si magnetické momenty nutené natoCit sa do smeru
magnetického pola. Tento proces vedie ku zniZzovaniu entropie magnetického podsystému. Ak je tento proces
realizovany adiabaticky, t.j. po aplikovani magnetického pol'a na Studovany systém zamedzime vymene energie
systému s jeho okolim, entropia mriezkového podsystému musi narast, nakolko za adiabatickych podmienok sa
celkova energia systému zachovava. Pri opa¢nom procese, ktory je v literatire znamy ako adiabaticka demagnetizacia,
sa vychadza zo zmagnetovaného stavu latky, nasledne sa pole snime adiabaticky, ¢o ma za nasledok rozusporiadanie
spinov. Tento proces vedie na zvySenie magnetickej entropie, na ktorej zmenu automaticky reaguje mriezkovy
podsystém znizenim svojej entropie a ked’Ze tito suvisi priamo s teplotou, pozorujeme pokles teploty systému.
Popisané zmeny teploty materialu st prejavom fenoménu zvaného magnetokaloricky jav.

Na pochopenie termodynamiky magnetokalorického javu pouZzijeme teplotnu zavislost' entropie v nulovom
a nenulovom magnetickom poli (obr. 1). Je mozné pozorovat’ dva procesy, ktorych charakteristiky su: izotermicka
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zmena entropie AS,;, ktora sa ziskava ako rozdiel entropii, ktoré prislichaji koneénému a pociatoéného stavu
akéhokol'vek procesu, pri ktorom sa teplota systému zachovava. Systém sa nachddza v pociato¢nom stave, ktory je
mozné charakterizovat’ teplotou 7)) bez vonkajSicho magnetického pol'a, B, = 0. V pripade izotermického procesu sa na
systém, ktory je v tepelnom kontakte s tepelnym rezervoarom o konstantnej teplote 7 nalozi vonkajSie magnetické
pole, B* # 0. Ked'ze vzniknuté magnetizaéné teplo sa neustale odvadza do rezervoara, systém je nuteny bez zmeny
teploty ,,spadnut™ na krivku B", pricom plati

ASv = S*(B*,Ty) — So(Bo,Tp) (1)
Hodnota ASy < 0, nakol’ko entropia v nenulom poli S° je mensia ako entropia v nulovom poli S,. Hodnota ASy je

kladné, (opdtovny narast entropie-neporiadku v magnetickom systéme) ak sa izotermicky realizuje opaény proces, t.j.
magnetické pole je redukované spdt’ na nulovi hodnotu.

A
S
S [+ B,
\ ‘S‘\I
0 ATap
/g I T

Obr. 1 Teplotna zavislost' entropie v poli By=0a B # 0.

Dalsou veli¢inou, ktora charakterizuje magnetokaloricky jav, je adiabatickd zmena teploty AT,y. Je definovana ako
rozdiel teplot kone¢ného a pociatoéného stavu systému, na ktory su naloZené adiabatické podmienky. Zmena teploty
modze byt kladna (ATxp > 0) alebo zaporna (ATap < 0). Pri ATyp > 0 dochadza ku ohriatiu materialu v désledku
aplikovania vonkajSieho magnetického pol'a. A teda zniZenie teploty materialu je mozné dosiahnut’ opa¢nym procesom,
t.j. stiatim vonkaj$ieho magnetické pol'a. So zmenou magnetického pol'a pri splnenych adiabatickych podmienkach (AS
= 0) sa viaze adiabaticka zmena teploty matematicky popisana vzt'ahom

ATap=T -T, ()

Prakticky sa MKJ vyuziva v chladiacom cykle (obr. 2), ktory je vel'mi podobny zndamemu Carnotovmu cyklu. Material
pouzity v magnetickom chladiacom cykle sa na zaciatku nachadza v stave termodynamickej rovnovahy, v nulovom
magnetickom poli a zaroven je tepelne izolovany od svojho okolia. Aplikovanim vonkajSieho magnetického pol'a na
takto definovany material sa spiny usporiadaju do smeru pola, ¢o vo findle vedie na zvySenie teploty materialu. Teda
prvy krok vecykle je adiabaticka magnetizacia. Druhy krok cyklu je prirodzene upriameny na odvedenie
magnetizacného tepla, t.j. tepla, ktoré sa vyprodukovalo v procese zmagnetovania latky. Material sa uvedie do styku
s chladiacim médiom, ktoré odvadza vyprodukované teplo az dovtedy, kym sa teplota materidlu a samotného chladica
vyrovnd. Kontakt s chladiCom sa v tomto bode prerusi. Zaverom druhého kroku chladiaceho cyklu mame k dispozicii
tepelne izolovani zmagnetovanu latku, ktorej teplota klesla spdt na pociato¢ni hodnotu. Nasleduje samotna
adiabaticka demagnetizdcia, ktorej popis sme uz uviedli vyssie, t.j. siatim magnetického pola sa spiny rozusporiadaju
s ¢im je spojeny pokles pociatocnej teploty o hodnotu AT ,p. Nasledne sa schladeny material privedie opét’ do kontaktu
s chladicom. Ten je momentalne teplejsi ako schladeny material, preto pri ich vzdjomnom kontakte chladi¢ odovzda
teplo refrigerantu. Po vyrovnani och teplot je material opét’ na zaciatku cyklu je mozné nanho znova nalozit' procesy
veduce k jeho schladeniu.

H. +H adiabatickd magnefizicia

- T+AT=d

— adiabatickd demagnetizdcia

1 T-AT,,
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Obr. 2 Schéma chladiaceho cyklu na principe magnetokalorického javu.

Z hladiska fundamentalneho vyskumu je na magnetické chladenie vhodny material, ktorého magneticky podsystém je
tvoreny spinmi s ¢o najvacSou hodnotou spinu, preto sa vaésinou v stvislosti s MKJ hovori o gadoliniu a zlu¢eninach
prave na jeho baze. NajlepSie by bolo mat’ v systéme ¢o najviac takychto spinov, aby bol efekt MKJ vyrazny. Zhustenie
magnetickych momentov vSak so sebou prinaSa pritomnost’ interakcii, ktoré v kone¢nom désledku vedu na znizenie
MKJJ. Preto je cielom najst’ material, ktory je kompromisom tychto dvoch poziadaviek.

MKJ bol pozorovany vo velkom mnozstve magnetickych materialov, ale nie vSetky st vhodné na samotné magnetické
chladenie, tj. nie st dobrymi refrigerantmi. Takyto refrigerant by mal po fyzikélnej stranke splnat nasledujice
poziadavky:

e  Pri ¢o najmensej zmene magnetického pol'a ma dojst’ ku ¢o najvicsej zmene entropie.

e  Curicho teplota refrigerantu by mala byt v oblasti teplot, v ktorej sa bude magnetické chladenie realizovat’. To
ma za dosledok maximalnu vel’kost MKJ v priebehu celého chladiaceho cyklu.

e Reverzibilny MKJ je doprevadzany co najnizSou (idealne nulovou) hysteréziou MKJ.

e  Vysoka tepelna vodivost, Co zaisti dobrii vymenu tepla s teplotnym rezervoarom.

e Velky elektricky odpor, aby sa v priebehu cyklu (magnetiza¢ného a demagnetizacného procesu) netvoril
znacny tepelny ohrev spésobeny virivymi pradmi.

Z technologického hladiska je dolezité pre pouzitie konkrétneho materidlu pre potreby MKJ jeho jednoducha priprava
a dobra opracovatelnost. Material ma byt dlhodobo staly ato hlavne s dérazom na jeho cyklovanie. Pre samotnu
produkciu hra velka rolu vyrobna cena, do ktorej sa premietne pociato¢na cena surovin a naklady spojené s vyrobou
a opracovanim. Asi nie je prekvapivé, Ze sa pozaduje co najnizsia.

Experimentalne detaily

Organo-metalickd zlucenina [Cuy(LH,),4] kryStalizuje v monoklinickej krystalografickej sustave s priestorovou grupou
P2,/c. Parametre elementarnej bunky st a = 15.574(1)A, b = 15.247(0) A, ¢ = 17.517(5) A, p = 116.253(0)°, Z = 4
a moélova hmotnost’ M = 1032.8 g/mol. Zo Strukturneho hl'adiska je zlucenina [Cuy(LH,)4] tvorend tetraédrami (obr. 3),
v ktorych vrcholoch s umiestnené i6ony medi nestice spin S = %. Prepojenie medzi ionmi Cu(Il) sprostredkuju Styri
molekuly ligandu LH,, kazdy i6n medi ma koordinaéné ¢islo 5.

Syntéza Studovanej zltceniny Cuy(LH,)4 bola realizovana tzv. "one-pot" metdédou v metanolovou prostredi [Aronica
2007] na Katedre anorganickej chémie Karlovej univerzity v Prahe. Findlnym produktom syntézy boli krystaliky,
z ktorych boli urcené struktirne vlastnosti pri teplote 120K. Aby sa vyhlo prejavom textiry materialu, vzorka bola pre
magnetické merania pripravena ako prasok.

Préaskova vzorka s hmotnost'ou 7.5 mg bola vlozena do tzv. VSM kapsulky a nasledne pouzita na meranie magnetizacie
v komerénom magnetometri Quantum Design SQUID na Ustave fyzikalnych vied Univerzity P. J. Safarika v Kogiciach.
Izotermalne krivky magnetizacie boli merané v teplotnom intervale od 2 do 50 K a v magnetickych poliach do 7T.

Obr. 3 Lokalne okolie tetraédra tvoreného ionmi medi v zlucenine [Cuy(LH,),].

Experimentalne vysledky a diskusia

Obvykly spdsob analyzy magnetokalorického javu sa zakladd na systematickej S$tudii izotermickych kriviek
magnetizacie v zavislosti od aplikovaného magnetického pol’a vo vhodnom teplotnom intervale (obr. 4 (a)). Z izoteriem
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na obr. 4 (a) je zrejmé, Ze s narastajucim magnetickym pol'om dochadza ku narastu hodnét magnetizacie pri kazdej
teplote. Hodnotu ASy mézeme vypocitat’ pomocou magnetizaénych izoteriem vyuzitim Maxwellovho vztahu

ASw (AB, T) = [Pr MED 4p. 3)

B; aT

kde AB = B; — By a parameter B; (By) reprezentuje pociato¢nu (koneént) hodnotu magnetického pola. Ked'ze v ramci
realizovaného experimentu sa ziskavaji diskrétne hodnoty magnetizacie a teploty, vo vztahu (3) sme opravneni
nahradit’ integral sumou v tvare

Te+Tht1y _ v (Mit1—Mi) 4
ASw (B = B =2 AB, 4

pri¢om veli¢ina M, (M) je hodnota magnetizacie namerana v magnetickom poli B pri teplote 7y (7). Vysledok
analyzy izotermickych magnetizacii popisanym spdsobom v pripade B; = 0 a B¢ je niekol'’ko hodnét magnetického pola
po 7T je prezentovany na obr. 4 (b). Zo zvacSujiicim sa aplikovanym magnetickym polom sa dosahuje vicsia zmena
magnetickej entropie v systéme. Hodnotovo bola najvicsia zmena -ASy; dosiahnuta v magnetickom poli 7 T pri teplote
28Kato 11.9 JK'kg'. Maximalna teoreticka hodnota entropie pre tento systém, ktory obsahuje tyri moly volnych
spinov v jednom mole latky, predstavuje hodnotu 22.3 J.K' kg™ Krivka B = 7 T je hodnotovo priblizne polovici
maximalnej hodnoty entropie, ktord je mozné v tomto systéme potencidlne nadobudniit. Pri¢inu zniZenia ziskanej
hodnoty magnetickej entropie pri adiabatickej demagnetizacii treba hladat’ v interakciach, ktoré su prirodzene
v realnych latkach pritomné a s ktorymi maximalna teoretickd hodnota entropie nepocita. Za znizenim pozorovanej
hodnoty je treba hl'adat’ vymennu interakciu medzi tetraédrami samotnymi a taktiez ma pdévod v interakcidch vnutri
kazdého tetraédra, teda interakcie medzi i6nmi medi.
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Obr. 4 (a) Izotermalne magnetiza¢né krivky [Cuy(LH,)4] v z&vislosti od aplikovaného vonkajsieho magnetického pol'a merané
s teplotnymi skokmi A7 = 0.5 K, 1K a 2K v prislusnych teplotnych intervaloch 2-10 K, 11-20 K a 22-50 K. (b) Teplotna zavislost
izotermickej zmeny entropie systému [Cuy(LH,),] v réznych magnetickych poliach.

Zaver

V préaci bol uvedeny fyzikalny princip magnetokalorického javu, v rdmci ktorého boli analyzované izotermalne krivky
magnetizacie organo-metalickej zliceniny [Cuy(LH;)4] v teplotnom intervale od 2 do 50 K v magnetickych poliach do
7T. Bolo zistené, ze pri zmene magnetického pola z 0 na 7 T bola izotermalna zmena entropie ASy = 11.9J K'kg!.
V sucasnosti sa uz pripravuje meranie tepelnej kapacity do najnizsich teplot (0.4 K) s ciel'om ziskat’ zavislost’ teplotne;j
zavislosti adiabatickej zmeny teploty ATp. Nasledne bude mozné ur€it’ chladiacu kapacitu vySetrovanej latky a zistit,
¢i je vhodnym kandidatom na magnetické chladenie.
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Koordinacné zliceniny Pd(II) s halogénderivatmi
8-hydroxychinolinu a dimetylaminom
Coordination compounds Pd(Il) with halogenderivatives of quinolin-8-ol and dimethylamine
Andrea LUKOOVA

Univerzita Pavla Jozefa Safirika v Kosiciach, Prirodovedeckd fakulta

Abstrakt: Naviazanim na naSu predchadzajicu pracu zaoberajicu sa pripravou koordinacnych zlucenin vykazujicich
cytotoxickll a antimikrobialnu aktivitu boli pripravené Styri nové komplexné zluceniny Pd(II) s halogénderivatmi 8-
hydroxychinolinu (XQ): [PACI(NH(CH3),)(CQ)] (1), [PACI(NH(CH;),)(dCIQ)] (2), [PACI(NH(CHj;),)(dBrQ)] (3) a
[PACI(NH(CHj;),)(BrQ)] (4), kde CQ je 5-chlor-7-j6d-8-hydroxychinolin, dCIQ je 5,7-dichlor-8-hydroxychinolin, dBrQ
je 5,7-dibrom-8-hydroxychinolin a BrQ je 7-brém-8-hydroxychinolin. Pripravené komplexy boli charakterizované
infradervenou spektroskopiou, ktora potvrdila pritomnost’ ligandov XQ, ale neo¢akavane aj dimetylaménnej skupiny,
ktora vznikla rozpadom dimetylformamidu, pouzitého ako rozptstadlo. Nasledna monokrysStalova Strukturna analyza
potvrdila, Ze tato skupina je naviazana atomom dusika na atom Pd(II) a v cis-pozicii k atomu dusika XQ liganda je
naviazany chlorido ligand. Ligandy XQ sa viazu chelatovo atdmami kyslika a dusika, priCom atomy dusika z XQ a
dimetylaménnej skupiny st v trans-polohach. Atémy Pd(II) st teda koordinované §tvorcovo planarne. Struktira je
stabilizovana medzimolekulovymi interakciami, pri¢om pozorujeme vznik rovinnej, resp. 3D §truktary. 'H a *C NMR
spektra komplexov 1 - 4 potvrdili ich stabilitu v dimetylsulfoxide, ¢o je podstatnou podmienkou pre nasledné testovanie
ich biologickej aktivity.

KPucové slova: Halogénderivaty 8-hydroxychinolinu, komplexy palddia, krystalova Struktura

Abstract: By binding to our previous work dealing with the preparation of coordination compounds having cytotoxic
and antimicrobial activity were prepared four new complex compounds Pd(II) were prepared with halogenderivatives of
8-hydroxyquinoline (XQ): [PACI(NH(CH3),)(CQ)] (1), [PACI(NH(CH3),)(dCIQ)] (2), [PACI(NH(CHj;),)(dBrQ)] (3) a
[PACI(NH(CHj;),)(BrQ)] (4), where CQ is 5-chloro-7-iodoquinolin-8-ol, dCIQ is 5,7-dichloroquinolin-8-ol, dBrQ is 5,7-
dibromoquinolin-8-ol and BrQ is 7-bromoquinolin-8-ol. The prepared complexes were characterized by infrared
spectroscopy, which confirmed the presence of the ligand XQ, but also unexpectedly dimethylammonium group
suffered breakdown of DMF used as solvent. Subsequent X-ray structural analysis confirmed that this group is bonded
with a nitrogen atom to the Pd (II) atom and chlorido ligand is attached in the cis-position to the nitrogen atom of XQ
ligand. The XQ ligands bind by chelate oxygen and nitrogen atoms, wherein the nitrogen atoms of XQ and the
dimethylammonium group are in trans-positions. Thus, the Pd (II) atoms are coordinated square planar. The structure is
stabilized by intermolecular interactions while observing the formation of a planar, resp. 3D structures. 'H and "°C
NMR spectra of complexes 1 - 4 confirmed their stability in dimethylsulfoxide, which is an essential condition for
subsequent testing of their biological activity.

Keywords: halogenderivatives of quinolin-8-ol, palladium complexes, crystal structure

Uvod

Rakovina sa v dnesnej dobe stava vel'mi ¢astym a vel'mi zavaznym ochorenim a je jednou z najcastejsich pri¢in umrtia
¢loveka. V roku 2012 bolo celosvetovo hlasenych priblizne 14 milionov novych pripadov vyskytu tejto choroby a 8,2
milidnov umrti suvisiacich s rakovinou, ¢o negativne vplyva na spoloc¢nost’ a ovplyviuje Zivotny cyklus [Ferlay, 2015].
Po objaveni cisplatiny (cis-[PtCl,(NHj3),]) ako protirakovinovej latky sa vedci sustred’uju na dizajn komplexov, ktoré sa
mdzu potencidlne pouzit’ pri chemoterapii. Farmaceuticky priemysel investuje viac ako miliardu dolarov ro¢ne do
vyvoja novych liekov na baze kovov s vylepSenymi biologickymi aktivitami, ako je bunkova selektivita, vyssia
terapeutickd ucinnost’, ale aj na minimalizaciu vedlajSich ucinkov [Kapdi, 2014; Almeida, 2013]. NajcastejSimi
vedlajsimi ucinkami spojenymi s uzivanim cisplatiny su zvracanie, rendlna toxicita, supresia kostnej drene,
neurotoxicita, strata sluchu a rezistencia voéi tomuto lieku [Boulikas, 2007].

Ekonomicky vyznam zlicenin na baze iénov kovov pre farmaceutické vyuzitie je taktiez potvrdeny objavenim sa viac
ako 60 patentov v obdobi od roku 2013 do roku 2015, ktoré sa tykaju iba platinovych komplexov na lie¢bu nadorov.
Napriek zaujmu o navrh novych lieciv su platinové komplexy v sticasnosti jedinymi liekmi na baze i6nu kovu, ktoré su
pouzivané pri klinickych testoch a v klinickych $tudidch je aktualne priblizne 10 platinovych komplexnych zlucenin
[Muhammad, 2014]. Do popredia sa dostava aj vyskum inych komplexov, hlavne s ionmi kovmi, ktoré patria do triedy
uslachtilych kovov [Medici, 2015; Vranec, 2014]. Medzi takéto kovy patri napriklad paladium, pretoze tvori komplexy
Struktarne podobné ako platina, ale s rdéznou kinetikou a stabilitou a navySe s niz§imi nakladmi. V snahe znizit
cytotoxické ucinky lieku sa do popredia dostavaji komplexné zlic¢eniny obsahujiuce biologicky aktivne ligandy.
Takymito ligandami su napriklad aj chinolin a jeho derivaty.

V praci [Vranec, 2014] autori popisuju cytotoxicku aktivitu troch Stvorcovo planarnych iénovych komplexov zlozenia
NH,(CHj;),[PACL(XQ)] (XQ = CQ, dCIQ, dBrQ) voci nadorovej bunkovej linii vaje¢nikov A2780. Na tito pracu
nadviazali autori v praci [Farkasova, 2017], kde dimetylamonny kation nahradili draselnym, resp. céznym kationom a
pripravili tak Sest’ komplexov. Okrem testov na bunkovu liniu vajecnikov boli testované aj na mysacie leukemické
bunky L1210 pomocou MTT testu a priamym pocitanim buniek, pri ktorom boli vysledky vyrazne lepsie. Vsetky




spominané komplexy boli u¢innejsie ako cisplatina, pricom pri bunkovej linii A2780 boli draselné a cézne komplexy
¢innejsie ako komplexy obsahujuce dimetylaménny kation. Dalej bola $tudovana selektivita komplexov, pric¢om ako
zdravé bunky sa pouzili 'udské embryonalne obli¢kové bunky HEK293T. Vysledky ich prace ukazali, ze cytotoxicita
komplexov K[PdCl,(CQ)] a Cs[PdCI,(CQ)] bola 1,5 aZz 6 krat nizSia vo¢i bunkam HEK293T nez proti rakovinovym
bunkam L1210 a A2780.
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Experimentalna ¢ast’

Material a chemikalie

Na pripravu komplexov bol pouzity chlorid paladnaty (40% vodny roztok, Lachema), 5-chlor-7-j6d-8-hydroxychinolin
(95%, Sigma Aldrich), 5,7-dichlor-8-hydroxychinolin (99%, Alfa Aesar), 5,7-dibrom-8-hydroxychinolin (98%, Alfa
Aesar.) 7-brom-8-hydroxychinolin (97%, Sigma Aldrich); hydroxid draselny (p.a., ITES Vranov), rozpustadla etanol
(96%, BGV Hniezdne) a N,N-dimetylformamid (DMF, p.a., Alfa Aesar).

Priprava komplexov zloZenia [PACI(NH(CH3)2)(XQ)]

0,45 mmol ligandu XQ (138 mg CQ, 96 mg dCIQ, 136 mg dBrQ a 105 mg BrQ) bolo rozpustenych v 20 ml DMF.
Pocas mieSania bolo do roztoku pridanych 25 mg KOH, kvoli deprotonizacii ligandu. Zmes bola mie$ana niekol'ko
minut a nasledne bol roztok prefiltrovany od nerozpustené¢ho zvysku KOH. 0,45 mmol PdCl, (0,2 ml 40% roztoku, ¢o
predstavuje 79 mg PdCl,) bolo rozpustenych v 10 ml etanolu. Roztok XQ bol po kvapkach pridavany k roztoku PdCl,
pocas staleho mieSania, pricom bolo pozorované stmavnutie roztoku do tmavooranzova. Po priblizne 30 minttach
mieSania bola reakénd zmes ponechand na krystalizaciu pri laboratornej teplote. Po niekolkych tyzdioch vznikli
oranzovozIté prizmatické krystaly, ktoré boli odfiltrované a vysusené na vzduchu.

[PACI(NH(CH5),)(CQ)] (1) — CHN vypogitana pre: C;;H;;CLIN,OPd (491,42 g.mol™): C, 26,88; H, 2,26; N, 5,70.
Namerana: C, 26,84; H, 1,97; N, 5,61 %.
[PACI(NH(CH3),)(dC1Q)] (2) — CHN vypocitana pre: C,H;;Cl;N,OPd (399,97 g.mol™): C, 33,03; H, 2,77; N, 7,00.
Namerana: C, 33,33; H, 2,53; N, 6,99 %.
[PACI(NH(CHj;),)(dBrQ)] (3) — CHN vypocitana pre: C;;H;;Br,CIN,OPd (488,89 g.mol'l): C, 27,03; H, 2,27; N, 5,73.
Namerana: C, 27,22; H, 2,05; N, 5,74 %.
[PACI(NH(CHj;),)(BrQ)] (4) — CHN vypocitana pre: C;H;,BrCIN,OPd (409,99 g.mol'l): C, 32,22; H, 2,95; N, 6,83.
Namerana: C, 32,29; H, 2,71; N, 6,82 %.

Charakterizacia pripravenych zlucenin

Pripravené zluceniny sme charakterizovali pomocou potrebnych fyzikalno-chemickych metod, konkrétne pomocou
infraervenej spektroskopie, CHN elementarnej analyzy a monokrystalovej Struktarnej analyzy. Infracervené spektra
pripravenych latok sme merali na spektrometri FT-IR Nicolet 6700 firmy Thermo Scientific vybavenym doplnkovym
zariadenim Smart Orbit™ s krystilom diamantu v rozmedzi vlno&tov 4000 — 400 cm™. Elementirna analyza bola
vykondvana na pristroji CHNS Elementar Analyzer varioMICRO firmy Elementar Analysensysteme GmbH. Pripravené
zliCeniny 1 - 4 vo forme monokrystalov boli analyzované aj pomocou RTG S§truktirnej analyzy. KryStalova Struktira
tychto latok bola namerana na difraktometri Xcalibur2 firmy Oxford Diffraction vybavenym CCD detektorom
Sapphire2. Struktary boli rie§ené pomocou programu SHELXT [Sheldrick, 2015a] a spresiiované programom SHELXL
[Sheldrick, 2015b], na nakreslenie Struktur sme pouzili program DIAMOND [Branderburg, 2012]. Zakladné
krystalografické udaje stt uvedené v tabulke 1.

Tab. 1: Zakladné krystalografické Gdaje latok 1 - 4.

1 2 3 4

Empiricky vzorec

Molekulova hmotnost’

Teplota
Vlnova dizka

Krystalograficka sustava

Priestorova grupa

Rozmery zakladnej bunky

C;H,,CLIN,OPd
491,42

1732) K
0,71073 A
Triklinicka

P1

a=17,0106(5) A
a=65,067(5)°
b=10,1654(5) A
B =84,749(5)°

C;1H;,CL5N,OPd
399,97

173(2) K
0,71073 A
Triklinicka

P1

a=17,130212) A
a=105,778(4)°
b=9,5414(4) A,
B=101,100(3)°

Cl lHl lBrZCINZOPd

488,89

173(2) K
0,71073 A
Triklinicka

P1
a=17,09102) A
a=67,586(3)°
b=9.8511(3) A
B =82,607(3)°

Cl lleBrCINZOPd

409,99

173(2) K
0,71073 A
Triklinicka

Pl
a=6,7109Q2) A
a=63,554(3)°
b=99125(3) A
B =85,098(2)°




Zbornik prispevkov z 6. ro¢nika Jarnej Internacionalizovanej $koly doktorandov UPJS

c=112222(7) A
y=177.221(5)°

c=114179(5) A
y=110,628(3)°

¢ =11,0506(4) A
y=74,641(3)°

c=10,8273(3) A
y=79,128(2)°

Objem zakladnej bunky 707,26(8) A® 662,77(5) A® 687,80(4) A® 633,30(4) A®
Z; hustota (vypocitana) 2;2,308 g.cm™ 2;2,004 g.cm™ 2;2,361 g.cm™ 2;2,150 g.cm™
Absorpény koeficient 3,860 mm’! 1,991 mm’! 7,340 mm’’ 4,814 mm
F(000) 464 392 464 396
Rozsah hodnédt uhla 0 2,979 - 29,467° 1,956 - 26,603° 2,981 - 29,595° 3,091 - 29,561°
Rozsah indexov -8<h<9, -8 <h<8, 9<h<9, 9<h<9,
-14 <k <13, -11<k<11, -13<k<13, -13<k<13,
-15<I<15 -14<1<14 -15<I<15 -14</<14
Reflexie namerané / nezavislé 9508 /3404 10065 /2710 11518 /3420 23207 /3321
[R(int) = 0,0275] [R(int) = 0,0310] [R(int) = 0,0354] [R(int) = 0,0348]
Reflexie/obmedzenia/parametre 3404 /0/ 163 2710/0/167 3420/0/82 3321/0/158
GooF 1,105 1,110 1,086 1,049
R faktory [>20(1)] R1=0,0298, R1=0,0251, R1=0,0616, R1=0,0209,
wR2 =0,0507 wR2 = 0,0695 wR2 =0,1522 WwR2 =0,0451
R faktory (vSetky reflexie) R1=10,0496, R1=0,0258, R1=0,0679, R1=0,0253,
WR2 = 0,0557 WR2 = 0,0699 wR2 = 0,1573 WR2 = 0,0463

Zvyskova elektronova hustota  0,660; -0,916 e A>  0,808;-0,587 ¢ A  4,751;-5954 ¢ A 0,671;-0,432 ¢ A*

Vysledky a diskusia

Syntéza

Vzhladom na naSu predchadzajicu pracu [Vranec 2014; Farkasova, 2016] bolo nasim cielom pripravit’ neutralne
komplexy paladia, ktoré by boli rozpustné vode a DMSO, ktoré st hlavnymi rozpustadlami pre testy biologickej
aktivity. Rovnako ako v predoslej praci sme ako rozpustadlo pouzili DMF pri ligande XQ, ktory sme deprotonizovali
hydroxidom draselnym, pricom sme pozorovali zmenu zafarbenia roztoku do sytozlta, a etanol pri PdCl,. Na rozdiel od
predchadzajucich syntéz, vSetky syntézy tentoraz prebiehali pri laboratornej teplote. Vysledny oranzovy roztok sme
ponechali na kryStalizciu pri laboratornej teplote a v priebehu niekolkych tyzdnov sme odfiltrovali oranzovozIté
prizmatické krystaly, ktoré sme nasledne analyzovali potrebnymi fyzikalno-chemickymi metédami. Zistili sme, ze ide
o neutralne komplexy zlozenia [PACI(NH(CH3),)(CQ)] (1), [PACI(NH(CHj;),)(dC1Q)] (2), [PACI(NH(CHj;),)(dBrQ)] (3)
a [PACI(NH(CH;),)(BrQ)] (4), kde sme pozorovali naviazanie dimetylaminu, vzniknutého rozpadom DMF, na centralny
atom paladia. Schéma syntéz je zaznamenana na obrazku 1.

X X
A DMF + EtOH A
+
+ PdClL, + KOH

Z

Y N Y /N
OH O—Td\m

NH
™ ey,

Obr. 1: Schematické znazornenie syntézy komplexov 1 -4 (X =Cl, Br, Ha Y=1, Cl, Br).

Infracervena spektroskopia

Pripravené latky boli v prvom kroku charakterizované infraervenou spektroskopiou, aby sme v nich potvrdili
pritomnost’ ligandu. Pozorovali sme velkil podobnost’ medzi spektrami latok 1 - 4 v porovnani s uz pripravenymi
ionovymi komplexnymi zlu¢eninami zlozenia NH,(CHj;),[PdCI(XQ)] (XQ = CQ, dCIQ, dBrQ). V tychto spektrach
boli pozorované ostré pasy strednej intenzity pritomné v rozsahu 3089-3078 cm™, &o zodpoveda vibraciam N-H, zatial
o pit’ slabych az stredne silnych pasov v rozsahu 2980-2777 cm™ bolo priradenych alifatickym C-H vibraciam
pochadzajucich z dimetylaménneho katiénu (Obr. 2) [Vranec, 2014]. V pripade latok 1 - 4 sme pozorovali posun tychto
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pasov k vy$§im hodnotam, a to 3225-3193 cm™ v pripade N-H vibracii a 3087-2920 cm™ v pripade C-H vibrécii
patriacim metylovym skupinam, ¢o potvrdilo naviazanie dimetylaminu na atom paladia.

—— NH,(CH,),[PdCL,(CQ)]
— [PACI{NH(CH,),)(CQ)]

Transmitancia [a.u.]

/L
T T T T T T N T I T T T x T
3400 3200 3000 2800 2600 1500 1000 500

VInocet [cm™]
Obr. 2: Porovnanie IC spektier litky NH,(CH;),[PdCL(CQ)] a latky 1.

Vysledky elementarnej analyzy su v dobrej zhode s vypocitanym obsahom prvkov C, H a N vo vzorkach, ¢im sa
potvrdilo nami navrhované zlozenie komplexov 1 - 4.

RTG monokrystalova sStrukturna analyza

RTG monokrystalova Struktirna analyza potvrdila, Ze vSetky Styri latky krysStalizuju v triklinickej priestorovej grupe Pl.
Na centralny atom Pd(II) je bidentatne chelatovo viazany ligand XQ pomocou atomov dusika a kyslika (Obr. 3).
Dimetylaminové skupina je viazand pomocou atému dusika na Pd(II) v trans-polohe k atomu dusika ligandu XQ. Stvrté
koordina¢né miesto je obsadené chlorido ligandom v cis-pozicii k atomu dusika ligandu XQ. Atomy Pd(II) su teda
koordinované $tvorcovo planarne. Struktiry 1 a 2 st stabilizované vodikovymi vizbami medzi chlorido ligandami
a atomami dusika dimetylaminu, pri¢om pozorujeme vznik dvojfragmentov (Obr. 4). V pripade latok 3 a 4 sa do siete
vodikovych vézieb zapojili aj atomy bromu ligandov dBrQ resp. BrQ. Preto komplexy 3 a 4 nevytvaraju dvojfragmety,
ale dvojretazcovu Struktiru v smere osi b prostrednictvom tychto vodikovych vézieb (Obr. 5). K stabilite Struktir
rovnako prispievaju aj n-n interakcie medzi aromatickymi kruhmi XQ ligandu, pri€om pozorujeme vznik roviny (Obr.
6) v pripade latok 1 a 2, zatial’ Co v pripade latok 3 a 4 pozorujeme vznik 3D Struktury (Obr. 7).

1: X=CLY=1I
2:X,Y=Cl
3:X,Y=Br
4. X =H, Y=

Obr. 3: Molekulova struktira komplexov 1 - 4.
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Obr. 6: Pohl'ad na rovinu Struktary latky 1. Vodikové vizby st zndzornené ¢ervenymi prerusovanymi ¢iarami, ©-n interakcie st
znazornené ¢iernymi prerusovanymi ¢iarami.
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Obr. 7: Pohl'ad na 3D struktiru latky 3. Vodikové vizby st zndzornené ¢ervenymi prerusovanymi ¢iarami, n-m interakcie st
znazornené ¢iernymi prerusovanymi ¢iarami.

NMR spektroskopia

Ako je mozné vidiet na obrazku 8, NMR spektra potvrdili stabilitu komplexov 1 - 4 v DMSO aj po 24 hodinach, vd’aka
¢omu su tieto komplexy vhodné na Studium antimikrobialnej a cytotoxickej aktivity.

J }
JL i | L e

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
105 100 95 9.0 85 B0 5 70 65 60 5.5f (5.(! ) 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 -05
1 (ppm!

Obr. 8: 'H NMR spektrum ltky 1 v DMSO hned’ po rozpusteni (1 - modré spektrum) a po 24 hodinach (2 - Gervené spektrum).

Zaver

Pripravili sme Styri nové komplexy zloZenia [PdCI(NH(CH;),)(CQ)] (1), [PACI(NH(CH;),)(dCIQ)] (2),
[PACI(NH(CHj;),)(dBrQ)] (3) a [PACI(NH(CH;),)(BrQ)] (4), kde CQ je 5-chlor-7-j6d-8-hydroxychinolin, dCIQ je 5,7-
dichlor-8-hydroxychinolin, dBrQ je 5,7-dibrom-8-hydroxychinolin a BrQ je 7-brom-8-hydroxychinolin, vo forme
monokryitalov. VSetky pripravené zladeniny boli charakterizované IC spektroskopiou potvrdzujicou pritomnost
vsetkych ocakavanych funkénych skupin a elementarnou analyzou, ktora potvrdila predpokladané zlozenie komplexov.
Naslednd RTG monokrystalova Struktirna analyza potvrdila naviazanie dimetylaminovej skupiny na centralny atom
Pd(I). Vsetky komplexy krystalizuji v triklinickej stistave v priestorovej grupe P1. Struktury 1 a 2 si stabilizované
vodikovymi vdzbami medzi chlorido ligandami a atdémami dusika dimetylaminu, pricom pozorujeme vznik
dvojfragmentov, resp. v pripade latok 3 a 4 pozorujeme vznik dvojretazov v smere osi b. K stabilite Struktar 1 - 4
rovnako prispievaji aj m-m interakcie medzi aromatickymi kruhmi XQ ligandov, pricom pozorujeme vznik rovinnej,
resp. vznik 3D Struktary. Nasledna NMR spektroskopia potvrdila stabilitu komplexov 1 - 4 v DMSO aj po 24 hodinach
a tym sa potvrdilo, Ze tieto latky su vhodné na d’alSie stidium ich biologickej aktivity.
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Geneticka variabilita modracikov rodu Phengaris (Lepidoptera: Lycaenidae) v oblasti
Zapadnych Karpat
Genetic variability within the genus Phengaris (Lepidoptera: Lycaenidae) in Western Carpathians
Barbora MIKITOVA, Martina Semeldkova

Univerzita Pavla Jozefa Safirika v Kosiciach, Prirodovedeckd fakulta

Abstrakt: Phengaris je rod motylov, patriaci do poc¢elade Polyommatinae - modraciky. Pre tieto motyle s vyskytom v
Eurdpe a niektorych &astiach Azie, sa v sGlasnosti vyuZiva star§i ndzov Phengaris, ktory nahradza dlhodobo
pouzivany nazov Maculinea. Rod Phengaris patri do sekcie Glaucopsyche skupiny rodov Polyommatini, pricom vztahy
medzi tymito rodmi boli doposial’ iba Ciastoéne objasnené. Ciel'om tohto vyskumu bolo stanovenie fylogenetickej
pribuznosti populacii naSich druhov Phengaris (Maculinea) z oblasti Zapadnych Karpat k populacidam zo strednej
Eurdpy na zaklade analyzy fragmentu COI. Fylogenetické analyzy génovych sekvencii mitochondrialnej cytochrom C
oxidazovej podjednotky I (COI) preukazali podobnost’ Phengaris arion a Phengaris alcon z lokalit zapadnych Karpat
s jedincami z r6znych lokalit Eurdpy. Naopak, genetickd podobnost’ Phengaris teleius, ¢i Phengaris nausithous v
podstate zodpoveda geografickej distribucii tychto druhov.

KUPucové slova: denné motyle, rod Phengaris, COI, Zapadné Karpaty

Abstract: Phengaris is a genus of s grassland butterflies in the subfamily Polyommatinae. Commonly, these butterflies
are called large blues, resident in Europe and some parts of Asia. As Phengaris is the older name, it thus replaces long
term name Maculinea. Phengaris is placed in the Glaucopsyche section of the tribe Polyommatini. The relationships
between these genera are poorly known, and were not well resolved yet. In this study we aim to determine the
phylogenetic relations among Phengaris (Maculinea) populations from the Western Carpathians region and populations
from Central Europe, based on the analysis of the COI fragment. Phylogenetic analyses of the gene sequences of
mitochondrial cytochrome C oxidase subunit I (COI) confirm similarity of Phengaris arion, Phengaris alcon
populations from Western Carpathians with populations from other European localities. On the contrary, the genetic
similarity of Phengaris teleius or Phengaris nausithous, corresponds to the geographical distribution of these species.

Keywords: butterflies, genus Phengaris, COI, Western Carpathians

Uvod

Zapadné Karpaty s nadmorskou vyskou do 2500 m n. m. st najsevernejSou Castou Karpatského oblika. V ramci tohto
prirodneho celku sa zachovali rozsiahle plochy nenaruSenych biotopov, zahfhajuce vhodné lokality pre vyskyt
spolocenstiev réznych druhov motylov. Patria medzi ne aj Eurdpske druhy modracikov rodu Phengaris Doherty
(1891), ktoré sit vzhl'adom na svoju vzacnost mimoriadne dobre preskimané. Jednym z dovodov méze byt ich
pozoruhodny Zzivotny cyklus, ktory zavisi najmd od pritomnosti Specifickych Zivnych rastlin a stiCasne populacii
mravcov napr. rodu Myrmica. Na rozdiel od vacSiny modracikov su totiz druhy rodu Phengaris, v larvalnom $tadiu,
myrmekofilné parazity. Kvoli Specifickym poziadavkam su tieto druhy ohrozené na uzemi celej Europy. Druhy ako st
modrac¢ik ciernoSkrvnny (P. arion), krvavcovy (P. teleius) a bahniskovy (P. nausithous) chrani aj celoeurdpska
Smernica o ochrane prirodzenych biotopov. Napriek intenzivnemu skumaniu biondmie, ¢i ekologie tychto druhov,
neboli donedavna zname evolu¢né vzt'ahy v rdmci rodu.

Postavenie rodu Phengaris, nie je ani v sucasnosti jasne taxonomicky definované. Rozpor v jeho pomenovani sa snazil
vyriesit’ Pech et al. (2004), podl'a ktorého patri do rodu Maculinea. Z hl'adiska molekularnej bioloégie sktmal rod
Phengaris Als et al. (2004), ktory doSiel k zaveru, Ze by mal byt najprimitivnej§im zastupcom celej skupiny.
Z taxonomického hladiska bol vSak rod Phengaris popisany skor apreto by mal byt pred nazvom Maculinea
uprednostiiovany. V predchadzajucej rekonstrukeii molekularnej fylogenézy, ktora zahifiala zastupcov réznych rodov
sekcie Glaucopsyche abola zamerana na Stidium vztahov medzi a v ramci druhov Phengaris, neboli vztahy medzi
tymito rodmi dostato¢ne rozlisené (Ugelvig et al., 2011). Pochopenie a skiimanie fylogenetickych vzt'ahov v rdmci rodu
Phengaris komplikuje pritomnost’ bakteridlneho endosymbionta Wolbachia, na ¢o poukazal Bereczki et al. (2015).
Zaoberal sa vplyvom Wolbachie na geneticku diverzitu druhov rodu Maculinea/Phnegaris v oblasti Karpat a poukazal
na jej negativny vplyv v oblasti skimania evolu¢nej historie druhov. V tejto $tidii sa zameriavame na upresnenie

vztahov v ramci druhov Phnegaris zo Zapadnych Karpat, taktiez k inym druhom rodu, na zaklade variability sekvencii
COL
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Material a metody
Odber vzoriek

Odchyt jedincov bol uskuto¢neny na lokalitich Zapadnych Karpat. Do analyz bolo zahrnutych 3-5 vzoriek z kazdej
lokality vyskytu. VSetky odobraté vzorky boli uskladnené v etanole.
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Obr. 1 Mapa odberovych lokalit populacii druhov rodu Phengaris. @ modracik krvavcovy (Phengaris teleius) ® modracik
bahniskovy (Phengaris nausithous) © modracik ¢iernoskvrnny (Phengaris arion), @ modracik horcovy (Phengaris alcon)

DNA extrakcia, amplifikacia, sekvenacia

Celkova genomova DNA bola izolovana z koncatin dospelcov samcieho pohlavia pouzitim GeneJETTM Genomic
DNA Purification Kit (Thermo Scientific, Nemecko). Prva cast génu (COI - Cytochrome c oxidase subunit I) bola
amplifikovana polymerazovou retazovou reakciou (PCR) (Semeldkova et al. 2013). Gén sa amplifikoval pouzitim PCR
za nasledujucich podmienok: 95 °C pocas 5 minut, 40 cyklov pri 95 °C pocas 30 s, 50 °C pocas 30 s, 72 °C pocas 2
minat a 72 °C pocas 5 minut. Amplifikované DNA fragmenty boli analyzované 1% agarézovym gélom v TBE pufti a
vizualizované farbenim 0,5 pg/ml farbivom GelRed ™ (Biotium). Purifikdcia PCR produktov prebehla za pouzitia
GeneJETTM PCR purifikacnej stipravy (Thermo Scientific, Nemecko) a na sekvenovanie boli pouzité rovnaké primery,
ako na PCR amplifikdciu. Nésledne dosSlo k overeniu analyzou sekvencii DNA s pouzitim algoritmu BLASTN.
Sekvencie boli zoradené pomocou Clustal W implementovaného v MEGAG softvéri (Tamura et al. 2011).

Fylogeneticka analyza

Molekularna analyza génu COI (Cytochrome c¢ oxidase subunit I) bola skimané na vzorkach zo Zapadnych Karpat (36,
Slovensko) a na vzorkach Eurdpskych populacii z databazy GenBank a BOLD. Tieto analyzy sa uskutocnili s pouzitim
metédy ML - maximum likelihood.

Vysledky

Spracovanim vyslednych sekvencii vzoriek metodou ML (Obr. 1) sa potvrdilo, Ze skimané vzorky z izemia Zapadnych
Karpat (Slovensko) spadaji tesne vedla kladov z celej strednej a zapadnej Eurdpy. U jednotlivych druhov je variabilita
skimaného fragmentu COI génu pomerne uniformna, preto viac ¢i menej zapadaju do spektra Europskych populacii.

Phengaris teleius — z vysledkov ML analyzy vieme vy¢citat, ze klad zahfiajuci vzorky z lokalit Slovenska (Zapadnych
Karpat) sa velmi neodliSuje od vzoriek pochadzajicich z porovnavanych lokalit strednej Eurdpy (Ukrajina,
Chorvatsko, Slovinsko).

Phengaris nausithous — u tohto druhu moézeme pozorovat samostatny klad zahfnajuci vzorky z juhu a vychodu
Eurépy, pricom jedince pochddzajuce z oblastri Pribovce a MoSovce (Slovensko) taktiez vytvaraji d’alsi samostatny
klad. Tretia vetva fylogenetického stromu, v ramci tohto druhu, je zmesou vzoriek populécii z réznych krajin celej
Eurdpy vratane Slovenska, ktoré st zrejme, na zaklade pozorovanych parametrov, takmer uniformné.

Phengaris arion — takmer vSetky zahrnuté vzorky spracované metdédou ML vytvaraju jeden klad. Z nam zatial
neznamych dovodov je zreteI'ne od¢leneny klad, ktory zahina jedince z lokalit Koroml'a a Fabianka,

Phengaris alcon rebeli — vzorky tohto druhu z izemia Slovenska a d’alSich krajin Eurdpy vykazuju ur€iti uniformitu
a az na par vynimiek (Ruské, Dolina Runiny, Benatina), nie je zreteI'né ich roz¢lenenie do kladov.
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Zaver a diskusia

Rod Phengaris a jeho nejasné taxonomické zaradenie vzhl'adom k rodu Maculinea nas viedlo k skimaniu geneticke;j
divezity jednotlivych druhov, ¢o by mohlo pomdct k postupnému objasiovaniu evoluénych vztahov. Evolu¢nou
histériou rodu sa zaoberal Pech et al. (2004), na zaklade morfologickych a ekologickych znakov, a Als et al. (2004)
pomocou metdd molekularnej biologie. Oba tieto vyskumy dospeli k vel'mi podobnym vysledkom. Jednym zo zaverov
bolo, ze P. rebeli, nie je kvodli blizkej pribuznosti s P. alcon samostatny druh, ale je jeho ekologickou rasou. S tymto
tvrdenim koreSponduju aj grafické vysledky nasej ML analyzy. Vysledky porovnavania niekolkych vzoriek zo
Zapadnych Karpat, so vzorkami z okolitych casti Europy st v sulade s vysledkami genetického vyskumu timu Bereczki
et al. (2015), tzn. nepreukazuju prili§ vysoki mieru variability v rdmci jednotlivych druhov. Spominany vyskum
motylov Phengaris v Karpatoch sa zaoberal taktiez pritomnostou baktérie Wolbachia, ktora mdze ovplyviovat
mitochondrialnu DNA a dochadza k skresl'ovaniu skutoénej evoluénej histérie druhu, teda k zniZovaniu genetickej
diverzity. Bereczki et al. (2015) zistil, ze P. alcon a P. arion, boli infikované touto baktériou vo vys$sej miere ako druhy
P. teleius a P. nausithous. To mdze byt odovodnenim toho, Ze aj napriek nizkej genetickej diverzite druhov Phengaris,
pri druhu P. teleius a Ciastone aj pri P. nausithous jednotlivé klady koreSponduji s geografickym rozsirenim
(lokalitami) vzoriek. Kedze detekcia Wolbachie nebola doposial’ na nasich vzorkach uskuto¢nena, nevieme potvrdit, ze
prave to sa podiel’a na nizkej genetickej rozmanitosti skimanych vzoriek druhu P. alcon a P. arion. Z predchadzajicich
stadii je vSak zrejmé, Ze geneticka variabilita tychto modracikov je ovplyviiovana mnozstvom réznych faktorov ktorych
vplyvy sa prelinaju.
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Stidium $truktiirnych a funkénych vlasnosti ASLOV2 domény
Study of structural and functional properties of AsLOV2 domain
Martina PETRENCAKOVA

Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach, Prirodovedeckd fakulta

Abstrakt: Rastliny, riasy, baktéric a huby obsahujt LOV2 doménu, ktora funguje ako senzor modrého svetla
a kontroluje odpovede bunky na svetlo. LOV domény nekovaletne viazu flavinovy chromofor, ktory sa po oziareni
modrym svetlom redukuje a dochadza k vytvoreniu kovalentnej vdzby medzi flavinom a fotoreaktivnym cysteinom
v proteine. Modré svetlo taktiez vyvolava konformaéni zmenu v proteine, presnej$ie dochadza k rozbaleniu Jo helixu.
Tato svetlocitliva reakcia je plne vratna v tme. Vd’aka tejto konformaénej zmene ma LOV doména potencialne vyuzitie
v optogenetike ako molekularny prepinac.

V tomto prispevku prezentujeme nase vysledky tykajice sa stadia Struktarnych a funkénych vlastnosti LOV2 domény
vyizolovanej z Ovsa siateho (Avena sativa). Studovali sme vplyv pH a teploty na zmenu sekundérnej a tercidrnej
Struktiry AsLOV2 domény pomocou absorpcnej, fluorescencnej a CD spektroskopie. Taktiez sme Studovali vplyv
teploty a pH na fukénost’ tohto proteinu.

Krucové slova: AsLOV?2 domain, fototropin, viastnosti, spektroskopia

Abstract: Plants, algae, bacteria and fungi contain Light-Oxygen-Voltage (LOV) domains that function as blue light
sensors and control cellular responses to light. LOV domains non-covalently bind flavin chromophore, which is
reduced upon blue light illumination and create a covalent bond with nearby cysteine residue. Blue light also induce
a conformational change, more precisely its Ja helix unwinds. The photoreaction process is fully reversible in the dark.
Thanks to its light induced conformational change LOV domains have potential widepread use in optogenetics,
i.e. as molecular switch in cell signaling.

Here, we present our findings regarding structural and functional properties of LOV2 from isolated from oat
(Avena sativa). We studied the influence of pH and temperature on the structural response in secondary and tertiary
structure by UV-Vis, fluorescence and CD spectroscopy. In addition, we investigated the effect of pH and temperature
on function of this protein.

Keywords: AsLOV?2 domain, phototropin, properties, spectroscopy

AsLOV2 doména

LOV2 doména je jednou z dvoch svetlo-cilivych domén fotoreceptorov fototropinov. Pre ucely tejto prace bola vybrana
AsLOV2 doména, je to LOV2 doména, ktord pochadza z Ovsa siateho (Avena sativa). VSetky fotoreceptory obsahuji
molekulu, ktora je zodpovedna za absorpciu fotonu. Fototropiny reaguju na oziarenie modrym svetlom. Tato molekula
sa nazyva chromofor a umoziuje fotoreceptorom reagovat’ na svetlo roznych vinovych dizok. V pripade LOV2 domény
je chromoférom molekula flavin mononukleotidu (FMN), ktory je v proteine viazany nekovalentne, prostrednictvom
van der Waalsovych sil a vodikovych vézieb (Obrazok 1). Vdaka FMN ma protein ZIté sfarbenie a zelenu fluorescenciu
po oziareni modrym svetlom.

Obrazok 1 Struktira a mechanizmus fotoprepinania AsSLOV2 domény. Po oZiareni modrym svetlom dochédza k rozbaleniu Jo
helixu (¢ervend). Molekula FMN (modrd) je v proteine naviazana nekovalentne (UniProt: 049003 (404-546), PDB:2VOU).
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Princip fotoprepinania

Po absorbcii fotonu sa FMN excituje do singletového stavu, nasledne dochddza k vzniku tripletu a tento reaguje
s atdbmom siry v cysteine, ktory sa nachadza v jeho blizkosti a dochadza k vytvoreniu kovalentnej vizby medzi FMN
a fotoreaktivnym cysteinom v proteine. Vytvorenie kovalentnej vdzby je spojené s konformacnou zmenou proteinu.
Dochadza k rozbaleniu Ja helixu, ktory sa nachadza na N-konci proteinu (Obr. 1). Tento proces je plne vratny v tme.
Po zhasnuti svetla dochadza k preruseniu kovalentnej védzby, k opdtovnému zvinutiu Ja helixu a protein sa opét’ vracia
do povodnej tzv. ,,tmavej” formy.

Vyuzitie AsLOV2 domény

Vdaka fluorescen¢nym vlastnostiam FMN ma AsLOV?2 doména potencial vyuzitia ako fluorescenc¢ny protein. FMN ma
taktiez schopnost’ vytvarat’ po oziareni reaktivne kyslikové radikaly, ¢o sa vyuziva vo fotodynamickej terapii a
konformaéna zmena, ktora nastava po oziareni AsSLOV2 domény modrym svetlom ma velky potencial v optogenetike,
kedy by bolo mozné kontrolovat’ aktivitu molekul pripojenych na tento helix pomocou svetla, pripadne by bolo mozné
ju pouzit’ na transport molekul s cielenym uvolfiovanim pomocou svetla.

Vplyv pH na $truktiru a funkciu AsSLOV2 domény

Sekundérna Struktara proteinu AsLOV2 je malo citlivd na zmeny v neutrdlnej oblasti pH, ako je mozné vidiet
z vysledkov CD spektroskopie (Obr. 2), kde sme sledovali zmenu a-helikalnej Struktary proteinu pri 222 nm. Ku
konformaénému prechodu dochadza iba v extrémnych oblastiach pH. S tymito vysledkami koreSponduju aj vysledky
fluorescencnej spektroskopie, kde sme sledovali zmeny v terciarnej Struktire proteinu, presnejSie zmeny v okoli dvoch
fluorescecnych sond FMN a tryptofanu.
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Obrazok 2 Zavislost’ elipticity pri 222 nm od pH. Koncetracia proteinu AsLOV2 bola 10 uM a bol pouzity 20 mM fosfatovy pufor.
Zmena pH bola vykonana titraénym spésobom z neutralnej do kyslej oblasti pomocou roztoku HCI a z neutralnej do zasaditej oblasti
pomocou roztoku NaOH. Merania prebiehali pri teplote 20°C.

Pomocou UV-Vis spektroskopie je mozné sledovat’ kinetiku navratu proteinu do tmavej formy (Obr. 3). Z vysledkov
vyplyva, Ze zmena pH ma maly vplyv na rychlostnt konstantu ndvratu do tmavej formy.
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Obrazok 3 Zavislost' rychlostnej konstanty od pH. Koncentracia proteinu AsSLOV2 bola 25 uM a bol pouzity fosfatovy pufor
(pH 6, 7, 8), acetatovy pufor (pH 4 a 5) a glycinovy pufor (pH 3, 9, 10). Merania prebichali pri teplote 20°C. Standartna odchylka je
na urovni vel'kosti symbolu.
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Vplyv teploty na Struktiru a funkciu LOV domény

So stupajiicou teplotou dochadza v AsLOV2 doméne ku zmene konformacie. Strukturdlne zmeny sme sledovali
prostrednictvom fluroscencie FMN (Obr. 4), tryptofanu a elipticity pri 222 nm. Vysledky vSetkych pouzitych metdd
ukazuju, Ze k teplotne indukovanému konforma¢nému prechodu v sekundarnej a terciarnej Strukture proteinu dochadza
pri teplote ~65°C.
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Obrazok 4 Zavislost intenzity fluorescencie FMN pri 495 nm od teploty. Koncetracia proteinu AsLOV2 bola 10 uM a bol pouzity
20 mM fosfatovy pufor pH 8. Rychlost’ zvySovania teploty bola 1,5°C/min.

Stadium zavislosti rychlostnej konstanty od teploty (Obr. 5) ukazuje, 7e so stapajucou teplotou sa zvysuje rychlost
navratu proteinu do tmavej formy.
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Obrazok 5 Zavislost rychlostnej konstanty od teploty. Koncentracia proteinu bola 25 pM a bol pouzity 20 mM fosfatovy pufor
pH 8.

Zaver

AsLOV2 doména ma Siroky potencial vyuzitia, a preto je potrebna detailna charakterizacia vlastnosti tohto proteinu.
Nas vyskum ukazal, ze AsSLOV2 doména si zachovava svoje Struktirne a funk¢éné vlastnosti v Sirokom rozmedzi hodnét
pH, hlavne v neutrilnej oblasti, ktorda méa praktické vyuzitie. Co sa tyka teplotnej stability proteinu, vidime Ze k
teplotnému prechodu dochadza pri teplote ~65°C. Konforma¢na zmena, navrat do ,,tmavej“ formy AsLOV2 domény je
urychleny zvySenou teplotou. Na§ vyskum ukazuje, ze AsLOV2 doména je relativne odolnd voéi fyzikalnym
podmienkam prostredia, av§ak je citliva vo¢i svetlom indukovanym chemickym zmenam.
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Vyskyt bartonelovych protilitok u Pudi na vychodnom Slovensku
Occurrence of Bartonella antibodies in people in Eastern Slovakia

Katarina PETRIKOVA, Ingrid BABINSKA, Monika HALANOVA
Univerzita Pavla Jozefa Safirika v Kosiciach, Lekdrka fakulta

Abstrakt: Rod Bartonella je rychlo sa rozvijajica skupina ubikvitarnych baktérii, ktorych rezervoarom je mnoho
druhov zivocichov. Tieto baktérie radiace sa svojim charakterom do skupiny novych, resp. novo sa objavujucich
patogénov sa vyskytujii u réznych druhov zvierat, ale niektoré z nich mézu byt prenosné aj na l'udi. Za vacsinu
humannych ochoreni su zodpovedné najma tri druhy Bartonella, B. henselae, B. bacilliformis a B. quintana. Kym u
zdravych Tudi infekcie vyvolané bartonelami nespdésobuju zavazné komplikacie, v skupine imunodeficientnych
pacientov moze dojst’ v dosledku infekcie k vaznemu ohrozeniu zivota. Nakol'ko informacie o vyskyte bartonelovych
infekcii v humannej populacii na Slovensku absentuju, cielom nasej pilotnej Stidie bolo stanovit’ vyskyt IgG protilatok
proti B. henselae a B. quintana u T'udi zijicich na vychodnom Slovensku. Celkovo bolo na pritomnost’ IgG protilatok
proti B. henselae a B. quintana vysetrenych 277 os6b. Vyskyt pozitivnych protilatok triedy I1gG proti B. henselae bol
detegovany u 59 o0sob (21,3%), proti B. quintana u 71 (25,6%). Pri porovnani relativneho rizika sa ako rizikovejsia
skupina javila skupina Zien a minoritna skupina obyvatel'stva zijica v segregovanych romskych osadach.

Krucové slova: bartoneloza, Bartonella henselae, Bartonella quintana, prevalencia, laboratorna diagnostika.

Abstract: The genus Bartonella is a rapidly expanding group of ubiquitous bacteria that are found in a diverse array of
animal reservoirs. These bacteria belonging to the group of emerging or re-emerging pathogens, occur especially in
different animal species, but some of them can also be transmitted to humans. Only three species of Bartonella, B.
henselae, B. bacilliformis, and B. quintana are responsible for the majority of human diseases. While in healthy people,
infection caused by bartonella does not cause serious complications but a group of immunodeficient patients may be at
serious risk of life due to infection. As information on the occurrence of Bartonella infections in the human population
in Slovakia is absent, the aim of our pilot study was to determine the presence of IgG antibodies against B. henselae and
B. quintana in people living in Eastern Slovakia. Overall, 277 subjects were examined for the presence of IgG
antibodies to B. henselae and B. quintana. The incidence of positive IgG antibodies against B. henselae was detected in
59 people (21.3%), against B. quintana in 71 (25.6%). When comparing the relative risk, the group of women and the
minority group of the population living in segregated Roma settlements appeared as a riskier group.

Keywords: bartonellosis, Bartonella henselae, Bartonella quintana, prevalence, laboratory diagnostics.

Uvod

Ochorenia vyvolané patogénnymi mikroorganizmami z rodu Bartonella radime do skupiny novych (,,emerging), resp.
novo sa objavujucich (,,re-emerging*) ochoreni. Aj ked’ ochorenie bolo po prvykrat popisané v roku 1909 a do roku
1990 boli zname len dva druhy bartonel, od poslednej reklasifikacie v roku 1993 vzrastol pocet druhov bartonel, ktoré
moézu byt prendsané jednak vektormi (blchy, v§i, muchy), ale tiez po pohryzeni alebo poskriabani infikovanym
zvieratom, na 45 (Okaro a kol., 2017). Spomedzi vSetkych druhov bartonel je najmenej 14 druhov bartonel
zoonotickych — Bartonella (B.) alsatica, B. ancashensis, B. bacilliformis, B. clarridgeiae, B. elizabethae, B. grahamii,
B. henselae, B. koehlerae, B. mayotimonensis. B. quintana, B. rochalimae. B. tamiae, B. vinsonii subsp. arupensis, B.
vinsonii subsp. berkhoffi (Okaro a kol., 2017). Mnohopocetny rezervoar pre rozvoj humannych bartonelovych infekcii
predstavuju tak domace ako i divo Zijuce zvierata, pricom v naSich podmienkach si to najmé psy, macky a hlodavce
(Chromel a kol., 2006).

Za vacsinu humannych ochoreni st zodpovedné najma tri druhy bartonel — B. henselae, B. bacilliformis a B. quintana.

B. henselae je etiologicky agens jednej z najznamejSich humannym infekcii vyvolanych baktériami rodu Bartonella,
tzv. choroby z macacieho poskriabania (Cat-scratch disease, CSD), (Regnery a kol., 1992). Carrionovu chorobu
postihujucu najmé detskil populdciu vyvolavaju baktérie B. bacilliformis (Huarcaya a kol., 2004) a B. quintana je
povodcom zakopovej horticky (Trench fever), (Kostrzewski, 1949).

Zvyseny zaujem o bartonely sa vyrazne zvysil az na zaciatku 90. rokov, ked’ boli B. quintana a B. henselae po prvykrat
opisané u HIV infikovanych pacientov a nasledne aj u imunokompetentnych osob (Welch a kol., 1992). Zatial’ ¢o vSak
u imunokompetentnych osdb infekcie vyvolané bartonelami nespdsobuji zavazné komplikacie a vo véac¢sine pripadov st
»self-limited”, v skupine imunodeficientnych pacientov (pacienti podstupujuci imunosupresivnu terapiu, pacienti po
transplantacii organov a HIV/AIDS pacienti) méze dojst’ v dosledku infekcie k vaznemu ohrozeniu zivota (Chenoweth
a kol., 2004).

Aj ked’ menej Casto, aj d’alSie druhy bartonel sa u T'udi spajaji s ochoreniami koze (bacilarna angiomatdza), pecene
(peliosis  hepatis), srdca (endokarditida), o¢i (neuroretinitida), krvi (bakteriémia) a mozgu (encefalopatia). U
imunokompetentnych jedincov sposobuju tieto baktérie ,self-limited” infekciu, avSak u imunokompromitovanych
pacientov (pacienti podstupujici imunosupresivnu liecbu rakoviny, pacienti po transplantacii organov a l'udia s
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HIV/AIDS) ¢asto vyvolava potencialne zivot ohrozujuce infekcie, najmé bacilarnu angiomatézu (Chenoweth a kol.,
2004).

Nakolko na Slovensku neexistuje zakon, ktory by ukladal systematicky skrining tejto infekcie, preto informacie o
vyskyte tohto ochorenia u l'udi absentuju. Doposial’ bola tato infekcia potvrdena na uzemi Slovenska len u hlodavcov, u
ktorych bola detegovana 64.8% pozitivita (Spitalska a kol., 2017). Cielom nasej $tudie preto bolo detegovat’ vyskyt
IgM a IgG protilatok proti B. henselae a B. quintana v populacii I'udi Zijucich na vychodnom Slovensku a identifikovat
rizikové faktory, ktoré sa mézu spolupodiel’at’ na jej prevalencii.

Material a metodika

Subor vysetrovanych osob

V ramci nasej Stidie sme na pritomnost’ IgG protilatok proti B. henselae a B. quintana celkovo vysetrili 277 os6b (105
muzov a 172 zien). Z tohto po¢tu bolo 129 (46,6%) 0s6b z majoritnej populacie a 148 (53,4%) osdb z minoritnej Casti
populacie Zijicej v segregovanych romskych osadach. Vysetrované osoby boli vo veku 18 az 55 rokov (priemerny vek
34,83; STD 8,56).

Odber a spracovanie vzoriek

Venozna krv sa odoberala z vena cubiti za Standardnych podmienok. Po centrifugécii krvi sa odobrali vzorky séra a
uskladnili pri -20°C az do ich pouzitia v imunofluorescen¢nom teste. Hyperlipemické, hemolyzované a kontaminované
séra boli z testovania vylucené.

Laboratorna diagnostika

IgG protilatky proti B. henselae a B. quintana boli detegované pouzitim nepriameho imunofluorescenéného testu IFA
IgG (Focus Diagnostics, USA). Stanovenie protilatok prebichalo v dvoch fazach. V prvom kroku boli krvné séra
vySetrovanych osob nariedené v skriningovom riedeni 1:64 a nasledne nanesené do prislusnych jamiek obsahujtcich
antigény B. henselae a B. quintana. Po 60 minatovej inkubdcii pri izbovej teplote a premyti boli do jamiek pridané
fluorescencne znacené anti-IgG protilatky. Po naslednom premyti a vysuseni sa vzorky vyhodnotili fluorescencnym
mikroskopom pri 400-nasobnom zvacseni.

Statistickd analyza

Na analyzu ziskanych vysledkov sme pouzili zdkladnu deskriptivnu Statistiku. V nasledujucom kroku bolo prepocitané
relativne riziko a jeho interval spolahlivosti (CI 95%) pre vyskyt IgG protilatok proti B. henselae a B. quintana, medzi
jednotlivymi sledovanymi skupinami. Statisticka vyznamnost bola definovana ako hodnota p < 0,05.

Stadia bola vykonana v sulade so zdsadami Helsinskej deklaracie a schvalena Etickou komisiou Lekarskej fakulty
Univerzity P. J. Safarika v Kogiciach (¢. 104/2011). Ugast na $tidii bola uplne dobrovolna a anonymné a pisomny
informovany stihlas bol ziskany od kazdej osoby pred lekarskym vySetrenim.

Vysledky

V pripade pozitivnej imunologickej reakcie na pritomnost IgG protilatok proti B. henselae a B. quintana bola
detegovana jablkovo zelena fluorescencia. Vzorky, ktoré vykazovali fluorescenciu pri titri 1:64 a viac boli povazované
za pozitivne.

Z celkového poctu 277 vySetrenych osdb, boli pozitivne IgG protilatky proti B. henselae detegované u 59 osob, ¢o
predstavuje 21,3% pozitivitu. Z tohto poctu bolo pozitivnych 16 muzov (15,2%) a 43 zien (25%). V pripade B. quintana
boli IgG protilatky potvrdené u 71 0s6b (25,6%), z toho u 23 muzov (21,9%) a 48 zien (27,9%), (Tab. 1).

Pri porovnani relativneho rizika vyskytu anti-B. henselae 1gG protilatok v skupine muzov v porovnani s kontrolnou
skupinou zien sme zistili, Ze riziko v skupine muzov bolo o 40% niZSie v porovnani so skupinou zien. Obdobna situdcia
nastala aj pri porovnani RR vyskytu anti-B. quintana protilatok, kde vSak riziko vyskytu bolo v skupine muzov nizsie
cca 0 13% v porovnani so skupinou zien (Tab. 1).

Tab. 1 Prevalencia anti-B. henselae a anti-B. quintana 1gG protilatok u vysetrovanych oso6b

Muzi (N=105)  Zeny (N=172)  Spolu (N=277) RR (95% CI)

P % P % P %
B. henselae 16 15,2 43 25 59 23,1 0,6 (0.362-1,025)
B. quintana 23 21,9 49 28,3 71 25,6 0,87 (0.561-1.366)

Pri porovnani vyskytu bartonelovych protilatok podla etnicity, boli anti-B. henselae protilatky detegované z celkového
poctu 59 pozitivnych osob u 35 Romov (23,6%) a 24 osdb pochadzajucich z majoritnej skupiny populacie (18,6%).
Anti-B. quintana 1gG protilatky boli detegované u 42 Romov (28,4%) a 29 o0sob z majority (22,5%), (Tab. 2).
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Vypoéitané relativne riziko vyskytu anti-B. henselae 1gG protilatok v skupine Rémov v porovnani s majoritnou
skupinou bolo 1,2, v pripade anti-B. quintana 1gG 1,3, o znamena, Ze riziko vyskytu je 1,2x, resp. 1,3x vysSie pre
Romov v porovnani s majoritou (Tab. 2).

Tab. 2: Prevalencia anti-B. henselae a anti-B. quintana 1gG protilatok u Romov a majoritnej populacie

Rémovia (N=148) Majoritna populacia (N=129) RR (95% CI)
P % P %
B. henselae 35 23,6 24 18,6 1,2 (0.800-2.019)
B. quintana 42 28,4 29 22,5 1,3 (0.8377-1.902)

Diskusia

Od zaciatku devitdesiatych rokov minulého storocia bolo charakterizovanych niekol’ko novych druhov a poddruhov
rodu Bartonella, v dosledku ¢oho sa spektrum prirodnych rezervoarov, vektorov a naslednych humannych ochoreni
sposobenych tymito druhmi vyrazne rozsirilo. V stcasnosti sa u ludi popisuje najmenej 6 az 11 druhov alebo
poddruhov bartonel zodpovednych za Siroké spektrum symptomov, ktoré moézu zahfiat' patologiu v systéme viacerych
organov prejavujucu sa chronickou infekciou (Breitschwerdt a kol., 2010), pricom medzi najcastejSie diagnostikované
patria B. henselae a B. quintana.

B. henselae sa vyskytuje endemicky na celom svete a povazuje sa za primarnu, aj ked’ nie jedint pri¢inu choroby z
macacieho poskriabania (CSD), (Kordick a kol., 1995). Aj ked’ sa macky povazuju za primarny rezervoar pre B.
henselae, ktory bol potvrdeny viacerymi sérologickymi, ako aj epidemiologickymi Stiidiami, DNA tohto bakterialneho
druhu sa nasla aj u psov, krav, koni, divych svii, morskych cicavcov a morskych korytnaciek (Breitschwerdt a kol.,
2010), pricom psy infikované tymto druhom vykazuju klinické priznaky podobné tym, ktoré st pozorované u ludi
(Chomel a Kasten, 2010, Breitschwerdt a kol., 2013). Pri prenose bartonel medzi mackami zohravaju najdoélezitejsiu
ulohu macacie blchy, ale $tudia vykonana vo Franctzsku v roku 2006 dokazala, ze klieste Ixodes ricinus su tiez
rovnocennym vektorom pre B. henselae a mézu hrat’ vyznamnu ulohu pri ich prenose na I'udi a zvieratd (CDC, 2008).
Vo vSeobecnosti CSD, spdsobend B. henselae spdsobuje u I'udi klinické priznaky varirujuce od miernych az po vel'mi
zéavazné. Hoci u vacSiny pacientov ochorenie spontanne ustipi v priebehu 2 az 4 mesiacov bez lieCby, u l'udi so
zadvaznym postihnutim imunitného systému sa odporuca antibioticka liecba (NORD, 2019). CSD sp6sobena B. henselae
sa vyskytuje priblizne u 1 z 10 000 I'udi. Ako bolo v niektorych studiach dokazané CSD postihuje viac muzov ako Zien
v pomere 3:2 (NORD, 2019) a castejSie sa vyskytuje u deti (Klotz a kol., 2011).

B. quintana, etiologickym agens zakopovej horucky je tiez jednym z patogénov bacilarnej angiomatdzy vyskytujicej sa
u imunodeficientnych pacientov. Okrem toho sa méze podiel’at’ na endokarditide a chronickej baktriémii u 'udi zijacich
v nevyhovujucich podmienkach, napr. u bezdomovcov (Brouqui a kol., 1999). DNA B. quintana bola izolovana z
macacich bich (Rolain a kol., 2003) a klieitov (Chang a kol., 2001) a tieto baktérie boli potvrdené okrem tilavych
maciek aj u psov (Breitschwerdt a kol., 2007, Kelly a kol., 2006). U l'udi sa ako vektor B. quintana uplatituju tiez vsi
Pediculus humanis (Breitschwerdt, 2014).

Prevalencia bartonelovych infekcii sa u I'udi pohybuje v priemere od 0,2% do 22,3% v zavislosti od vySetrovanej
skupiny a pouzitej diagnostickej metody. Napr. v §tadii uskuto¢nenej v r. 2003 v San Franciscu na 382 pacientoch bolo
na zéklade kultivacie, PCR alebo IFA testu detegovanych 66 (17%) pozitivnych vzoriek na bartonelové infekcie
(Koehler a kol., 2003). V inej stadii z r. 2017, ktora prebehla v Spanielskom Katalansku na 340 pacientoch, bolo na
pritomnost’ bartonelovej infekcie pozitivnych 22,3% pacientov (Pons a kol., 2008). Nami ziskané vysledky potvrdili
21,3% pozitivitu 1gG protilatok proti B. henselae, pricom vyskyt tychto protilatok indikuje prekonant infekciu v
minulosti. Protilatky sa sice CastejSie vyskytli v skupine zien, ale Statistickym vyhodnotenim nebol potvrdeny
signifikantny rozdiel. Pri stanoveni relativneho rizika sme zistili, ze riziko vyskytu je vy$Sie v skupine osob Zijucich v
segregovanych romskych osadach. Tento fakt je dany tym, ze v osadach Zije obrovsky pocet zanedbanych polotilavych
zvierat, najmé psov, maciek a tiez hlodavcov, ktoré mézu zohravat' vyznamnu ulohu pri Sireni jednak pri priamom
kontakte ako i prostrednictvom vektorov (blchy, klieste).

Zaver

V nasSej praci prezentujeme doposial’ zistené vysledky tykajice sa vyskytu bartonelovych protilatok u ludi zijicich na
vychodnom Slovensku. Nami zistena celkova pozitivita je porovnatelna s vysledkami inych stadii. Vyssie riziko
vyskytu bartonelovych infekcii sme potvrdili u minoritnej skupiny obyvatel'stva zijucej v nevyhovujucich socidlnych
podmienkach spolu s mnozstvom zanedbanych zvierat, ktoré mézu mat’ priamy podiel na ich vyskyte. Na druhej strane
bartonel6za u nas nepodlieha povinnému hldseniu, a preto nie je mozné presné stanovenie incidencie a prevalencie.
Vzhl'adom na rozdielne vysledky medzi Stadiami a celkovy nedostatok mikrobiologickych tidajov v klinickych a
terapeutickych studidch sa vyskytli mnohé problémy suvisiace s diagnostikou a naslednou terapiou nielen u I'udi, ale
tiez u infikovanych zvierat. Je preto potrebné venovat sa d’alSiemu skumaniu bartonelovych infekcii v populacii a
Studovaniu asociacii vyskytu bartonelovych protilatok u I'udi a zvierat.
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Lateralizacia Jasterice zelenej v T-labyrinte pri simulacii preda¢ného tlaku.
Lateralization of European green lizard in T-maze while simulation of predatory pressure
Mario Pikalik

Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach, Prirodovedeckd fakulta

Abstrakt: Lateralizacia je jednou zo Specifickych vlastnosti Zivocichov, vyskytuje sa u bezstavovcov aj
stavovcov. Lateralizacia existuje na dvoch trovniach a to individualnej a populacnej. Nas§ vyskum bol zamerany
na populac¢nu lateralizaciu jasterice zelenej (Lacerta viridis). Experimentalne bola lateralizacia sledovana
v modifikovanom T-labyrinte, v ktorom bola jasterica stimulovana k tiniku piestom z kaudélnej strany, pricom
piest simuloval predatora. Frekvencia vyberu l'avej a pravej strany bol vyhodnoteny ako lateralizacny index.
Statisticka analyza potvrdila symetricku lateralizacia na urovni populacie. Z morfometrickych merani ako jediny
signifikantny faktor s vplyvom na lateralizaciu je Sirka hlavy. Kde jedinci so SirSou hlavou maju tendenciu
preferovat’ pravu stranu.

Klucove slova: Lacerta viridis. lateralizdcia, spravanie, populdcia, utek

Abstrakt: Lateralization is one of the specific characteristics of animals, occurring in both invertebrates and
vertebrates. Lateralisation exists at two levels, individual and population. The research was focused on
population lateralization of European green lizard (Lacerta viridis). Lateralization was observed experimentally
in a modified T-maze, in which the lizard was stimulated to escape on a caudal side through a piston, while the
piston simulated a predator. The number of left and right choices was evaluated as a lateral index. Statistical
analysis confirmed symmetric lateralization at population level. Out of the realised morphometric measurements
it was evaluated that the only significant factor with an impact on lateralization is the head width. While the
individuals with a broader head tend to be lateralized right-handed.

Key words: Lacerta viridis. lateralization, behavior population, escape
Uvod

Lateralizacia, je rozdielna Specializacia funkcii 'avej a pravej hemisféry. Medzi zivocichmi je to vel'mi rozsireny
jav (Rogers et al. 2013). Zivogichy s lateralne umiestnenymi oami majii rozdielne vnimanie okolitého
prostredia, ¢o implikuje, Zze jedna polovica mozgu musi prevziat’ velenie na vykonanie uréitej ¢innosti v danom
Case. Oddelenie funkcii dvoch mozgovych hemisfér tiez umoznuje vykonavat’ dve veci sti¢asne, ¢im sa zivocich
vyhne ruSivym vplyvom. Kfmiaci sa vtdk ma tendenciu pouzivat' rozdielne I'avll a pravi hemisféru. Pravé
oko/Tavii hemisféru pouziva pri hl'adani potravy a l'avé oko/pravi hemisféru pri kontrole predatora. Preto je
vyhodnejsie vlastnit’ lateralizovany mozog. Vyhoda lateralizovaného mozgu by mohla stvisiet’ so zvySenim
kognitivnych schopnosti, s komplexnostiou spravania a lateralnost'ou. Kazda ¢ast’ mozgu ma typické funkcie pre
rozne Ulohy, ktoré mozu realizovat’ paralelné vzorce spravania, aby sa zabranilo nadbyto¢nym funkcidm mozgu
(Rogers et al. 2004; Rogers et al. 2013) . Dlho sa lateralizacia prisudzovala iba cicavcom a vtadkom, avsak Stidie
v poslednych dekadach jednoznacne dokazuju, Ze lateralizacia je pozorovana ako u endotermnych tak aj
ektotermnych stavovcov (MacNeilage et al. 2009) a je dokazana taktieZ u bezstavovcov (Frasnelli et al. 2012;
Frasnelli 2013). Lateralizacia sa javi ako jedna z dolezitych vlastnosti stavovcov (Rogers et al 2015; Vallortigara
et al 2017). Fitness zivocicha je ovplyvneny stupiiom cerebralnej asymetrie alebo rozdelenim tloh hemisfér
mozgu (Dadda et al. 2012). Lateralizovani jedinci maju v porovnani s nelateralizovanymi jedincami lepSiu
priestorovu orientaciu (Sovrano et al. 2005) a tnikové spravanie pred predatormi (Dadda et al. 2010). Napriek
tomu, Ze lateralizovani jedinci maju tendenciu prekonavat nelateralizovanych jedincov, mdézu existovat
nevyhody a naklady, ktoré sa vyskytuju u vysoko lateralizovanych jedincov (Dadda et al. 2012). Lateralizovani
jedinci maju tendenciu reagovat odliSne na stimuly z lavej a pravej strany, ¢o moze byt nevyhodu, ked’ sa
stimuly objavia v zivotnom prostredi ndhodne (Vallortigara et al. 2005). Vysoko lateralizovani jedinci st
odvaznejsi a agresivnejsi, co vSak nemusi byt vyhodné v ur€itych situaciach (Reddon et al 2009). Lateralita sa
zda byt dedi¢nou vlastnostou individua (Bisazza et al. 2000). Prava aj lava hemisféra mozgu zohravaja
rozmanité integracné funkcie (Vallortigara et al. 1999). Plesiomorfny charakter lateralizacie je podporovany tym,
ze lateralizacia stvisela s vizudlnou kontrolou preda¢ného spravania (Andrew 2002; Rogers et al. 2013).
Doposial’ v§ak zostava nezodpovedana otazka, ¢i ma lateralizacia homologicku alebo paralelnt evolu¢nu historiu
(Bisazza et al. 1998). Plazy st prvé amniotické zivoCichy, ktoré nie su trvalo viazané na vodu a su priami
predkovia vysSich stavovcov (Gaisler & Zima 2018). Fosilie poskytuji malo informacii o lateralizacii mozgu
z hladiska evolucie, preto su plazy, ako prvé amniota, vhodné na Stddium lateralizacie (Rogers et al. 2013). Na
individualnej trovni moze byt za lateralizaciu povazované také spravanie, ked’ jednotlivci prejavuji tendenciu




Zbornik prispevkov z 6. ro¢nika Jarnej Internacionalizovanej $koly doktorandov UPJS m

pre 'avu alebo pravu stranu (Andrew 2002). Lateralizacia na Grovni populécie existuje, ked’ vacsina alebo vsetci
jedinci v populacii vykazuju rovnaky typ lateralizacie (Rogers et al. 2015).

Metody

Jasterice mozu byt obzvlast’ vhodnymi modelmi na Stadium behavioralnych a ekologickych faktorov (Vitt &
Pianka 2014). Ako modelovy zivocich bola zvolena jasterica zelend (Lacerta viridis viridis, Laurenti, 1768).
Dizajn experimentu bol zamerany na $tidium lateralizacie na urovni populacie. Analyzovana bola distribucia
laterality populacie a distribucia laterality v suvislosti s pohlavim a vekom. Taktiez boli analyzované
morfometrické merania v stvislosti s lateralitou. Cielom nasho behavioralneho experimentu bola Sstidia
lateralizacie, ako jedna zo stratégii inikového spravania druhu L. viridis.

Ako lokalita pre odchyt L. viridis, bola vybrand takzvana ,, Turnianska vinna cesta®, ktord sa nachadza v
Nérodnom parku Slovensky kras medzi Zadielom a Turnianskym hradnym vrchom. Jedné sa o slne¢nu, juzne
exponovanu lokalitu. Lokalita zahfiia r6zne biotopy, ako st napr. kultivované vinice s antropogénnym vplyvom,
opustené vinice, ktoré uz zarastaju naletovou vegetaciou, krovinaté huste aj rozsirujuci sa les. Lokalita je vhodna
aj pre vyskum habitatu jaSterice, nakol’ko sa v nej nachddza viacero réznych biotopov.

Odchyt prebiehal za vhodného pocasia, medzi aprilom a septembrom 2017-2018. Jasterice boli chytané pomocou
slu¢ky na dlhsej palici. Celkovo bolo odchytenych 68 jedincov (19 samic; 48 samcov). U kazdého testovaného
jedinca je zaznamenané pohlavie, vek (adult , subadult), plastické znaky (dizka hlavy HL a $irka hlavy HW,
dizka tela SVL) a hmotnost’. Zaznamenavala sa pritomnost’ autotomie. Gravidné samice testované neboli a boli
hned’ po odchyte pustené. Morfometrické udaje boli merané, pomocou posuvného meradla.

Lateralizacia je testovanad pomocou nami modifikovaného T-labyrintu a piestu, ktory simuluje predacny tlak. Po
vlozeni do labyrintu je testovany jedinec stimulovany piestom, ktory ma simulovat’ predaény tlak. Jedinec nema
moznost’ v tmavom labyrinte vizualne registrovat’ nebezpecnstvo a reaguje len na taktilné podnety vyvolané
piestom v kaudalnej Casti tela. Na konci labyrintu sa jedinec rozhodne pre preferenciu pravého (RP- right side
preference) alebo l'avého ramena (LP -left side preference), na konci ktorych je ukryt. Kazdy jedinec bol
opakovane testovany 5-krat. Bol zaznamenany kazdy pokus jedinca, ¢i sa rozhodol pre 'avu alebo pravi stranu.
Index laterality je odhadovany pre kazdt vzorku ako: RP / (RP vyberu + ¢islo LP) x 100 (Stancher et al., 2006).
Hodnoty nad 0,5 indikuju preferenciu pre pravi odozvu, zatial ¢o hodnoty pod 0,5 ukazuju preferenciu
lavostrannej odozvy. Hodnoty pre “Stupen preferencie” LP a RP boli ozna¢ené hodnotami od 1 do 5. Stupne
boli vytvorené na zaklade hodnét LI. Hodnoty LI zodpovedajice 0,4 a 0,6 boli zlucené do jednej kategorie 3=
ambidestra (obojstranny), kategoria la 5 st silne laterizovany jedninci (vlavo alebo vpravo), 2=lavaci a
4=pravaci. Stupen preferencie kategorizuje frekvenciu individualnej lateralnosti. Frekvenciu preferencie LP a RP
v populacii sme testovali pomocou neparametrickych testov, a to binominalného “sing testu” a “chi-square test
of goodness-of-fit”. Normalnost’ dat bola kontrolovana Shapiro-Wilkovym testom normality. Parametrické data
boli testované pomocou One way- ANOVA a T-testu. Na test korelacia bola pouzitd Spearmanova korelacia a
logisticka regresia. Neparametrické data boli testované pomocou Wilcoxon signed-rank test a Mann—Whitney U-
test.

o
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Obr. 1. Modifikovany T-labyrint s piestom simulujicim predacny tlak.

Vysledky

Pri hodnoteni lateralizacie sa zistilo, ze lava stranu preferovalo 33 aprava 35 jednotlivcov. Vysledok
binomialného sing testu 2P(N= 68, p = 0,5)=0,904 a chi-square test of goodness-of-fit ¥2 (1, N = 68) =0,59,
p=0,808. Oba testy nepreukazali signifikantne vyznamny rozdiel medzi LP a RP. Rozdiel v pritomnosti
autotomie je vo vzorkeN=68 (30 -, 38 +) nesignifikantny, 2P(N=68, p=0,5)=0,369 a x2 (1, N = 68) =0.941,
p=0,332. Zastapenie medzi pohlaviami (samec a samica) vo vzorke bol 2P(N'68, p=0,5)=0,000 a ¥2 (1, N = 68)
=13,235, p=0,000, rozdiel medzi samcami a samicami je vysoko signifikantny. Rozdiel je spdsobeny vylucenim
gravidnych samic z testovacej vzorky.

Tab. 1. Hodnoty a sposob klasifikécie ,,Stupen preferencie pre LP a RP*

Stupeii N. stupnia later Hodnota LI Pocet n %

lateralizacie

Silny Tavak 1 0,0 8 11,8
Lavak 2 0,2 11 16,2
Obojstranny 3 0,4; 0,6 28 41,2
Pravak 4 0,8 14 22,1
Silny pravak 5 1 7 8,8

Histogram lateralizaéného indexu
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Graf.1. Histogram lateraliza¢ného indexu Graf.2. Histogram stupiia preferencie 'avej-pravej strany

Shapiro-Wilkov test potvrdil, ze hodnoty morfometrickych dat a lateralizacného indexu, maji normalne
rozdelenie. V T-teste nezavislosti boli testované morfometrické data a LI. Lateralizaény index nepreukazal
signifikantné rozdiely medzi pohlavim, vekom a autotdémiou. Na signifikantnéj Grovni boli rozdiely medzi
Favostranne a pravostranne lateralizovanymi jedincami a dizkou a $irkou hlavy. Dizka hlavy lavak (M = 22,93,
SD = 3,75) a pravak (M = 24,93, SD = 4,08); t (66) = -2,105, p = 0,039. Sirka hlavy avak (M = 13,59, SD =
2,96) a pravak (M = 15,35, SD = 4,08); t (66) = -2,432, p = 0,018. Test korelacie vyhodnotil ako jediny
signifikantny vztah medzi LI a HW 1(68) =.292, p =0,016. Pri testovani logistickej regresie sme pouzili metédu
,Forvard stepwise LR“. Logisticky regresny model bol Statisticky vyznamny, 2 (1) = 5,769, p =0,16. Model
vysvetlil 10,8% (Nagelkerke R2) rozptylu pri lateralizacii a spravne klasifikoval 67,7% pripadov, vybral Sirku
hlavy p=0,022 ako jedinu signifikantni kovariatu spomedzi HI, SVL, veku a pohlavia. Pravostranne
lateralizovany jedinci maju Sirku hlavy 1,220 nasobne SirSiu oproti 'avostrannym jedincom. Chi test pre stupen
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preferencie y2 (4)=22,441, p=0,000 poukazuje na signifikantny rozdiel lateralizicie jednotlivcov. Statisticka
analyza bola urobena pomocou softwaru IBM SPSS 20.

Diskusia

Vysledky binominalného testu a chi kvadrat testu potvrdili nulova hypotézu, Zze na trovni populécie jaSterice
zelenej neexistuje signifikantny rozdiel v preferencii 'avej a pravej strany. Vzorka populacie nami testovanych
jasteric nevykazuje lateralizaciu na trovni populécie. Stadie inych autorov taktiez dokazuju, ze asymetricka
lateralizacia u doposial’ skimanych Zivoc¢ichov na Grovni populacie je zriedkava (Romano et al. 2015; Rogers et
al. 2004; Rogers 2010; Bisazza et al. 1998). Tento fakt je vysvetlovany tym, ze ak je lateralizacia populacie
asymetricka s preferenciou pre lavi alebo pravu stranu, predator sa méze naucit’ predvidat’ Gnikové pohyby
koristi, alebo sa k nej priblizit' z urit¢tho smeru (Ghirlanda et al. 2004) Najlepsim modelom vysvetl'ujucim
symetriu lateralizacie v populacii (Ghirlanda et al. 2004) je evolucne stabilna stratégia (Smith 1982). Stupen
preferencie naznacuje vysokt individualnu lateralitu L.viridis, pre vyskum ktorej je potrebné navrhnut' vhodny
experiment. Spearmanova korelacia medzi Sirkou hlavy a lateralizacnym indexom naznacuje slabu korelaciu,
doposial’ tento jav nebol u jasteric opisany. Vysledky logistickej regresie naznacuju, ze pravdepodobnost’
preferencie pravej strany suvisi so Sirkou hlavy. Tento fakt bude sucast’ou buducich experimentov.

Zaver

Testovanie lateralizacie L. viridis v modifikovanom T-labyrinte pod preda¢nym tlakom signifikantne preukazal,
7e vnami sledovanej populécii jasterice zelenej neexistuje lateralizicia na populaénej arovni. Co zodpoveda
doteraj$im vyskumom, Ze véac¢sina populacii zivo¢ichov ma na Grovni populacie symetricku lateralizaciu. Tento
fakt podporuje aj matematicka tedria Evolu¢ne stabilnych stratégii. Sirka hlavy jasteric preukazala korelaciu
s preferenciou pravej strany. Tento fakt doposial’ nebol u jaSteric opisany. Dizajn budicich experimentov popri
sledovani popula¢nej bude sledovat’ aj lateralizaciu na individualnej irovni. Na zaklade signifikantnej korelacie
Sirky hlavy a pravostrannej lateralizacie bude lebka jasteric Studovana podrobnejSie.

Tato praca bola vytvorend pomocou prispevku Vegal/0298/19.
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Stiidium efektov vyvolanych elektrénmi a elektromagnetickym Ziarenim v chalkogenidovych
sklach na baze Asx)Sey)
Investigation of phenomena induced by electron beam and electromagnetic radiation in chalcogenide glasses based on
AswSeq)
Oleg SHYLENKO

Univerzita Pavla Jozefa Safirika v Kosiciach, Prirodovedeckd fakulta

Abstrakt: Pridavok arzénu k sklovcovému selénu vedie k vyznamnej stabilizacii jeho elektrickej vodivosti.
Stabilizacnd uloha arzénu je spdsobenad tvorbou kovalentnej viazanej Cistej Struktiry selenidu arzénu, Co zaistuje
neruseny priebeh nosi¢ov naboja. V zavislosti od pomeru arzénu a selénu v systémoch As-Se sa elektrickd vodivost
pohybuje od 10" do az 10> Ohm™'xem™. Minimalna hodnota vodivosti AseSes, zodpoveda maximalnej aktivagnej
energii elektrickej vodivosti pre AsgsSeq, s. Hoci mechanizmus interakcie elektronov s chalkogenidovymi sklami este
nie je jasny, ukazalo sa, ze rozsah povrchovych zmien nasleduje po zmenach parametrov tykajicich sa zloZenia, ako je
teplota midknutia a konektivita sklenene;j siete.

KUPucové slova: As-Se, chalkokenidove skla, elektronoveé ozZiarenie, povrchovy naboj.

Abstract: The addition of arsenic to vitreous selenium leads to a significant stabilization of its electrical conductivity.
The stabilizing role of arsenic is due to the formation of a covalently bound net structure of arsenic selenide, which
ensures unimpeded progress of charge carriers. Depending on the ratio of arsenic and selenium in the As-Se systems,
the electrical conductivity varies from 10"? to 10" Ohm™'xcm™. The minimum value of the conductivity of As¢Seo;
corresponds to the maximum activation energy of the electrical conductivity for AsgsSeq, s. Although mechanism of
interaction of electrons with chalcogenide glasses is still not clear, it has been shown that extent of the surface
alterations follows changes in composition related parameters such as softening temperature and glass network
connectivity.

Keywords: As-Se, chalcogenide thin films, electron beam irradiation, surface potential.
Experimental details

We selected ten systems from vitreous Se to As60Se40 and compared their sensitivity to laser and
electron irradiation. These films were prepared by thermal evaporation of bulk glass ingots with the same
composition under vacuum onto sapphire substrates at rate 10 nm-s . The film thickness was 1 pm and it
was controlled by an interferometric method with accuracy better than 0.1 um during evaporation process.
During long term storage chalcogenide films can undergo some physical aging. As result, the physical
properties of the films, in particular their sensitivity to external influences such as laser irradiation can
decrease. In our study we used only freshly prepared films. The films were irradiated by an electron beam
using a scanning electron microscope (SEM) Tescan, model VEGA. The accelerating voltage U=30 kV, spot
size B=0.64 um, electron beam current [=60 nA. The irradiation dose was determined using the formula G =
I*t/S, where S is cross-sectional area of the film focused of the electron beam, focused on the film surface; t
is exposure time. We changed the exposure time from 0.5 ms to 5 s. Corresponding dose varies from 9.3-10°
t0 9.3-107 uC-cm ” respectively. Irradiation of films was carried out in low vacuum in nitrogen atmosphere at
a residual pressure 10 Pa. The induced surface relief was studied by atomic force microscope (AFM)
(Bruker, model ICON) in the tapping mode. The film surface root mean square roughness does not exceed 2
nm.

Discussion

It is possible to change physical properties of As Se, ternary glasses, such as electrical conductivity, by
changing their elemental composition. The addition of arsenic to selenium leads to a significant stabilization of
electrical conductivity of these systems. The stabilizing role of arsenic is due to the formation of a covalently bound net
structure of arsenic selenide, which ensures unimpeded progress of charge carriers.
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Fig. 1 The dependence of normalized sensitivity to electron and laser irradiation on the concentration of As (a). The
dependence of normalized reaction time to electron and laser irradiation and height of relief formed on the
concentration of As (b).

Depending on the ratio of arsenic and selenium in the As-Se systems, the electrical conductivity varies from

-12 -15 -1 -1
10 to10 Ohm .cm . The minimum value of the conductivity corresponds to the maximum activation energy of the
electrical conductivity.

In our previous studies we found that extent of surface alterations exhibits maxima where chalcogenide
electrical conductivity has minimal value. Sensitivity curve in Figure 1 (a) could be divided into several regions. In first
(As content from 0-2%) charge transport is facilitated by both electrons and holes (n+p). Second region (As content
from 2-10%) charge transport is facilitated only by electrons (n type, electron mobility decreases with increase in As
content) and in third region (As content from 30-60%) charge transport is facilitated by holes (p type). In region where
no measurable carriers are present and/or carrier mobility and lifetime is decreased (As content from 10-20%) both laser
and electron sensitivity shows maxima. The maxima in sensitivity to electron irradiation can be explained by the charge
diffusion model.

At short irradiation times (several tens of milliseconds), the SCR (Space Charge Region) is concentrated near
the surface in the form of a relatively thin layer. As the irradiation time increases, the SCR propagates deep into the film
and during irradiation from 0.5 to 5 s the SCR acquires a spherical “pear-shaped” form. Even though the electron dose
is identical for all the films, the electron-induced processes are not identical. Diffusion processes of electron-induced
charge on the surface and inside the film, as well as radiation-stimulated currents inside the SCR will depend not only
on the irradiation dose, but also on the rate of charge carrier diffusion/mobility. When the charge mobility is low,
charge does not diffuse too far away from SCR region, therefore the SCR is compact. As a consequence, charge
deposition induces larger surface alteration at smaller doses, which leads to increase in film sensitivity.

The appearance of a surface relief of various shapes on an As Se,  films under electron irradiation indicates

the possibility of using this materials as an electronic resist for a single-stage (without chemical etching) electron
lithography. The characteristic points (irradiation doses) and the parameters of the interaction of the electron beam with
the As Se, films make it possible to implement lithography on this films both as negative (film expansion and

formation of cones) and positive (film compression and crater formation).
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dependence of height parameters of the electron-induced reliefs formed in As,Se;_, thin films by electron beam on the
exposure time (b).

Conclusions

We prepared the samples of As,Sejgo.« glasses with x = from 0 to 60. We investigated the formation of surface
reliefs during the interaction of an electron and laser irradiation with these thin films. Deposited charge locally induces
formation of various reliefs. We considered the charge diffusion model to explain why sensitivity of the films to
electron beam irradiation depends on their composition. It has been shown a correlation between the sensitivity of the
electron and laser irradiation. Also the possibility to get both negative and positive structures made by electron beam
was found. We believe that the observed phenomena are interesting not only from a fundamental perspective, but can
also for finding applications in the production of periodic nanostructures, arrays of nanoscale ion sources, rewritable
information storage, focusing devices for new types of integrated optics, or in the manufacture of scanning probe
microscopy tips. These materials could be used for the fabrication of highly complex nanostructure patterns with
dimensions smaller than the wavelength of the used laser light.
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Utinok omega-3 polynenasytenych mastnych kyselin u obéznych Zien
Effect of omega-3 polyunsaturated fatty acids in obese women
Monika SIROKA

Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach, Lekdrska fakulta

Abstrakt: Studia sleduje vplyv kombinovanej suplementicie omega-3 polynenasytenych mastnych kyselin z
rastlinnych a Zivo¢isnych zdrojov na lipidovy metabolizmus a antioxida¢nu aktivitu enzymov erytrocytov obéznych
zien. Po Sesttyzdnovej suplementacii bol zaznamenany signifikantny pokles hladin triacylglycerolov v krvnej plazme
a mierne zvySenie tvorby Zl¢ovych kyselin. Rozdiely v hladinach HDL a LDL neboli signifikantné. U erytrocytov bol
pozorovany pozitivny u¢inok omega-3 mastnych kyselin ako zvySenie aktivity antioxidaénych enzymov.

Krucové slova: obezita, omega-3 polynenasytené mastné kyseliny, lipidovy metabolizmus, ZIcove kyseliny, erytrocyty

Abstract: Study observes effect of omega-3 polyunsaturated fatty acids combined supplementation of plant and marine
sources to lipid metabolism and antioxidant enzymes activity of erythrocytes in obese women. After six weeks
supplementation the significant decrease of plasma triglycerides levels were found and weak increase in production of
bile acids. Differences in HDL and LDL amount in blood plasma were not significant. Positive effect of omega-3 fatty
acids was observed as increase antioxidant enzymes activity in erythrocytes.

Keywords: obesity, omega-3 polyunsaturated fatty acids, lipid metabolism, bile acids, erythrocytes

Uvod

Obezita zien je zavazny a velmi rozsireny zdravotny problém, ktory ma negativny dopad na plodnost’, tehotenstvo,
zdravie novorodenca (Dolin, Kominiarek, 2018), zvySuje riziko vzniku rakoviny prsnika arakoviny endometria
(Laudisio et al., 2018; Kitson et al., 2018), je spojeny s migrénou u zien v reprodukénom veku (Pavlovic et al., 2017)
a suvisi s ochoreniami pecene ¢i oblickovymi kamenmi (Pickett-Blakely et al., 2016). Metabolizmus lipidov pri obezite
je poznaceny vysokym energetickym prijmom, ¢o vedie k nadmernému uskladiovaniu lipidov do tukového tkaniva
a hromadeniu cholesterolu v tkanivach. Metabolickd premena cholesterolu na zl¢ové kyseliny je hlavnou cestou jeho
eliminacie, je zvysené jeho vychytavanie prostrednictvom LDL receptorov, a tak klesa koncentracia LDL cholesterolu
v plazme. Okrem iného zlcové kyseliny sluzia ako signalne molekuly a zohravaju délezita ulohu v regulacii
energetického metabolizmu. Moduléacia hladin ZICovych kyselin v plazme mdze ovplyvnit glykémiu, telesnii hmotnost’
a inzulinovu senzitivitu (Ma, Patti, 2014).

Omega-3 polynenasytené mastné kyseliny (0-3 PNMK) z rastlinnych zdrojov (kyselina a-linolénova, ALA, 18:3 ©-3)
a zivo¢isnych zdrojov (kyselina eikozapentaénova, EPA, 20:5 -3 a kyselina dokozahexaénova, DHA, 22:6 ®-3) su
esencialne pre spravne fungovanie ludského organizmu. Medzi ich nenahraditelné funkcie patria ovplyviiovanie
permeability bunkovych membran, tvorba eikozanoidov a modulacia génovej transkripcie (Harris et al., 2008).
Pozitivny uc¢inok vysSieho prijmu -3 PNMK bol zaznamenany u mnohych ochoreni. @-3 PNMK a ich oxida¢né
produkty st ligandmi niekol’kych transkripénych faktorov, prostrednictvom ktorych moduluju lipidovy metabolizmus a
tvorbu eikozanoidov a resolvinov, ¢im znizuji zépal. Maju pozitivny ucinok na obezitu a srdcovocievne ochorenia,
pretoze znizuju krvny tlak, agregaciu krvnych dosti¢iek, hladiny plazmatickych triacylglycerolov a zapalovych
cytokinov a normalizujt hladiny plazmatickych lipoproteinov (Lavie et al., 2009, Poudyal et al., 2011).

Obezita ma negativny vplyv na erytrocyty, ¢o bolo pozorované ako niz§i obsah Zeleza a hemoglobinu, vyssia
sedimenta¢na rychlost’ erytrocytov, znizena expresia CD47 na povrchu erytrocytov, hyperfibrinogénia, nizia aktivita
antioxidaénych enzymov, vysokd permeabilita membrany, zvySena aktivita ATP-azy a zniZenie obsahu tiolovych
skupin (Harrison et al., 2015; Wiewiora et al., 2017; Altunoglu et al., 2014).

Vysoky obsah hemoglobinu erytrocytov zvysSuje tvorbu vol'nych radikalov, preto potrebuju pre svoju spravnu funkciu
disponovat’ dostatocnym mnoZzstvom antioxida¢nych enzymov. Aktivity Cu,Zn-superoxiddismutazy (SOD1) a katalazy
(CAT) st negativne korelované s hodnotami BMI (Lewandowski, Kepinska, Milnerowicz, 2019; Rupérez et al., 2013).
U pacientov s rakovinou prsnika suplementacia 180mg EPA + 120mg DHA na den zvysila aktivity SOD a CAT
v erytrocytoch (Mansara et al., 2015).

Cielom tejto Stiadie bolo sledovat’ vplyv kombinovanej suplementicie ®-3 PNMK z rastlinnych a zivo¢isnych zdrojov
na lipidovy metabolizmus obéznych zien a popisat’ jej G¢inok na erytrocyty v porovnani so zdravymi Zenami
s normalnou vahou.

Material a metodika

44 ucastnikov experimentu (zeny vo veku nad 35 rokov) bolo rozdelenych do styroch skupin: skupina obéznych zien
(priem. vek 51 rokov, BMI 34) so 6-tyzdnovou suplementaciou @-3 PNMK v dennej davke 15¢g chia semien (Allnature,
s.r.0., Ceska republika, Hradec Kralové) a 3 kapsuly rybieho oleja (MaxiCor®, Farmax, Ceska republika, Hradec
Kralové, 775mg EPA etylestery + 510mg DHA etylestery); skupina zdravych Zien s normalnou vahou (priem. vek 46
rokov, BMI 22) so 6-tyzdiiovou suplementaciou ®-3 PNMK v rovnakej dennej davke ako prva skupina; skupina
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obéznych zien (priem. vek 52 rokov, BMI 31) bez suplementacie ®-3 PNMK a skupina zdravych Zien (priem. vek 49
rokov, BMI 23) bez suplementacie ®-3 PNMK. Inkltzne kritéria pre obézne Zeny boli BMI>28, vek>35 a nefajciarky,
zatial' ¢o exklizne kritéria boli onkologické ochorenia, zapalové ochorenia, tuberkuldza, oblickova a peCenova
nedostatocnost’ a tehotenstvo. Pre zdravé Zeny s normalnou vahou boli inkltizne kritéria BMI<25, vek>35, nefajéiarky,
exklizne kritéria boli rovnaké ako u obéznych zien. Povolenie pre $tadiu vydala Eticka komisia Lekarskej Fakulty
UPJS v Kosiciach s ¢islom 7N/2016.

Experiment pozostaval z troch odberov krvi od kazdej Gi€astni¢ky experimentu: na zaéiatku experimentu, po 3 tyzdiioch
suplementacie a po 6 tyzdioch suplementacie. Vzorky periférnej krvi boli odoberané rano po 12 hodinovom hladovani
do vakuovych heparinovych skamaviek (BD Vacutainer, Kisker Biotech GmbH, Steinfurt, Nemecko). Z odobranej krvi
boli pripravené krvné natery, ktoré boli po zaschnuti fixované s acetonom po dobu 10 mintt a uskladnené pri teplote -
20°C. Nasledne bola krv centrifugovana (1500 rpm,10 minut) a ziskana krvna plazma a erytrocyty boli uskladnené pri
teplote -80°C.

Triacylglyceroly, celkovy cholesterol, HDL a LDL boli merané biochemickym analyzatorom Daytona RX 3901
(Randox, Slovensko, Bratislava). ZI¢ové kyseliny boli merané metédou LC-MS (Waters, Czech Republic). Vysledky
boli vyjadrené ako priemer + smerodajna odchylka. Vztahy medzi pozorovanymi skupinami boli analyzované pomocou
testu jednosmernd ANOVA. Za signifikantné boli povazované rozdiely p < 0.05.

Enzymy SODI a CAT v erytrocytoch boli detegované imunohistochemickymi metédami. Po hydratacii boli krvné
natery oSetrené 2% roztokom H,0, (Sigma-Aldrich), aby sa eliminovalo neziadiice pdsobenie endogénnych peroxidaz
v bunkach. Po premyti timivym roztokom boli natery preinkubované 1 hodinu s 1% roztokom hovéadzieho sérového
albuminu (Sigma Life Science). Nasledne boli natery inkubované 1 hodinu pri laboratérnej teplote a 30 minut pri
teplote 37°C s nasledujicimi primarnymi protilatkami: mySacimi monoklonalnymi protilatkami proti SOD-1 (riedenie
1:300, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) a kozimi polyklonalnymi protilatkami proti katalaze (riedenie 1:200, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.).Po premyti boli natery inkubované 50 minat s mySacimi, resp. kozimi sekundarnymi protilatkami
(Vector Laboratories, Inc.). Potom boli premyté a inkubované 50 minut s avidin-biotinovym komplexom (Vector
Laboratories, Inc.). Nakoniec boli natery zafarbené 3,3’-diaminobenzidinom (DAB, VWR International, LLC,
aktivovany peroxidom vodika), prekryté glycerolom a sledované svetelnym mikroskopom pri 100 nasobnom zvéacseni
(Olympus, Hamburg, Germany). Ako negativna kontrola sluzili vzorky pripravené rovnakym protokolom ale bez
pridania primarnych protildtok. Imunopozitivita primarnych protilatok bola vyhodnocovana pouzitim softvéru Image
Pro Premier 9.3 (Media Cybernetics, Rockville, MD, USA).

Vysledky diskusia

U obéznych Zien bol najdeny signifikantny pokles hladin triacylglycerolov v krvnej plazme vplyvom suplementacie -3
PNMK (p=0,047). Taktiez v skupine zdravych Zien s normalnou vahou bol zaznamenany signifikatny pokles hladin
plazmatickych triacylglycerolov po suplementécii ®-3 PNMK (p=0,019). U obéznych ako aj zdravych Zien nedoslo po
suplementacii ®-3 PNMK k ovplyvneniu hladin celkového cholesterolu v krvnej plazme (Graf 1).

Graf 1: Triacylglyceroly a celkovy cholesterol v krvnej plazme Zien
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Suplementdcia -3 PNMK viedla u zdravych zien k miernemu narastu hodndét HDL, avSak tento rozdiel nebol
Statisticky vyznamny (p=0,83). Rozdiely v hodnotdich LDL boli minimalne. U obéznych zien boli hodnoty HDL na
zaCiatku a na konci experimentu takmer rovnaké. Doslo vSak k miernemu poklesu hodnot LDL, aj ked’ tento rozdiel
nebol Statisticky vyznamny (Graf 2).
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Graf 2: Hodnoty HDL a LDL v krvnej plazme Zien
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V skupine obéznych Zien sa zvyS$ilo mnozstvo Zl¢ovych kyselin, kyseliny cholovej a kyseliny deoxycholovej v krvnej
plazme vplyvom suplementicie -3 PNMK, no rozdiel nebol signifikantny. Zmeny mnozstiev kyselin cholovej
a deoxycholovej v krvnej plazme zdravych zien vplyvom suplementicie ®-3 PNMK boli minimalne a Statisticky
nevyznamné. Tieto vysledky koreluji so skorSimi zisteniami, Ze konzumacia rybieho oleja prispieva k zvySeniu syntézy
zléovych kyselin (Jonkers et al., 2006).

Graf 3: Mnozstva vybranych zl¢ovych kyselin v krvnej plazme Zien
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U obéznych Zien bola pozorovana znizena pozitivita SOD1, délezitého antioxida¢ného enzymu v erytrocytoch

v porovnani s erytrocytmi zdravych zien. TaktieZ sa preukazalo, ze suplementacia ®-3 PNMK zvySuje pozitivitu SOD1
v erytrocytoch obéznych zien (Obr. 1).

YL W

Obr. 1 Superoxiddismutdza v erytrocytoch, A-zdravy pacient, B-obézny pacient, C-obézny pacient po trojtyzdiovej suplementacii
®-3 PNMK, D-obézny pacient po Sest'tyzdnovej suplementacii -3 PNMK
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Pozitivita enzymu CAT v erytrocytoch bola u obéznych zien nizsia ako u zdravych zien. Suplementacia ®-3 PNMK
viedla k zvySeniu tejto pozitivity, ¢o prispieva k celkovému zlepS$eniu antioxidaénej aktivity erytrocytov pri obezite, a
tym k ich mensiemu poskodeniu vplyvom vol'nych radikalov (Obr. 2).

Obr. 2 Kataldza v erytrocytoch, A-zdravy pacient, B-obézny pacient, C-obézny pacient po trojtyzdiiovej suplementacii ©-3 PNMK,
D-obézny pacient po Sest'tyzdiiovej suplementacii ®-3 PNMK

Zaver

Obezita zien je celosvetovym problémom a jej nasledky sa prejavuju v Sirokom spektre zdravotnych problémov. ®-3
PNMK pozitivne prispievaju k zlepseniu zdravotného stavu a kvality Zivota zien. Predkladana studia preukazala, ze ®-3
PNMK 2znizili hladiny plazmatickych triacylglycerolov a tiez zvysili syntézu ZI¢ovych kyselin. Dal§im pozorovanym
pozitivnym ucinkom bolo zvySenie aktivity antioxida¢nych enzymov v erytrocytoch.
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Syntéza biologicky aktivnych zluc¢enin akridinu
Synthesis of biologically active acridine compounds

Paulina SLEPCIKOVA, Miria SUVAKOVA, Mata§ COMA, Jan IMRICH

Univerzita Pavla Jozefa Safirika v Kosiciach, Prirodovedeckd fakulta

Abstrakt: Akridinové zIi¢eniny uz v minulosti opakovane preukazali svoju signifikantnt biologicku aktivitu. Spojenie
akridinového planarneho skeletu s réznymi heterocyklickymi §truktirami, napr. s tiazolidindnmi alebo sacharidmi
poskytlo zaujimavé biokonjugaty. S cielom rozsirit’ tuto paletu sme pokracovali v syntéze d’al§ich latok. Do prvej triedy
patria nové chalkonové derivaty s antiproliferatnou aktivitou, ktoré st aj v sucasnosti predmetom d’al§icho
biologického testovania. Druha skupinu latok tvoria akridin—3—amino—2—tiohydantoiny pripravené z prirodnych latok
z tzv. chiral pool skupiny, aminokyselin. U tychto zla¢enin sme pozorovali cis/trans izomériu na dvojitej azometinove;j
vizbe. Struktira vietkych nami pripravenych latok bola stanovena pomocou 'H, *C a "N 'NMR experimentov.

KPucové slova: Akridin, biologicka aktivita, chalkony, tiohydantoiny, NMR.

Abstract: The acridine compounds repeatedly have showed their significant biological activity in the past. Combination
of acridine scaffold with different heterocyclic structures, e.g. with thiazolidinones or carbohydrates gave interesting
bioconjugates. In order to expand this palette, we continued to synthetize other compounds. The first class includes new
chalcone derivatives with antiproliferative activity, which are currently subject to further biological testing. The second
group, acridine—3—amino—2—thiohydantoins prepared from natural substances from chiral pool group, amino acids. For
these compounds, we observed the cis/trans isomerism on the double azomethine bond. The structure of all our
prepared compounds was determined by 'H, °C and "N NMR experiments.

Keywords: Acridine, biological activity, chalcones, thiohydantoins, NMR.

Syntéza akridin—chalkénov 2a — g

Vseobecny sposob syntézy cielovych chalkénov je znazorneny v schéme 1. Akridin—9—karbaldehyd 1 a akridin—4—
karbaldehyd 3 boli syntetizované prostrednictvom Klandermanovej metody. Bazicky katalyzovana reakcia aldehydu 1 a
3 s rozne substituovanymi acetofenéonmi v etanole nam poskytla klI'aicové produkty, chalkony 2a — g a 4a — c,e,f,g.

Os__R
a: R=Ph
Os_ _H b: R = 2,6-diMeO-Ph
¢: R = 4-MeO-Ph
acetofendn N d: R = 2,4,6-triMeO-Ph
X e: R = 3,4,5 triMeO-Ph
COO = D i
z EtOH g: R = 4-Br-Ph
N it N
1 2a-g
acetofenon a: R=Ph
N 6 M NaOH b: R = 2,6-diMeO-Ph
_ —_— ¢: R = 4-MeO-Ph
N EtOH e: R = 3,4,5-triMeO-Ph
It f: R = 4-F-Ph
3 X g: R=4-Br-Ph

Schéma 1. Syntéza substituovanych akridin—chalkénov 2a — g a 4a — c,e,f,g.

Syntéza 9—akridin—2—tiohydantoinovych derivatov

Vychodiskovymi latkami tejto syntézy boli metylestery aminokyselin vo forme hydrochloridov, ktorych transformaciou
sme ziskali kI'i¢ové molekuly, 3—amino—2—tiohydantoiny 8 — 10 (Schéma 2). Ich reakciou s akridin-9-karbaldehydom 1
sme ziskali konjugaty 11 — 13. Struktura tiohydantoinov bola potvrdena na zaklade NMR experimentov a X-ray
merania leucinového derivatu 9. U konjugatov 12 a 13 sme pozorovali geometricka cis/frans izomériu na dvojitej
azometinovej vézbe. Identitu jednotlivych izomérov sme uréili elegantnou metddou, od¢itanim velkosti interakcnej
konstanty pomocou HMBC meraného bez potlaéenia jednovizbovych interakcii 'J.
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HN - R HNKR
= N 0 S%N <0

| -~— | 12trans : 12cis =75 : 25
H__-N Akr N
T hig
Akr H
12trans, R= CH(CH,), 12¢is, R= CH(CH3),
1, MeOH,
kat. AcOH SR
It HN
0 1. tiofosgén 0 Sé( o
DCM/kone. NaHCO; I 1, MeOH, Iﬁ
B8 Nome It 3h % _ kat. ACOH H__N
2. NH,-NH,.xH,0 HN N—NH, Tt z
NH, HCI It, 3 h \<\
S 7z
5, Ri CH(CH3)2 8, R= CH(CH3)2 ~ |
6, R= CH,CH(CHs), 9, R= CH,CH(CHj,), N
7, R=CH,Fh 10, R= CH,Ph
11trans, R= CH,CH(CH3;),
1, DMSO
kat. AcOH
It
R s) o R
/HE ©) /H{N (S)
§= 0] SN (6} . Q6 -
| — | 13trans : 13cis = 86 : 14
Akr H
13trans, R= CH,Ph 13cis, R= CH,Ph

Akr = akridin-9-yl
Schéma 2. Priprava 3—amino—2—-tiohydantoinov 8, 9, 10 a ich konjugatov 11, 12 a 13.

i

. n,u‘ |,

Obr 1. X-ray leu—3—-amino—2-tiohydantoinu 9 a '"H NMR spektra konjugatov 11, 12, 13.

Zaver

Pripravili sme sériu akridin-chalkonov 2a — f a 4a — c,e,f,g, ktoré preukazali dobrt antiproliferaénu aktivitu. Druhu
skupinu syntetizovanych latok tvoria 3—amino—2-tiohydantoiny 8, 9, 10 a ich akridinové konjugaty 11, 12 a 13. Tieto
zltceniny taktiez vykazovali dobru biologicku aktivitu.
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Kromolyn ako efektivny hydrotrop a jeho utilizacia vo fotodynamickej terapii s hypericinom
Disodium Cromolgicate as Effective Hydrotrope for Hypericin Utilized in Photodynamic Therapy
Maria SUVAKOVA, Martin MAJERNIK, Andrej HOVAN

Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach, Prirodovedeckd fakulta

Abstrakt: Mnohé prirodné latky potencialne vyuziteIné v terapii a diagnostike vykazuji nizku rozpustnost’ vo vode, ¢o
limituje ich praktické vyuzitie. Existuje mnoho pristupov, ktoré riesia tento problém a jednym z nich je hydrotropia.
Hypericin, prirodzene sa vyskytujtci naftodiantron $tudovany ako potencialny fotosenzitizér vo fotodynamickej terapii
(PDT) a fotodiagnostike (PDD), je lipofilna vo vode malo rozpustna latka, dobre rozpustna v niektorych organickych
rozpustadlach, napr. v dimetylsulfoxide. Na druhej strane spektra latok podla rozpustnosti stoji mimoriadne hydrofilné
antialergikum, kromolyn, ktory je hydrotropom a teda dokaze solubilizovat’ mnohé hydrofobne latky vratane hypericinu
vo vodnom prostredi. Vo vSeobecnosti, pouzitie organickych rozptstadiel v in vitro a najma v in vivo $tadiach nie je
Casto priaznivé pre potencidlny vplyv na vysledky bunkovych experimentov, moznu toxicitu a environmentalne riziko.
Ciel'om naSej prace bolo porovnat Gcinnost’ monomerizacie hypericinu vo vodnom prostredi pomocou kromolynu a
DMSO v koncentracii konvencéne pouzivanej v protokoloch a sledovat’ interakciu hypericinu s bunkami linie HT-29
v pritomnosti kromolynu a DMSO. Okrem toho sme Studovali tvorbu singletového kyslika a efekt hydrotropicke;j
solubilizdcie hypericinu na ucinnost PDT na bunkach linie HT-29 pomocou MTT testu. Vo vysledku, kromolyn
podporuje interakciu hypericinu s bunkovymi membranami, umozituje monomerizaciu hypericinu vo vodnom prostredi
(destilovana voda a fosfatovy tlmivy roztok) a teda produkciu singletového kyslika za danych podmienok pri znizeni
spotreby DMSO. Taktiez G€¢innost’ PDT skiimanej na bunkach linie HT-29 je vyznamne vysSia (p<0.05) v pripade
pouzitia kromolynu na solubilizaciu hypericinu pri porovnani s DMSO.

Krucové slova: kromolyn, hypericin, singletovy kyslik, bunkova linia HT-29, hydrotrop.

Abstract: Many natural substances potentially useful in therapy and diagnosis show poor aqueous solubility, which
limits their utilization. There are many approaches to solve the problem of insufficient hydrophilicity, one of which is
hydrotropy. Hypericin, naturally occurring naphthodianthrone studied as potential photosensitizer in photodynamic
therapy (PDT) and photodiagnosis (PDD), is also the case. It is well soluble in certain organic solvents, e.g.
dimethylsulfoxide. On the other side of solubility spectrum there is extremely hydrophilic antiallergic drug, cromolyn,
which also acts as hydrotrope and can solubilize many hydrophobic substances, including hypericin, in aqueous
environment. Utilization of organic solvents in in vitro and especially in vivo experiments is not favorable for potential
interference with cell-based assays, possible toxicity and environmental risks. Therefore, we propose utilization of
cromolyn as hydrotropic solubilizer for hypericin. The aim of our work is to compare effectivity of hypericin
solubilization and monomerization in aqueous environment by cromolyn and DMSO in conventionally used
concentration and investigation of interaction between hypericin and HT-29 cells in the presence of cromolyn and
DMSO. We also studied singlet oxygen generation and effect of hydrotropic solubilization of hypericin on PDT
effectivity in HT-29 cell line by MTT assay. As a result, cromolyn enhances hypericin binding in cell membranes,
promotes hypericin monomerization in aqueous environment (water and phosphate buffer) and therefore enables singlet
oxygen production under given conditions whilst lowering volume of DMSO needed. Also, effectiveness of PDT
studied on HT-29 cells is significantly higher (p<0.05) if cromolyn is used for hypericin solubilization compared to
DMSO.

Keywords: cromolyn, hypericin, singlet oxygen, cell line HT-29, hydrotrope.

Uvod

Hypericin (HY) je naftodiantréon s molekulovou hmotnost'ou 504,45 Da prirodzene sa vyskytujuci v rastlinach rodu
lubovnik (Hypericum), z ktorého najznamejsi je I'ubovnik bodkovany (Hypericum perforatum L.). Ide o slubny
fotosenzitizér vo fotodynamickej terapii (PDT) a fotodiagnostike (PDD) (Jendzelovska, et al., 2016). Po oziareni HY v
rakovinovych bunkach pri PDT dochadza k tvorbe reaktivnych foriem kyslika ¢o vedie k oxida¢nému poskodeniu
biomakromolekul a naslednej bunkovej smrti (Ali & Olivo, 2002). Hlavnu tlohu v tomto procese hra singletovy kyslik
(Diwu & William Lown, 1993). Uvedené vychadza z S$pecifickych fyzikalno-chemickych vlastnosti HY, a to
hydrofobicity, fotosenzitivity a absencie toxicity v nepritomnosti svetla (Jendzelovska et al., 2016). Nasledkom nizkej
rozpustnosti vo vode HY formuje vo vodnom prostredi nefluorescen¢né a teda neti¢inné agregaty. Jedine v monomérnej
forme je HY fotoaktivny a moze sluzit’ ako fotosenzitizér (Bano et al., 2011). Pre ucely in vitro experimentov je HY
zvycCajne rozpustany v organickych rozpustadlach, najcastejSie v dimetylsulfoxide (DMSO). Toto rozpustadlo vSak




Zbornik prispevkov z 6. ro¢nika Jarnej Internacionalizovanej $koly doktorandov UPJS ﬂ

potencialne méze ovplyviiovat vysledky experimentov na bunkach (Timm, et al., 2013) a mnohi vyskumnici ho
odmietajt pouzit’ v in vivo pokusoch.

V prezentovanej praci navrhujeme vyuzitie hydrotropie, fenoménu narastu rozpustnosti lipofilnych latok vo vode
vplyvom pritomnosti tzv. hydrotropu, pre monomerizaciu HY vo vodnom prostredi.

Kromolyn (Disodium Cromoglicate — DSCQG) patri medzi chromény (Obr. 1) a jeho Struktura je odvodena od kelinu,
furanochromoénu prirodzene sa vyskytujiiceho v severoafrickej rastline parasci Sparadlovej (Ammi visnaga) (Ghrabi,
2005). Od r. 1970 je kromolyn vyuZzivany v klinickej praxi o.i. ako lokalne antialergikum na terapiu astmy. Ide o
netoxické, dobre tolerované lieCivo s unikatnymi fyzikalno-chemickymi vlastnost'ami. Je mimoriadne dobre rozpustny
vo vode, ma amfifilny charakter (Cox, 1967), v koncentraciach nad 19,5x10” mol-dm™ formuje lyotropické kvapalné
krystaly (Ding, et al., 2004) a Gi¢inkuje ako hydrotrép uz v koncentracidch nad 1x10™ mol-dm™ (Tavano, et al., 2016).

oo/\/\oo

Obr. 1 Struktira kromolynu

Literatira uvadza, ze kromolyn je schopny solubilizovat’' HY vo vodnom prostredi (KeSa, 2018). Cielom nasej prace je
Studium vyuzitia solubilizacie HY kromolynom vo vodnom prostredi pre ucely PDT, ¢im by mohlo ddjst’ k znizenej
potrebe vyuzitia organickych rozpustadiel, najmda DMSO v in vitro a in vivo experimentoch, d’alej sledovanie vplyvu
hydrotropickej solubilizacie na u¢innost’ HY sprostredkovanej PDT na bunkovych kultirach a taktiez sledovanie tvorby
singletového kyslika HY solubilizovanym vo vode pomocou kromolynu.

Vysledky
Fluorescencénd spektroskopia

Fluorescencné spektroskopia je citlivd metéda umoziujuca Studium vlastnosti fluoroférov pri nizkych koncentraciach
analytu. Nakol'’ko len monomérna forma HY fluoreskuje, vyvstala potreba detegovat’ jeho nizku koncentraciu v roztoku
vzorky. HY (0,15x10° mol-dm™) rozpusteny v 100% DMSO je kompletne monomerizovany a jeho emisné spektrum
tvoria dva vyrazné pasy s maximami pri 603 a 653 nm. Maximum intenzity fluorescencie pri 603 nm bolo pozorované
okolo 40 a.u. (Obr. 2 vlozené spektrum). Vo vzorke HY pripravenej rovnakym spdsobom, no vo fosfatovom tlmivom
roztoku a po rozpusteni v 0,1% (14x10” mol-dm™) DMSO nebola pozorovana fluorescencia, ¢o naznatuje agregiciu
HY. V pritomnosti kromolynu s koncentraciou 0,9x107 mol-dm™ a 1,8x10” mol-dm™ v prostredi tlmivého roztoku bola
pozorovand hydrotropicka solubilizacia HY, ¢o dokazuji emisné spektrda HY s maximom pri 602 nm (Obr.2).
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Obr. 2 Emisné spektra HY (0,15x 0 mol'dm™) v pritomnosti kromolynu merané vo fosfitovom tlmivom roztoku (pH 7,4). 0,9x107
mol-dm™ kromolyn je prezentovany modrou &iarou (€. 1); 1,8x10 mol-dm™ kromolyn je prezentovany ervenou &iarou (&. 2).
Fialové a zelené spektrum (€. 3 a 4) zodpoveda HY vo fosfdtovom tlmivom roztoku a v tlmivom roztoku obsahujucom naviac 0,1%
(14x10” mol-dm™) DMSO. Vlozené spektrum predstavuje emisiu HY o rovnakej koncentracii v 100% DMSO. Ay, = 550 nm.

Fluorescencéné spektroskopia - kinetiky

Sledovali sme zmeny fluorescencie HY v pritomnosti buniek linie HT-29 a vybranych koncentracii kromolynu a DMSO
vo vodnom prostredi poas 60 min. pri vinovej dizke 602 nm (Obr. 3A). Koncentracia HY bola konstantna a rovnaka
pre vietky vzorky (0,15x10 mol-dm™). Nérast fluorescencie HY v &ase indikuje narast podielu monomérnej formy HY
vo vzorke. V experimente sme porovnavali efekt 0,9x10~ mol'dm™ a 1,8x10™ mol-dm™ kromolynu s 0,05% (7x107
mol-dm™) DMSO na kinetiku nérastu intenzity fluorescencie HY v pritomnosti 2,5 mil. buniek linie HT-29. Vysledky
ukazuju, ze kromolyn vyrazne podporuje monomerizaciu HY atiez jeho inkorporaciu do membran HT-29 buniek.
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Fluorescencia HY v oboch vzorkadch s kromolynom dosiahla platdo pri 40 a.u., o je porovnatelné s maximom
fluorescencie monomérneho HY o rovnakej koncentracii v 100% DMSO. HY v pritomnosti 0,05% (7x10™ mol-dm™)
DMSO dosiahol platd 27,5 a.u. pocas 5 hod. Pol¢asy reakcie st uvedené v Tab. 1. Po 60 min. boli zmerané tiez emisné
spektra vzoriek (Obr. 3B), pri¢om emisné maximum bolo pozorované pri 601 nm.
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Obr. 3 A — &asovo zavisly narast intenzity fluorescencie HY (0,15x10° mol:dm™) v prostredi fosfatového tlmivého roztoku (pH 7,4)
v pritomnosti 2,5 mil. buniek linie HT-29 a kromolynu alebo DMSO pri 37°C. A., = 550 nm and A.,, = 602 nm. Modra ¢iara
prezentuje HY v pritomnosti 0,05% DMSO (7x107 mol-dm™), Eervena ¢iara HY v pritomnosti 0,05% DMSO + 0,9x107° mol-dm™
kromolynu a zelena to isté, no pri koncentréacii kromolynu 1,810 mol-dm™. B — emisné spektra vzoriek HY z A merané v 61. min.
Modré spektrum (&. 1) — HY v pritomnosti 0,05% DMSO (7x107 mol-dm™); &ervené spektrum (&. 2) - HY v pritomnosti 0,05%
DMSO + 0,9x107 mol-dm™; zelené spektrum (&. 3) - HY v pritomnosti 0,05% DMSO + 1,8x107 mol-dm™. ZIté spektrum (. 4)
predstavuje fluorescenciu buniek linie HT-29 v timivom roztoku bez HY a oranzové spektrum (€. 5) je emisnym spektrom rovnakej
koncentracie HY v 100% DMSO bez pritomnosti buniek. Spektra ¢. 4 a 5 sa pocas 60 min. za danych podmienok nemenili.

Tab. 1 Polgasy kinetik narastu emisie HY (0,15x10 mol-dm™) v pritomnosti 2,5 mil. buniek linie HT-29 a vybranych koncentracii
kromolynu a DMSO.

Vzorka 0,05% DMSO 0,9x107 mol-dm™ DSCG | 1,8x107 mol-dm> DSCG
Poléas reakcie (min.) 29.19 4.101 2.161

Singletovy kyslik

Singletovy kyslik je najucinnejSou reaktivnou formou vo fotodynamickej terapii rakoviny. HY ako fotosenzitizér je
schopny excitacie, ,.intersystem crossing™ prechodu na tripletovy stav a naslednému odovzdaniu energie za vzniku
singletového kyslika jedine ak je pritomny v monomérnej forme. Vo vodnom prostredi vSak HY formuje agregaty,
ktoré su fotodynamicky neaktivne. Po oziareni HY s koncentraciou 5x10° moldm™ solubilizovaného v destilovanej
vode uginkom 30x107 mol-dm™ a 60x10° mol-dm™ kromolynu sme pozorovali vznik singletového kyslika.
Molekularny pomer HY (5x10 mol-dm™) a kromolynu (60x10° mol-dm™) je rovnaky ako v pripade fluorescenéného
experimentu, asice 1:12 000 (Obr. 4). Produkcia singletového kyslika HY o rovnakej koncentracii rozpusteného
v 100% DMSO je viak priblizne 10-krat vys§ia. Na druhej strane, v 0,5% vodnom roztoku DMSO (60x10~ mol-dm™)
nebol pri rovnakej koncentracii HY vznik singletového kyslika pozorovany.
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Obr. 4 — Fosforescencia singletového kyslika generovaného u¢inkom HY (5x10°® mol-dm™) po fotoaktivécii 5 — 7 ns trvajicimi
laserovymi pulzami o vinovej dizke 532 nm vo vodnom prostredi. HY bol solubilizovany kromolynom s koncentraciou 60x107
mol-dm™ (&. 1, modra &iara) a 30x107> mol-dm™ (&. 2, Gervena &iara). Zelena &iara (&. 3) predstavuje absenciu singletového kyslika vo
vzorke HY (5x10° mol'dm™) s 0,5% obsahom DMSO (60x107 mol-dm™) v destilovanej vode. VloZeny obrazok s oranzovym
spektrom predstavuje signal singletového kyslika generovaného HY (5x107 mol-dm™) rozpustenym v 100% DMSO.
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Casovo a davkovo zavisly uéinok fotoaktivovaného HY rozpusteného v DMSO a v kromolyne na metabolicka aktivitu
buniek linie HT-29

Metabolicka aktivita bola stanovena ako celkovy signal vyplyvajici z poctu metabolizujicich buniek a intenzity ich
metabolizmu po expozicii HY-PDT po 24 a 48 hod. Ako rozpustadlo pre HY bolo pouzité DMSO, resp. HY bol
solubilizovany vodnym roztokom 1,8x10”* mol-dm™ kromolynu. HY bol v experimente pouzity v koncentraciach 0 —
150x10° mol-dm™. V oboch sledovanych skupinich (DMSO a kromolyn) bol pozorovany na &ase a davke zavisly
inhibi¢ny efekt na metabolick( aktivitu buniek linie HT-29 (Obr. SA, B). U nizsich davok HY nebol pozorovany ziaden
efekt. V porovnani s kontrolou, HY solubilizovany kromolynom spdsobil pokles metabolickej aktivity na 50,56% po
24 hod. a29,52% po 48 hod. V pripade, Ze ako rozpustadlo pre HY bolo pouzité, ziadna jeho koncentracia neviedla
k poklesu metabolickej aktivity na menej nez 50% v porovnani s kontrolou.

140 A 24 h 1404 B 48 h
1 DMSO I DMSO
1204 == crRomoLYN 120 == CROMOLYN
100-| 100 o
e *
*
30 x 2 80 o X
o * *
*
60| 50 o
*
o
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Obr. 5 Efekt fotoaktivovaného HY rozpusteného v DMSO, resp. solubilizovaného v kromolyne na metabolickua aktivitu buniek linie
HT-29. Metabolicka aktivita bola vyhodnotena po 24 hod. (A) a 48 hod. (B) pomocou MTT testu. Vysledky su vyjadrené ako
priemerné hodnoty + SD troch nezavislych experimentov. Experimentalne skupiny exponované fotoaktivovanému HY rozpustenému
v DMSO alebo vo roztoku kromolynu boli porovnané s kontrolnou skupinou (* p<0.05). Experimentalne skupiny exponované
fotoaktivovanému HY rozpustenému v DMSO boli porovnané s experimentalnymi skupinami exponovanymi fotoaktivovanému HY
solubilizovanému vo vode pomocou kromolynu (° p<0.05).

Zaver

Kromolyn je efektivny hydrotrop schopny solubilizovat' a monomerizovat’ hypericin vo vode, ¢o uz bolo v literature
publikované. To isté sme potvrdili v prostredi fosfatového tlmivého roztoku. Zaujimavé fyzikalno-chemické vlastnosti
tohto hydrotrépu, nizka in vivo toxicita a pdsobenie na trhu po dobu niekolkych dekad robia z kromolynu a jeho
moznych aplikdcii sl'ubny predmet vyskumu. Vysledky naSej prace naznacuju, Ze pritomnost kromolynu v systéme
obsahujiicom suspenziu buniek, vedie k vyraznému zrychleniu monomerizéacie hypericinu a tiez jeho inkorporacie do
bunkovych membran v porovnani so systémom bez kromolynu. Potvrdili sme tiez, Ze takto solubilizovany hypericin pri
Studovanom molekularnom pomere moéze byt fotoaktivovany a teda mdze sprostredkivat’ produkciu singletového
kyslika vo vodnom prostredi. V radovo rovnakej koncentracii ako v pripade kromolynu, DMSO vo vodnom roztoku
nema ziaden vplyv na monomerizaciu hypericinu a teda za takych podmienok ani nedochadza k produkcii singletového
kyslika. Biologicky experiment na bunkach linie HT-29 ukazal, ze hypericin solubilizovany v kromolyne ma Statisticky
vyznamne vy$$iu ucinnost’ pri hypericinom sprostredkovanej fotodynamickej terapii, nez ked’ je ako rozpustadlo
hypericinu pouzit¢ len DMSO. Kromolyn teda moéze predstavovat’ vhodnu alternativu k vyuZzitiu organickych
rozpustadiel, napr. DMSO v in vitro, a pre nizku toxicitu tieZ v in vivo aplikaciach.
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Su za antibioticku rezistenciu zodpovedné iba antibiotika?
Are the antibiotics the only ones responsible for antibiotic resistance?
Ivana TIMKOVA, Viktéria PEVNA, Peter PRISTAS, Jana SEDLAKOVA-KADUKOVA

Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach, Prirodovedeckd fakulta

Abstrakt: V suCasnosti narastaju obavy z kontaminacie prostredia tazkymi kovmi v dosledku antropogénnej aktivity.
Nadmerné uzivanie produktov obsahujtcich tieto latky nevyhnutne vedie k ich ukladaniu v pdde, ¢o ovplyviiuje pddne
mikroorganizmy ako ich zakladna zlozku, ktora zohrava délezitd ulohu v zachovavani pddnych funkcii. Cielom tejto
Stidie bolo ur¢it’ pocet kolonii tvoriacich jednotiek (z angl. colony forming units, CFU) na gram suchej vzorky haldy
a taktieZ pocetnost’ antibioticky tolerantnych bakterialnych izolatov spolu s uréenim minimalnej inhibi¢nej koncentracie
vybranych antibiotik (z angl. minimal inhibitory concentration, MIC). Vzorky haldy boli odobrané z dvoch odbernych
miest (48° 36" 4,47502°" N, 19° 57°32,654°" E and 48° 36" 4,4634"" N, 19° 57" 32,67"" E) a zmie$ané dohromady.
Mikroorganizmy pouzité v tejto Studii boli rutinne kultivované a testované na pritomnost’ tolerancie voci Styrom
antibiotikam v réznych koncentraciach - ampicilin (AMP (10 — 100 pg/ml)), chloramfenikol (CHLOR (1 — 20 pg/ml)),
tetracyklin (TET (2 — 50 pg/ml)) a kanamycin (KAN (5 — 200 pg/ml)). Experimenty dokazali vel'mi vysoka mieru
antibiotickej rezistencie v pripade CHLOR a KAN; na druhej strane, rezistencia vo¢i TET bola pozorovana ako

KUPucové slova: antibioticka rezistencia, znecistenie tazkymi kovmi, skrizend rezistencia

Abstract: Environmental heavy metals contamination as a result of anthropogenic activity is of great concern
nowadays. Extensive use of products containing heavy metals inevitably lead to metal deposition in soil affecting
microorganisms as its fundamental component, which have important role in maintaining soil functions. The aim of our
study was to determine the number of colony forming units (CFU) per gram of dry dump soil sample and also the
counts of antibiotic tolerant bacterial isolates together with antibiotic minimal inhibitory concentration (MIC)
determination. Dump soil samples were harvested from two collection sites (48° 36" 4,47502"" N, 19° 57°32,654"" E
and 48° 36" 4,4634"" N, 19° 57" 32,67"" E) and mixed together. The microorganisms used in this study were routinely
cultivated and screened for resistance to different concentrations of four antibiotics — ampicillin (AMP (10 — 100
pg/ml)), chloramphenicol (CHLOR (1 — 20 pg/ml)), tetracycline (TET (2 — 50 pg/ml)) and kanamycine (KAN (5 — 200
pg/ml)). Experiments showed high antibiotic resistance pattern in the case of CHLOR and KAN; on the other hand,
TET resistance was proved as the lowest one with the MIC value determined at 20 pg/ml.

Keywords: antibiotic resistance, heavy metals contamination, cross resistance

Introduction

Antibiotic resistance (AR) in clinical and natural settings represents a serious global concern. Misuse, or, on the other
hand, the overuse of these compounds in agricultural and medical operations are the major criteria for increased
bacterial antibiotic resistance . But the assumptions that this type of resistance originates merely from these two
phenomena are no longer truthful; despite the efforts for antibiotic usage and application reduction, the AR still
continues to increase. AR occurs not only as a result of selective pressure created by antibiotics (ATBs), but also due to
diverse contaminants, heavy metals not excluded, which promote microbial dissemination of genetic material by the
processes of co-resistance and cross-resistance * °. Heavy metals resistance genes responsible for defence against metal
stressors are often closely associated with genes coding for AR. These resistance genes either encode for detoxifying
mechanisms (e. g. efflux pumps), which are able to reduce intracellular concentration of not only heavy metals, but also
ATBs non-specifically (it is called cross resistance), or can be co-located on the same mobile genetic element with AR
genes, thus can be co-transferred together in the process called horizontal gene transfer also in the case, when only one
gene is being selected by the environment’. The fact, that heavy metals contaminated soil, in comparison with non-
contaminated soil, have a capacity for higher amount of antibiotic resistant isolates, has led to the assumption, that
metal pollution may play an important role in increasing of bacterial antibiotic resistance through the indirect selection
mechanisms®’. The regions with elevated levels of AR are very often found in the environment. One of the many
examples could be the environment of dump, which could represent a pool of AR determinants and also a bioreactor
containing chemical stressors and opportunities for genetic material exchange'’. By elucidating the relation among
ATBs and metals in the environment we will be able to explain how environmental reservoirs could influence the
dissemination of AR among clinically important bacterial isolates''. Hence, the main objective of this study was to
determine the minimal inhibitory concentration (MIC) of particular antibiotics in bacterial isolates isolated from the
metal contaminated soil of dump.

Materials and methods

Two samples of dump material (approx. 100g each) were harvested from the top layer (0—10 cm) at two sampling sites
located near the city of Hnusta, Slovakia (48° 36" 4,47502"" N, 19° 57'32,654"" E and 48° 36" 4,4634"" N, 19° 57’
32,67 E). In this locality, high concentrations of heavy metals have been accumulated for decades due to the mining
activity. In the laboratory, both dump samples were mixed together thoroughly. 1g of mixed dump soil was suspended
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in 10 ml PBS-T and intensively shaken for 30 minutes. Then, 50ul of serial 10-fold dilutions of dump soil suspensions
were plated onto the TSA (Tryptic Soy Agar) agar plates, which were subsequently cultivated at laboratory temperature
for 48 hours to determine CFU (colony forming units). Based on the variable colony phenotype observed on TSA agar
medium, 90 bacterial isolates were randomly chosen for their antibiotic susceptibility testing with subsequent MIC
determination. Antibiotic susceptibility testing was performed on MH (Mueller-Hinton) agar using the dilution method
with the addition of antibiotics - ampicillin (AMP), chloramphenicol (CHLOR), tetracycline (TET), kanamycine
(KAN). ATBs were added to the medium in the form of stock solution in an appropriate amount to the achievement of
final concentrations of ATBs in the medium. ATBs concentrations were as follows: AMP (10 — 100 pg/ml), CHLOR (1
— 20 pg/ml), TET (2 — 50 pg/ml) and KAN (5 — 200 pg/ml). Inoculated agar plates were incubated at laboratory
temperature for 48 hours and then the growth of bacterial isolates was evaluated.

Results and discussion

In our investigation, we found out that the number of bacterial CFUs in metal contaminated soil of dump after 48-hours
incubation of isolates was 3.02x10’. This number is approximately in accordance with conclusions of Berg et al.”, who
observed 1.5x10° CFUs per gram of metal contaminated soil. Based on the variable phenotype of the colonies, 90
randomly chosen bacterial colonies were selected to examine their antibiotic resistance at variable antibiotic
concentrations.

As it is shown in the Figure 1, the highest patterns of ATB resistance were observed in the case of CHLOR and KAN;
even at the highest concentrations of these ATBs resistant isolates were observed. Similar situation was in the case of
AMP, where resistance pattern was not as high as in the case of antibiotics previously mentioned, but even the highest
concentration of this antibiotic was still not enough to set its MIC value. Only in the case of TET we established MIC —
20 pg/ml. Contrary to our results, where TET resistance was observed as the lowest one, Safari Sinegani et al.'” in their
study of microorganisms cultivated from mining wastes proved this resistance in the majority of their isolates. They
also observed significantly higher tolerance and multitolerance to studied antibiotics. Our results are also in conflict
with experiments of Tomova et al.'?, who screened ATB resistance profiles of bacteria from habitat that seem unlikely
to be exposed to anthropogenic contamination, from the Antarctica. They found AMP resistance as the highest one
comparable to Berg et al.” in their research with copper-resistant isolates. Berg et al.” also observed the phenomenon of
Cu-resistant bacteria to be multiple-antibiotic resistant significantly more often, what they confirmed later in 2010",
This research also defined CHLOR resistance as the second most prevalent what is similar to the case of our bacteria,
which resembled very high resistance to this antibiotic as well. Based on our results we can assume that heavy metals
contaminated environment of dumps could act as a reservoir of bacterial antibiotic resistance determinants what can
pose a threat to human health.
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Fig. 1 Antibiotic resistance graphs of bacteria cultivated from dump

Conclusion

Our results showed very high antibiotic resistance pattern in microorganisms isolated from heavy metals contaminated
soil of dump. The presence of ATB resistance in such contaminated place is alarming because of the selective pressure
created just by heavy metals, which is probably responsible for ATB resistance occurrence and maintaining in
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populations of soil microorganisms. Also transfer of ATB resistance determinants among bacteria, even human
pathogen ones, is of concern. Based on the results obtained in this work we can conclude, that these sites could act as a
hidden and often underestimated reservoir of ATB resistance in the environment.

Acknowledgements
Preparation of this study has been supported by the Scientific Grant Agency of the Ministry of Education of the Slovak
Republic VEGA Grant no. 1/0229/17.

References

1.

10.

11.

12.

13.

Stepanauskas, R. et al. Elevated microbial tolerance to metals and antibiotics in metal-contaminated industrial
environments. Environ. Sci. Technol. 39, 3671-3678 (2005).

Stepanauskas, R. et al. Coselection for microbial resistance to metals and antibiotics in freshwater microcosms.
Environ. Microbiol. 8, 1510—1514 (2006).

Baker-Austin, C., Wright, M. S., Stepanauskas, R. & McArthur, J. V. Co-selection of antibiotic and metal
resistance. Trends Microbiol. 14, 176—182 (2006).

Berg, J. et al. Cu exposure under field conditions coselects for antibiotic resistance as determined by a novel
cultivation-independent bacterial community tolerance assay. Environ. Sci. Technol. 44, 8724-8728 (2010).

Ashbolt, N. J. Human Health Risk Assessment (HHRA) for Environmental Development and Transfer of
Antibiotic Resistance. Environ. Health Perspect. 121, 993-1002 (2013).

Perry, J. A. & Wright, G. D. The antibiotic resistance “mobilome”: Searching for the link between environment
and clinic. Front. Microbiol. 4, 1-7 (2013).

Knapp, C. W. ef al. Antibiotic resistance gene abundances correlate with metal and geochemical conditions in
archived Scottish soils. PLoS One 6, (2011).

Ana Alonso, P. S. and J. L. M., Alonso, A. & Sa, P. Environmental selection of antibiotic resistance genes.
Environ. Microbiol. 3,1-9 (2001).

Berg, J., Tom-Petersen, A. & Nybroe, O. Copper amendment of agricultural soil selects for bacterial antibiotic
resistance in the field. Lett. Appl. Microbiol. 40, 146—151 (2005).

Knapp, C. W. et al. Relationship between antibiotic resistance genes and metals in residential soil samples from
Western Australia. Environ. Sci. Pollut. Res. 24, 2484-2494 (2017).

Knapp, C. W., Dolfing, J., Ehlert, P. a I. & Graham, D. W. Supplementary Information : Evidence of increasing
antibiotic resistance gene abundances in archived soils since 1940. Environ. Sci. Technol. 44, 1-8 (2010).

Safari Sinegani, A. A. & Younessi, N. Antibiotic resistance of bacteria isolated from heavy metal-polluted soils
with different land uses. J. Glob. Antimicrob. Resist. 10, 247-255 (2017).

Tomova, 1., Stoilova-Disheva, M., Lazarkevich, I. & Vasileva-Tonkova, E. Antimicrobial activity and
resistance to heavy metals and antibiotics of heterotrophic bacteria isolated from sediment and soil samples
collected from two Antarctic islands. Front. Life Sci. 8, 348-357 (2015).




Zbornik prispevkov z 6. ro¢nika Jarnej Internacionalizovanej $koly doktorandov UPJS

Navrh exponatu pre mizeum vedy a prehlad vystav, zameranych na fyziku, v ramci

koncepcie neformalneho fyzikalneho vzdelavania
Science Centrum exhibit design and review of Physics related exhibitions within
the concept of non-formal Physics education
Ivan TRONOV

Univerzita Pavla Jozefa Safirika v Kosiciach, Prirodovedeckd fakulta

Abstrakt: Skolské tematické exkurzie Ziakov do vedeckych muzei alebo vedeckych &i popularizaénych centier st
sucastou neformalneho vzdelavania. V prepojeni na Skolské (formalne) vzdelavanie mdze mat pozitivny vplyv
vztah ziakov v vyucbe fyziky ale aj na ich profesijnii orientaciu. V prispevku sa zaoberame vdzbami medzi
jednotlivymi formami vzdelavania a ulohou vedeckych centier pri popularizécii vedy a prirodovedného vzdelavania.
Hodnotime vybrané centra popularizacie vedy z pohl'adu tematického zamerania ich exponatov. Na konkrétnom
priklade nami navrhnutého a zostrojeného exponatu demonstrujeme princip fungovania bezdrotovej nabijacky
mobilného zariadenia. Exponat prezentuje aktudlnu tému blizku ziakom a jej vyuzitie pri vzbudeni zadujmu o jej
porozumenie.

Klucové slova: neformdlne vzdeldavanie prirodovednych predmetov, neformdlne vzdelavanie fyziky, vedecké
centrum, dizajn expondtov.

Abstract: School thematic excursions to science museums or science or popularization centers are part of informal
learning. In relation to school (formal) education, the relationship between pupils in physics teaching and their
professional orientation can have a positive impact. The paper deals with the links between the different forms of
education and the role of scientific centers in the popularization of science and science education. We evaluate
selected centers of science popularization from the point of view of their exhibits. On a concrete example of our
proposed and constructed exhibit, we demonstrate the principle of functioning of a wireless mobile charger. The
exhibit presents the current topic close to the pupils and its use in arousing interest in its understanding.

Key words: informal science education, non-formal Physics education, science centrum, exhibit design.

Relations between formal, non-formal and informal education

The modern world is rapidly and permanently changing and these changes affect all fields of life, including
education as one of it’s the most significant parts. The traditional methods are being substituted by modern ones,
which carry within them the combination of the up-to-date trends and technologies. While traditionally formal
education has been highly valued, other kinds of learning have are gaining more regard as constituting an important
part of professional development. The Organization for Economic Co-operation and Development (OECD) has
defined 3 forms of education. These forms are — formal, non-formal and informal. Formal education is associated
with schools and other educational institutions which include colleges, universities, community colleges and other
educational organizations which focus upon particular areas such as technology, business, management etc. Another
type of education is non-formal education, this type of education normally takes place outside the formal system of
education with the main purpose of developing the skills and aptitudes of the individuals that are required for their
day to day existence; it is considered to be more flexible and learner focused. According to the widely accepted
definition, non-formal education is the learning that occurs in a formal learning environment, but that is not formally
recognized within a curriculum or syllabus framework (1). By the time a student has finished high school, not only
should he or she have basic scientific literacy skills, but also it is likely that the learner will have experienced
learning in a variety of contexts. Their learning experience will have expanded to include learning in informal, non-
formal and formal contexts. This can be visualized in this way:

Non-
formal
Learning

Informal
Leaming

Formal
Leaming

Figure 1: The Integrated Learning Context Model: Formal, Non-formal and Informal (2)
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In this representation of the learner in the integrated learning contexts, it is easy to understand how the individual
remains at the centre. The learner gains different knowledge and skills from each context and integrates them into
his or her own personal knowledge focus (2).

Non-formal and informal STEM education is being actively investigated, as an educational tool. Research is
conducted or supported by the well-named organizations such are CAISE, European SCIENTIX in collaboration
with European Schoolnet, UMass Donahue Institute of Massachusetts Research and Evaluation Group, NSF and
ITEST (National Science Foundation's Innovative Technology Experiences for Students and Teachers). All these
organizations reported about the positive impact of non-formal and informal STEM education in collaboration with
traditional formal. Further research is being carrying out, including popular forms of non-formal STEM education.
One of these forms is science museum or science centrum exhibition.

Science Centrum within the framework of non-formal science education

The Phenomena of science centrum flourished the recent days. According to data taken from the European Network
of Science Centres and Museums currently there are more than 198 science museums or science centrums only in
Europe. The world number of science oriented museums is much larger. Science centrums exist in order to create a
favourable environment for the growth of harmoniously developed personality The mission of tours to science
centers is to provide students with not only interesting knowledge, but also bright emotions, motivating them and
encouraging towards studying science related disciplines and Physics in Particular. Tours for school students are
often conducted in a research form, media materials are shown, and master classes are organized. As a result, there
is a mutual integration of the content of study tours and educational programs of educational institutions.

The main part of each science exhibition is the exhibit. To greater extent, science centrums follow the rule 1/3, 1/3,
1/3; which means that, 1/3 of the exhibits should be original to the science centrum, 1/3 purchased from a vendor or
science centrum and modified and 1/3 should be bought “off the shelf” (4). Creating the exhibit is to greater extent,
a complicated task. Mostly, new exhibits are designed and created not directly by the science museums, but by
business entities, the work in collaboration with universities and research centrums. Regarding Physics related
exhibitions we consider the following principles essential for the exhibit design Good quality exhibit should be safe
for interaction, be interesting and attracting, correctly illustrate the particular phenomena, contain description, at the
level of understanding of different categories of visitors, and have to greater extent durability in order to operate for
the long period of time. Another important factor that should be taken into account is the motivation of visitor to
study the Physics related exhibit. According to Hein and Alexander, “visitors greatly prefer interactive elements” in
exhibitions” (5).As part of our research within non-formal Physics education, we are devoted to the design of new
exhibit for the Physics related exhibitions, Bearing in mind visitors needs and considering the general principles of
process design.

The review of Science Centrum exhibits

Within our research we have visited five Physics related science centrums located in Moscow, Bratislava, Budapest,
Ryazan, Kosice and made a review of represented exhibits. The review is based on the Physics related exhibitions in
Science centrums Exparamentorium (Russia, Moscow), Centrum Vedy CVTI SR (Slovakia, Bratislava), Palace of
wonders (Hungary, Budapest), Experimentoria (Russia, Ryazan), SteelPark (Slovakia, Kosice) visited in the periods
of years 2017-2018. All the exhibits were classified on the basis of phenomena illustration, related to particular
Physics’ topic. The graph (Fig. 2.) shows the number of exhibits, belonging to corresponding topics. Sometimes
exhibits illustrate the principles based on miscellaneous sections of Physics; therefore we are intended to mention
them multiple times in accordance to the topic.

As we can see from the graph most of the exhibits refer to Dynamics, Electrodynamics and Optics sections.
Mechanics is the most popular category, due to the accessibility, durability and the developing process. Other most
frequently occurring exhibits were based on the interactions with magnets, simple electro-motors, and optic
illusions. The low number of exhibits belonging to Thermodynamics and Nuclear Physics can be explained by high
costs as well as the difficulty of the design process and exhibit operation, concerning the safety issues and other
complications in interactions with visitors. From our point of view, unfortunately, no means all represented exhibits
can qualitatively illustrate the Phenomena. In some cases, we have discovered theoretical imprecision in the exhibit
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description, in others there was little scientific value. Some of the represented exhibits are aimed just to entertain
visitors; in that case the scientific and educational value is missing. In order to modify or improve the existing
exhibits the regular assessment is required.
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Figure 2. The review of exhibits in accordance to the Physics section
Exhibit design for the science centrum

As an example, in the article we observe the exhibit «Exploring the Wireless charger», proposed for the science
centrum SteelPark Kosice. The exhibit is aimed at illustrating the principle of the Wireless charger operating. We
have chosen that topic because of its relevance due to popularity of these devices the recent days. The exhibit
illustrates the phenomena, is considerably cheap, safe for interaction with visitors, easy for assemble and durable as
well.

Wireless Charger is a device based on the Qi standard of charging ("Qi", in honor of the term, which belongs to
Eastern philosophy) - a standard developed by the Consortium of Wireless Electromagnetic Energy (Wireless Power
Consortium, WPC) for inductive energy transfer over a distance of 4 cm (6). In wireless charging systems, the
phenomenon of electromagnetic induction is used to transfer energy from a source (transmitter) to a receiver, which
consists in the generation of an electric current in a closed loop when the magnetic flux penetrating this circuit
changes. Qi equipment includes a transmitter plate (with a flat coil) in the base (connects to a stationary power
source) and a compatible receiver in a plug-in charging device (also a flat coil) (6). Coils form a system with an
inductive coupling. Alternating current, flowing in the winding of the primary coil, creates a magnetic field that
induces a voltage in the receiving coil, which can be used both for charging the battery and for powering the device.

The proposed exhibit design (Figure 3) consists of the low power Wireless charger (up to 5 Watts; it can be created
or purchased) in the transparent box (1); receiver coil with micro USB input and USB output (2), USB cable with +
(red) and — (black) endings (3), voltmeter from 5 to 10 Volts voltage (4) and high brightness LED diode (3).
Voltmeter is parallel adjusted to the LED diode showing the voltage of on the diode. The visitor interacts with
receiver coil by changing the distance between the transmitter and receiver, monitors the change of voltage and the
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brightness of diode. It is also possible to apply 2 receivers, showing that the amount of transferred power does not
depend on the number of interacting devices. Usually the value of voltage is approximately 4.5-4.4 Volts. The
exhibit shows how the amount of transferred power depends on the distance. It comes with principle description and
the instructions for the interactor. As far as we are concerned, exhibit should attract young visitors and adults who
what to study the principle of Wireless charger operation.

Figure 3. Own design of exhibit Exploring the Wireless charger

We consider, that the general purpose of Science centrum exhibit is to attract the visitor by creating of so-called
“wow-effect” engaging them to immerse into the Phenomena by investigating the principle on which the exhibit is
based on.

Conclusion

To sum it up — let’s answer the question - What is a science centrum today? Should we consider it to be an
educational tool within non formal Physics education or the instrument for visitor’s entertainment? As far as we
concerned Science centrum can represent both options, depending on visitor’s goals. Everyone will find what to do
there, on the basis of their needs. However, from our point of view, due to the growing popularity of phenomena it
can become an effective popularization tool for Science education and Physics in particular. It is especially
important to show School students that Physics is not about task solving, but conducting experiments as well. And it
is important, indeed, as Physics has always been an experimental brunch of science. Science centrum today is a tool
that helps to apply practical knowledge gained on the lessons at school. A tool that engages future High students,
those who are still not certain regarding their occupation, not to be afraid of Physics therefore choose Physics or
science related direction in life. An amazing multifunctional tool that can become really effective, as a part of non-
formal Physics education in collaboration with formal approach.
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Farbiace problémy v teorii grafov
Coloring problems in graph theory
Erika VOJTKOVA

Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach, Prirodovedeckd fakulta

Abstrakt: Problém hranového zafarbenia grafu je jeden zo zékladnych problémov v teérie grafov. Tento problém
nachadza svoje uplatnenie napr. pri rozvrhovacich problémoch a pri priradeni frekvencii pre siete s optickymi vldknami.
V jednotlivych ¢astiach uvadzame prehlad starSich a novSich vysledkov pre niekolko réznych typov hranového
zafarbenia, ako je silné hranové zafarbenie a hviezdne hranové zafarbenie grafu. Pre jednotlivé typy zafarbenia grafu
uvadzame aj zoznam otvorenych problémov, ktoré tvoria zéklad pre d’alSie Stadium.

Krucové slovda: graf, chromaticky index, hranové zafarbenie grafu, silné hranové zafarbenie, hviezdne hranové
zafarbenie.

Abstract: The edge coloring problem is one of the fundamental problems in graph theory. This problem has
applications in scheduling problems and in frequency assignment for fiber optic networks. In following parts, we survey
old and new results for various types of edge coloring, such as the strong edge coloring and star edge coloring. In
addition, we mention some open problems, which will be base for next research.

Keywords: graph, chromatic index, edge coloring, strong edge coloring, star edge coloring.
Silné hranové zafarbenie

Bezdrotova radiova siet’ pozostava zo skupiny vysielacov vo vesmire komunikujucich navzajom cez zdiel'ané médium.
Kazdy vysiela¢-prijima¢ ma rozsah (geografickl oblast’), v ramci ktorého méze komunikovat' s inymi vysielacmi.
Komunikacia sa mdze uskutocnit’ medzi dvojicou uzlov, ktoré su navzajom v dosahu prostrednictvom protokolov, ktoré
odosielaju datové pakety v jednom smere a potvrdia v druhom smere. Priradenie kanalov alebo frekvencii medzi
spojeniami vysielacov tak, aby sa zabranilo primarnemu (susedné hrany) a sekundarnemu (hrany vo vzdialenosti dva)
ruSeniu je problém silného hranového zafarbenia grafu, ktory reprezentuje radiovu siet. Takto definované a
reprezentované zafarbenie nachadzame v (H. Hocquard a P. Valicov, 2011).

Sformulujme formalnu definiciu silného hranového zafarbenia grafu. Pripomenme este, Ze vzdialenost'ou dvoch hran
rozumieme pocet vrcholov na najkratsej ceste, ktorej jeden koniec patri jednej hrane a druhy koniec druhej hrane. Teda
susedné hrany majt vzdialenost 1.

Definicia: Silné hranové zafarbenie grafu G je hranové zafarbenie, kde kazdé dve hrany vo vzdialenosti najviac dva
maju réznu farbu. Najmensi pocet farieb, pre ktory existuje silné hranové zafarbenie grafu G sa nazyva silny
chromaticky index a oznacujeme ho x5(G).

V roku 1985 Erdés a Nesettil vyslovili domnienku, Ze silny chromaticky index pre kazdy graf s maximalnym stupniom
A je najviac %AZ a zaroven sformulovali nasledujuci problém.

Problém (P.Erdds a J. Nesettil, 1989): Pre aké najmensie t(k) plati, ze ak A(G) = k, tak y<(G) < t(k)?

Trividlnym pozorovanim okolia hrany do vzdialenosti dva dostavame, ze pre kazdy graf G s maximalnym stupfiom A

plati x5(G) < 2A% — 2A + 1. To implikuje, Ze t(k) < 2k? — 2k + 1. No na druhej strane Erdés a Nesetfil zostrojili
2

graf G s maximalnym stupfiom k taky, ze xs(G) = %, ak k je parne a x;(G) = % - ; + i, ak k je neparne. NavySe

sa domnievali, Ze nimi skonstruované grafy st optimalne a h'adana hodnota t(k) nadobuda prave tieto hodnoty.

Hypotéza (P. Erd6s a J. Nesettil, 1988): Pre kazdy graf G s maximalnym stupiiom A plati

Xs(G) < f(A), kde f(A) je definovana nasledovne.

2
4 ak A je parne,

_ 4
f(A)_ SAZ A 1 - 7
— ——-+- akAjeneparne.
4 2 4

V roku 1989 R. J. Faudree a kolektiv vyslovili silnej$iu hypotézu pre silny chromaticky index bipartitnych grafov.
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Hypotéza (R.J.Faudree, A. Gyarfas, R. H. Schelp a Zs. Tuza, 1989): Pre kazdy bipartitny graf G s maximalnym
stupiiom A plati y5(G) < AZ.

Poznamenajme, ze koncept silného hranového zafarbenia definovali uz J. L. Fouquet a J. L. Jolivet (1983) niekol'ko
rokov pred sformulovanim hypotézy Erd6sa a Nesetfila.

Horék, Qing a Trotter v roku 1983 poznamenali, Ze sa zd4 byt’ vel'mi tazké dokazat, ze y5(G) < (2 — £)A? pre nejaké
€ > 0. No M. Molloy a B. Reed v roku 1997 vyriesili tento problém asponi pre velké hodnoty A, ked’ ukazali, ze
v takom pripade plati y5(G) < 1,998A2. Ide o prvii zndmu netrivialnu hranicu pre silny chromaticky index. Nedavno
M. Bonamy, T. Perrett, L. Postle (2018 - ArXiv) zniZili tito hranicu dokonca na 1, 875A? (opit pre velké hodnoty A).

V oblasti silného hranového zafarbenia existuje mnoho otvorenych problémov a odhadov tykajlcich sa silného
hranového zafarbenia. Pre nas zaujimavé su:

Hypotéza (R.J.Faudree, A. Gyarfas, R. H. Schelp a Zs. Tuza, 1990): Silny chromaticky index kazdého grafu s cyklami
dlzky delitel'nej Styrmi je ohranic¢eny linearnou funkciou premennej A.

Hypotéza (R.J.Faudree, A. Gyarfas, R. H. Schelp a Zs. Tuza, 1990): Ak G je bipartitny kubicky graf s dostatocne
velkym obvodom, tak y5(G) < 5.

Hviezdne hranové zafarbenie

Hviezdne hranové zafarbenie grafu G je reguldrne hranové zafarbenie také, ze kazdy dvojfarebny suvisly podgraf grafu
G je cesta dizky najviac 3. Inymi slovami, v grafe zakazeme dvojfarebné 4-cykly a 4-cesty (pod k-cestou v grafe
rozumieme cestu obsahujucu k hran). Tento pojem je akysi medzikrok medzi acyklickym hranovym zafarbenim a
silnym hranovym zafarbenim, ktorému sme sa venovali v predchadzajticej Casti. Hviezdne hranové zafarbenie zaviedli
vroku 2008 Liu a Deng, ktori boli motivovani vrcholovou verziou. V roku 2013 Dvoidk, Mohar a Samal uréili
(doposial’ najlepsiu) hornti a dolnu hranicu pre hviezdny chromaticky index kompletnych grafov. Zaved'me formalnu
definiciu, ako aj potrebné pojmy pre tento typ ofarbenia.

Definicia: Hviezdne hranové zafarbenie grafu je reguldrne hranové zafarbenie bez dvojfarebnych ciest a cyklov dizky
Styri. Hviezdne hranové zafarbenie grafu pomocou k farieb sa nazyva hviezdne hranové k-zafarbenie. NajmensSie
prirodzené ¢islo k, pre ktoré existuje hviezdne hranové k-zafarbenie grafu G sa nazyva hviezdny chromaticky index.
Budeme ho oznaovat’ x5 (G).

Z predchadzajtcej definicie vyplyva vztah medzi chromatickymi invariantami hviezdneho hranového k-zafarbenia,
silného hranového k-zafarbenia a hranového k-zafarbenia grafu G:

x5(6) = xt(G) = x'(G) = A.
Préave autori, ktori toto zafarbenie zaviedli, dokdzali nasledujicu hornu hranicu:

Veta (X. S. Liu a K. Deng, 2008): Pre kazdy graf G s maximalnym stupfiom A > 7 plati

3
X5:(6) < [16 (A — 1)2].
Vseobecnll horna hranicu mozeme ziskat’ aj pomocou odhadu pre kompletné grafy.

Veta (Z. Dvoiék, B. Mohar a R. Samal, 2013): Pre hviezdny chromaticky index kompletného grafu K,, plati

, 22VZ(1+0(1))/logn
2n(1+0(1)) < xi(K,) Sn—F—.
log n4

Teda pre kazdé € > 0 existuje konstanta c taka, ze x5, (K,) < cn'*€ pre kazdé n > 1.
Pouzitim tejto vety je mozné ur€it’ nelinearnu horni hranicu pre v§eobecné grafy.

Veta (Z. Dvordk, B. Mohar a R. Samal, 2013): Nech G je 'ubovolny graf s maximalnym stupfiom A a K,.q je
kompletny graf radu A + 1. Potom
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’ , logA \*
X5 (6) < Xt (Kpi1)0 (W)

ateda yi (G) < A2°0(DVlogA

Dvorak a kolektiv taktiez skiamali kubické grafy a ukazali, ze hviezdny chromaticky index nadobuda hodnoty medzi 4
a 7. S zname iba tri dvojstvislé subkubické grafy, ktoré na hviezdne hranové zafarbenie potrebuju Sest’ farieb: K33,
komplement Cga K, s jednou podrozdelenou hranou. Nie je znamy priklad subkubického grafu, ktory by potreboval 7
farieb. Z toho dovodu je mozné vyslovit’ nasledujicu hypotézu (v skuto¢nosti bola tato hypotéza vyslovena dokonca
s hranicou 7, dodnes je aj horna hranica 7 stale otvorena) :

Hypotéza (Z. Dvoiak, B. Mohar a R. Samal, 2013): Ak G je subkubicky graf, tak x5, (G) < 6.
Predmetom nasho zaujmu st aj nasledujice otvorené otazky.

Hypotéza (L. Bezegova, B. Luzar, M. Mockovéiakova, R. Soték a R. Skrekovski, 2016): Nech G je outerplanarny graf
s maximalnym stupfiom A > 3. Potom plati

2.(6) < EAJ +1.

Podobnu hypotézu s vy$Sou aditivnou konstantou ako 1 by sme mohli vyslovit’ aj pre planarne grafy. Doposial’ najlepsie
horné ohranicenie je v nasledujucom tvrdeni.

Veta (Wang, Wang a Wang, 2018): Ak G je planarny graf s maximalnym stupfiom A, tak y5,(G) < 2,75A + 18.

Zaver

Problém hranového zafarbenia grafu bol predstaveny v roku 1880 v suvislosti s dobre zndamym problémom Styroch
farieb. Trvalo viac nez 100 rokov, kym sa podarilo pomocou pocitaca dokazat’ hypotézu o Styroch farbach, ktora bola
predstavend uz v roku 1852. V roku 1889 Tait napisal prva pracu, ktorej predmetom zaujmu bol problém hranového
zafarbenia. V nej dokazal, ze problém S$tyroch farieb je ekvivalentny problému hranového zafarbenia kazdého
planarneho 3-suvislého kubického grafu pomocou troch farieb. Minimalny pocet farieb potrebnych na hranové
zafarbenie grafu G je mozné zdola ohrani¢it’ maximalnym stupfiom grafu, teda y'(G) = A(G), ked’Ze vSetky hrany
incidentné s rovnakym vrcholom musia mat’ rozdielnu farbu. Kénig (1916) dokazal, Ze kazdy bipartitny graf méze byt
hranovo zafarbeny prave A (G) farbami, t.j. y'(G) = A(G). Vizing (1964) dokazal, ze A(G) < x'(G) < A(G) + 1 pre
kazdy jednoduchy graf. NaSim premetom zaujmu je niekolko Specidlnych hranovych zafarbeni (silné a hviezdne
hranové zafarbenia), priCom sa poktisame urcit’ podobné tesné hranice pre tieto invarianty pre niektoré zaujimavé triedy
grafov.
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Vzt'ah medzi bunkami vystelky centrilneho kanala a cievnym systémom vyvijajucej sa
miechy potkana v postnatalnom obdobi

Relationship between the central canal lining cells and blood vessel system in the developing spinal cord of postnatal
rat

Jarmila ZRUBAKOVA, Anna ALEXOVIC MATIASOVA, Juraj SEVC a Zuzana DAXNEROVA

Univerzita Pavla Jozefa Saférika v Kosiciach, Prirodovedeckd fakulta, Ustav biologickych a ekologickych vied,
Katedra bunkovej biologie

Abstrakt: Vystelka centralneho kanala (CK) miechy predstavuje bariéru oddelujucu cerebrospinalny mok od
nervového tkaniva. U dospelych hlodavcov je vystelka CK tvorend populdciou gliovych buniek nazyvanych
ependymocyty, malou populaciou oligodendrocytov, neurénmi kontaktujicimi cerebrospindlny mok a populaciou
buniek, ktora je povazovana za potencialne kmeiové bunky. Nakol’ko vyvinové procesy danej oblasti po narodeni nie
st iplne zmapované, zamerali sme sa v tejto praci na analyzu vztahu medzi bunkami vystelky CK a cievnym systémom
miechy potkanov kmena Wistar. V postnatadlnom obdobi dochadza k postupnej reorganizacii buniek formujucich
vystelku CK, aj ciev v jej okoli. Na 8. postnatalny den (P8) sme na korondrnych rezoch miechy v okoli vystelky CK
zaznamenali pritomnost’ prevazne pozdizne orientovanych Laminin™ ciev (7,07 £ 2,21), ktoré kontaktujii Vimentin®
vybezky buniek boénych stien vystelky CK. Vimentin~ bunky dorzalneho a ventralneho polu kontaktuji pia mater. V
obdobi medzi P8 (0,32 + 0,52) az P90 (7,48 + 3,62) dochadza k signifikantnému nérastu (P<0,001) poctu priecne
orientovanych ciev indikujuci rast ciev v pozdiZnej osi miechy. Bazalne vybezky buniek boénych stien vystelky CK sa
postupne zvlnia, zatial ¢o dorzéalne lokalizované bunky kontaktuju dorzalne cievy a bunky ventralneho polu si
zachovaju kontakt s ventralnou pia mater. Distribucia ciev v jednotlivych rezoch miechy bola analyzovana na kruhovej
ploche s priemerom 100 pm od stredu CK v jednej optickej rovine nasnimanej pomocou konfokalneho mikroskopu.
Medzi bunkami vystelky CK dospelych jedincov sme pozorovali Laminin® extracelularnu matrix nazyvani tiez
fraktony. NavySe sme pri analyze ciev miechy pomocou protilatky voci adhezivnej molekule CD31 vo vSetkych
$tudovanych casovych intervaloch v limene CK identifikovali tzv. Reissnerové vlakno (RV). Aj ked’ vyznam kontaktu
ependymovych buniek s cievami nie je doteraz uplne jasny, podobne ako funkcia RV, ¢i fraktonov v mieche, nase
vysledky naznacuju, Ze by tieto kompartmenty mohli byt navzijom v priebehu postnatdlneho vyvinu tzko funkéne
prepojené.

Krucové slova: centralny kanal, miecha, cievy, postnatalny vyvin, potkan.

Abstract: The central canal (CC) linnig of spinal cord (SC) represents a barrier separating cerebrospinal fluid from
nervous tissue. In the adult rodents, CC lining is formed by the population of glial cells, called ependymal cells, as well
as by the small population of oligodendrocytes, neurons contacting cerebrospinal fluid and by the population of cells
with the potential of stem cells. Since the developmental processes occuring in this area after birth are not completely
understood, we focused in this work on the analysis of relationship between cells of the CC lining and the blood vessel
system of SC Wistar rats SC. During the postnatal development, gradual reorganization of the CC lining occurs as well
as the reorganization of the vascular system in its vicinity. On the postnatal day 8 (P8), we observed the presence
of Laminin" blood vessels (BVs) which are mostly longitudinally oriented in the coronar sections of SC (7,07 + 2,21)
and contacted by Vimentin" basal processes of cells present in the lateral walls of the CC lining. Vimentin" cells of the
dorsal and ventral poles contact pia mater. In the period between P8 (0,32 + 0,52) and P90 (7,48 + 3,62) significant
increase (P<0,001) in the number of transversally oriented BVs occurs, indicating the growth of BVs in the longitudinal
axis of the SC. Basal processes of the cells located in the lateral walls of the CC lining undergo gradual undulation,
while cells of the dorsal pole contact dorsal BVs and cells of the ventral pole contact ventral pia mater. Distribution of
BV in each SC section was analyzed in the circular area of 100 pm diameter from the center of the CC of single optical
section captured by confocal microscope. We observed Laminin" extracelular matrix also called fractones between the
CC lining cells in the adult animals. In addition, the analyses of BVs using anti CD31 glycoprotein antibody, revealed
in each of the studied time points points the presence of so called Reissner’s fibre (RF) in the lumen of the CC. Even
that the meaning of the contact between ependymal cells and the BVs is not completely clear as well as the function of
the RF or fractones in the SC, our results indicate, that these compartments could be functionally closely related during
the postnatal development.

Keywords: central canal, spinal cord, blood vessel system, postnatal development, rat.
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Uvod

Vystelku komorového systému mozgu a centralneho kanala (CK) miechy dospelych cicavcov tvoria tzv. ependymové
bunky. NajpocetnejSou populaciu st kuboidalne ependymocyty s 1 — 4 ciliami na apikalnom povrchu (Meletis a kol.,
2008), mikroklkmi, protoplazmatickymi vybezkami a pinocytotickymi vezikulami. Dalsi typ gliovych buniek
komorového systému CNS predstavuji tzv. tanycyty (Meletis a kol, 2008) s dlhym bazalnym vybezkom
kontaktujicom cievny systém (CS) (Horstmann, 1954). Vo vystelke CK miechy mysi boli identifikované aj GFAP" a
Nestin™ bunky s velmi dlhym cytoplazmatickym vybezkom. Subpopulacia dorzalnych ependymovych buniek s
radialnou morfolégiou exprimuje markery neurdlnych kmenovych buniek ako je mozgovy lipidy viazuci protein
(BLBP) a znak CD15 (Sabourin a kol., 2009). Sucastou vystelky CK su aj mozgovomiechovy mok kontaktujiice
neurdny, ktorych dendriticky vybezok je v oblasti CK zakonceny rozSirenim s primarnou zmyslovou riasinkou v CK
(Stockel akol., 2003). Okrem spominanych bunkovych typov je sucastou vystelky CK hlodavcov aj populacia
proliferacne aktivnych buniek, ktoré su povazované za potencidlne kmenové bunky (Meletis a kol., 2008).
V postnatalnom obdobi bola maximalna proliferacna aktivita buniek vystelky CK miechy potkanov zaznamenana
priebehu prvého postnatalneho tyzdina. Po tomto obdobi proliferacna aktivita buniek klesa, no aj v dospelosti ostava do
urcitej miery zachovana (Alexovi¢ MatiaSova a kol., 2017). Predpoklada sa, Ze proliferujiice bunky su esencialne v
postnatalnom obdobi hlavne pri predlzovani CK spojeného s rastom miechy (Sabourin a kol., 2009; Alfaro-Cervello a
kol., 2012) a po ukonceni rastu vstupia do stiSeného stavu (Hugnot a Franzen, 2011). Bunky vystelky CK su v
dospelosti schopné opitovne vstipit' do bunkového cyklu po stimulacii napr. fyzickou aktivitou (Cizkové a kol., 2009)
alebo po poskodeni tkaniva (Mothe a Tator, 2005; Meletis a kol., 2008), kedy mdze populacia buniek z vystelky CK
migrovat’ do miesta poskodenia (Barnabé-Heider a kol., 2010). Aj ked’ v minulych dekadach boli bunky vystelky CK
miechy pomerne intenzivne Studované, ich charakter a funkcia pocas postnatilneho vyvinu ostdvaju pomerne malo
zZmapovane.

Material a metody
Izolacia a spracovanie tkaniva

Experiment bol realizovany na zaklade povolenia Statnej veterinarnej a potravinovej spravy ¢. 1455/18-221 a v stlade s
pravidlami Etickej komisie Prirodovedeckej fakulty UPJS v Kogiciach. Experiment bol realizovany na samcoch
potkanov kmeiia Wistar vo veku 8 dni (P8), 29 dni (P29) a 90 dni (P90). V kazdom casovom intervale sme pouzili
skupinu 6 zvierat (n=6), ktoré¢ boli uvedené do termindlnej anestézy pomocou ip. podania davky tiopentalu sodného.
Naésledne sme uskuto¢nili transkardalnu perfaziu pomocou fyziologického roztoku a roztoku 4% paraformaldehydu a
izolovali tkanivo miechy z lumbalnych segmentov L3-L4, ktoré bolo 24 hodin postfixované v rovnakom fixacnom
roztoku pri 4 °C. Po postfixacii bolo tkanivo infiltrované kryoprotektivom (30% roztok sacharézy s 0,05%
timerozalom). Tkaniva boli zaliate do zalievacieho média Tissue-Tek® O.C.T. Compound (Sakura Finetek, Alpen aan
den Rijn, Holandsko), zmrazené a nakrajané pomocou zmrazovacieho mikrotomu Leica CM 1850 (Leica Microsystems,
Mannheim, Nemecko) na 40 um hrubé koronarne alebo longitudinalne rezy. Rezy boli nasledne prenesené do 0,1 M
fosfatového pufru (PBS) s 0,05% timerozalom a uskladnené pri teplote 4 °C do ich spracovania. Na analyzu distribtcie
ciev v okoli vystelky CK (experiment. ¢.1) sme v kazdom casovom intervale vysetrili 10 rezov lumbalnej miechy
izolovanej z 3 zvierat (n=3). Na analyzu buniek asociovanych s cievami a Struktir pritomnych v oblasti vystelky CK
sme z kazdého zvierata v skupine vySetrili 15 rezov lumbalnej miechy izolovanej z 3 zvierat (n=3) (experiment. ¢.2).

Imunofluorescenéné znacenie

Rezy miechy boli premyté v 0,1 M PBS 3 x 5 mintt. Na blokovanie neSpecifickej proteinovej aktivity sme rezy
preniesli do roztoku 5% oslieho séra (NDS, Jackson Immunoresearch, West Grove, PA) v 0,1 M PBS s 0,3% Tritonom
X-100 a inkubovali 30 minut pri izbovej teplote. Nasledne boli vzorky inkubované s primarnymi protilatkami: 1. rabbit
anti-Laminin (1:250, Abcam, Cambridge, UK, #ab11575), 2. chicken anti-Vimentin (1:1000, #ab24525), 3. goat anti-
Ibal (1:1000, #ab107159), 4. goat anti-CD31 (1:500, R and D systems, Minneapolis, MN, US, #AF3628) riedenymi v
0,1 M PBS 5 0,3% Tritonom X-100 a 1% NDS cez noc pri teplote 4°C. Nasledujtci den boli rezy premyté v 0,1 M PBS
3x10 minat. Vzorky boli inkubované v roztoku sekundarnych protilatok konjugovanych s fluorescenénymi znackami
AlexaFluor488 alebo 594 (donkey anti-rabbit, , #711-545-152, donkey anti-chicken, #703-545-155, #703-585-155 a
donkey anti-goat, #705-545-003, 703-585-003, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Cambridgeshire, UK)
riedenymi v pomere 1: 500 v 0,1M PBS s Tritonom X-100 0,3% a 1% NDS 2 hodiny pri izbovej teplote v tme. Po
inkubécii so sekundarnymi protilatkami boli vzorky premyté v 0,1 M PBS 3x10 minat. Na oznacenie jadier buniek sme
pouzili nuklearny marker DRAQS5 (Biostatus, Shepshed, UK, #DR 50200) riedeny v pomere 1:1000 v destilovane;j
vode. Vzorky boli inkubované s DRAQS pri izbovej teplote 15 mintit v tme a nasledne boli premyté v 0,1 M PBS 3x5
mintt. Plavajuce rezy boli natiahnuté na sklicka, vysusené a zamontované montovacim médiom ProLong Gold s DAPI
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, #8961).

Analyza obrazu

Imunofluorescencne znacené vzorky tkaniv boli analyzované pomocou konfokalneho mikroskopu Leica SP5 TCS X
(Leica Microsystems, Mannheim, Nemecko). Vzorky boli snimané pomocou softwéru LAS AF a analyzované pomocou
softwéru LAS AF Lite (Leica Microsystems). Vsetky tpravy snimok boli obmedzené na tpravu jasu a kontrastu a
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spracované do jednotlivych obrazkov pomocou softwéru Adobe Ilustrator cs3 (Adobe Systems Inc.) a ImageJ (NIH,
USA).

Analyza cievneho systému v mieche v postnatalnom obdobi

V experimente ¢.1 sme v kazdom $tudovanom intervale (P8, P29, P90) analyzovali 30 koronarnych rezov lumbalne;j
miechy (10 rezov/zviera). Z kazdého rezu sme pomocou konfokalneho mikroskopu nasnimali jednu opticku rovinu,
(stredova rovina 40pm hrubého rezu), v ktorej sme hodnotili: a) podet prie¢ne a pozdizne orientovanych Laminin® ciev,
b) priemer limenu ciev, c¢) vzdialenost’ ciev od jadier buniek vystelky CK v kruhovej ploche s polomerom 100 pm od
stredu lumenu CK. Cievy, ktoré boli na reze zoSikmené boli zapocitané do celkového poctu ciev, avSak neboli priradené
k prie¢nym alebo pozdiznym cievam, ani im nebola priradena hodnota priemeru ich lamenu. Ziskané poéty prie¢ne
a pozdizne orientovanych ciev v jednotlivych optickych rovinach boli v kazdom $tudovanom intervale (P8, P29, P90)
vyjadrené ako priemernd hodnota so smerodajnou odchylkou. Néasledne boli priemerné hodnoty poctu priecnych,
pozdiznych ciev a ich celkového poétu medzi jednotlivymi ¢asovymi intervalmi analyzované pomocou softvéru Instat
analyzou variancie (ANOVA) s Tukey-Kramer viacndsobnymi porovnavacimi testami. Hladiny signifikancie boli
zvolené ako P>0.05 (ns), P<0.05 (*), P<0.01(**), P<0.001(***).

Vysledky
Experiment ¢.1: a) Analyza distribucie ciev v okoli vystelky CK v priebehu postnatalneho vyvinu

V $tudovanej oblasti sme v priebehu postnatalneho vyvinu pozorovali narast priemerného poétu pozdizne prerezanych
ciev analyzovanych na koronarnych rezoch tkaniva miechy. K tomuto narastu dochadza hlavne v obdobi medzi P§-P29
(P8: 7,07 +2,2; P29: 11,27 + 3,7; P90: 9,07 + 3,93). Naproti tomu, v obdobi medzi P29-P90 sme na koronarnych rezoch
miechy zaznamenali signifikantny narast priemerného poctu prie¢ne preseknutych ciev (P8: 0,32 + 0,52; P29: 1,94 +
1,78; P90: 7,48 + 3,62) (Graf. 1). V analyzovanom rozsahu tkaniva miechy sme zaznamenali pritomnost’ ciev, ktorych
denzita v priebehu postnatalneho vyvinu narasta, pricom priemer limenu tychto ciev zodpoveda prevazne priemeru
kapilar. Vysledky nasho experimentu indikujl, ze v postnatalnom obdobi dochadza k znacnému vetveniu kapilarnej
siete v okoli vystelky CK, pri¢om v obdobi medzi P29-P90 sa kapilarna siet’ rozrasta hlavne v kranio-kaudalnom smere.
Tento jav pravdepodobne suvisi s postnatdlnym rastom tkaniva miechy a jej predlzovanim.
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Graf 1: Distribucia prie¢ne a pozdizne orientovanych ciev v okoli vystelky CK na P8, P29 a P90.

Experiment ¢.2: Analyza vztahu buniek vystelky CK a ciev v priebehu postnatalneho vyvinu

Vztah medzi bunkami vystelky CK miechy a cievami sme identifikovali na zdklade imunoznacenia intermediarneho
filamentu Vimentinu v cystoskelete buniek ependymu a znaku CD31, ktorym mozno identifikovat’ endotelové bunky
ciev. Pocas postnatalneho obdobia sme zaznamenali, Ze bunky vystelky CK, ako aj samotna vystelka CK, podstupuju
morfologické zmeny veduce k reorganizacii distribucie ich bazalnych vybezkov kontaktujicich CS (Obr.1 A, B, C).
Kym u mladych zvierat (P8) si Vimentin' vlakna ventralnych buniek spodinovej platni¢ky (SP) denzné a zasahuju k
okraju ventralnej $trbiny (Obr.1 A, ZIté hroty Sipky), na P29 (Obr.1 B) st Vimentin" vlakna buniek ventralneho polu
vystelky CK menej denzné, smeruji do oblasti ventralnej Strbiny (z1té Sipky) pricom Struktara SP je ,,rozvolnena® (zIta
¢iara). Na P90 (Obr.1 C) su Vimentin™ vlakna buniek ventralneho pélu vystelky CK pomerne dlhé v porovnani s
mladSimi Stddiami postnatalneho vyvinu a kopiruju vetvy ventralnej artérie vstupujucej do miechy, priCom kontaktuju
ventralnu pia mater (z1té S$ipky/zlty ostrovéek). Oblast’ pod vystelkou CK predstavujuca pdvodné umiestnenie SP
vyznaluje ZIta Giara. Naproti tomu, Vimentin® bunky laterdlnych stien CK vo vsetkych §tudovanych intervaloch
vysielaji bazalne vybezky kontaktujice CS okolitého parenchymu (Obr. 1 A, B, C, modré Sipky), avSak u dospelych
zvierat st zvlnené a ukotvené na CS v bezprostrednej blizkosti vystelky CK (Obr. 1 C, modré Sipky). Dorzalne
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lokalizované bunky tzv. klenbovej platni¢ky (KP) vysielaji na P8 Vimentin® vlikna do oblasti dorzalneho zarezu (Obr.
1 A, &ervené hroty $ipky/Zlty ostrovéek). Postupne pocas postnatilneho vyvinu si Vimentin® vlakna buniek dorzalneho
p6lu menej denzné, stocené, nasmerované dorzalne priCom na P90 sme pozorovali, Ze stracaji kontakt s dorzalnou pia
mater a kontaktuji dorzalny CS (Obr. 1 C, ¢ervené hroty Sipky).

/DRAQ5 P29 /Vimentin/DRAQS P90 /Vime I/DRAQS

B o€

Obr. 1 Organizacia Vimentin® buniek (zelena) vystelky CK v priebehu postnatalneho vyvinu a ich prepojenie na CD31" endotelové
bunky ciev (Cervenad), z-projekcia.

Vysledky experimentu naznacujl, Ze v postnatdlnom obdobi dochadza k postupnému prerastaniu ciev do okolia
vystelky CK miechy. Nakol'ko bunky vystelky CK kontaktuju cievy, narast ich poctu v jej okoli by mohol mat stvis s
reorganizaciou buniek vystelky CK aich vybezkov, hlavne v oblasti tzv. bocnych stien a dorzalneho poélu. Okrem
Vimentin" buniek sme v kontakte s CS pozorovali aj Ibal” mikrogliové bunky. Ich jadra su zvycajne uloZené svojou
dlhou osou kolmo na dlhi os jadier Vimentin™ buniek a su usporiadané po obvode vystelky CK. Rozvetvené vybezky
Ibal™ buniek zasahujti medzi bunky vystelky CK a zaroveii su asociované s CS (Obr. 2).

/Tbal/DRAQS

Obr. 2 Ibal” bunky vo vystelke CK. (A, B) P29, P90: Mikrogliové Ibal" bunky vysielajii jemny vybeZok smerujuci k lamenu CK
(Z1ty hrot 3ipky). Vybezok Ibal”™ bunky v blizkosti vystelky CK nasmerovany k cieve (biela $ipka), jadrd znadené DRAQS, z-
projekcia.

Experiment ¢.2: b) Identifikacia Struktur zdielajicich markery cievneho systému v oblasti CK miechy

Popri imunoznaceni bazalnej laminy ciev v mieche dospelych potkanov (P90) sme medzi bunkami vystelky CK
identifikovali Laminin® zhluky extracelularnej matrix, ktoré boli v minulosti pomenované fraktony (Obr. 3 A/biele
Sipky v bielom ostrovéeku, 3 C biele $ipky). U mladych zvierat sme podobné zhluky Lamininu nepozorovali, ¢o by
mohlo nazna¢ovat jeho pritomnost’ hlavne vo fraktonoch dospelych zvierat. Okrem tiel Vimentin” buniek sme v tesnej
blizkosti fraktonov lokalizovali aj Ibal”™ vybezky mikrogliovych buniek (Obr. 3 C). Na pozdiznych rezoch bol znak
CD31 identifikovany okrem endotelovych buniek ciev aj na povrchu fibrilarnej struktary (Obr. 3 A/ zIta Sipka v bielom
ostrovceku) a na korondrnych rezoch na povrchu globularnej struktury (Obr. 3 B) v lamene CK v kazdom Studovanom
intervale, ktord predstavuje tzv. Reissnerové vlakno, ktorého funkcia nie je znama a u ktorého doteraz nebola
pritomnost’ znaku CD31 dokéazana.
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Obr. 3 Reissnerovo vldkno a fraktony lumbélnej miechy potkana na P90. (A - longitudindlny rez) CD31" Reissnerovo vldkno (RV)
(Z1té sipky) v lamene CK vystlaného Vimentin* bunkami, ktoré kontaktuju Laminin® bazalnu laminu ciev parenchymu miechy. Biely
ostrovéek: detail RV v CK miechy (Z1ta §ipka). Laminin” fraktony (biele $ipky). (B — prieény rez CK) CD31" RV(zlta $ipka), vo
ventralnej oblasti limenu CK, ktory je vystlany Vimentin® bunkami asociovanymi s cievami. (C) V blizkosti Laminin" frakténov sa
nachadzaju vybezky Ibal* mikrogliovych buniek (biele $ipky), CK znazorneny bielou, z-projekcia.

Zaver

V praci sme sa zamerali na Studium vztahu medzi bunkami vystelky CK a CS miechy pocas postnatalneho obdobia,
ktory je doteraz pomerne malo preskimany. Vysledky naSich experimentov naznacuju, ze vystelka CK miechy nie je po
narodeni definitivne formovand, ale v priebehu postnatalneho vyvinu tu dochadza a reorganizécii buniek spojeného s
rastom orgénu. Podla naSich vysledkov su bunky vystelky CK tuzko spojené s CS, ktory v priebehu postnatalneho
obdobia rozsiruje svoje vetvy, mimo in€, aj v okoli vystelky CK. Na zéklade merani priemeru ciev a ich vzdialenosti od
jadier vystelky CK a naslednych Statistickych analyz sme prisli k zaveru, Ze medzi P8 — P29 dochadza k
signifikantnému zvyseniu poétu pozdiznych ciev, zatial' ¢o medzi P29 — P90 narasta podet prie¢ne orientovanych ciev.
Bazalne vybezky buniek vystelky CK, ktoré su s kapilarnou sietou uzko prepojené sa postupne zvlnia. Okrem buniek
ventralneho polu, ktoré si zachovavaji kontakt s ventralnou pia mater, kontaktujii bunky vystelky CK v neskorsich
fazach postnatalneho obdobia hlavne cievnu siet’ v ich bezprostrednej blizkosti. Tento jav naznaduje aj to, ze cievy by
mohli byt navadzané do okolia CK prostrednictvom buniek vystelky CK, ktoré ich kontaktuju. Navyse su bunky
vystelky CK v kontakte svojou apikdlnou stranou s mozgovomiechovym mokom, ¢o by mohlo naznacovat, ze
predstavuju ,,spojku spajajucu dva kompartmenty — mok a krv. Popri analyzach cievnej siete dospelych zvierat sa nam
podarilo identifikovat Laminin" agregaty extracelularnej matrix nazyvané fraktony. Tymto $truktiram lokalizovanym
medzi bunkami vystelky CK nebola doteraz venovana velka pozornost’, aj napriek tomu, Ze v mozgu st povazované za
Struktiry asociované s kmeniovymi bunkami (Mercier 2016). Tieto Struktary boli popisané viacerymi autormi
v subventrikularnej zéne mozgu, ako aj v oblasti vystelky CK miechy dospelého potkana (Alfaro-Cervello a kol., 2012;
Mitro a kol., 2015; Mercier, 2016). Aj napriek tomu, Ze fraktony boli popisané uz pomerne davno (Mercier a kol.,
2002), stale nie je zname, aka je ich funkcia. Podl'a dostupnej literatiry by fraktony mohli predstavovat’ rezervoar
rastovych faktorov, ktoré ovplyviuji rozne procesy ako napr. proliferacia, rast a diferenciacia buniek (Mercier a kol.,
2002), no zatial’ ich funkciu v mieche nepozname podobne ako funkciu RV, resp. znaku CD31 na jeho povrchu.
Samotna stavba RV nie je znama, no podl'a dostupnej literatiry predstavuje subor glykoproteinov ozna¢ovanych ako
SCO-spondin, ktoré by mohli zohravat adhezivnu funkciu RV pri odstraiovani réznych molekil
z mozgovomiechového moku (Guerra a kol., 2015). Nakol'’ko CD31 glykoprotein predstavuje znak, ktory sa podiel'a na
sprostredkovavani adhézie buniek, zohrava doéleziti ulohu pri tvorbe tesnych spojeni medzi EB a spolu s inymi
adhéznymi molekulami sa podiela na formovani bariéry medzi cievami a bazilnou membranou mohla by jeho
pritomnost’ na povrchu RV zapadat’ do konceptu RV ako adhezivnej Struktury v komorovom systéme CNS. Na
pochopenie vzt'ahu medzi bunkami ependymovej vystelky, CS a ostatnymi pozorovanymi $truktirami je nevyhnutné
zrealizovat’ d’alSie experimenty, nakol'ko naSe vysledky naznacuju, ze ich vzt'ah by mohol byt pomerne uzky.

Tato praca vznikla za podpory projektu APVV-15-0239, VEGA1/0635/16

Literatura

ALEXOVIC MATIASOVA, A. SEVC, J., GEDROVA, S., GOMBALOVA, Z. a DAXNEROVA, Z. 2017.
Quantitative analyses of cellularity and proliferative activity reveals the dynamics of the central canal lining during
postnatal development of the rat. Journal of Comparative Neurology. 525, 693-707.




Zbornik prispevkov z 6. ro¢nika Jarnej Internacionalizovanej $koly doktorandov UPJS m

ALFARO-CERVELLO, C., SORIANO-NAVARRO, M., MIRZADEH, Z., ALVAREZ-BUYLLA, A., GARCIA-
VERDUGQO, J.M. 2012. Biciliated ependymal cell proliferation contributes to spinal cord growth. J Comp Neurol. 520,
3528-3552.

BARNABE-HEIDER, F., GORITZ, C., SABELSTROM, H., TAKEBAYASHI, H., PFRIEGER, F.W., MELETIS, K.,
FRISEN, J. 2010. origin of new glial cells in intact and injured adult spinal cord. Cell Stem Cell, 7, 470-482.

BAUTCH, V.L., JAMES, J.M. 2009. Neurovascular development. Cell Adhesion & Migration. 2, 199-204.

CIZKOVA, D., NAGOVA, M., SLOVINSKA, L., NOVOTA, I, RADONAK, J., CIZEK, M., MECHIROVA, E.,
TOMORYI, Z., HLUCIOVA, J., MOTLIK, SULLA, I. VANICKY, I. 2009. Response of ependymal progenitors to spinal
cord injury or enhanced physical activity in adult rat. Cell Mol Neurobiol. 29, 999-1013.

GUERRA, M.M., GONZALEZ, C. CAPRILE, T. JARA, M., ViO, K., MUNOZ, R.I, RODRIGUEZ, S.
RODRIGUEZ, E.M. 2015. Understanding How the Subcommissural Organ and Other Periventricular Secretory
Structures Contribute via the Cerebrospinal Fluid to Neurogenesis. Front. Cell. Neurosci. 9, 480.

MELETIS, K., BARNABE-HEIDER, F., CARLEN, M., EVERGREN, E., TOMILIN, N., SHUPLIAKOV, P., FRISEN,
J. 2008. Spinal cord injury reveals multilineage differentiation of ependymal cells. PLoS Biol. 6, e182.

MERCIER, F. 2016. Fractones: extracellular matrix niche controlling stem cell fate and growth factor activity in the
brain in health and disease. Cell Mol Life Sci. 73(24), 4661-4674.

MERCIER, F., KITASAKO, J.T., HATTON, G.I. 2002. Anatomy of the brain neurogenic zones revisited: fractones and
the fibroblast/macrophage network. J Comp Neurol. 451, 170-188.

MITRO, A., DAXNEROVA, Z., GALLATZ, K. 2015. Regional charakteristics of the ependyma in the central canal of
the spinal cord in rats. KoSice: EQUILIBRIA, s.r.0., 2015. 37 — 44s. ISBN 978-80-8152-230-7.

MOTHE, A.J., TATOR, C.H. 2005. Proliferation, migration, and differentiation of endogenous ependymal region
stem/progenitor cells following minimal spinal cord injury in the adult rat. NSC. 131, 177-187.

SABOURIN, J.C., ACKEMA, K.B., OHAYON, D., GUICHET, P.O., PERRIN, F.E., GARCES, A., RIPOLL, C,,
CHARITE, J., SIMONNEAU, L., KETTNMANN, H., ZINE, A., PRIVAT, A., VALMIER, J., PATTYN, A.,
HUGNOT, J.P. 2009. A mesenchymal-like ZEB1 (+) niche harbors dorsal radial glial fibrillary acidic protein-positive
stem cells in the spinal cord. Stem Cells. 27, 2722-2733.

STOCKEL, M.E., UHL-BRONNER, S., HUGEL, S., VEINATE, P., KLEIN, M.J.,, MUTTERER, J., FREUND-
MERCIER, M.J., SCHLICHTER, R. 2003. Cerebrospinal fluid-contacting neurons in the rat spinal cord, a gamma-
aminobutyric acidergic system expressing the P2X2 subunit of purinergic receptors, PSA-NCAM, and GAP-43
immunoreactivities: light and electron microscopic study. J] Comp Neurol. 457, 159-174.

VIRGINTINO, D., MAIORANO, E., ERREDE, M., VIMERCATI, A., GRECO, P., SELVAGGI, L., RONCALI, L.,
BERTOSSI, M. 1998. Astrogliamicrovessel relationship in the developing human telencephalon. J Dev Biol. 42, 1165—
1168.




Zbornik prispevkov z 6. ro¢nika Jarnej Internacionalizovanej $koly doktorandov UPJS m

Ideéalova konvergencia a vyberové principy
Ideal convergence and selection principles
Viera SOTTOVA

Univerzita Pavla Jozefa Safirika v KoSiciach, Prirodovedeckd fakulta

Abstrakt: Pojmom vyberovy princip sa v poslednom Case intenzivne zaoberd niekol’ko skupin matematikov. Vo vse-
obecnosti ho moZeme skimat z niekolkych pohladov. Jednym z nich je zameraf sa na priestor spojitych funkcif a prejst
tak k Stidiu konvergencie. V naSom pripade sa budeme zaoberaf idedlovou konvergenciou a fiou uréenymi vyberovymi
principmi. V predloZenom prispevku poskytujeme definiciu idedlovej konvergencie a pomocou prikladov poukazujeme
na jej odliSnost od klasickej konvergencie. Nasledne definujeme dva vyberové principy, na ktorych modifikovanie je mozné
pouzif idedlovi konvergenciu a uvddzame niekol’ko ich vztahov.

Kricové slova: idedl, idedlova konvergencia, vyberové principy, Scheepersov diagram.

Abstract: Last years, the notion of selection principles is intensively analyzed by couple groups of mathematicians.
In general, we can investigate it in several ways. One of them is focused on spaces of continuous functions and pass
on to study of convergence. In our case, we will consider ideal convergence and selection principles determined by this
convergence. In presented contribution we offer definition of ideal convergence and we point up the difference between
classical convergence and mentioned notion by examples. Then we define two selection principles, which can be modified
via ideal convergence and we present their relations.

Keywords: ideal, ideal convergence, selection principles, Scheepers’ diagram.

Uvod

Topologicky priestor je dvojica (X, ), kde X je zdkladnd mnoZina a O je topoldgia, t.j. systém podmnoZin mnoZiny X,
ktory spiiia nasledujiice podmienky: (1) 0,X € O, (2) ak A,B € O,tak ANB € O, (3) ak A C O, tak |J.A € O. Typickym
prikladom topologického priestoru je metricky priestor, ktorého topoldgia je popisand pomocou metriky definovanej na
danej mnoZzine X. Prikladom takejto metriky je Standardnd Euklidova vzdialenost, pomocou ktorej meriame vzdialenosti
vo svete, v ktorom Zijeme. V naSom zdujme je predovSetkym priestor vSetkych spojitych funkcii uZ na topologickom
priestore X, ktory budeme oznacovat C,(X ). Topolégia tohto priestoru je zdedend z Tychonoffovej produktovej topoldgie
priestoru ¥R, t.j. ide o topoldgiu bodovej konvergencie.

V tomto prispevku budeme mnoZinu prirodzenych ¢isel oznacovaf symbolom . Zikladnd mnoZinovo-teoretickd a
topologickd terminolégia, ktord pouZzivame, je prevzatd hlavne z prac [2] a [7].

Ustrednym pojmom tohto prispevku je pojem ideal! na o, ktory budeme oznacovaf kaligrafickymi pismenami Z a 7 .
V naSom pripade ide o systém podmnoZin mnoZiny ®, ktory je uzavrety vzhfadom na konecné zjednotenia (t.j. ak A € 7
aBeZ, potom AUB € T) a podmnoZiny (t.j. ak A € Z a B C A, potom B € 7). NavySe Zziadame, aby mnoZina ® ¢ Z,
ale kazda jej kone¢nd podmnoZina bola obsiahnutd v idedle Z, o je ekvivalentné podmienke: pre f'ubovolné n € w plati
{n} €T

Priklad 1 Specifickym prikladom idedlu na  je tzv. Fréchetov idedl, (oznacujeme Fin). Je to systém vSetkych konecnych
podmnoZin mnoZiny @. Zdroveri ide o najmenst idedl, ktory uvaZujeme, pricom kaZdy dalsi idedl ho uZ obsahuje.

Dal$im prikladom je idedl mnoZin asymptotickej hustoty nula, definovany ako: Z = {A Cw: lim, e w = 0}_

Podmienku v definicii o¢ividne spliia aj kazdd kone¢na podmnoZina mnoZiny @ a teda naozaj Fin C Z. Podobne vieme
tento fakt jednoducho zd6évodnit aj v pripade sumacnych ideédlov, kde o vybere mnozin do ideédlu rozhoduje volba funkcie,
teda Zp = {A C @ : Y,ca f(n) < oo} napriklad pre funkciu f s predpisom f(n) = % Prehrl'ad niektorych vlastnosti nielen
spomenutych idedlov je mozné ndjst napriklad v praci [10] M. Hru$édka.

Dva idedly je mozné porovndvat nie len na zdklade inklizie, ale aj pomocou zobrazeni. Nech My, M, sd nekonecné
mnoziny aZ C P(M;), J CP(M;). Ak ¢ : My — M, obraz mnoZiny 7 je systém @ (K,) = {A CM;: 97 (A) e ICQ}.
Potom hovorime, 7e Z <o J,ak Z C ¢ (J), tj., ¢ '(I) € J pre Tubovolné I € T. Takéto porovnanie je ndsledne dobrym
ndstrojom pri porovndvani vlastnosti navzdjom ro6znych ideédlov.

Prispevok je rozdeleny do 5 Casti. V ivode sme definovali topologicky priestor ako aj pojem idedl, ktory je ustrednym
prvkom nasej prace. DalSia ¢ast diskutuje pojem vyberovy princip, pricom sa zameriava hlavne na vysvetlenie S; (P, R)
pre funkcie. Predposledna ¢ast pontika niekolko tvrdeni o priestoroch C,(X) popisanych idedlovymi verziami vyberovych
principov. Uvddzame tu aj novy vysledok (Veta 7), ktory rozsiruje povodne tvrdenie vzhladom na voIbu vhodnych dvojic
idedlov. V zdvere uZ len v kratkosti zhrnieme n4s pohl'ad na dand problematiku.

'Dudlnym pojmom k pojmu idedl je systém mnoZin F, nazyvany filter. Plati: F = {A C @ : ®\A € Z} pre nejaky idedl Z na .
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Idealova konvergencia

Konvergencia je jednym zo Standardnych pojmov matematickej analyzy, ktory je tizko spity s postupnostami a limitami.
Vyjadruje akdusi vlastnost ¢lenov postupnosti ,,priblizovat sa” k jednému spolo¢nému bodu. V pripade redlnych cisel
hovorime, Ze postupnost (a, € R: n € @) konverguje k redlnemu ¢&islu a, ak pre kazdé € > 0 existuje ny € o také, Ze
pre kazdé n > ng plati |a, — a| < €. Inymi slovami povedané, aZ na kone¢ny pocet st vSetky ¢leny postupnosti v fubovolnom
okoli a.

Priklad 2 Postupnost (2%, . n € @) konverguje k 0, no postupnost (2" : n € @) uZ konvergenmd nie je.

Postupnost (x, : n € o) redlnych &isel sa nazyva Z-konverguje k bodu x € X ak pre kazdé &islo € > 0 mnoZina
{new: |x,—x| > e} €. Oznalujeme x, Lx.

Uvazujme redlne funkcie definované na topologickom priestore X. Podobne ako v predchddzajicom pripade méZeme
definovat aj konvergenciu pre postupnost funkcii na X. Hovorime, Ze postupnost (f;, : n € @) funkcii na X Z-konverguje

k funkcii f definovanej na X, ak pre fubovolné x € X plati f,(x) EN f(x). PiSeme f, EN f.

Priklad 3 Pozrime sa na postupnost: (1-(—1)": n € ). Vsimnime si, Ze kaZdy jej pdrny Clen je islo 7, nepdrny zasa

—17. Je zrejmé, Ze postupnost nie je konvergentnd. AvSak ak zoberieme idedl T D FinU{2n : n € o} (teda idedl obsahujiici
mnoZinu vSetkych pdrnych prirodzenych Cisel), potom je postupnost L-konvergentnd k Cislu —7.

Jednym z prvych matematikov, ktory sa zaoberal §tidiom idedovej konvergencie, bol Hanri Cartan [4], [5]. UZ v roku
1937 sa zacal venova prave konvergencii cez filter, &o je dulny pojem k pojmu idedl. Coskoro na to skupina N. Bourbaki
publikovala monografiu [1], kde uvadzaji spominanid konvergenciu cez filter ako zdklad prezentécie vSeobecnej topolégie.
Zopar desatro¢i neskor niektor{ autori nezdvisle zovSeobecnili Statisticki konvergenciu pouZitim idedlov a ako prvi zaviedli
koncept Z-konvergencie. V skuto¢nosti predstavuje Z-konvergencia iba konvergenciu definovand Cartanom vzhladom na
dudlny filter k idedlu Z, av§ak vzhl'adom na novodoby rozsiahly vyskum v oblasti idedlov sa stdva prica s idedlovou verziou
atraktivnejSou.

Je zrejmé, Ze v pripade Fréchetovho idedlu sa pdvodny pojem zhoduje s jeho idedlovou verziou. Navyse zo vzfahu
Fin C 7 mdZeme pre l'ubovolny idedl Z usudif nasledujici vzfah: klasicka konvergencia = idealova konvergencia.

NavySe na zdklade vzfahu medzi dvoma idedlmi je moZné sledovat vztah medzi nimi uréenymi konvergenciami.

Tvrdenie 4 (V. S,, J. Supina, [16]) Nech 1\, I, sii dva idedly na @, pre ktoré plati’l) <y 15 a (fn: n € @) je postupnost
Junkcit. Ak (f, : n € @) I -konverguje k 0, tak (fo(n) : n € @) Ir-konverguje k 0.

V naSom pripade sa zameriavame konkrétne na postupnosti spojitych funkcii. Definujme preto podobne ako M. Sche-
epers v praci [14] mnoZiny:

IT(X)={Ae®X\{x}): AjeZ-konvergentnd k x}.

Q.(X) = {A c2(X\{x}): xe{y: Gnew)An) :y}}.

Ked7e sa predovietkym zaujimame o Z-T',(C, (X)), mdZeme C, (X ) z tohto znacenia vynechat. Dalej pod oznagenim 0
budeme rozumief funkciu konstantne rovnd O na celej mnozine X. V konecnom doésledku budeme uvazovat iba Z-Ty.
Pod oznacenim I'g budeme rozumiet Fin-I'y. Nakoniec uZitoénym pozorovanim je aj tvrdenie:

Ak (fy: ne o) € I-Ty, tak (f,, : n € w) € Q.

Vyberové principy

Pojem vyberovy princip sa prvy krat objavuje az na zaciatku 20. storo¢ia. Povodna myslienka, ktord zaviedol V. Menger pre
metrické priestory, bola koncom storocia preformulovand pre topologické priestory pol'skym matematikom V. Hurewiczom.

Hurewicz = Ufin(rvr) — Ufin(F:Q) — Ufin(F,O) = Menger

e

/
Si(I,T) ———— S4(IL,Q) T S1(T,0)
Sfin(Q7Q)
/
S1(QT) — S1(Q,Q) S1(0,0)

Obr. 1: Scheepersov diagram.
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Nasledne M. Scheepers uviedol a roztriedil niekolko schém, ktoré popisovali dalSie typy vyberovych principov
a zakreslil ich do diagramu. Jeho vysledky podnietili mnohych k intenzivnejSiemu skimaniu tohto konceptu, pricom
vychodiskovym bodom sa stal prave tzv. Scheepersov diagram? [12] (pozri Obr. 1).

V nasom zdujme je konkrétne vyberovy princip S;(P,R)3. Uvazujme systémy mnoZin P a R. Ak pre Tubovolnd
postupnost (U, : n € @) prvkov z P je mozné vybraf U, € U, pre kazdé n € o tak, Ze (U, : n € w) uZ bude prvkom R,
tak X nazveme S; (P, R)-priestor.

Ucelenejsi pohl'ad na myslienku spominaného vyberového principu poskytuje nasledujiici obrazok, ktory vykresluje
spdsob vyberu z postupnosti ({f, ., : m € @) : n € w) pre pripad S;(Z-I'y, J-T).

fam 20

fl,m
f27m
f3,m

Jnm

fn,mn £> 0
Obr. 2: S] (I—Fo,j-ro).

Velmi uZzito¢ny pohlad na priestory C,(X) poskytuje aj popisanie nasledujiceho vyberového principu. Hovorime,
7e X ma [77;} alebo X je [P, R]-priestor*, ak pre kaZdi postupnost (p, : n € @) € P existuje (n,, : m € @) takd, Ze
(Pn, : m € @) € R. Teda v pripade, ked P a R obsahuji konvergentné postupnosti, X je [P, Rp]-priestor, ak z kazdej
postupnosti (p, : n € ), pre ktord plati p, L P, je mozné vybraf podpostupnost (n,, : m € ) tak, Ze p,, N p.

Vztahy

V nasledujticej Casti zhrneme niekol'ko ziskanych vztahov tykajicich saidedlovych verzii vyberovych principov pre funkcie.
Dokazy a dalSie informdcie k uvedenym tvrdeniam st spracované v ¢lanku [16]. Stucasfou kapitoly je aj novy vysledok
uvedeny vo Vete 7.

Tvrdenie 5 (V. S., J. Supina, [16]) Ak C,(X) je S1(Ty,J-Lo)-priestor, tak je aj S1(To,Qq)-priestor.

Pojem S (T, Qy)-priestoru bol zavedeny M. Scheepersom [13] ako slaby vyberovy princip pre prostupnosti’. Nésledne
M. Sakai [11] dokdzal, Ze Tubovolny normélny topologicky priestor spliiajici S;(I'y, Q) je nula-dimenziondlny. Tento
fakt predstavuje v diagrame vztah S;(I'y, Q) k Indz(X) = 0.

Tvrdenie 6 (V. S., J. Supina, [16]) Nech X je topologicky priestor. C,(X) je S1(Z-T'y, J-Ly)-priestor vtedy, a len vtedy,
ak C,(X) md vlastnosti [%?‘:}] aSi(T-Ty,T-Ty).

Struktira priestoru S1(Z-T'y,Ty) je teda tizko prepojend s klasickym vyberovym principom S (T, [y) ako aj idedlovym

principom [IFI;"] . Navyse za dodato¢nych podmienok je moZné rozsirit tvrdenie nasledovnym spdsobom.

Veta7 Nech X je topologicky priestor. Ak navyse plati J <o I, potom C,(X) je S{(Z-T'y, J-Ty)-priestor vtedy, a len
vtedy, ak C,(X) md vlastnosti [?_1;‘(’}] aSi(J-Ty,T-Ty).

Dokaz. Pri dokaze opacnej implikicie a S;(Z-I'g, J-Tp) — [ﬁ?‘(ﬂ postupujeme rovnako ako v ddkaze Tvrdenia 6.

Ostdva ukdzaf, Ze S{(Z-T'g, J-T'g) = S1(J-T'9,J-Tp). Nech C,(X) je Si(J-I'y,J-Iy)-priestor a J <, Z. Uvazujme
postupnost ({fum: m € @) : n € w) takd, ze pre kazdé n € w plati f,,,, 7, 0. Potom podla Tvrdenia 4 je postupnost

2M. Scheepers definoval vietky pévodné vyberové principy pre otvorené pokrytia mnoZin, o umoziiovalo zvaZovat nielen rézne spdsoby vyberu, ale
aj viacero kombinacif typov pokryvania. Hned na zaciatku si v§ak uvedomil, Ze takto ziskal aj trividlne pripady, a dokonca viacero z nich moze popisovat
rovnaké priestory. Tieto pripady sa ale v diagrame nenachddzaju, hoci pri niektorych dokazoch mdZu byt uZitoc¢nejsie.

3Jeho prvé funkciondlna verzia sa objavila uz kritko po definovani vyberovych principoch Scheepersom pod pomenovanim SSP [8, 15].

4Schéma bola zavedend v prci [16] ako vyberovy princip, ktory pokryva hned niekolko $pecialnych pripadov priestorov spojitych funkcif, vysky-
tujicich sa v roznych literatdrach. Spomenime napriklad tzv. ZwQN-priestor [6, 3], ktory mdZeme pomocou schémy zapisat ako [I(S‘I)\Io] Tieto typy
priestorov sa vo vSeobecnosti intenzivnejsie zacali skiimat eSte len v asi poslednych 10 rokoch.

57 anglického weak sequence selection property.
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({(fu,p(m) : m € ®) : n € ) takd, Ze pre Tubovolné n plati f,, o () L, 0. Na zdklade predpokladu teda existuje postupnost
(ky : n € ), pre ktord f, x, Z0. O
Nasledujtica veta poskytuje dalSie dve mozné charakterizécie pre [Qg, ['g]-priestor. NavySe v pripade, ak X je Tycho-
noffov priestor, J. Gerlits a Zs. Nagy [9] ukazali, Ze ide o Fréchetov priestor.
Tvrdenie 8 (V. S., J. Supina, [16]) Nech X je Tychonoffov topologicky priestor. Potom plati:
C,(X) spliia [%‘)’] & C,(X) spliia [I;;”] pre kaZdy idedl T < Cp(X) je S1(Z-T'y,Tg)-priestor pre kaZdy idedl T.

Vsetky vzfahy medzi idedlovymi verziami vyberovych principov pre funkcie, ktoré sme prezentovali v tejto Casti,
mdZeme zosumarizovat pomocou nasledujiceho diagramu. V niektorych pripadoch je mozné prezentované implikacie
otocif. Vo vSeobecnosti sa pontka otazka rozliSitelnosti tychto priestorov v zavislosti od volby konkrétnych ideélov.

S1(T,T9) —— S1(Iy, T -To)

T T

S (I—Fo,ro) — 5 (Z'F(]:j'ro)

T

Fréchet

Sl(r(),Qo> — Indz(X) =0

Obr. 3: Vyberové principy pre funkcie.

Zaver

Uvedené vztahy predstavuju iba mald cast nasho vyskumu. Poskytuji vSak dostato¢ne nazorny pohlad na spdsob, akym
mdZeme pomocou idedlu vstupovat do uz znamych vzfahov medzi vyberovymi principmi, a ndsledne ich detailnejSie
skimat. Ako bolo spomenuté, po6vodné vyberové principy boli definované pre pokrytia, preto vo vSeobecnosti tito oblast
poskytuje dostatok priestoru k napredovaniu, kladeniu si d'alSich otdzok a ziskavaniu odpovedi.
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Real-time processing of cybersecurity system data
Spracovania kybernetickych bezpecnostnych udajov v redlnom case
Patrik PEKARCIK

Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach, Prirodovedeckd fakulta

Abstract: With the increasing number of computer devices connected to the Internet, the possibility of their misuse is
also increasing. The use of security tools entails an enormous amount of data that, at present, brings with it the
possibility of different approaches to the processing of security data. The article deals with the profiling of attackers,
which in practice can help in managing security events. The main goal of the research is to perform attackers' profiling
as close as possible to real-time processing. The article outlines the basic idea of real-time attacker profiling. We use
stream processing. Within the system, we profile attackers into seven profiles or mark them as outliers if they don't fall
into any of the known profiles. The work also deals with the dynamic model update and the difference of the calculated
model using the original model.

Keywords: stream processing, attacker profiling, security data, real-time analysis.

Abstrakt: So zvySujucim sa poctom pocitacovych zariadeni pripojenych do pocitacovej siete internet sa zvysuje aj
moznost' ich zneuzitia. Pouzitie bezpecnostnych nastrojov so sebou prinaSa enormné mnozstvo udajov, ktoré aj
v sucasnej dobe so sebou prindsa moznosti réznych pristupov k spracovaniu bezpecnostnych udajov. V ¢lanku sa
venujeme profilovaniu uto¢nikov, ktoré vramci aplikacnej praxe modze napomdct pri samotnom zvladdani
bezpecnostnych udalosti. Hlavnym cielom vyskumu je vykonavat’ profilaciu uto¢nikov, ¢o mozno v najkratSom cCase
priblizujuc sa spracovaniu v redlnom Case. V ¢lanku nacrtdvame zakladnti myslienku systému na profilovanie uto¢nikov
v redlnom case. K tomuto vyuzivame tzv. pradové spracovanie. V ramci systému profilujeme tGto¢nikov do siedmich
profilov alebo ich oznac¢ime za outlierov, ak nepadnti do ziadneho zo znamych profilov. V praci sa tiez venujeme
spdsobom dynamickej aktualizacie modelu a na rozdielom s vypoc¢itanym modelom pomocou pévodného sposobu.

KUrucové slova: prudové spracovanie, profilacia utocnikov, bezpecnostné udaje, analyza v redlnom case.
Introduction

As the number of heterogeneous devices in computer networks increases, the number of security incidents that security
analysts must address is also increasing. Among the standard devices we encounter in the current computer networks,
we can include mobile phones, Internet of Things (IoT) devices, such as. smart coffee machines, valves, locks. Host
based defense solutions, such as antivirus, are impractical for these devices due to their high consumption of resources.
For this reason, network security specializes in monitoring network traffic, tracking application logs from specific
devices, network devices or network services. We can name these solutions as passive, because they do not limit the
work of the devices. Since we are dealing with monitoring network traffic we have to think about large amount of data
and look for solution which will be very responsive to changes in network security data.

The aim of this paper is to design and implement a real-time classification of an attacker into an existing cluster. To
achieve this aim, we build on the research of attacker profiling in [1]. The problem with the initially proposed solution
is that the potential attack is revealed with a considerable time delay. A status alert that includes two-week data is not as
relevant as an alert about current activity. We extend the profile of attackers used in this way in order to classify
attackers in real time using a streaming approach. The principle of current processing is data stream processing and
verification of fulfillment of conditions of set computational models. This type of processing performs the data
calculations within a short time after receiving the data. Usually, it takes from milliseconds to minutes [11].

Profiling data is clustered based on two-week data. The output is seven attacker profiles, specifying the parameters of
each attribute. We use this output as an input model to include an attacker in a cluster, respectively determining that he
is an outlier.

Related works

There are several papers focused on clustering and correlation techniques for network event handling. Most of these
approaches are primarily focused only on grouping events into different groups without further attackers' analysis. One
of the common shortcomings of these approaches is that they cannot find a link between similar events [5]. Several
papers have also been published for obtaining information on attack procedures [6,7,8], but these need large sets of
rules. To overcome the disadvantages of misuse detection and anomaly detection, hybrid methods are used. There are
several papers applying hybrid methods, combining K-means and some other techniques. Hybrid classifiers can provide
improved accuracy but have a complex structure and high computational cost. Varuna and Natesan in [9] introduced a
new hybrid learning method, which integrates K-means clustering and Naive Bayes classification. Muda et al. in [10]
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proposed a hybrid learning approach by combining K-means clustering and Naive Bayes classifiers. Their approach was
evaluated using the commonly used KDD Cup’99 benchmark dataset.

Methodology

We now present the input data and the way of their current aggregation and subsequent classification. We describe the
processing of security data in individual processing steps. We have verified this approach using the SAP HANA
memory database. The most important module we used to verify is HANA Streaming. The following diagram (Fig. 1)
shows how we designed the profiling of attackers by using security data stream processing. It is a module to simplify
the definition of individual processing steps and communication between them. The schema contains separate
processing steps to continually receive events. The events are then processed according to the current processing step
and responded by sending the processed data to the next processing step. Some processing steps are illustrated with
pseudocode for a better understanding of processing complexity at them.

WARDEN Alerts
in IDEA format
EEE——

Time window
agregation table

Aggregation

@ Timestamp | IDEA IP Aggregated values
= | [z019-0515 w1 | (123, 3,123, 55,13, 5, )
E 2018-05-15 | 1.g wxx2 [(13,6,32,102, 44,7, ..)
o 2019-0515 | L.} ®xx3| (44, 8,123, 12,6, 0, ..)
Tab. 1 Tab. 2
Attacker profile  _

classification model T Model Actualization

Motification to
network administrator

Creation of IDEA
Hyper Alert

Classification

Timestamp | IP Cl.

2019-05-15 | xxx1 |1 \ ii;;
2019-05-15 | xxx1 | Outlier Ty s
2019-05-15 | xxx.1|4 / KK

Tab. 3
Fig. 1 Security data flow stream processing scheme, to network administrator notification.

Data collection

The source of data for our research is the alerts obtained from a Warden system [2]. It is a system that supports sharing
information about security events on individual computer networks connected to this system. Data is stored and shared
in IDEA format (Intrusion Detection Extensible Alert) [3]. IDEA format is a descriptive data model using a key-value
JSON structure. The main detection sources of data that send IDEA alerts to the Warden system can include attack
detection systems, honeypots, network flow probes, system log records, and so on. Alert in the IDEA format contains
several mandatory attributes (format, ID, detect time, category) [4] and many optional fields with multiple input
support. The fields we follow most in this research are: category, network traffic source data (IP address, port,
protocol), network traffic target data (IP, port, protocol), detection time, and interruption time. For the purposes of this
research, data were collected during a period of 6 weeks (from 2018-03-16 to 2018-04-28) by the Warden system. We
have split security data into 3 parts each containing 2 weeks of security data. Collected data contain approximately 216
million records from various data sources mentioned above.

Aggregation

The purpose of this module is to receive IDEA alerts and locally create a set of alerts for a specified time. In our
experiment, we retained data for the last 15 minutes. An analysis of data collected from the Warden system is difficult
without their transformation. For this reason, they had to be preprocessed. Each record from the Warden stands for a
security event. In the context of this paper, an attacker, or a threat agent is a specific system entity with a public IP
address or several system entities of the same private network subnet using that public IP address to communicate with
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other devices on the Internet (e.g., using NAT) and perform a threat action. From these data, a table (see Tab. 1 in Fig 1)
with 12 columns was made by transforming data. Each column has its own data type. Therefore, it is easier to perform
specific operations, for example, numerical operations which were not possible to do directly from the JSON format.
Columns in this table (see Tab. 1 in Fig 1) represent properties: ID, source IP address, target IP address, category,
category count, protocol, protocol count, port, duration, start timestamp, end timestamp, and ISP. However, this table
contains attacks, not threat agents; therefore, another transformation was needed. This transformation consists of
merging the same source IP addresses, thus creating one entry per one threat agent.

In the final output of this processing step, every threat agent is represented by a 7-dimensional vector. Vectors
representing threat agents consist of the following attributes: count of category Recon.Scanning, count of category
Availability.DDoS, duration, maximal idleness, minimal idleness, ISP, and count of unique targets. We store the
aggregated data in the form of vectors as shown in Tab. 2 of the Fig. 1. The content that was updated in this table within
this processing step will be forwarded to the next processing step for further processing. Processing in this step is
described in pseudocode 1.

Select IP, Count (CategoryReconScanning), Count (CategoryAvailabilityDDoS),
Sum (Duration), Max(IdlenessTime), Min(IdlenessTime), ISP, Count (Distinct Targets)

From TransformedIDEASecurityData
Group By IP
For (Let Row in Select)

Send Row As ThreadAgentVector

Pseudocode 1: Pseudocode for aggregation of received time window data (we used 15 minutes time window).

Classification in real-time

The classification module needs two inputs. The first input is a classification model for profiling attackers. We used a
model that was previously calculated from two-week collected security data based on the algorithm from paper [1]. The
model contains the centers (centroid, resp. meteoid) of the seven clusters stored in the vector. This module contains the
ranges of attributes in which we can confidently classify future attackers. The second input for this module is the data
stream coming from the data preprocessing aggregation. This stream contains IP addresses of their respective vectors of
aggregated defined attributes.

Based on the input data mentioned above, this stream receiving module classifies the received IP address vector into
one of the models defined clusters. If the vector is not included in any of the clusters, then the vector is included in the
outlier group. The Outlier group represents the attackers who behavior is in a completely different way than most
attackers. The output of this module is a classified IP address and the creation of a correlated hyperalert enriched with
the profile of the attacker where it was included. Processing in this step is described in pseudocode 2. This code
classifies in O(k) where k represents count of clusters.

Receive ThreadAgentVector
Load ClusteringModels // |ClusteringModel| = 7
Let MinDistance = Infinity
Let MinVector = Outlier
For (Let ClusterName, ClusterVector In ClusteringModels)
Set Distance = FindDistanceBetweenVectors (ClusterVector, ThreadAgentVector)
If (Distance != null && Distance < MinDistance)
MinDistance = Distance
MinVector = ClusterName
Send MinVector As ThreadAgentClusterName
Send ThreadAgentVector As ThreadAgentVector

Pseudocode 2: Simplified source code for stream processing step.

Classification model actualization

The current processing solution propose so far has one disadvantage. In the beginning, the calculated model from the
previous paper was calculated on a two-week data sample and it is recommended to update clustering at regular
intervals to keep the application up to date. However, such a recalculation has nothing to do with stream processing and
it would be an external input to the proposed solution for us. That is reason why we have also focused on dynamic
model updates. We have modified the algorithm so that after successful classification of a new record. It could update
the center of the cluster to which it was assigned. We have used the weighted average to recalculate the center of the
cluster. For comparison, the model automatically updated for two weeks was compared to a statically calculated model
according to [1]. An important observation was that the dynamic update did not work towards the same model. The
main reason why the models were different over the same period and the same security data is following. In stream
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processing, model updates on partially received aggregated records. That is the reason, why one thread agent can update
cluster model multiple times to the end of his activity. Processing in this step is described in pseudocode 3.

Receive ThreadAgentVector
Receive ThreadAgentClusterName
Load ClusteringModels
If (ThreadAgentVector != Outlier)
Let ThreadAgentClusterVector = ClusteringModel.Get (ThreadAgentClusterName)

NewThreadAgentClusterVector =
ThreadAgentClusterVector.RecalcWithWeightAverage (ThreadAgentVector)

ClusteringModels.Change (ThreadAgentClusterName, NewThreadAgentClusterVector)

Save ClusteringModels

Pseudocode 3: Simplified source code for actualization of clustering model.

Attacker behavior visualization

After classification, we obtain a table of attackers assigned to clusters (see Tab. 3 in Fig. 1). The data of the different
classifications over time are aggregated and visualized in the spider graph shown in Fig. 2. According to the number of
classifications to the attacker's profile. In the visualization, we can observe how the behavior of the attacker has
changed in the monitored time (for example 30 minutes before the attack was detected). The most prominent figure in
the monitored chart is membership in group of the outliers. The main reason for this high frequency is the early stages
of scanning our IP addresses during which we still do not have enough data.

Fig. 2 Visualization of Cluster Allocation by IP Address.

Conclusion and future works

In this paper, we discussed streaming applications to detect attackers in a computer network. We use security data from
the Warden system as input security data. We have proposed a procedure for aggregation and classification these data
by stream processing. We tested this approach using environment of SAP HANA system. Since only the changed data
is transferred from one step to another in the streaming process, we can minimize the complexity of the calculations.
We can also see that the modules are relatively simple for processor power. This results in a significant reduction in
detection from the original two-week reports for immediate attacker profiling, as well as alerts to network
administrators at the first hints of the attack on their computer network. This is a big difference comparing to previous
research. We were working on dynamic model recalculations and looked at how the calculated model differs from the
model calculated by the original approach.

Other questions that have arisen in the design of this solution include the analysis of how large the time window can be
used (currently 15 minutes). Another question for future research is ability to reduce the weight of older activity to
increase time window to one hour. It is also advisable to check whether setting the minimum values (threshold) in each
aggregated attribute to reduce false positives when creating hyper alerts at the time of classification. Also, the opened
question is whether vectors that do not pass the filter can affect the dynamic modification of the model. The
visualization in the spider graph and the smooth transition of the attackers between the profiles raised the question of
whether we can evaluate the strength in individual profiles or the link with the intensity of attackers to improve their
experience.
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Vplyv ¢revnych zapalovych choréb na diverzitu ¢revnej mikrobioty s vyuZzitim modelu
SHIME

The impact of inflammatory bowel diseases on gut microbiota diversity using SHIME model
René LINK, Cubo§ AMBRO, Alojz BOMBA
Univerzita Pavla Jozefa Safirika v Kosiciach, Lekdrska fakulta

Abstrakt:

Crevné zépalové ochorenia su charakterizované chronickym a recidivujiicim ¢revnym zapalom. Pri¢ina vzniku
¢revnych zapalovych ochoreni je zatial' nezistend, avSak dolezitu tlohu hra genetické pozadie, vplyv prostredia a
pravdepodobne aj vplyv ¢revnej mikrobioty. Cudsky traviaci trakt predstavuje jedno z rozhrani medzi hostitel'om a
prostredim a je kolonizovany stovkami druhov komenzalnych baktérii, vaésinou patriacich do kmenov Firmicutes a
Bacteroidetes. SHIME (Simulator of Human Microbial Ecosystem — Simulator l'udského mikrobialneho ekosystému) in
vitro model Tudského traviaceho traktu slizi na podrobnejSie preskiimanie druhového zastupenia v jednotlivych
Castiach hrubého Creva a na testovanie modulacie mikrobiomu pomocou transplantacie fekalnej mikrobioty a pomocou
probiotickej zmesi. Ked’ze sa ukazuju prepojenia medzi narusenim ¢revnej mikrobioty a rozvojom ¢revnych zépalovych
chordb, jej cielend uprava by sa mohla v budicnosti vyuzit' v terapii, pripadne zmierneniu prejavov Crevnych
zapalovych ochoreni.

Krucové slova: crevna mikrobiota, crevné zapalové choroby, dysbioza, SHIME model, ulcerdzna kolitida
Abstract:

Inflammatory bowel diseases are characterized by chronic and recurrent intestinal inflammation. The cause of the
development of intestinal inflammatory diseases is not fully understood, but there are several contributing factors:
genetic background, the influence of the environment and possibly intestinal microbiota. The human digestive tract
represents one of the host-environment interfaces and is colonized by hundreds of species of commensal bacteria,
mostly belonging to the Firmicutes and Bacteroidetes phyla. The in vitro model of the human gastrointestinal tract —
SHIME (Simulator of Human Microbial Ecosystem) has been used to investigate species representation in three parts of
the colon and to examine modulation of micorbiome using faecal microbiota transplantation and probiotic modulation.
The connection between intestinal microbiota disruption and the development of inflammatory bowel diseases is
already proposed. Targeted gut microbiota modulation could be therefore used in the future for treatment and
improvement of the course of inflammatory bowel diseases.

Keywords: gut microbiota, inflammatory bowel diseases, dysbiosis; SHIME model, ulcerative colitis

Uvod

Crevné zapalové choroby (inflammatory bowel diseases, IBD) s ochorenia charakterizované chronickym a
recidivujiicim érevnym zapalom. Medzi najviac definované ochorenia patri ulcerézna kolitida (UK) a Crohnova
choroba (Matsuoka a Kanai 2015). Crohnova choroba je recidivujuca systémova zapalova choroba, ktora postihuje
hlavne gastrointestinalny trakt s extraintestindlnymi prejavmi a stvisiacimi imunitnymi poruchami (Baumgart a
Sandborn 2012). Ulcerdézna kolitida je dlhodoby stav, ktory vedie k zapalu a vredom hrubého creva a konecnika.
Napriek niektorym zdielanym vlastnostiam sa tieto formy lisia v genetickych predispoziciach, rizikovych faktoroch a
klinickych, endoskopickych a histologickych nalezoch (Abraham a Cho 2009). Pri liecbe IBD sa pouziva 5 hlavnych
tried lieciv: aminosalicylaty, kortikosteroidy, imunomodulatory, antibiotikd a rozne formy biologickej terapie (Crohn’s
& Colitis Foundation 2019). V poslednom obdobi sa vSak biomedicinsky vyskum zaoberd aj moznym prepojenim
medzi zlozenim a funkciou ¢revnej mikrobioty a rozvojom tychto ochoreni. Nové zistenia maji napomoéct’ vysvetleniu
tychto vztahov a nacrtnut’ nové moznosti ovplyvnenia priebehu IBD pomocou modulécie ¢revnej mikrobioty.

Ciel'om tejto prace bolo inicialne preskimat kvalitativne zlozenie ¢revného mikrobidmu zdravych l'udi a pacientov s
ulcer6znou kolitidou pomocou gélovej elektroforézy v denaturaénom gradiente (DGGE). Nasledne za pomoci modelu
SHIME kultivovat’ ¢revnu mikrobiotu zdravého jedinca a pacienta sulceréznou kolitidou po dobu 4 tyzdiov
s pravidelnymi odbermi na preskiimanie kvalitativneho zlozenia ¢revného mikrobiému v troch ¢astiach hrubého Creva.
Pocas druhej polovice experimentu je ciel’ modulovat’ mikrobidom aplikdciou FMT (transplantacia fekalnej mikrobioty)
a probiotickou zmesou Monsea Colon Tieto poznatky by mohli prispiet k lepSiemu pochopeniu vztahov medzi
komplexnym ¢revnym mikrobiéomom a patogenézou kolitidy.

Material a metody

Biologicky material (stolicu) sme ziskali od dobrovolnikov (7 zdravych I'udi, vek 27 az 61; 5 pacientov s klinicky
potvrdenou kolitidou, vek 21 az 48) na zdklade povolenia Etickej komisie Lekarskej fakulty UPJS v Kosiciach
(2018/EK/1001). Model I'udského intestinalneho traktu SHIME bol inokulovany vzorkou od dobrovolnikov (1 zdravy
Clovek, 1 pacient s klinicky potvrdenou kolitidou). Vzorky boli odoberané v pravidelnych intervaloch z troch
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modelovanych c¢asti hrubého ¢reva (AC, TC, DC) po dobu 4 tyzdov vid’ Obr 1. V druhej tretine experimentu bola
aplikovana transplantacia fekalnej mikrobioty z reaktoru distalneho colonu zdravého pacienta do reaktorov celého
hrubého ¢reva pacienta s ulcerdznou kolitidou. Vo findlnej Casti experimentu bola podavana probioticka zmes Monsea
Dophilus obom simulovanym jedincom. Pre izolaciu mikrobialnej DNA zo stolice bol pouzity QIAamp Fast DNA Stool
Mini Kit (QIAGEN, Nemecko) a bol pouzity priloZzeny protokol. Pre izolaciu mikrobidlnej DNA z odberov z modelu
SHIME bol pouzity QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (QIAGEN, Nemecko) a bol pouzity priloZzeny protokol.
Uskutocnili sme PCR-DGGE - kvalitativnu analyzu komplexnych vzorieck DNA so zameranim na vytvorenie
bakteridlnych profilov skupin Eubacteria, Bacteroidetes (G — crevné anaeroby), Blautia coccoides (G+ crevné
anaeroby) a Lactobacillus.

A Model TWIN-SHIME
Zdravy jedinec Pacient s ulceréznou kolitidou
ST1 si1 AC1 TC1 DC1 ST2 S12 AC2 TC2 DC2
y q r
B Aplikacia FMT Aplikacia PZ
Inokulacia Stabilizaéna Den 13, 15, 17 Dens-al Koniec
, Odber 1 .
Odber 0 > faza " Den 12 > > * experimentu
Den 0 Deri 1-12 oidbierosa Odber 5-7 Den 26

Den 14, 16, 19 Den 21, 23, 26

Obr. 1 A. Schéma modelu SHIME. Zdravy jedinec: ST1 — zaludok, SI1 — tenké ¢revo, AC1 — colon ascendence, TC1 — colon
transversum, DC1 — colon descendence. Pacient s ulcer6znou kolitidou: ST2 — zaludok, SI2 — tenké ¢revo, AC2 — colon ascendence,
TC2 — colon transversum, DC2 — colon descendence. B. Schéma experimentu: Aplikacia FMT — aplikacia transplantatu fekalnej
mikrobioty, Aplikacia PZ — aplikacia probiotickej zmesi.

PCR amplifikaciu oblasti 16S rRNA sme uskutocnil s vyuzitim polymerazy Q5® Hot Start High-Fidelity DNA
Polymerase (New England Biolabs). Amplifikacia bola verifikovand pomocou Standardnej DNA elektroforézy v
agarozovom géli v TAE puftri. Pre Eubacteria bola vykonana jednokrokova PCR s univerzalnymi primermi (338F-GC a
518R). Pre ostatné skupiny bola vyuzita nested PCR s vyuzitim skupinovo Specifickych primerov, kde po prebehnuti
PCR bola DNA 100 x riedend vo vode pre PCR a pouzitd ako templat pre PCR s univerzalnymi primermi. Vsetky
pouzité primery a teplotné programy PCR st uvedené v prilohach ¢. 1. a 2.

Po preparativnej PCR boli amplikony separované pomocou DGGE v 8% polyakrylamidovom géli (19:1) v TAE pufri.
Polyakrylamidové gély boli pripravené s denaturacnym gradientom 45-65% pre skupiny Eubacteria a Bacteroidetes a s
denaturacnym gradientom 45-60% pre skupiny Lactobacillus a Blautia coccoides. (100% koncentracia zodpovedd 7 M
mocovine a 40% (v/v) formamidu)

Pri DGGE sme DNA separovali po dobu 16 hodin pri 60 V. Agardzové a polyakrylamidové gély boli farbené pomocou
GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, USA) a DNA bola vizualizovana pomocou UV (£ = 254 nm).

Vysledky a diskusia
Charakterizacia ¢revného mikrobiomu ludi

Podl'a PCR-DGGE analyzy skupin Eubacteria a Bacteroidetes je skupina UK kvalitativne odliSna od kontrolnej
skupiny vzoriek (Obr. 2A a 2B). Pri skupine Bacteroidetes su rozliSitelné Specifické vzorce predstavujuce
pravdepodobne rdzne enterotypy crevného mikrobiomu (Arumugam et al. 2011) a tri z piatich UK vzoriek maju
tendenciu tvorit’ vlastny klaster s dominantnym druhom Bacteroides fragilis, ktory je pritomny aj v pouzitom Standarde
(pri kontrolnej skupine = KS pozorované iba pri 1 zo 7 vzoriek) (Obr. 2B).

Pri skupine Lactobacillus (Obr. 2C) bola pozorovana vyrazna heterogenita medzi vzorkami zo skupiny KS a vzorkami
zo skupiny UK. Ked'ze baktérie tejto skupiny su prijimané v mlie¢nych a fermentovanych potravinach, diverzita moze
byt vyrazne ovplyvnena stravovacimi ndvykmi. Naproti tomu bakteridlna skupina Blautia coccoides (Obr. 2D),
zahfnajuca viaceré ¢revné anaerdbne klostridie, vykazuje znac¢nu podobnost’ medzi vzorkami skupiny KS a pri vSetkych
vzorkach skupiny UK je pozorovana dysbidéza — redukcia bakteridlnej diverzity. Je to spdsobené pravdepodobne
zapalovym procesom v Creve, ktory moéze inhibovat’ rast striktne anaerobnych klostridii (Ordas et al. 2012).
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Obr. 2 DGGE mikrobialne profily skupin Eubacteria (A), Bacteroidetes (B), Blautia coccoides (C) a Lactobacillus (D)
¢revného mikrobiomu 12 Pudi. Popis drah: 1. Standard pozicii vybranych baktérii (zhora Bacteroides fragilis, Lactobacillus
plantarum, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis a Escherichia coli) 2. — 8. kontrolna skupina, 9. — 13. skupina pacientov s
ulcerdznou kolitidou.

Pri cielovych skupinach Eubacteria, Bacteroidetes a Lactobacillus bola pozorovand vyrazna heterogenita zastipenia
dominantnych druhov baktérii a to v ramci skupiny KS aj UK. Toto pozorovanie je v sulade s poznatkami, Ze ¢revny
mikrobidm réznych I'udi méze byt ovplyvneny viacerymi exogénnymi a endogénnymi faktormi: genetickou vybavou,
vekom, stravovanim, Zivotnym $tylom, chronickymi ochoreniami ako aj geografickou lokalitou (Ordas et al. 2012).
Analyzovany pocet vzoriek predstavuje pilotni Studiu na naSom pracovisku. Ked’ze ide o malu vzorku, aj nad’alej
prebieha zber d’alSieho biologického materidlu. Pre detailnt charakterizaciu ¢revného mikrobiému su rozpracované aj
analyzy pomocou kvantitativnej PCR, NGS sekvenovania metagenému 16S rRNA a Statistické analyzy.

Vysledky in vitro experimentu s vyuzitim modelu SHIME

Podl'a PCR-DGGE analyzy skupin Eubacteria a Bacteroidetes je skupina vzoriek UK kvalitativne odlisna od kontrolne;j
skupiny vzoriek (Obr. 4 a 5). Pri skupine Fubacteria vzorieck UK je pozorovana zvySena hustota signalov v spodnej
polovici gélu oproti vzorkam KS. Po aplikacii FMT doslo k zmene mikrobioty pritomnostou zvyraznenych signalov
v drahach 3 - 5 respektive 4 a 5 skupiny Eubacteria v reaktore AC a analogicky v reaktoroch TC a DC. Po aplikacii PZ
dochadza k vyraznej zmene mikrobioty pritomnost'ou zvyraznenych drahach 6 — 8 v skupine UK.
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Obr. 3 DGGE mikrobialne profily skupiny Eubacteria ¢revného mikrobiomu zdravého jedinca (A) a pacienta s ulceréznou
kolitidou (B). Popis drah: 1. Standard pozicii vybranych baktérii (zhora Bacteroides fragilis, Lactobacillus plantarum,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis a Escherichia coli) 2. — 8. reaktor AC, 9. — 15. reaktor TC, 16. — 22. reaktor DC.

Skupina Bacteroidetes je v pripade zdravého Cloveka v Case a v segmentoch hrubého ¢reva stabilnd a na aplikdciu PZ
nereaguje vznikom novych signalov. Vo vzorkach UK dochadza po aplikdcii FMT ku vzniku zvyraznenych signalov
v jednotlivych reaktoroch, priCom signaly zvyraznené Zltou farbou sa nenachadzaji v zdroji FMT: Po aplikacii PZ
dochadza ku zvyrazneniu signalov v blizkosti Bacteroidetes fragilis a zlto zvyraznenych signalov.
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Obr. 4 DGGE mikrobialne profily skupiny Bacteroidetes ¢revného mikrobiému zdravého jedinca (A) a pacienta s ulceré6znou
kolitidou (B). Popis drah: 1. §tandard pozicii vybranych baktérii (zhora Bacteroides fragilis, Lactobacillus plantarum,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis a Escherichia coli) 2. — 8. reaktor AC, 9. — 15. reaktor TC, 16. —22. reaktor DC.

Zaver

Crevné zapalové choroby zasadnym sposobom ovplyviuju diverzitu érevného mikrobiomu. Charakterizacia zloZenia
¢revného mikrobiomu l'udi na baze analyzy velkych kohort obsahujticich r6zne vekové skupiny je vSak nevyhnutna pre
lepsie pochopenie vztahov medzi zmenami v ¢revnom mikrobidme a patogenézou IBD. Vysledky experimentov na
modeli SHIME by moli slizit’ na lepSie pochopenie mechanizmu modulacie ¢revného mikrobiomu. Vdaka tymto
informaciam by mohlo byt mozné vytvorit' podporni lie€bu na baze probiotik a funkénych potravin novej generacie,
ktoré by napomohli zlepsit’ priebeh IBD, zmiernit’ ich priznaky pripadne udrzat’ pacientov v dlhodobej remisii.
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Priloha. 1: Prehl'ad primerov pouzitych pre PCR-DGGE.

Primery Nukleotidova sekvencia 5'— 3° Citacie
PCR-DGGE
Eubacteria 338F-GC CGC CCG CCG CGC GCG GCG | (Fierer et al. 2005)
GGC GGG GCG GGG GCA CGG
GGG GAC TCC TAC GGG AGG
CAG CAG
Eubacteria 518R ATT ACC GCG GCT GCT GG (Fierer et al. 2005)
Bacteroidetes 296F GAG AGG AAG GTC CCC CAC (Layton et al. 2006)
Bacteroidetes 968R GGT AAG GTT CCT CGC GTA (Brons a Elsas 2008)
Lactobacillus 159F GGA AAC AGA TGC TAA TAC | (Byun et al. 2004)
CG
Lactobacillus 667R CAC CGC TAC ACA TGG AG (Heilig et al. 2002)
Bifidobacteria 164F GGG TGG TAA TGC CGG ATG
Bifidobacteria 663R CCA CCG TTA CAC CGG GAA
skupina  Blautia coccoides | ACC GCA TAA GCG CAC (Rinttila et al. 2004)
172F
skupina  Blautia coccoides | CCG ACA CCT AGT ATT CAT CG | (Rinttila et al. 2004)
792R

Priloha. 2: Prehl’ad teplotnych programov pouzitych pre PCR

Pocet Denaturacia | Anelécia Polymerizacia

cyklov
Eubacteria 35 20s/98°C | 20s/55°C | 10s/72°C
Bacteroidetes 35 20s/98°C | 20s/65°C | 20s/72°C
Lactobacillus 40 20s/98°C | 20s/63°C|20s/72°C
Bifidobacterium | 40 20s/98°C | 20s/67°C | 20s/72°C
Blautia 40 20s/98°C | 20s/63°C|20s/72°C
coccoides

Inicialna denaturdcia pre vsetky programy PCR bola 60 s pri 98 °C, findlna polymerizacia pre kazdy program bola
dvojndsobne dlhsia oproti polymerizdcii.




Zbornik prispevkov z 6. ro¢nika Jarnej Internacionalizovanej $koly doktorandov UPJS m

Sekcia FVS/PrF/FF




Zbornik prispevkov z 6. ro¢nika Jarnej Internacionalizovanej $koly doktorandov UPJS m

Jan Patocka: “Rudolfinska“ Praha ako miesto zrodu idedlu
modernej vedy

Jan Patocka: “Rudolf’s* Prague as a birthplace of the ideal of modern science
Simona BASISTOVA
Univerzita Pavla Jozefa Safirika v Kosiciach, Filozoficka fakulta

Abstrakt: Hlavnym ucelom tohto prispevku je poukazat’ na doteraz mozno menej zndmu a diskutovani tému z dejin
vedy a filozofie, tému, ktord je nevyhnutnou a nemenej ddlezitou sticastou filozofického myslenia Jana Patoc¢ku. V 50.
a 60. rokoch sa Patocka vyjadruje aj k filozofickym témam, akymi su napr. vznik a rozvoj idedlu modernej vedy
v Cechach, analyzuje duchovnii klimu ,rudolfinskej Prahy, venuje sa otizkam matematizdcie prirody, v stvislosti
s ktorou upriamuje pozornost’ predovSetkym na Johanna Keplera. Patocka je presvedCeny, Ze prvotné semienka
modernej, dnes uz exaktnej vedy, ktorej metamorfézou bola matematicka prirodoveda v novoveku, neskor nastupujuci
pozitivizmus, rigorozna vedeckost’ a technoveda, zasadil svojimi myslienkami do dejin svetového vedenia prave Kepler.
Kolosilna duchovna atmosféra v Cechach a Prahe a Keplerova neobycajnd zaluba v prirode a hviezdach sposobili
napokon to, Ze sa rodi ideal modernej vedy. Veda zacina nadobudat’ vysostne matematicky charakter. Rodi sa aj
z principov prirodovedy, predovsetkym vSak geometrie a fyziky. Kepler je ocareny presnostou matematiky, ktora pre
neho predstavuje zakladni cestu k poznaniu skutocnosti. Na vzostupe je éra matematickej vedy o prirode, ktora sa stala
neodmyslitel'nou sticastou dejin ceského naroda.

Kracové slova: ,, Rudolfinska* Praha, modernd veda, Kepler, Patocka, mathesis universalis.

Abstract: The main intention of this paper is point out to less known and less discussed topic from the history of
science and history of philosophy, the topic, which is necessary and very important part of the Jan Patocka’s
philosophical thinking. In 50’s and 60’s Patocka analyzes the philosophical issues such as origin and progress of the
ideal of modern science in Cechy, the spiritual scene of the ,,rudolf’s“ Prague, deals to issues about mathematization of
nature, in which he draws attention to Johannes Kepler. A primary seeds of modern exact science (as we know today),
which has changed to mathematical science of nature in modern times, later as positivism and than as a strict scientism
and technoscience, planted to the history of the global wisdom Kepler, thanks to his thoughts, says Patoc¢ka. The ideal of
modern science in Cechy, Prague, is born thanks to magnificent spirituality atmosphere and Kepler’s unusual pleasure
of nature and stars. Science gets acquainted mathematical character. Science is based on scientology, geometry and
physics principies. Kepler is amazed by strictness of mathematics, which is the base way to known the reality. The era
of mathematical natural science is on the rise and is unthinkable part of the history of the Czech nation.

Keywords: ,, Rudolf’s “ Prague, modern science, Kepler, Patocka, mathesis universalis.

Praha otvara svoju naruc

Praha za &ias vlady krala Rudolfa IL." alebo tzv. ,.rudolfinska Praha, je mimoriadne putavym obdobim z dejin ¢eského
naroda. Obsah tohto terminu v sebe ukryva Siroké spektrum idei; vtedajSia Praha sa stala vel'mi pritazlivym miestom
ato aj vdaka zvlaStnemu, neobyCajne intenzivhemu Rudolfovmu zdujmu o vedu, umenie a predovSetkym prirodu.
Nebolo preto nicim neobvyklym, Ze sa Coraz viac na kralovskom dvore zacali objavovat’ ,,...vedci, najmé ti, ktori mali
dost’ blizko k ur¢itej dobrodruznosti, alchymisti, astrolégovia, ale aj $piritisti a Gasto len Sarlatani a podvodnici.*
Rudolf II. sa tak stava akymsi magnetom, ktory z Prahy vytvoril triezvo zmyslajace, kriticky hodnotiace a kultirne
vzrastajiice mesto neutichajuceho rozkvetu vedy a techniky, mesto, v ktorom sa nerodi len pseudo-veda, ale skutoéna
modernd veda, zanechavajuca stopy v europskom, ba svetovom vedeni.> O Rudolfovi sa preto zvyklo hovorievat, e bol
Stedrym podporovatelom vied aumeni aaj vdaka jeho ,zalubam* ,..prazsky Hrad ziskaval opravneni povest
klenotnice sveta.*

Zmena duchovnej klimy Ciech 16. a 17. storo¢ia bola preto velmi silna a intenzivna. Cechy, dnes uz len ako historicka
krajina povodne stcastou Ceského krdlovstva, ststredili svoj duchovny ale najmi vedecky potencial do svojho
hlavného mesta, Prahy. Patocka je preto presvedceny, Ze aj v ,,...duchovnych dejinach trebdrs aj malej europskej
spolo¢nosti [akou boli aj Cechy — dopl. S. B.] sa mdzu odrazat’ Gplne univerzalne a fundamentilne duchovné
skutoGnosti.> Prave v Prahe sa odohrava vigsina rozhodujicich stretnuti, ktoré budi uréovat’ d’al§i vyvoj nie len

" Rudolf II. (1552-1612) bol Ceskym kral'om v obdobi od roku 1575 do roku 1611.

2 HORSKY, Z.: Kepler v Praze. Praha: Mlada fronta 1980, s. 12, 13.

* V kruhoch blizkych Rudolfovi II. sa pohyboval a pdsobil napr. aj Jan Jessenius, Giordano Bruno, uz spominany
Kepler a Brahe. Rudolfove pozvanie do Prahy neodmietol ani zakladatel’ numizmatiky, taliansky zlatnik a rytec, Jacopo
Strada ¢i zidovsky myslitel’, Jehuda Léw ben Becalel (tzv. Maharal).

* GEL, F.: Syn carodejnice. Jin Kepler, muz, ktory odhalil tajomstvo nebies. Prel. O. Sliacky. Bratislava: Mladé leta
1974, s. 88.

> PATOCKA, J.: Ideal moderni védy v Cechach. In: Palek, K. — Chvatik, 1.: Jan Patocka. Cesi II. Sebrané spisy Jana
Patocky. Sv. 13. Praha: OIKOYMENH 2006, s. 399.
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filozofie, ale predovietkym vedy. Duchovna atmosféra Ciech je podla Patocku kategoricky prepojend s troma
fundamentalnymi motivmi moderného myslenia: (1) so zrodom ,nebeskej fyziky*“ a snim spojenej racionalizacie
skuto¢nosti, (2) s premenou ,,univerzalneho kl'i€a* v mathesis universalis a napokon (3) so vznikom a zalozenim logiky
ako nezéavislej, teoretickej vedy.® Patocka vnima tieto tri ,,velké* motivy ako tri komponenty moderného vedeckého
idedlu, ktoré prechodom dejin ¢eského myslenia v ilom zanechali nezmazatel'nt stopu.

Samotny pojem idedl evokuje vo vSeobecnosti dokonalti predstavu, zodpovedajicu vysnivanému obrazu. Sokol
definuje pojem ideal ako ,kantovska® vidinu nedosiahnutel'nej a dokonalej predstavy a zaroven ako ideu imanentnu
ludskému vedomiu, ku ktorej sa ¢lovek vztahuje dvojakym sposobom. Prvy raz, ked vo vzt'ahu k nej mysli a druhy raz,
ked vo vztahu k nej aj kona.” Patodka v jednej zo svojich prednaSok z Leuven® s nazvom Idedl modernej vedy
a duchovna klima Ciech rozumie pod nim taky idedl, ,,..ktory veda sleduje ako veda, teda imanentna ideu, ktora je
hnacou silou jej vyvoja. Je to idedl zjednotenej vedy, ktora sa cestou postupnych aproximaécii a stale obsiahlejSich
syntéz pokusa obsiahnut’ celt skutocnost’, [ideal — dopl. S.B.] vedy, ktord nie je spokojnd s tym, ze privilegované
oblasti objektivity prevadza na systém istych apresnych poznatkov, ako ¢inila staroveka veda, ale ktord ich
v neobmedzenom postupe zjednocuje vietky bez vynimky.«® Je pravdou, Ze sa Patotka nepokiisa utajit’ fakt, Ze to bolo
predovsetkym Husserlovo vel'ké nedokonéené dielo,' ergo velkd meditacia, zamyslenie sa nad §truktirou a zakladom
idedlu a ktoré tvori napokon vychodisko Pato¢kovych uvah — avSak — jednu z prvych a zaroven najdolezitejSich podob
rozvinutia idedlu modernej vedy v Cechach predstavuje podla Patotku Johannes Kepler a nepochybne jeho osudové
stretnutie s danskym astrondémom, Tychom Brahe v Prahe.

Obaja totiz vychadzaju z konceptu tzv. nebeskej fyziky, t. j. fyzikalnej astrondmie, pomocou matematickych zakonov
chcu priniest’ dokaz o pravdivosti Kopernikovho systému a zaroven sa obaja pokusSaju predlozit’ rozvrh matematického
potiatia poznania prirody.'" Patocka konstatuje, e Husserlom formulovana hypotéza matematickej prirody, ktora sa
neskdr rozvinie do podoby novovekej matematickej prirodovedy, t. j. matematickej vedy o prirode, sa na tomto mieste
rozvija do svojej najsilnejSej podoby. Prave z ,prazského pobytu Keplera a Tycha Brahe vyvodil Patocka podstatné
konzekvencie pre vyvoj modernej vedy. Je to Praha, Cechy, kde sa rodi myslienka idedlu univerzalnej vedy. Patocka
vehementne poukazuje na to, Ze tento idedl mal ,,...svoje hlboké korene v historii Ciech a Zze [Keplerova moznost
rozvinutia tohto idealu — dopl. S.B.] stvisela s duchovnou klimou tejto zemi.“'> O niekol’ko rokov neskor tito tradiciu
prenikavym sposobom premysla Leibniz v podobe idey mathesis universalis, t. j. idey univerzalnej matematiky,
tradiciu dopiiia napokon Descartes a karteziani a ako myslienku univerzdlnej harménie sveta pochopi napokon tento
ideal Komensky. Celd, takpovediac stCasnd modernd filozofia sa potom pohybuje v hraniciach uvaZovania
o moznostiach prehibenia a lepsicho ukotvenia zakladu tohto idedlu so zretelom na wunifikdciu poznania celého
univerza. ,,Myslitelia 17. a 18. storo€ia sa preto budu sice eSte po urCiti dobu namahat’, aby ukazali, akym sposobom
spojit’ prirodny mechanizmus — ato znamend: matematizmus — sUCelnostou alebo s vonkajSou teleologiou,
stvoritel'skou inteligenciou...13 V tomto obdobi diastolického rytmu duchovného Ceského zivotného diania sa preto
strategickym stdva Keplerov pobyt v Prahe.

Muz, ktory rozumel reci hviezd

Rozhodne sthlasime s Patockom v tvrdeni, Ze hoci Kepler stravil v Cechach len niekolko rokov svojho Zivota', boli to
rozhodujtce roky nie len pre Keplerovu astronémiu a vedu ako taku, ale aj pre Cechy ako dejinny a duchovny tutvar,

6 Pozri: PATOCKA, J.: Piispévek &eskych zemi k idealu moderni védy. Lovaiiské piednasky (1965). In: Palek, K. —
Chvatik, I.: Jan Patocka. Cesi II. Sebrané spisy Jana Patocky. Sv. 13. Praha: OIKOYMENH 2006, s. 157.
" Pozri: SOKOL, J.: Mald filosofie cloveka a Slovnik filosofickych pojmii. Praha: Vysehrad 1996, s. 306.
¥ Tieto prednasky predniesol Patotka na pozvanie filozofického ustavu univerzity v Leuven v novembri a decembri
1965 avsak, neboli nikdy Patockom priamo publikované. K. Palek ako jeden zo zostavovatel'ov Zobranych spisov Jana
Patocku zaroven konstatuje, ze v jeho pisomnej pozostalosti, ktora je dodnes uchovana v Archive Jana Patocku v Prahe
je evidentné preukazané, ze sa Patocka pripravoval na knizné vydanie tychto prednasok, avSak sa mu to nepodarilo
uskutocnit’.
’ PATOCKA, I.: Pisp&vek Ceskych zemi k idealu moderni védy. Lovaiiské prednasky (1965), s. 158.
' Tu mame na mysli Husserlovu prednasku Kriza eurdpskych vied a transcendentdlna fenomenolégia, ktort predniesol
v Prahe v roku 1935 na pozvanie Prazského filozofického kruzku.
1; Pozri: PATOCKA, J.: Ptispévek ¢eskych zemi k idedlu moderni védy. Lovanské prednasky (1965), s. 160.

TamzZe.
3 PATOCKA, J.: Galileo Galilei a konec kosmu. In: Chvatik, 1.: Jan Patocka. Aristotelés, jeho predchiidci a dédicové.
Texty z 50. a 60. let. Sebrané spisy Jana Patocky. Sv. 15. Praha: OIKOYMENH 2018, s. 341.
'S najviacsou pravdepodobnostou sa domnievame, 7e Kepler stravil v Cechach obdobie medzi rokmi 1600 az 1612.
O chronologickom prehl'ade Keplerovho Zivota sa mozeme dozvediet aj z pera amerického profesora anglictiny na
Kean Univerzite v Union, New Jersey, Jamesa A. Connora, autora knihy Keplerova carodejnica. Za kI"i€ovy povazuje
Connor rok 1594, kedy Kepler prijima miesto ucitela matematiky na luteranskej seminarnej Skole, Stifischule,
v Styrskom Hradci (nem. Graz). Z dovodu naboZenskych nepokojov je o niekol’ko rokov neskor luterdnska komunita
v Grazi prenasledovana. V roku 1600 Kepler so svojou rodinou do¢asne Rakusko opusta a smeruje do Ciech, kde sa
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ktory bol od 16. storo&ia svojim diastolickym rytmom pristupny novym moznostiam. Tzv. ,keplerovska veda“" je

jednou z prvych a podla Pato¢ku jednou z najodvaznejsich uskuto¢neni moderného idedlu vedy, ktory sa na prelome
storo¢i v Cechach rozvinul. Predpokladom novej, tzv. , keplerovskej“ vedy je myslienka nekonecnej totality jestvujucna
racionalne poznatelnej a uchopitelnej v neodmyslitelnom vztahu kjednej raciondlnej vede, ktora je vSetko —
objimajiicou vedou. Patotka konstatuje, Ze je potrebné ,....polozit" déraz na slovo jedna: jedna totalita, jedna veda.“'® Tu
sa rodia pociatky matematickej fyziky, ako jednej, resp. jedinej racionalnej vedy o nekonecnej totalite jestvujlcna.
Gréci sice aplikovali princip racionalizacie na isté oblasti jestvujucna, predovsetkym v oblasti geometrie, avSak nikdy,
podla slov Patocku, nepomysleli na moznost' racionalneho uchopenia priestorovych predmetov a ich racionalneho
zjednotenie v jednej vede. V novej vede ide o unifikdciu matematiky, geometrie, logiky atd. cestou prisnej
formalizacie.'” Polozme si otazku, o vobec vznik takejto vedy umoznilo?

Jej zaloZenie spociva v oblasti cistej geometrie. ,,Ta nie je nie¢im inym nez stborom presnych foriem, t. j. foriem
ponatych tak, Ze sa k nim da v mysleni kedykol'vek vratit' ako k identickym pre ten isty subjekt v roznych okamihoch
jeho trvania aj pre rozne subjekty nachadzajiice sa v neidentickych situaciach.“'® Ak nahliadneme hlbsie pod pokrievku
zistime, ze formy cistej geometrie predstavuju racionalne v istom zmysle subjektivne formy avsak zaroven vystupuju
ako dokaz racionalnej ale uz aj objektivnej existencie jestvujicna, v tomto pripade subjektov, preto tvrdime, Ze cez tieto
cisté geometrické formy dochadza k procesu objektivacie poznania. Ta so sebou prinasa presnost, pretoze v objektivacii
sa odkryva moznost’ ,,...zniZovat postupne mieru rozdielnosti, ktori nachddzame konkrétnymi postupmi porovnavania
a merania ...“'? Tento proces, v ktorom pomocou uz odmeranych dat v podobe cistych geometrickych foriem dokazeme
vyjadrit’ vztahy medzi vonkajs$imi, meratelnymi predmetmi a v ktorom dokazeme tieto formy aplikovat’ aj na predmety,
ktoré priamo meratelné nie su, nazyva PatoCka procesom idealizdacie. Protikladné postavenie zastavaju presnost’ —
nepresnost’ a ne-relativna pravda — relativna pravda. Zatial Co sa priama matematizacia viaZze k presnosti a ne-
relativnej pravde, ,nepresnost’ [nepriama matematizacia — dopl. S.B.] znamena zaroven nemoznost’ urcit’ identitu,
znamend teda uréiteni neurditost’ a teda relativitu [pravdy — dopl. S.B.] a subjektivitu.“*

Moderna univerzalna veda v podobe matematickej fyziky kraca touto cestou idealizdcie a je presvedCenad, ze aplikacia
cistych geometrickych foriem je moznd nie len na okrsky privilegovanych priestorovych a rovinnych ttvarov ale aj
v podstatne SirSom kontexte, na vSetky oblasti univerza. Keplerova kozmologicka koncepcia ,,nebeskej fyziky* svedci
prave o tejto idealizdcii. Priroda sa pomocou zakonov experimentalnej fyziky, metdd matematiky a postupov geometrie
poznéva ako kauzalna stvislost,, ako sucast’ kauzalneho diania. Kauzalita preto, mieni Patocka, ,,...tvori neoddelitel'nu
stdast’ hypotézy, ktora predpoklada, Ze priroda ma matematickl podstatu.“?! KIu¢ovym momentom je podla Patocku
to, Ze priroda sa stala predmetom idealizdacie a ze moderna veda takpovediac ,,splodila® pre empiricku prirodu idedlny
matematicky vzorec.”> Novd veda mé teda svoju ,.cesticku“ po ktorej kra¢a ohraniGenti jasnymi liniami: smeruje od
cistych foriem geometrie, postupuje cestou formalizacie a proces idealizacie napokon zavi§i na vysSej Urovni
matematiky, takzvanej matematiky wuniverzalnej, znamej od Cias Leibniza ako mathematica universalis. Patocka tato
situaciu vidi jednoznacne: ,,...fyzika [a spolu s fiou aj matematika — dopl. S.B.] ... nevidi uz rozdiel medzi vzorcami
a skutonostami.“*

Zlaty vek vedy, aj tymito slovami by sme mohli oznacit’ status astronomie, fyziky, matematiky, prirodnej filozofie
avobec vedy ako takej vdobe tohto velkolepého milieu. V tomto zmysle preto spolu s Patockom vobec
nepochybujeme, ze aj ked’ sa pohybujeme v oblasti vedeckej prace, ostavame stale verni a na pode filozofie. Idedl
modernej vedy je predsa filozofickou témou a je preto ulohou filozofie logiku jeho vzniku a vyvoja zaznamenat
a interpretovat’, pretoze moderny vedecky idedl vychadza ...zo samotného jadra Pudského dejinného bytia.“**
Novoveka matematicka prirodoveda, rodiaca sa z tohto idedlu, je tiez len jednym zo spdsobov, akym sa ¢lovek vztahuje
k univerzu. O jeho vyusteni vo vedu a techniku, vedeli uz nepochybne Husserl a Heidegger. Patocka je presvedceny, ze

prvykrat stretava s Tychom Brahe v Prahe a v Benatkach nad Jizerou. Pozri: CONNOR, J. A.: Keplerova carodéjnice.
Prel. J. Novotna. Praha: Pragma 2004. Pozri tiez: PATOCKA, J.: Piispévek Ceskych zemi k idealu moderni védy.
Lovaiské prednasky (1965).

PKed hovorime o tzv. ,keplerovskej vede“, mame na mysli predovietkym tie vedecké objavy, ktorymi sa Kepler
zapisal do historie dejin vedy. Je povaZzovany za ,,otca nebeskej mechaniky“ a moderného optika. Z jeho vedeckych
objavov st nam zname predovsetkym tri Keplerove zakony o pohybe planét, tedria refrakéného videnia v oku, jeho
navrhy okuliarov pre kratkozraké a d’alekozraké oko etc. Kepler v podstate potvrdil spravnost’ udajov, ktoré niekol'ko
desatro¢i pred nim prezentoval pol'sky astrondém a matematik, Mikula§ Kopernik. VyrieSil najmid spor medzi
heliocentrizmom a geocentrizmom v prospech heliocentrizmu.

' PATOCKA, J.: Prispévek eskych zemi k idedlu moderni védy. Lovaiiské prednasky (1965), s. 170.

7 Pozri: Tamze.

** Tamze, s. 171.

2 Tamze.

! Tamze, s. 172.

2 Pozri: Tamze, s. 172-173.
> Tamze, s. 173.

24 Tamze, s. 169.
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moderna Eurdpa sa vyznacuje najmé univerzalnou vedeckostou a ze toto ovladajiice vedenie, ktorého nastrojom sa stala
matematika, z ¢loveka napokon urobi ,,maitre et possesseur de la nature®, teda ,,pana a vlastnika prirody*. Kazdopadne,
nepovazujeme Keplera len za ,puritanskeho vedca, ale vnimame ho aj ako prirodného filozofa, ktory pristupuje
k prirode ako k usporiadanému, nevyhnutnou prozretelnou silou riadenému poriadku, filozofa, ktory pomocou
astrondmie a matematiky ,,otvara“ brany bozej mysle. Svet je vyrazom Boha a Trojica, ta ,,...stelesiiuje matematicky
poriadok a harméniu.*

Zaver

Ci uz Keplera vnimame skor ako astronoma, matematika, resp. vedca v pravom zmysle empirickej vedy alebo
prirodného filozofa je nepochybné tvrdenie, Ze stoji na ¢ele zrodu modernej vedy. Na Keplerovi je fascinujuce sledovat
sposob, akym sa pokuSa prepojit zaklad skutoCnosti, ktorym je geometria, matematika a fyzika do vztahu s
prozretelnostou a pokusom vnimat dielo #fvorcu ako presne vypocitatelny, raciondlne skonstruovany a ni¢im
neohrozeny poriadok. Tuto skutocnost’ si v§imol aj Patocka. Budova, ktorej zédklady Kepler svojimi myslienkami
postavil, stoji dodnes a postupom ¢asu na nej staval nejeden z vyznamnych fyzikov ¢i filozofov, medzi nimi aj Isaac
Newton.
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Informac¢na funkcia obchodnych registratir
Information function of business registries
Oliver BUHALA
Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach, Ndazov fakulty

Abstrakt: Predkladany prispevok sa zaoberd vyznamom obchodného registra a d’alSich vybranych verejnopravnych
registrov v prave obchodnych spolocnosti. Autor prezentuje nadzor, ze primarnym ucelom vytvarania obchodnych
registratir je zabezpecenie adekvatnej miery informovanosti v oblasti tzv. ,,vonkajSich obchodnych vztahov, ktoré
vznikaji medzi korporaciou a jej obchodnymi partnermi, resp. verite'mi, spravidla v dosledku uzavretia kontraktu.

KPucové slova: register, informacia, obchodna spolocnost, veritelia, formadlna publicita.

Abstract: The article concerns with the importance of the business register and other selected public registers in
company law. The author presents the view that the primary purpose of creating business registers is to ensure an
adequate level of awareness in the area of so-called ,,external" business relations that arise between the corporation and
its business partners, respectively, its creditors, usually as a result of the conclusion of a contract.

Keywords: register, information, corporation, creditors, formal publicity.

Uvod

Adekvatna informovanost’ o pravnych a majetkovych pomeroch podnikatel'skych subjektov predstavuje nevyhnutna
stcast’, resp. podmienku optimalneho kreovania a realizacie pravnych vztahov, ktoré v prostredi trhovej ekonomiky
vznikaju v suvislosti s pdsobenim a podnikatel'skou ¢innostou obchodnych spolocnosti. Uvedené konstatovanie
nachadza uplatnenie tak smerom k ,,dovnutra®, t. j. voci vztahom, ktoré existuji medzi osobami zdruzenymi v ramci
urcitej korporacie, ako aj smerom ,navonok®, teda vo vztahoch, ktoré vznikaji medzi urcitou korporaciou ako
pravnickou osobou a tretimi subjektmi, ktoré v nej nemaju ziadny podiel alebo iné ,,Clenské® postavenie. V tomto
zmysle sa typicky jedna o aktualnych ¢i potencialnych zmluvnych partnerov korporacie, najma jej veritel'ov. Z hl'adiska
zabezpecenia potrebnej miery informovanosti v tychto externych vztahoch zohravaju délezitu tlohu verejnopravne
registratiry, ktoré maji povahu oficidlnych publikaénych platforiem udajov o obchodnych spoloénostiach.
V podmienkach Slovenskej republiky, obdobne ako aj v d’alSich $tatoch Europy, pripada z tohto pohl'adu rozhodujtci
vyznam obchodnému registru, pricom sucasne pozorujeme trend vytvarania d’al§ich, $pecificky zameranych registratur.

1. Obchodny register

Platnd a u¢inna pravna uprava obchodného registra je v naSich podmienkach roztrieStend do viacerych pravnych
predpisov roznej pravnej sily. S Gcinnostou od 1. februdra 2004 predstavuje jadro tejto pravnej upravy zakon ¢.
513/1991 Zb. Obchodny zakonnik a osobitny zakon & 530/2003 Z. z. o obchodnom registri.' Vyvoj pravnej upravy na
useku obchodného registra bol pritom v nasich podmienkach ovplyvneny najméi snahou zdkonodarcu o zjednodusenie a
zrychlenie konania pred registrovym sudom, a tiez implementaciou eurdpskych smernic v ramci harmonizacie
slovenskej legislativy pravom Eurépskej unie.

Primarna pravna Uprava obchodného registra sa aktualne nachadza v ust. § 27 Obchodného zédkonnika, ktory upravuje
zakladné hmotnopravne otazky, akymi si pojmové vymedzenie obchodného registra a zbierky listin, okruh
zapisovanych subjektov a ucinky zapisanych udajov, ako aj dosledky nesuladu medzi zapisanymi a zverejnenymi
udajmi. Na tato reguldciu nadvizuje Uprava osobitného zakona o obchodnom registri, ktory je kombinaciou
hmotnopravnej upravy a procesnych ustanoveni, pricom upravuje najmé také otdzky, ako okruh zapisovanych tidajov a
obsah zbierky listin, postup a podmienky pri zépise tidajov do obchodného registra, ukladanie listin do zbierky listin a
nahliadanie do obchodného registra.

Vychadzajiic z ucinnej pravnej Upravy mozno obchodny register stru¢ne vymedzit' ako verejne pristupny zoznam
udajov o zapisanych osobach, sucastou ktorého je aj verejne pristupna kolekcia listin zapisanych osdb, z ktorych sa
tvori zoznam tdajov o zapisanych osobach.® Obchodny register pritom moZno vnimat aj ako urditd ,matriku

! Okrem uvedenych viak mozno spomentit’ aj d’alsie normativne pravne akty. Na arovni zékonov je to predovietkym zakon &. 161/2015 Z. z. Civilny
mimosporovy poriadok, zakon ¢. 200/2001 Z. z. o Obchodnom vestniku a zdkon €. 71/1992 Zb. o sudnych poplatkoch a poplatku za vypis z registra
trestov. Spomedzi podzdkonnych predpisov treba zase uviest’ hlavne vyhlasku Ministerstva spravodlivosti SR €. 25/2004 Z. z., ktorou sa ustanovuji
vzory tla¢iv na podavanie navrhov na zapis do obchodného registra a zoznam listin, ktoré je potrebné k navrhu na zapis prilozit' a vyhlasku
Ministerstva spravodlivosti SR ¢. 319/2007 Z. z. o postupe pri overovani osobnych udajov na ucely elektronického konania vo veciach obchodného
registra.

? Blaha, M. in Patakyova, M. et al. (2016): Obchodny zékonnik: Komentar. C. H. Beck. Bratislava, s. 109.

3 Patakyové, M. in Ovegkova, O. et al. (2017): Obchodny zakonnik: Velky komentar. Zvizok I. Wolters Kluwer, Bratislava, s. 249.
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obchodnych spolo¢nosti, ato s ohl'adom na fakt, ze v zmysle Obchodného zakonnika sa do neho zapisuju vsetky
obchodné spolo¢nosti a druzstva, ako aj pravnické osoby zalozené podla prava Eurépskej unie.”

Ako uz bolo naznacené, s cielom zvySenia externej informovanosti je od 1. januara 2002, popri zapisovanych tidajoch,
imanentnou sucastou obchodného registra aj tzv. zbierka listin, ktora pozostava zo zakonom vymedzenych
dokumentov, ktoré obchodné spolo¢nosti (prip. iné zapisané osoby) povinne predkladaji spravidla na verifikaciu, prip.
doplnenie registrovanych udajov. Z povahy zbierky listin pritom vyplyva, Zze je pristupnd aj po zaniku obchodnej
spoloénosti ako pravnickej osoby, ateda aj nadalej plni svoju informac¢ni funkciu o vSetkych relevantnych
skuto&nostiach jej existencie.’

2. Informac¢na funkcia obchodného registra

Z verejnopravneho hl'adiska predstavuje obchodny register jeden z nastrojov, resp. foriem, ktorymi §tat prenika do sféry
podnikania, a to hlavne za Gc¢elom regulacie vzniku, zmeny ¢i zaniku podnikatel'skych subjektov, ako aj kontroly
d’alsich zapisovanych pravnych skuto¢nosti. Ciel'om tejto kontroly je pritom dosiahnutie stavu, kedy zapisy v registroch
v ¢o najsirSej miere zodpovedaju skutocnosti a tretie osoby chranené tzv. principom materialnej publicity sa mdzu
takymito zapismi riadit’ vychadzat' z nich. Aj ked’ to na prvy pohlad nemusi byt zrejmé, priaznivy efekt takejto
kontroly sa neprejavuje iba na urovni verejnopravnych zaujmov, ale prinaSa prospech najmé samotnym podnikatel'om,
ked’ze ponéléha predchadzat’ sporom, ktoré by mohli vyplynit z neujasnenych pravnych vztahov vo vnutri zapisanych
subjektov.

V naznaCenom zmysle patri dominantny vyznam obchodného registra jeho informacnej funkcii. Prvoradym a
najdodlezitejsim ucelom obchodného registra, ako aj zbierky listin, je totiz zabezpecenie informovanosti tretich osob o
skuto€nostiach, ktoré mézu byt vyznamné v ich pravnych vztahoch so zapisanymi osobami, t. j., predovSetkym
korporaciami.” Zabezpeenie pristupu k obchodnému registru a registrovanym tdajom je teda dolezité najmi
z perspektivy ochrany tretich oséb — t. z. obchodnych partnerov (veritel'ov), spotrebitelov ¢i klientov obchodnej
spolo&nosti, pre ktoré mozu byt takto ziskané informacie dolezité v zaujme héjenia a presadzovania ich prav.®

Zmysel informacnej funkcie je teda poskytovat’ verejnosti, t. j. blizsie neSpecifikovanému okruhu tretich oséb, pravdivé
informacie o subjektoch, ktoré st v nom zapisané. PretoZze sa do obchodného registra zapisuju predovsetkym
podnikatelia realizujici podnikatel'sktl ¢innost’, ma informativna funkcia za ciel’ primarne umoznit’ a ul'ah¢it’ orientaciu
medzi podnikatel'mi. Uvedena funkcia vSak nachadza uplatnenie aj pokial’ ide o osoby, ktoré sa do obchodného registra
zapisuju ako podnikatelia, avSak podnikatel'sku ¢innost™ fakticky nevykondvaju vobec alebo iba Ciastocne (tzv. fiktivni
podnikatelia), ked’e aj tieto maju vyznam pre hospodarsky a spoloensky Zivot.’

Tato informovanost’ teda v uvedenom duchu, okrem vyznamu pre konkrétny obchodnopravny vztah, priamo
ovplyviuje aj celkovu kvalitu a atmosféru podnikatel'ského prostredia — ktord v sucasnej informacnej dobe z velkej
Zasti zavisi na &o najvicsej miere pravdivych a $iroko dostupnych informacii o jednotlivych podnikateloch.'

Z hladiska zapisovanych skutocnosti a ukladanych listin st data evidované v obchodnom registri a zbierke listin
zdrojom zakladnych informadcii, ktoré umoznuju presnu identifikdciu kazdej vzniknutej obchodnej spolocnosti, ¢i
orientaciu, pokial’ ide o otizku jej posobenia na trhu alebo mieru kapitalizicie (obchodné meno, sidlo, ICO, pravna
forma, predmet podnikania alebo ¢innosti, Gidaj o zakladnom imani).

Pre obchodnych partnerov a veritelov korporacie vsak maju kvalitativne osobitny vyznam hlavne tie evidované
informacie, ktoré sa tykaju spolo¢nikov konkrétnej obchodnej spolo¢nosti, vratane udajov o rozsahu splatenia ich
vkladov, ktoré st rozhodujuce z hl'adiska zistenia miery ich rucenia za zavizky spolo¢nosti. Mimoriadny vyznam maju
z tohto hl'adiska taktiez informacie, ktoré sa tykaju organov prislusnej obchodnej spolo¢nosti a tretej osobe umoziuju
bliz§ie rozoznat’ ich personalnu Strukturu. V tomto zmysle ide najmé o zloZenie, obsadenie a trvanie funkcie osoéb vo
funkcii S$tatutarneho organu, ato z doévodu, Ze tymto prislicha opravnenie konat v mene konkrétnej obchodnej
spolo¢nosti. Obdobny vyznam treba vtomto smere pripisat’ aj udajom o pripadnych registrovanych zastupcoch
spolo¢nosti, ato najmd o prokuristoch ¢i veducich organizacnych zloziek jej podniku. Délezitost predmetnych
informacii teda vyplyva prozaicky uz z faktu, Zze tretim osobdm umoznuju posudit pravnu zavéznost konania
korporacie, resp. eliminovat zamenitelnost oséb opravnenych konat' vjej mene.'' V pripade tzv. korporatnych
veritel'ov zaroven umoznuju uréit, vo¢i komu a v akej miere sa mézu domahat’ plnenia svojich splatnych pohl'adavok.

* Pozri napr. Schwarz, J. in SuchoZa, J. et al. (2016): Obchodny zékonnik a savisiace predpisy. Stvrté vydanie. EUROUNION, Bratislava, s. 116.

’ Patakyové, M. in Ovetkova, O. et al. 2017, op.cit., s. 262.

% Holejsovsky, J. (2003): Obchodni rejstiik a dalsi rejstiiky vedené soudy. C. H. Beck, Praha, s. VIL.

7 Patakyova, M. in Zititanska, L. et al. (2013): Obchodné pravo: Obchodné spolognosti. Druhé doplnené a prepracované vydanie. TURIS LIBRI,
Bratislava, s. 78.

8 Husar, J. (2007): Pravna regulécia ingerencie organov verejnej moci do podnikania. EQULIBRIA, Kosice, s. 160.

? Holejovsky, op. cit., s. 8 — 9.

' Ibidem, s. VIIL

1 Schwarz, J. in Suchoza et al. 2016, op. cit., s. 121.
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Pre obchodnych partnerov majii okrem toho nepochybné opodstatnenie aj zapisované udaje, ktoré deklaruji ur€ité
$pecifické stavy obchodnej spolo¢nosti, akymi su jej zruSenie a jeho_pravny dévod, informacia o neplatnosti obchodne;j
spolo¢nosti ¢i o jej vstupe do likvidacie, konkurzu alebo restrukturalizacie. Stucastou tychto informacii je takisto idaj
0 osobe, ktorej vo védzbe na predmetny stav vznika rozhodujtica funkcia v dotknutej korporacii (napr. likvidator, spravca
konkurznej podstaty, a pod.).

Opomentt’ napokon nemozno ani interny informaény rozmer obchodnych registratar, ktory ma vyznam pre osoby, ktoré
(najmé ako spolocnici) participuju na zapisanej obchodnej spolocnosti ako jej ¢lenovia. Zdrojom internych informacii
sa tak obchodny register, a najmi zbierka listin, moZe stat’ napriklad pre spolo¢nikov alebo akcionarov, ktorym ich
sama zapisana osoba odmieta oznamit’. Napriklad spolo¢nik spolo¢nosti s ruéenim obmedzenym, ktorému spolo¢nost’
neumozni pristup ku stanovam (pricom kona v rozpore so zakonom, nakol’ko spolo¢nikovi takéto pravo patri), mdze
informacie zo stanov ziskat nahliadnutim do zbierky listin bez toho, aby sa musel svojho prava na informacie o
zélezitostiach spolonosti domahat’ zalobou v sudnom konani. '

Samostatnou otazkou v stvislosti s informaénym posobenim registrov je vymedzenie rozsahu evidovanych informacii.
Na jednej strane je treba zohl'adnit’, Ze samotni podnikatelia vnimaja registraciu vel'mi citlivo, pricom hodnotia, ¢i ma
registracia urcitej skuto¢nosti skutoény zmysel alebo pre nich znamena iba d’al$iu administrativnu zat'az alebo zbyto¢nt
povinnost’ bez praktického prinosu. Registracia podnikatelov preto nepochybne musi reSpektovat’ ur€ité limity, a to
najmé s ohl'adom na prevenciu alebo odburanie problému registracnej inflacie, resp. ,,preregistrovanosti”, ktory sa
prejavuje v neefektivnom a neimernom zvy$ovani mnoZstva registrovanych udajov."”

Na druhej strane je vSak potrebné mat’ na pamati, Zze povinnost’ registracie vnimaju podnikatelia negativne najmé vtedy,
ak sa sami, vramci konkrétneho obligatného vztahu, nachadzaju v postaveni dlznikov. Najméd pre korporac¢nych
veritelov vSak byva obchodny register, spolu so zbierkou listin nezriedka jedinym dostupnym zdrojom informacii o
svojom dlznikovi. Pre podnikatelov v tejto pozicii je potom priznacné, Ze ich nazorovy postoj sa meni, pricom otazky
ako ,,preco som obtazovany v poziadavkach na dolozenie urcitych skutocnosti a listin? ““ byvajii nahradzané otazkami
ako ,,preco sud nevyzaduje od ,,mojho* dlznika listiny a skutocnosti, ktoré sa ho tykaju, ovela prisnejsie, razantnejsie
a vo vicsom rozsahu? “"*

3. Osobitné registratiiry

Mnozina publikac¢nych platforiem, ktoré maji vyznam z hl'adiska korporacnych vztahov sa v sicasnosti nevycerpava
iba obchodnym registrom. V tejto stivislosti mozno pozorovat’ tendenciu, ktora na strane zakonodarcu smeruje nielen ku
kontinualnemu rozsirovaniu okruhu registrovanych informacii, ale aj k vytvaraniu osobitnych, resp. samostatnych
registrattr, ktoré su Specialne zamerané na urCity druh evidovanych informacii.

Aj tieto registre su pritom taziskovo stavané na plneni informacnej funkcie. Za nedavny prejav naznacenej tendencie je
mozné povazovat’ napriklad novelu Obchodného zdkonnika vykonanu zdkonom €. 87/2015 Z. z., ktora zaviedla register
vylti¢enia 0sob (tzv. register diskvalifikdcii), ktory s izemnym obvodom pre celii SR vedie Okresny sud Zilina. Pravna
uprava si tu dava za ciel zaistit’, aby v orgdnoch obchodnych spolo¢nosti alebo ako prokuristi nevystupovali osoby,
ktoré sa doteraz v podnikani nespravali v salade s pravnym poriadkom. '

Mechanizmus fungovania tohto registra mozno popisat’ tak, ze ak sud v trestnom alebo konkurznom konani prijme
Specifické rozhodnutie, i€¢inkom ktorého je vylicenie urcitej osoby, je povinny zaslat stdu, ktory vedie register
diskvalifikacii takzvany diskvalifikacny list. Tento sud nasledne udaj o vyluceni oznami vSetkym sudom, ktoré vedu
obchodny register, ¢im sa ma zabezpecit’ Siroka informovanost’ o vyluceni tejto osoby a zaniku jej funkcie v organoch
korporacie. Zaroven plati, Ze registrovy sud je pred zapisom ¢lena Statutarneho organu, dozorného organu, veduceho
organizacnej zlozky podniku zahrani¢nej osoby alebo prokuristu povinny preverit, ¢i osoba, ktort ma zapisat, nie je
evidovana v registri diskvalifikacii. Touto Uipravou sa sleduje ucel, aby vylucena osoba pocas jej diskvalifikacie
nemohla byt nanovo zapisani v obchodnom registri ako osoba vo funkcii, ktorGi nesmie vykonavat.'® Prislub
pozitivneho efektu zarovenn nepochybne predstavuje ito, ze registrované informécie zvySuju povedomie na strane
samotnych korporacii pri angazovani osob do funkcii v ich organoch, ¢im takisto prispieva k ich preventivnej ochrane,
ako aj celkovej korektnosti a Cistote podnikatel'ského prostredia.

S cielom posilnit’ uroven informovanosti Sirokej verejnosti o majetkovom vyvoji a pomeroch obchodnych spolo¢nosti
bol novelou zakona ¢. 431/2002 Z. z. o uctovnictve vykonanej zdkonom ¢. 547/2011 Z. z. s uéinnost'ou od 1. januara
2012 zriadeny osobitny register uctovnych zavierok. Ten predstavuje osobitni publikaéni platformu wGétovnych
informacii kapitalovych obchodnych spolo¢nosti, ktoré su do tohto registra povinné ukladat kazda uctovni zavierku
(bez ohladu na to, ¢i ide o riadnu, mimoriadnu alebo konsolidovanu uétovni zavierku), ako aj d’alSie uctovné
dokumenty, ako napr. spravy auditorov, vyro¢né spravy ¢i roéné finanéné spravy.

2 Holejsovsky, op. cit., s. 9.

3 HUSAR, op. cit, s. 162.

' Holejsovsky, op. cit., s. VIIL

'3 Csach, K. in Ovegkova, O. et al. 2017, op.cit., s. 157, 161.
1 Ibidem, s. 161.
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Aj vtomto pripade zakonodarca kladie doraz na jeho informacné posobenie, ktoré sa orientuje ex ante na ochranu
potencialnych veritelov korporacie vtom zmysle, aby nevstupovali do obchodov s insolventnymi subjektmi.
Zakonodarca si preto od zavedenia registra u¢tovnych zavierok sl'uboval aj pokles mnozstva konkurzov, ktoré museli
byt Gasto zastavené pre nedostatok majetku upadcu.'’

Aspon okrajovo mozno napokon spomenut’ aj vytvorenie Specialneho registra partnerov verejného sektora, ktory od 1.
februara 2017 nahradil dovtedy vedeny register konecnych uzivatelov vyhod. Podstata existencie tejto registratiry
spociva vo vytvoreni informacnej databazy umoziujiucej podrobnil identifikaciu osdb, ktoré vstupuji do pravnych
vztahov so §tatom, resp. so subjektmi verejného prava, v ramci ktorych prijimaju akékol'vek plnenie, vratane predaja
statneho majetku.'®

3. Podmienky naplnenia informa¢nej funkcie registratar

Pre dosiahnutie sledovaného ucelu vedenia podnikatel'skych registratur, t. j. efektivnej informovanosti osob
prichadzajtcich do styku s obchodnymi spolo¢nost’ami, musi prislusna legislativa, ako aj realizacia a pripadna aplikacia
prava dbat’ na zachovanie uréitych zasad tak, aby tieto tretie osoby nahliadnutim do prisluSného registra mohli ziskat’
pravdivi, a najmi aktudlnu informéciu o pomeroch zapisanej korporacie. Preto je potrené sa sustredit’ na pravidla
a priebeh procesu registracie udajov, a to najmé z hl'adiska poziadaviek na:

= rychlost registracie, ktord sa zameriava na kratkost’ ¢asu medzi podanim navrhu na registraciu a ukoncenim
registraéného procesu. Cim je totiz registricia rychlejsia, tym je vy$Sia miera pravnej istoty na strane
registrovanych subjektov, ako aj u tretich osdb v tom, Ze registrovany udaj zodpoveda realite, t. j., Ze
medzi¢asom nedoslo k zmene v registrovanej skutocnosti.

= aktudlnost registrdcie, ktora suvisi s poziadavkou na rychlost’ registracie. Vychadza z premisy, ze iba aktualne
udaje o aktudlnych skuto¢nostiach maji potencidl zabezpecit’ potrebnu kvalitu ziskanych informacii. Okrem
rychlosti registracie ju mozno dosahovat’ sankcionovanim subjektov, ktoré st v omeskani s podanim névrhov
na zapis ¢i vymaz registrovanych udajov alebo v suvislosti s ukladanim listin do zbierky listin.

= wrcitost’ registrdacie, ktora vyjadruje nutnost, aby registrované skutoCnosti verne kopirovali realitu, t. j.
skutocne existujuce pomery. Re$pektovanie tohto kritéria sa do informacnej roviny premieta tak, Ze umoziuje
jednoznacné zistenie a ustalenie rozhodujucich skutocnosti, napr., ¢i bola korporacia v urcitom okamihu
zrusend, &i bola urdita osoba ustanovena do funkcie jej $tatutarneho organu, a pod."

Zasadnym a neopomenutelnym predpokladom realneho naplnenia informacnej funkcie obchodnych registratir je
zaroven ich verejnost’, teda, aby idaje z nich boli v praxi zasadne volne pristupné komukol'vek, kto o ne prejavi
zdujem. Tato vlastnost’ obchodnych registratir je prejavom uplatnenia principu formdlnej publicity, ktora v suvislosti
s obchodnym registrom garantuje, ze v zmysle zdkona ma kazdy pravo nahliadat’ do registra a zbierky listin a
vyhotovovat’ si z nich odpisy, a to bez nutnosti preukdzania pravneho zaujmu. Realizdcia tohto pristupu je tak
limitovana iba nutnost'ou zaplatenia prisluiného stdneho poplatku.?

Mozno pripomenut’, Ze verejnost’ obchodného registra nebola na naSom tzemi vzdy samozrejmost'ou. Odklon od tohto
fundamentalneho pristupu k obchodnym registratiram pozorujeme v obdobi rokov 1964 az 1990, v stvislosti s tzv.
podnikovym registrom, ktory upravoval vtedajsi zakon ¢. 109/1964 Zb. Hospodarsky zakonnik. Napriek tomu, Ze aj tu
sa formalna publicita prejavovala v stlade s jej tradiénym pojatim — ked’Ze sa vzt'ahovala na vSetky listiny nachadzajtice
sa v registrovom spise konkrétneho subjektu, mézeme identifikovat’ jej podstatné obmedzenie spocivajuce v tom, Ze na
ziskanie registrovanych informacii musel Zziadatel osvedCit’ (preukazat) existenciu jej pravneho zaujmu na
skuto¢nostiach uvedenych v podnikovom registri. Takato poziadavka vyrazne zredukovala informacné pdsobenie
podnikového registra, hoci viac-menej hypotetické, ked’ze asponn okrajovo je treba zaroven dodat, Ze vyznam
podnikového registra pre realizdciu ekonomickych vztahov bol v podmienkach centrdlne riadeného hospodarstva
beztak minimalny.

Realizacia principu formalnej publicity je undas, v stlade s historickou tradiciou, zverend do pravomoci sudov,
konkrétne okresnych sidov v sidle krajského siidu, co znamena, Ze obchodny register u nas v sic¢asnosti vedie 8 stdov.
V oblasti pravnej upravy formalnej publicity sa v sicasnosti pomerne vyznamne prejavuje pokrok a postupné masové
roz§irenie modernych technologickych prostriedkov. Samotny obchodny register je tak v stcasnosti vedeny uz len v

7 Dévodova sprava k navrhu zakona 500/2001 Z. z., ktorym sa meni a dopiiia Obchodny zikonnik v zneni neskorsich predpisov.

'8 Dovodova sprava k navrhu zikona 315/2016 Z. z. o registri partnerov verejného sektora a o zmene a doplneni niektorych zakonov.

' Husar J. a Schwarcz J. in SuchoZa, J. et al. (2010): Obchodné pravo. IURA EDITION. Bratislava, s. 186 — 187.

2V zmysle aktualneho sadzobnika sadnych poplatkov, ktory tvori prilohu zékona o sudnych poplatkoch (Polozka 24b), predstavuje vyska poplatku
za vypis z obchodného registra v listinnej podobe 6,50 EUR. Vyhotovenie a vydanie vypisu z obchodného registra v elektronickej podobe poplatku
nepodlieha. Za vydanie fotokdpie listiny ulozenej v zbierke listin, ako aj zaslanie elektronickej podoby listiny elektronickymi prostriedkami, je
spoplatnené sumou 0,33 EUR za kazdu, aj zacatd stranu (minimalne vSak 1,50 EUR). Za vyhotovenie a vydanie potvrdenia o tom, ze v obchodnom
registri ur€ity zapis nie je alebo potvrdenia o tom, Ze urcita listina nie je uloZzena do zbierky listin, je ziadatel’ povinny zaplatit’ poplatok vo vyske 3,-
EUR. Zaslanie rovnakého potvrdenia elektronickymi prostriedkami je spoplatnené sumou 0,33 EUR.
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elektronickej podobe, zatial’ ¢o zbierka listin sa vedie tak v listinnej, ako i elektronickej forme s tym, ze listiny dorucené
iba elektronickymi prostriedkami sa od 1. augusta 2007 ved iba elektronicky.?'

Vyuzitie digitalnych nastrojov okrem toho nachadza uplatnenie aj na strane Ziadatel'ov. Realizacia principu formalnej
publicity tu s uc¢innostou od 01. februara 2007 zaznamenala pomerne vyraznu zmenu v tom smere, Ze registrovy sud po
zaplateni siidneho poplatku vyda ziadatel'ovi vypis z obchodného registra alebo potvrdenie o tom, ze v obchodnom
registri uréity zapis nie je, aj na zaklade Zziadosti podanej elektronickymi prostriedkami. Elektronicka forma
komunikacie sa tak aj v tejto sfére legalne regulovanych vztahov postiva od nezavéznej urovne k pravne relevantnému
sposobu prenosu informacii. Uvedené pritom vnimame ako vitany trend s ohl'adom na fakt, ze digitalizacia v su¢asnosti
prenika prakticky do vSetkych sfér I'udskej aktivity a pravidelne so sebou prinasa nesporné benefity, a to najma
v suvislosti s komfortom pristupu k informéaciam, ako aj z hl'adiska rychlosti a flexibility ich prenosu, a takisto redukcie
s tym spojenych administrativnych a transakénych nakladov.”

Zaver

Mozno uzavriet, ze obchodné registratiry predstavuju aj v stiCasnosti vyznamny zdroj informacii o podnikatel'skych
subjektoch. Tieto informacie maji osobitny vyznam pri kreovani a realizacii pravnych vztahov, v ktorych figuruju
obchodné spolo¢nosti ako pravnické osoby s vlastnou pravnou subjektivitou aréznou vmitornou Struktirou, tak
z hladiska majetkovych pomerov, ako aj spoloCnickej, resp. akciondrskej skladby, a hlavne zlozenia jednotlivych
organov.

Najmi pre obchodnych partnerov ako potencialnych ¢i aktualnych veritel'ov obchodnych spolo¢nosti, su registrované
udaje Casto jedinym zdrojom relevantnych informacii o ich dlznikovi, ¢i moznom kontrahentovi. Z toho doévodu
vnimame ako dominantny prinos obchodnych registratir ich informaénu funkciu. KI'ai€ovi tlohu pritom aj v sti€asnosti
zohrava obchodny register. Subezne vSak mozno pozorovat tendenciu kreovania osobitnych registratir, ktoré su
vytvarané s cielom posilnenia informacnej funkcie registratir vo vzt'ahu k Sirokej verejnosti.

Medzi zékladné predpoklady realneho naplnenia informacnej funkcie registratir patri v prvom rade princip formalnej
publicity, v zmysle ktorého st evidované informacie prakticky neobmedzene dostupné Sirokej verejnosti, ako aj
presadzovanie rychlej a dostatoéne urcitej registracie udajov, ktora je podmienkou aktudlnosti informacii ziskanych
tretimi osobami.
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Procesné modelovanie vo vybranej spolo¢nosti poskytujuce sluzby vo verejnom zaujme.
Process Modelling in Selected Company Providing Public Service
Milan DOUSA

Univerzita Pavla Jozefa Safirika v Kosiciach, Fakulta verejnej spravy

Abstrakt: Procesné modelovanie je grafické pripadne textové vyjadrenie procesov, teda v akej postupnosti maji byt
realizované jednotlivé ¢innosti procesov, aké vstupy a vystupy procesy potrebuji pre spravne fungovanie. Hlavnym
cielom tohto modelovanie je zvysit efektivitu a vykonnost' procesov i organizacie ako celku. Hlavnym cielom
prispevku je na zaklade tohto procesného modelovania poukazat’ na jeho uskuto¢novanie v konkrétnej organizacii
poskytujicej sluzby vo verejnom zaujme. K naplneniu tohto ciel’a buda vyuzité nastroje procesného modelovania, ako
je napr. Mapa procesov, Eriksson Penkerova notacie a Business Process Model and Notation. Vysledkom prispevku
bude globalny a detailny model procesov vybranej spoloc¢nosti poskytujlice sluzby vo verejnom zaujme, ktory zobrazi aj
poziadavky na pripadnu optimalizaciu vybranych procesov tejto spoloc¢nosti.

KPucové slova: Procesné modelovanie, procesni analyza, verejny zaujem, optimalizdcia procesov, verejnd doprava.

Abstract: Process modelling is graphic or text expression of process to describe the order of particular tasks of the
process and to define inputs and outputs needed for optimal process functioning. Main goal of the process modelling is
to increase efficiency and performance of the process itself as well as of the whole organization. This paper aims to
demonstrate process modelling in specific company providing public services. This goal will be reached through tools
of process modelling, such as process map, Eriksson-Penker Notation and Business Process Model and Notation. It will
lead to create global and detail process model of selected company providing public services with considerations on
possible optimization of selected processes of this organization.

Keywords: Process modeling, process analysis, public interest, process optimization, public transport.

Uvod

V dne$ni dobé se predevsim procesni modelovani pouziva pro zajisténi fungovani firmy a nasledné pro zvySovani
efektivity. Jde o to najit nejvyhodnéjsi souslednost, jak vykonavat jednotlivé ¢innosti napf. ve vyrobé, obchodu nebo v
nakupovani, abychom usetfili ¢as, finan¢ni prostiedky a praci pracovnikl. Procesni modelovani je také zakladem pro
zavedeni informacnich systémt. Nebo naopak, zavede-li informacni systém novou funkcionalitu, mize se stat, ze je
tfeba zménit proces, protoze nékteré &innosti bude automaticky vykonavat informaéni systém (Repa 2007). Pod
pojmem procesni fizeni si vétSina zasvécenych lidi pfedstavi definovani procesti spolecnosti. Kromé procesi ma
spolecnost také dalsi cile, napt. zptehlednéni chovani spolecnosti a umoznéni jejiho vylepSovani, coz umoznuje opét
procesni fizeni a je to pro to zdkladem. Jeden z hlavnich divodu této Cinnosti je, ze procesy umozni lépe pochopit
chovani spolecnosti, jeji strukturu, potfeby a slabé stranky apod. Pokud takto pochopime celou spolecnost, je pak snazsi
jiiprocesy efektivné zoptimalizovat (Trkman 2010).

Cil a metodika piispévku

Metodika predkladaného prispévku vychazi ze soucasné globalni situace. Podniky a jejich ¢innosti nelze zkoumat
izolované, ale jako Casti procesti a Casto také clanky propojenych fetézcl, které uzce navazuji na dodavatele a
odbératele (Repa 2012). Tento vyzkum je zaméfen na Setfeni u vybrané organizace poskytujici sluzby ve vefejném
zajmu, které je vénovana procesni analyza podniku zejména z pohledu dopravny a systému jejiho sledovani v systému
spravy/fizeni autobusové vnitrostatni a mezinarodni pfepravy. Zkoumana je vazba procest s diirazem na tuto oblast
spravy/fizeni podniku. Hlavnim cilem je provést pruzkum a analyzovat situaci ve vybraném dopravnim podniku, ktery
poskytuje sluzby ve vefejném zajmu v Ceské republice. Zavéry vyzkumu mohou byt podkladem pro doporudeni
ostatnim dopravnim spolec¢nostem pro akceptaci metod procesniho modelovani a vysledné optimalizace procesi. Aby
byla tato metodika v praxi pouzitelna, musi byt doplnéna nastroji umoziujicimi modelovani nastroji ve shod¢ s jejimi
principy. V. prvnim kroku spolecnost nejprve stanovuje strategii, ktera je definovana top-managementem.
Tato strategic definuje cile a smér, kam bude spole¢nost do budoucna sméfovat. Funguje jako vstupni informace
aktivity, které maji na starosti modelovani procesti. V druhém kroku v ramei modelovani procest, které vysledkem je
popis procest dojde k sestrojeni procesni mapy spole¢nosti. Procesni mapa se bude soustiedovat na analyzu
elementarnich procest, které poslouzi k zjisténi zakladnich procest, jejich struktury, vazeb a vzajemnych souvislosti.
Dale k analyze kli¢ovych procest a specifikaci podptirnych procesti. Procesni mapu lze definovat jako schematické
znazornéni pribéhu procesu jako sledu urcitych ¢innosti — vysledek mapovani procesii. Jedna se o tzv. soubor aktivit a
¢innosti pracovnikti podniku souvisejicich s ¢innosti podniku s cilem naplnit podnikatelsky cil. Jako zakladni prvek
procesni mapy je ozna¢ovan proces (Wil M. P. van der Aalst 2002). Nasledné bude sestrojen globalni a detailni model
procest vybrané spolec¢nosti. Rozdilnost téchto modeld se projevuje v obsahovém i ¢asovém hledisku. Dokud globalni
model cilen¢ sleduje uplnost daného systému, avsak ne v zmyslu podrobnosti, detailni model analyzuje elementarni
kroky jediného vybraného prvku. Z pohledu Casu je globalni model vnimany jako nadCasovy, staticky zaméfeny na
existenci prvkd a jejich interakci. Na druhé strané detailni model mapuje dynamickou stranku déni v systému.
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K sestrojeni globalniho modelu se vyuziva Eriksson — Penkerova notace, ktera vznikla jako specializace diagramu tfid
zjazyku UML a k sestrojeni detailniho modelu procesu se vyuziva BPMI — Business Process Modelling Notation
(Cepelova — Korefiova 2015). Tyto nastroje byly vyuzity i pfi sestrojovani globalniho a detailniho modelu procest
spolecnosti Regiojet, a.s. Kroky vyvoje procesniho fizeni jsou tedy nasledovné: Strategie = Modelovani procesii =
Vykondavani procesii = Analyza procesii = Optimalizace procesii (Smida 2007).

Vysledky prispévku — Procesni analyza spole¢nosti Regiojet, a.s.

Procesni analyza je systémova analyza procesu se zamétfenim na jeden anebo vice procesnich atributll. Je zalozena na

hierarchizaci procest, identifikaci ¢innosti procest a tvorbé modelu procesu (Zavadska - Korenkova 2017). Procesni

analyzy se vykonavaji tehdy, kdyz je potfebné zlep$it hospodarnost, produktivitu a efektivitu v procesech. Cilem
procesni analyzy je uréit kritické skupiny procesti a navrhnout strategie zésadni zmény v organizaci (Cepelova —

Korenova 2015). Tyto procesni analyzy se mohou odlisovat podle riznych hledisek, pficemz rozliSujeme tyto zakladni

druhy procesnich analyz:

Optimalizace informacnich tokl v podnikovych procesech — informaéni procesni analyza. Cilem je popsat
informacni toky, které probihaji v jednotlivych procesech a mezi nimi.

2. Optimalizace zdroji podnikovych procest — zdrojova procesni analyza. Cilem je identifikovat vSechny
materialni, technické a lidské zdroje v procese a jednoznacné jich pfifadit k jednotlivym cinnostem
procesu.

3. Optimalizace zodpovédnosti za realizaci ¢innosti a procesti — kompetencni procesni analyza. Cilem je
ptifazeni zodpovédnosti za jednotlivé podnikové Cinnosti a efektivni organizacni pokryti jednotlivych
procest.

4. Optimalizace procedur a postupu realizace procesu — proceduralni procesni analyza. Cilem je pfesné a
podrobné popsat realizaci postupu daného procesu (Zavadska - Korenkova 2017).

To znamena skuteCnost, Ze aby organizace dokazala optimalizovat svoji ¢innost ve vztahu k zédkaznikovi, jako i k sobé

samotné je teda potiebné probihajici procesy v organizaci podrobit dikladné analyze.

Strategie spole¢nosti Regiojet, a.s.

1. Vstup na nedotované vnitrostatni linky na Slovensku a v CR
2. Dlouhodoba spokojenost cestujicich v ramci poskytovani téchto sluzeb na zéklad¢ plnéni standardt

kvality spolecnosti Regiojet, a.s.

Vstup na trh v ramci poskytovani vnitrostatni autobusové dopravy v Némecku.

Nakup novych osobnich Zelezni¢nich vozidel a renovace stalych vozidel v provozu.

5. Uprava a zdokonaleni palubniho servisu pro nadstandardni poskytovani téchto sluzeb (napi.
moznost rychleji se dostat k poskytovanym sluzbam, bezplatné stornovani cestovniho dokladu,
placeni za dané sluzby formou kreditni karty, obména nabizeného obcerstveni apod.)

6. Nakup nejmodernéjsich lokomotiv Bombardier TRAXX MS2e

v

Oblasti spravy/fizeni:
1. sprava zelezni¢ni mezinarodni a vnitrostatni pfepravy spolec¢nosti Regiojet
2. sprdva autobusové mezindrodni a vnitrostdtni piepravy spoleénosti Regiojet
3. sprava prodeje letenek, zajezdu a jazykovych pobytl spolecnosti Regiojet
4. sprava financnich tokti a administrativniho fizeni v spolecnosti Regiojet

Tab. 1: Oblasti spravy — Fizeni spolecnosti Regiojet, a.s.

OBLAST SPRAVY - RIZENI NAZEV PROCESU
Sprava autobusové - pfeprava v rdmci vnitrostatni dopravy pieprava v rdmci mezinarodni
mezinarodni a vnitrostatni dopravy
prepravy - prodej cestovnich dokladti na firemnich pobockéch a na internetu

- proces obnovy vozového parku a revitalizace vozu

- proces Skoleni a zdokonalovani socialnich a komunikaénich
schopnosti zaméstnanci

- proces tvorby cestovného poradku a vypracovani tarif a ptepravnich
podminek a kontrola jeho plnéni

- proces spravy zakaznického servisu

- proces komer¢nich nabidek

- proces tvorby strategicky projekta

- proces technicky kontrol a odstrafiovani vzniknutych zavad
- proces marketingu a PR

- proces personalistiky (lidskych zdroji)

- proces pravnich sluzeb

- proces spravy a vyvoje IT
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Zdroj: Vlastni zpracovani

Mapa procesu — Spolecnost Regiojet, a.s.

e
o
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Obr. 1 Mapa procesi spole¢nosti Regiojet, a.s.

*Prutezové procesy

VVS — vrcholové vedeni spole¢nosti tvorené generalnim feditelem, prokuristou, obchodnim feditelem, generalni
feditelkou jazykovych a pracovnich pobytd, feditelem vyvoje IT, finanénim feditelem, FR — finanéni feditel/ka, KP —
koordinator pfepravy, ktery zahrnuje pozice senior koordindtor pfepravy, koordinator palubniho personalu Praha,
koordinator palubniho personalu Havifov, koordinator palubniho personalu Kosice, koordindtor planovani smén,
Teamleader $kolitel, PCD — prodejce cestovnich dokladd, OM — obchodni manazer, KK — koordinator kvality, TM —
tiskovy mluvéi spolegnosti Regiojet, a.s., MZS — manaZer zdkaznického servisu pro CR A SR, TOS — technické
oddéleni spolecnosti na odstranovani vzniknutych zavad a provadéni kazdodenni udrzby, které se sklada z provozniho
teditele, vedouciho tiseku udrzby a oprav a jednotlivych techniki , MMPR — manazer marketingu a PR, MLZ —
manazer lidskych zdrojii, EFP — externi firemni pravnik, RVIT — feditel vyvoje IT, RIPP a PZL - feditelka jazykovych
a pracovnich pobytd a prodejce zajezdl a letenek, FA — finan¢ni analytik, OK — oddéleni kontroly, které se sklada z
firemniho auditora, mystery shopper a kontrolor kvality poskytovanych sluzeb a plnéni zavazkl vyplivajicich

z pracovni smlouvy, DP — danovy poradce
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Obr. 3 Detailni model procesu obnovy vozového parku a revitalizace stavajicich vozii spole¢nosti Regiojet, a.s.

Zaver

V ramci této spolecnosti jsem identifikoval Ctyfi oblasti (spravy) fizeni, na zakladé kterych jsem urcil procesy, které
v ramci nich probihaji. Nasledné jsem v ramci identifikovanych procest urcil vstupy a vystupy a sestrojil mapu procest,
ktera schematicky zobrazuje jednotlivé procesy a urcuje jejich dulezitost v ramci chodu organizace. Tyto procesy jsou
utfidéné podle dilezitost do skupiny fidicich, hlavnich anebo podpornych procest, pficemz je dilezité podotknout, Ze
vét§ina procesti v ramci této spolecnosti je zafazena do skupiny prufezovych procesi, teda se prolinaji a zasahuji do
vicero sprav (oblasti) fizeni spole¢nosti. Napi. Proces pfepravy v ramci vnitrostatni dopravy zasahuje do spravy (oblasti
fizeni) zelezni¢ni mezinarodni a vnitrostatni prepravy a taktéz do spravy (oblasti fizeni) autobusové mezinarodni a
vnitrostatni pfepravy nebo napi. Proces pravnich sluzeb, ktery se dotyka vSech identifikovanych oblasti spravy (fizeni)
této spolecnosti apod. Dale jsem urcil vlastniky jednotlivych procesti v schematickém zobrazeni, pficemz jsem zjistil
skute¢nost, ze nejdilezitéj§imi osobami zodpovédnymi za kli€ové procesy v této organizaci je vrcholové vedeni
spolec¢nosti, manazeti a koordinatofi (pfepravy, kvality, palubniho persondlu apod.). Nasledné jsem sestrojil podle
Eriksson — Penkerovy notace globalni model procest spole¢nosti Regiojet, a.s. na kazdou identifikovanou oblast spravy
(fizeni), tedy oblast spravy zelezni¢ni mezinarodni a vnitrostatni piepravy, oblast spravy autobusové mezinarodni a
vnitrostatni piepravy, oblast spravy prodeje letenek, zajezdd a jazykovych pobyti a oblast spravy finanénich toku a
administrativniho fizeni spole¢nosti Regiojet, a.s. Vzhledem k rozsahu pfispévku je prezentovana jen oblast autobusové
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dopravy. Na zavér jsem vybral jeden zkoumany proces a zachytil jeho zivotni cyklus v ramci detailniho modelu
procesu. K sestrojeni tohoto modelu jsem pouzil BPMI — Business Process Modelling Notation.

Literatura

Cepelova, A., Korefiova D. (2015). Procesné riadenie v podmienkach tizemnej samospravy SR. Kogice: Univerzita
Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach, 1. vyd. 198 s.

Hajo A. Reijers, Marcello La Rosa, Jan Mendling, Marlon Dumas (2013) Fundamentals of Business Process
Management, Springer.

Repa, V. (2007) Podnikové procesy - procesni fizeni a modelovani - 2., aktualizované a rozsitené vydani. Grada
Publishing Praha.

Repa, V. (2012) Procesné Fizena organizace. Grada Publishing Praha.
Smida, F. (2007) Zavadéni a rozvoj procesniho fizeni ve firmé. Grada Publishing Praha.

Trkman, P. (2010) The critical success factors of business process management In: International Journal of Information
Management. Volume 30, Issue 2, April 2010, Pages 125-134.

Wil M. P. van der Aalst (2002) Making Work Flow: On the Application of Petri Nets to Business Process Management.
In: International Conference on Application and Theory of Petri Nets, 06 June 2002.

Zavadska, Z. — Koreniova, V. (2017) Procesny manazmeént teoria a prax. Wolters Kluwer.




Zbornik prispevkov z 6. ro¢nika Jarnej Internacionalizovanej $koly doktorandov UPJS m

V skratke o fake news
In short about fake news
Katarina DUFFEKOVA
Univerzita Pavla Jozefa Safirika v Kosiciach, Filozoficka fakulta

Abstrakt: Prispevok sa zameriava na zakladené informacie o problematike fake news. Zaobera sa historiou fake news,
ktora dokazuje, Ze ich vyvoj je spéty s vyvojom spolo¢nosti. Cez priklady z histérie poukazuje na rdézne pri¢iny vzniku
fake news. Clanok obsahuje prehlad motivacii, na zéklade ktorych vznikaju falo§né spravy a typologiu zékladnych
definicii pojmu fake news. Cielom prispevku je pontknut’ sumar zakladnych informacii o fake news, ktory vytvori
zaklad pre d’alSie skimanie o danej problematike.

Krucové slova: fake news, hoaxy, spravy, propaganda, dezinformadcia

Abstract: In this article the author discusses the basic information about the fake news. The study focuses on the brief
history of fake news which shows that this issue is as old as the history of mankind. Article explores different versions
and origins of fake news throughout historical examples. Article also contains typology of the motivations which lead to
creation of fake news and basic scholarly definitions. The aim of this article is to summarize basics about the issue of
fake news and create foundations for further exploration of this topic.

Keywords: fake news, hoaxes, news, propaganda, disinformation

Uvod

Fake news — nielen pojem, ale aj spdsob manipulacie l'udi sa §iri s poslednych rokoch najméd vd’aka internetu. Pre
niektorych predstavuju ,,alternativnu formu* informacii, pre niektorych relevantny zdroj a pre niektorych velky varovny
prst pred spdsobom, ako by sa mali robit’ spravy a novinarcina. Bolo by mylné hovorit’ o fake news ako o novej forme
komunikacie. S klamlivymi alebo zmanipulovanymi informéciami sa stretdvame uz v histérii a mézeme povedat, ze
kazdym novym objavom — knihtla¢, radio, televizia Ci internet — bolo ich Sirenie viac a viac zjednodusené.

Struéna historia fake news

Sirenie nepravdivych informacii dokazeme, datovat’ az do 13. storodia pnl, kedy v Egypte vladol faraon Ramses II.,
ktory bol povazovany za jedného z najlepSich vojenskych velitel'ov starovekého Egypta. V dobovych dokumentoch sa
uvadzala jeho schopnost’ viest vojsko proti nomddom z Libie, ¢i vitazstve po bitke pri KadeSi. Na zaklade
archeologickych nalezov sa ale ukazalo, ze ani jedna z tychto informacii nebola pravdiva — bitka pri Kadesi sa skoncila
patovou situdciou a bol podpisany mier bez vitaznej strany — nomadi z Libie sa usidlili iba niekol’ko kilometrov od
hranic Egypta a s obyvatelmi si vymienali informacie o farmarceni i farmarske vyrobky.'

Doékazy o fabulovanych informaciach nachddzame aj v ére starovekého Rima. Po smrti Cézara proti sebe
stperili Marcus Antonius a Octavianus. Octavianus vyhlasoval o Marcovi Antoniovi, Ze je zéletnik, suknickar a ze si
Rim nemoze byt isty jeho oddanostou, pretoze mal milostny vztah s Kleopatrou. Tato antikampai v roku 31 pnl
vyustila do bitky pri Aktiu, ktori Octavianus vyhral.> Vo vysiie uvedenych prikladoch vidime, Ze prvotné formy
falo$nych sprav vznikaju bud’ z dévodu diskreditacie urcitej osoby alebo z dévodu podporit’ urcitého jedinca. Nie vzdy
boli falo§né spravy mierené proti jednotlivcom.

V historii zaznamenavame aj pripady, kedy bola snaha zdiskreditovat' celé¢ skupiny ludi. V roku 1475
frantiSkansky knaz Bernardino da Feltre obvinil zidov, Ze maji na svedomi zmiznutie a smrt’ 2,5 rocné¢ho chlapca
z Trentu v Taliansku. Nasledkom tohto vyhlasenia bola zatknuti a mucena cela zidovska komunita v meste.”

Vynéjdenie knihtlace dopomohlo k tomu, ze falosné spravy sa Sirili ovel'a I'ahSie a rychlejSie. Vd’aka tomu, ze
ludia tazili po senzaciach, sa v novinach objavuju falo$né spravy, spdsobujice zvySenie dopytu a trzieb. Prikladom
z historie je New Yorsky dennik Sun. V roku 1835 vysla na titulnej stranke sprava, Ze na mesiaci zije mimozemska
civilizacia. Editor dennika Adam Locke vymyslel pribeh o chrame vyrobenom zo zafiru, muzoch s netopierimi kridlami
a modro-srstych stvoreniach pripominajicich kozy nachadzajicich sa na Mesiaci. Vd’aka tejto sprave pocet predanych
vytlatkov narastol z 8 000 na 19 000.*

' New evidence shows might of Pharaoh Ramses is fake news. [online], [cit. 21/03/2019]. Dostupné na internete:
<https://www.manchester.ac.uk/discover/news/new-evidence-shows-might-of-pharaoh-ramses-is-fake-news/>.

2 KAMINSKA, 1.: 4 lesson in fake news from the info-wars of ancient Rome. [online], [cit. 22/03/2019]. Dostupné na
internete: <https://www.ft.com/content/aaf2bb08-dca2-11e6-86ac-f253db7791c6>.

* SOLL, J.: The Long and Brutal History of Fake News. [online], [cit. 22/03/2019]. Dostupné na internete:
<https://www.politico.com/magazine/story/2016/12/fake-news-history-long-violent-214535>.

* STANDAGE, T.. The True History of Fake News. [online], [cit. 22/03/2019]. Dostupné na internete:
<https://www.1843magazine.com/technology/rewind/the-true-history-of-fake-news>.
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Z uvedeného vyplyva, Ze falosné spravy nie st vydobytkom 21. storoCia, prave naopak. Sprevadzaji l'udstvo
od jeho vzniku. Rozdiel medzi historickymi prikladmi je v tom, Ze v si¢asnosti sa fake news §iria inou formou. Obsah
vsak ostava rovnaky — zavadzat’ a tym ziskat’ urcity osoh.

Motivacia k Sireniu fake news

Zakladom pre pochopenie dezinformacii, je pochopit, pre¢o vznikaju. I z prikladov vy$sie uvedenych, mézeme vyvodit
zaver, ze je niekol'ko zakladnych motivacii k vytvaraniu falo$nych sprav. Neexistuje jednotny pristup k definiciam
jednotlivych motivov, no podla viacerych autorov’ vedeckych studii, lankov & sprav pojednavajicich o tejto
problematike, prevazuju politicky (ideologicky) a ekonomicky (finan¢ény, komer¢ny, reklamny, penazny) motiv.
Ideologicky, respektive politicky je zalozeny ¢i uz na diskrediticii uritého subjektu (politickej strany, osoby,
komunity) alebo prave naopak, na vyzdvihnuti vlastnosti ur&itého subjektu.® Hlavnym cielom ekonomického motivu je
zisk — & uz je to v podobe klikov, zdiel'ani alebo reklamy.” Okrem uvedenych motivov st viak autori, ktori rozligujd aj
dalsie.

Eurépska asociacia pre zaujmy divakov (EAVI) okrem vysSie uvedenych motivov upozoriiuje aj na motiv tzv.
humoru (fake news vznikd ako sranda — snaha vystrelit' si z niekoho) a vasne.® Marwick a Lewis tato iniciativu
falosnych sprav vysvetl'uji tym, Ze pre niektorych tvorcov ide skér o ,,hladkanie ega*, ¢ize dobry pocit z toho, Ze sa im
dostéava pozornosti, pretoze vytvorili nie¢o, ¢o sa §iri medzi Pud'mi.’ Tuto tedriu podporuje aj vyjadrenie Jestina Colera,
ktory vytvaral dezinformaéné weby. V rozhovore pre National Public Radio povedal. ,,... financna stranka nie je mojou
Jjedinou motivaciou. UzZivam si, Ze si robim srandu z ludi, ktori zdielaju obsah z nasej stranky. Myslim, Ze pre mna to nie
Jje len financny motiv, uzivam si aj tii hru.“"’ Gu, Kropotov a Yarochkin este upriamuju zvlastnu pozornost’ na uniky
sukromnych dét. Podl'a nich v tomto pripade ide o vaZzny spdsob manipulécie s verejnou mienkou nie tym, ze dochadza
k vymysleniu resp. dezinterpretovaniu informacie, ale tym, ze sukromné informacie sa uverenia v Case, kedy mozu
uréity subjekt zdiskreditovat’."'

Povazujeme za dolezité upozornit, ze fake news nemusia vznikat' iba na zaklade jednej motivacie. Takéto
spravy mozu byt vytvarané na zaklade politického a zaroven ekonomického motivu. Rovnako v ramci jedného motivu,
nemusi ist’ ¢isto len o diskreditaciu ¢i podporu urcitej osoby. V tomto pripade méze ist’ o reciprocitu — diskreditaciou
jednej osoby, dojde zaroven k podpore in¢ho aktéra.

Definovanie fake news

Pokial’ budeme vychadzat’ z doslovného prekladu z anglického jazyka, tak fake news by sme mohli doslovne prelozit
ako vymyslené, nepravdivé, falosné spravy. Avsak, pokial’ sa pozrieme do oblasti zurnalistiky, ako je definovany pojem
»sprava®, zistime, Ze sa pojmy v spojeni falo$né spravy vzajomne vylucuju.

Podl'a Encyklopédie praktickej zurnalistiky by sme spravu mohli definovat’ ako ,,...informdciu o udalosti alebo
Jjave, ktory sa stal alebo nestal, stane alebo nestane, odpovedd na zdkladné otazky kto, co, kde, kedy, rozsirend sprava
[aj] na ako a preco. Sprdava zachovava presnost, uplnost, spolahlivost, véasnost a citovu neutralnost. “12. 7 takmer
identickych vlastnosti vychadza aj Bartosek, ktory uvadza, ze spravodajstvo ,,...md byt maximalne pravdivé, objektivne
a ,, vyvdzené“.“" Pokial teda vezmeme do Gvahy, Ze jednou zo zékladnych parametrov sprav je ich pravdivost, v tom
pripade je termin falo$né spravy oxymoron.

3 Napr. Graham; Dafonte-Gomez; Allcott a Gentzkov; Caplan a Hanson, Donovan; Marwick, Lewis; Gu, Kropotov
a Yarochkin; Gallagher.

8 TANDOC JR., E. C.; WEI LIM, Z.; LING, R. (2017): Defining “Fake News“: A Typology of Scholarly Definitions.
In: Digital Journalism, ro¢. 6, ¢. 2, s. 138.

7 GU, L.; KROPOTOV, V.; YAROCHKIN, F.: The Fake News Machine: How Propagandists Abuse the Internet and
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Pojem fake news sa rozsiruje medzi verejnostou a Coraz viac znie aj z Ust politikov a vedcov, ateda je
potrebné dohliadnut’ na to, aby sa tento pojem pouZival spravne a neslizil napriklad na osocovanie tradi¢nych
spravodajskych organizacii, ktoré Siria (pravdivé) spravy. Na zaklade tychto faktov autori Tandoc, Wei Lim a Ling
vytvorili §tadiu, kde skiimali 34 vedeckych ¢lankov z oblasti psychologie, politologie, zurnalistiky aj informatiky.
Zamerali sa pri tom na to, ako bol pojem fake news definovany. Nasli Sest’ roznych spdsobov definicie fake news:
parédia, satira, vymysel, propaganda, manipulacia (fotografif) a reklama."*

Uvadzaju pri tom, Ze najdodlezitejSie je v pripade tychto Sest’ definicii fake news rozliSovat’ vysokt a nizku
uroven fakticity (teda troven faktov, na akych je zaloZena sprava) a vysokl a nizku Grovei zameru autora spravy
zavadzat’ (i je jednoznaéne pochopitelné pre percipienta, Ze dana sprava je fabulaciou). Na zaklade tychto dvoch
kritérii dospievaju k takémuto zaveru:

Tab 1.: Typologia definicii fake news na zaklade zameru autora zavadzat’ a Grovni fakticity

zamer autora zavadzat’
_________ >
vysoky nizky
. vysokd |reklama satira
== ]
% g E propaganda
5 E v manipulacia parodia
nizka | vymysel

Zdroj: Tandoc, Wei Lim a Ling — Preklad a spracovanie: autorka

V pripade satiry a parddie vidime, Ze v oboch pripadoch je snaha autorov oklamat’ percipienta nizka. Parddia je
vacsinou spojena s uplne alebo Ciastocne vymyslenou udalostou, preto je jej faktickost na nizkej urovni. Satira
vychadza z realnej situacie a interpretuje ju cez humor a ustipacnost’. Preto je jej faktickost vysSsia. Vysoky zamer
zavadzat percipienta vidime pri reklame, kedy zaroven ide o prezentaciu skutocnych faktov o danom produkte.
Faktickost’ sa postupne zniZuje pri propagande a manipulécii (v tomto pripade ide najmi o manipulovanie fotografii) az
k uplnej fabrikacii noviniek.

Zaver

Vediet' znamena byt schopny ovplyviiovat’ veci okolo seba. Pokial’ v§ak nasavame informacie z nespravnych zdrojov,
vysledkom nasho vplyvu nebude zmena k lepSiemu. Vyuzivanie fake news nie je ziadnou novinkou, napriek tomu sa
vSak stretdvame s tym, Ze 'udia veria dezinformaciam a hoaxom. Napriek tomu, Ze existuji vo svete, aj v podmienkach
Slovenskej republiky sposoby, ako sa da odhalit’ dezinformacny zdroj informadcii, takato forma ochrany nestaci. Cudia,
ktori chct verit’ dezinformécidm, neprestant prijimat’ spravy od subjektov, ktoré také informacie $iria. Davat’ takéto
subjekty na Ciernu listinu a tym obmedzit’ ich distribuciu je len jeden z krokov, ktoré je potrebné uskutocnit, aby sa
zamedzilo Sireniu fake news. Aby sme ale mohli zamedzit' Sireniu fake news, je potrebné ndjst’ jednotnt definiciu.
Nielen taku, na zaklade ktorej budu fungovat’ vedci, ale aj taku, ktort prijmu politici, editori, novinari a aj prijimatelia
sprav.
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K ambivalencii postav v tvorbe Ivany Dobrakovovej
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Andrea Fedorkova
Univerzita Pavla Jozefa Safirika v Kosiciach, Filozofickd fakulta

Abstrakt

V nasom prispevku sa venujeme problematike postavy v tvorbe stcasnej slovenskej autorky Ivany Dobrakovovej. V
najnovSom texte Matky a kamionisti (2018) pozorujeme znaky ambivalentnosti ako jeden z prvkov Dobrakovovej
poetiky. V modelovani postdv sa ambivalencia prejavuje najmd v emocnej sfére, v konani protagonistiek,
prostrednictvom tematizacie tela a sexuality, pri kreovani priestoru a rozpradvaca pozorujeme skor rozporuplnost.
Ambivalentnost’” Dobrakovovej postav je znakom ich psychickych poruch, sucasne zaruCuje aj estetické kvality v
modelovani postav.

KPucové slova: ambivalencia, postava, dusevna labilita, Dobrakovova
Abstract

This paper deals with modelling of literary character in Ivana Dobrakovova’s prose, contemporary Slovak writer. Our
research is focused on her newest book Matky a kamionisti (2018). Ambivalence can be considered for the sign of her
work and is expressed through emotional instability, behaviour, or through images of body and sexuality. On the other
hand, categories as narrator and space are created as inconsistence. Ambivalence of characters in Dobrakovova’s prose
is sign of their mental illness and at the same time proof of esthetic qualities her characters.

Keywords: ambivalence, character, mental instability, Dobrakovova

,2Ambivalencia je to najmensie, s ¢im musime pocitat’ v si¢asnych vzt'ahoch vo svete* (Welsch, 1993, s. 140).
Tento vyrok W. Welscha poukazuje na pritomnost’ ambivalencie v postmodernej spolo¢nosti, dokonca na nutnost’ prijat’
tento fenomén ako zakladny kamen spolocnosti, bytia aj umenia v 21. storo¢i.

Slovo ambivalencia pochddza z latin¢iny a znamena dvojaka hodnota, dvojznaénost. Okrem dvojznac¢nosti
predstavuje ambivalencia pritomnost’ protichodnych citov k nejakej osobe, predmetu ¢i javu. Tento termin podla P.
Valéeka oznacuje ,,vahanie medzi dvomi hodnotami pod tlakom dvojakého rozhodovania vedomim a podvedomim®
(2006, s. 17). Podla tejto definicie je ambivalencia zapriCinend rozporom, ktory vznika medzi vedomou, teda
racionalnou zlozkou v ¢loveku a medzi podvedomim, teda iracionalnym podlozim. V takomto zmysle znamena
ambivalentnost’ v modelovani postav kontrast medzi racionalitou a iracionalitou, medzi skuto¢nost’ami, ktoré postava
dokaze ovladat’ a medzi tymi, ktoré ovladaju ju.

Na pojem ambivalencia vSak potrebujeme nahliadnut’ aj zo psychologického hl'adiska. Podl'a psychologického
slovnika mézeme ambivalenciu chéapat’ trojako:

1. ako sucasnu existenciu protikladnych citov alebo postojov

2. ako sucasné oscilaciu medzi nejakou vecou a jej protikladom

3. ako neistotu vo vztahu k tomu, ¢o bude nasledovat’ (Hartl, 2000).
Vsetky definicie sa stretaju v otazke nejasného az protikladného postoja subjektu, ktory ambivalenciu preziva. V
takomto ponimani je ambivalentna postava plna rozporu (intelektudlneho, citového, socidlneho alebo dusevného),
preziva neistotu, je zmétena, doslova osciluje medzi krajnymi pélmi uréitej situacie. Pojem oscilacia, ktory znamena
neustaly, opakujtci sa pohyb od jedného pdlu k druhému a zase naspat’, vyuziva aj P. Zajac pri popise svojej pulzaénej
estetiky. Pod pulzéaciou rozumie proces, pri ktorom ,,zaénli povodne systémovo nezlucitel'né javy navzajom oscilovat’,
takze mame do ¢inenia ,,s0 zlozitym pulzujucim dialégom* (1993, s. 22). Dalej Zajac dodava, Ze mnohorozmernost’,
rozporuplnost’ ¢i pluralita st zdkladom pre kazdé literarne dielo a mali by byt jednym zo zakladnych kritérii
posudzovania estetickej hodnoty textu. Spajanie ambivalentnych vyznamov teda povazuje za esteticky kvalitny postup.

Okrem pojmov ambivalencia a oscilécia, je potrebné zadefinovat’ si aj d’alSie terminy, tykajice sa problematiky
postavy. T4 mdze byt v texte modelovana réznymi sposobmi, napriklad prostrednictvom mena, vzhladu, myslenia,
konania, preZivania, interakcie s inymi postavami alebo pomocou kategorii ako priestor, ¢as ¢i rozpravac. Jednym zo
znakov psychicky naruSenej postavy je emocna labilita. Podl'a psycholégov sa prejavuje nevhodnou mierou vhodne;j
emocnej reakcie subjektu na podnet. Tato porucha je pravdepodobne spdsobend nedostatkom rodicovskej lasky
v detstve (Hartl, 2000). Vnutorna labilita postav sa Casto prejavuje aj navonok. Neurotické spravanie je synonymickym
pojmom k ambivalentnému spravaniu a predstavuje nemiernu alebo prehnani ambivalentnost’. Ide o spravanie, ktoré je
vyvolané protichodnou vonkajSou a vnatornou motivaciou. Podobne aj velkd miera nerozhodnosti ¢i nestalosti v



postojoch je znakom neur6zy, teda dusevnej poruchy. Jediny rozdiel medzi labilnou a zdravou postavou tak pozostava v
miere — miere emocnej reakcie, miere nerozhodnosti, miere rozporuplnosti.

Doterajsia tvorba 1. Dobrakovovej (Prva smrt v rodine (2009), Bellevue (2010), Toxo (2015), Matky a
kamionisti (2018) zastava v sucasnej slovenskej literatire Specifické miesto. M. Souckova tvrdi, ze Dobrakovova ,,patri
k najtalentovanejSim autorkdm sucasnej slovenskej literatary* (2012, s. 52). Autorka psychologizaciou nazera do vnutra
postav, ktoré trpia réznymi patolégiami. Jej tvorba tazi ,,poetologické preferencie z iniciacie tematicko-motivického
ramca narusen¢ho vedomia postavy, psychickej choroby a réznych narativnych ohybov reality* (Forgaé, 2014, s. 112).
Konanie jej postiv niektori teoretici oznadujii ako ambivalentné'. Ide viak v skutoénosti o ambivalentnost’ v
modelovani postav? V d’alSej Casti sa na najnovSom texte Matky a kamionisti pokisime demonsStrovat a popisat
sposoby, ktorymi st modelované postavy 1. Dobrakovovej a odpovedat’ na otazku, ¢i a do akej miery je pri ich kreovani
pritomna ambivalencia.

Rozporuplnost’ v Dobrakovovej prozach nachadzame v réznych podobach. Jednym z jej prejavov je emoéna
labilita postav, ktora je charakteristicka pre vacSinu Dobrakovovej protagonistiek. Hrdinky su nestale, zmietaji sa vo
svojom prezivani, ¢asto zmitené az dezorientované protichodnostou svojich pocitov. Jednym z prikladov je Lara,
matka a manzelka, ktord svojich synov miluje a vynikd protektivnymi instinktmi, na druhej strane vSak svojho syna
Mattea povazuje za slabého a precitliveného, syna chce dokonca podvedome zabit. Protagonistka stroho vyhlasi:
,Matteo sa najviac na svete boji mina* (Dobrakovova, 2018, s. 120), ¢im potvrdzuje seba ako hrozbu pre syna. Lara
istym spdsobom neznasa zivot matky a svoje materské povinnosti, aj ked’ si racionalne uvedomuje, aka dolezitd je pre
svoje deti. Do extrému prechadza aj v konani, ked’ svojho milenca navstevuje so svojim synom a pocas svojich
mileneckych stretnuti ho nechava spavat’ v aute. Emo¢ne labilne vSak nepdsobi len tato protagonistka, no v kone¢nom
dosledku kazda z hrdiniek trpi nejakou poruchou nevyvazenej (bud’ preexponovanej, alebo absentujticej) emocionality.
Protagonistka prozy Veronika je promiskuitna, no zaroven anestetickd voci prezivaniu druhych. Nedostatok empatie sa
prejavuje v jej necitlivosti vo¢i smrti — po tom, ¢o sa Veronika dozvie o umrti mladej Zeny, je rozladena z poctu
smutnych smajlikov v chate. Plochost’ jej prezivania naznaCuje aj sposob nadvdzovania vztahov intimneho charakteru
cez internet — naivne rozdava svoje fotky, osobné informacie a telefonne Cisla. Jej nezodpovedné spravanie je zaverom
prozy vygradované do stretnutia s neznamym kamionistom, od ktorého hrdinka oc¢akava prvy sexualny zazitok mimo
virtualnej reality. Protagonistka chce byt dospeld, no naivne doveruje kazdému, nevnima nebezpeCenstvo a dosledky
svojho spravania. Dobrakovove] postavy nepoznaju ,,zdravi mieru®, ich emocie oscilujii v hrani¢nych polohach,
spravanie je nevyvazené a neprimerané veku, v Zivote sa zmietaju v protichodnych tizbach. Pri pozorovani emocnej
lability tak nachadzame priznaky ich psychickych poruch.

Motiv absencie lasky v detstve patri medzi kI'icové a vSetky prozy spajajuce znaky. Vztah s rodi¢mi je naruseny
u vSetkych protagonistick — otec v rodine absentuje fyzicky (bud’ z dévodu smrti, alebo rozvodu), alebo psychicky — je
apaticky, utiahnuty, nevyrazny ¢i psychicky labilny. Problematicky je aj vztah protagonistick s matkou. Postavy su
nimi poznacené na cely Zivot (vdcSinou v negativnych intenciach), nemaji s nimi doverny vztah, ani ich spolo¢nost
osobne nevyhladavaji. Na druhej strane vSak hrdinka matku potrebuje (napriklad aby sa o nu starala, ked’Ze to sama
nedokaze). Ambivalentnost’ sa v hrani¢nych poéloch prejavuje aj vtomto vztahu, ked’ze rozpravacka prozy Olivia
oznadi svoju matku expresivne, ba az vulgarne za ,,pleseri pri okne* (tamze, s. 86). Dalej hned’ dodava, ze matka ,.pohlti
vSetko, co sa ocitne v jej blizkosti. Prebije, potlaci. Je viade naokolo. Ked' som s fiou, mam pocit, zZe je dvakrat taka
velkad ako ja, Ze som len nejaky jej vonkajsi organ, ktorému sa nepodarilo od nej odstrihnut,* (tamze, s. 86). Hrdinka si
je vedoma svojich negativnych postojov k matke, no jednym dychom dodava, Ze ju potrebuje pri sebe: ,,...nikdy nebola
so mnou spokojna, vlastne s nicim, ¢o som mala rada, s nicim, na com mi zalezalo, chcela by som len, aby tu mama
proste stale bola, aby som sa necitila tak sama, vydana napospas svetu* (tamze, s. 104). Podobne aj Ivana, rozpravacka
rovnomennej poviedky, preziva vocCi svojej matke protikladné emoécie. Suzuje ju matkina prehnana starostlivost’, na
druhej strane je vd’acnd, Ze pri nej stala poCas psychického zrutenia. Emocna labilita Dobrakovovej postav je tak
znakom nielen ich dusevnych poruch, ale aj pritomnosti ambivalencie v ich modelovani.

Poetickou dominantou Dobrakovovej proz je tematizacia tela ako problémového v modelovani postavy.® L.
Szentesiova skimajuc roman Bellevue vnima telo v negativnych konotaciach, pricom ono ,,uz nie je ,len* pasivne
zbytocné, ale (vo svojej fyziologickej nepredvidatelnosti) nebezpecné, stvorené na to, aby ublizovalo a ovladalo
zaroven“ (2010, s. 1). Z tohto konStatovania je zrejmé, ze telo sa stdva ambivalentnym nastrojom. Na jednej strane sluzi
postave a je nevyhnutné k zivotu, na druhej strane prindsa rozklad integrity postavy. V proze Olivia, je hlavna hrdinka

' Pozri napr. L. Szentesiova, (2010), M. Souckova (2012), M. Klapakova (2012), Z. Istvanfyova (2013), P. Darovec
(2018) ai.

Dalsie uvahy o modelovani Dobrakovovej postav by mohli smerovat’ interdisciplinarnym smerom k psychiatrii a ku
stanoveni presnych medicinskych diagnoz jej postav. Odborné popisanie ich stavov moze pomoct’ exaktnejsie urcit
estetické kvality tychto textov. Aj W. Welsch v Estetickom umeni (1993) vyzdvihuje dolezitost interdisciplinarneho
prepéjania umenia a psychiatrie a tym naznacuje aj smerovanie umenia (teda aj literatiry) do najblizsich desatroci.
Z. Istvanfyova vo svojej Stadii o zbierke Toxo konstatuje, Ze ,,ambivalentny vztah postav k vlastnému telu I.
Dobrakovova prepaja s patologickymi premenami ich psychiky“ (2013, s. 108). Toto prepajanie nachadzame aj v
nami skimanej, najnovsej knihe Matky a kamionisti.



opisand ako dobre stavand a stale pritazliva zena®, svoje telo poklad4 za atraktivne, potencidlne aj pre Studentov.” V
texte sa viak telo spaja s motivom rozkladu: ,,Klby, najmd kiby povolujii, uvoliujii zovretie, nedrzia kosti tak, ako by
mali. [...] Niekedy si predstavujem, e sa celd rozpadnem, vniitri kiby definitivne povolia, prestanii plnit svoju funkciu,
budem len kopkou kosti, ktoré budu volne plavat po tele a potom sa zacnu drat von cez kozu, az ju prederavia“
(Dobrakovova, 2018, s. 89). Oproti nadbyto¢nosti tela vSak autorka stavia potreby duSe. Jednym zo spdsobov, ktoré
hrdinku oslobodzujt od uzkosti a strachov, je beh. Paradoxne, prave behom sa jej telo viac ,,opotrebuva®, o anticipuje
tragicky osud protagonistky. Takymto postupom Dobrakovova stavia do protikladu potreby duSe a tela, ktoré
predstavuju nezlugitelné polohy. Zaveretnii scénu prozy® mézeme interpretovat’ ako Oliviinu volbu — protagonistka
rezignuje na svoje telo, aj ked’ to pre fiu znamena istd smrt. Ked'ze telo a duSa s v pripade Dobrakovovej postav
nezlucitel'né entity, hrdinky s nutené neustale oscilovat’ medzi tymito ,,hodnotami®.

Nezaujem o telesnost’ je v textoch rozvinuta aj prostrednictvom tematizacie sexuality. I. Dobrakovova vyuziva
na stvarnenie problémovej sexuality kontrastné motivy — v proze Olivia motiv frigidity, v poviedke Lara masochistické
stvarnenie sexuality. Protagonistka prézy sa ,zrieka® svojho tela (najmd vplyvom tehotenstva, porodu a dojcenia),
straca prirodzentl hanblivost’ a pud sebazachovy, a vd’aka tomu sa stava otrokyniou v sado-masochistickych sexualnych
praktikach. Hrdinka za svoje spravanie vini prave telo, ktoré sa po dvoch pdérodoch nedokdze uspokojit’ s ni¢im inym
ako s bolestou. Podobne ako v predoslej proze, aj tu findle poukazuje na destrukciu, ktoru sposobuje toto ambivalentné
spravanie: ,,...viem, ze mu to dovolim znovu, lebo to sama potrebujem, viem, ze ho budem tak dlho pobadat, hecovat,
aby isiel este dalej, coraz dalej, az mi raz ublizi naozaj, mozno to celé dopadne zle, moze to dopadnut zle na tolko
roznych spésobov, a napriek tomu s tym neviem prestat, hoci si stale hovorim, Ze raz za to zaplatim privysoku cenu
(tamze, s. 136).

Pri modelovani Dobrakovovej postav vystupuje do popredia personifikovany priestor’, ktory je tuzko spaty s
postavou.® V prézach nachadzame obrazy symbolizujuce vniitorné preZivanie protagonistiek, ktoré su determinované
priestorom. Najreprezentativnejsim prikladom je Ivana, ktora sa nevie spamdtat’ z traumatizujiceho zazitku z puberty.
Vo svojej izbe pestuje kvety — spociatku sa z nich tesi, aj napriek ich poétu a velkosti. Casom sa v§ak za¢ina vo svojej
izbe ,,dusit™, zmenSujuci zivotny priestor symbolizuje pocit uzkosti, ktory v nej narastd. Symbolika v tomto pripade
funguje aj reciprotne — neprehladnost’ duSevnych pochodov a nezastavitelnd nasilnost myslienok predstavuju
,vnutorni dzunglu®, ktora sa navonok prejavuje v divokom rastlinstve (v paneldkovej izbe Ivana pestuje okolo 15
rastlin, vé&§ina z nich mohutného vzrastu, napr. palmy, d’atfovnik, areka, difenbachia, bambusy...)°’. Zlomovy bod v
texte predstavuje Ivanina halucindcia charakteristickd neschopnostou vymanit' sa z neprehladného zarasteného
priestoru: ,,...predieram sa hustinou a krovim a vysokou travou a nohy sa mi zabdraju do blata, pocujem, ako mi
évachta v topankach, citim bodliaky, ktoré sa zachytdavaju o nohavice, ruzové kriky ma slahaju po tele* (tamze, s. 59).
Halucinacia vyusti do Ivaninho afektu, v ktorom zni¢i vSetky pestované kvety. Tieto postupy funkéného prepdjania
postavy a priestoru su sice plné rozporov, no nemozno ich nazvat’ ambivalentnymi. Postava sa v tomto pripade vyvija —
prechadza od harmoénie k disharménii, od zdravia k chorobe a priestor odraza tito premenu navonok.

Psychické problémy Dobrakovovej postav ovplyviiuji aj formalnu stranku textu. Jednou z hlavnych priin je
priamy rozpravac (protagonistka), ktorého labilita sa funkénym sposobom prejavuje aj na spdsobe vyjadrovania. V
textoch su Casté nestvislé vypovede, nelogické nadvdzovanie myslienok, nezastavitelny prad vedomia, ktory aj hrdinky
verbalizuji ako dotieravy a neprestajny tlak vlastného vnitra. DuSevna naruSenost’ sa premieta do syntaxe — v prézach
nachadzame neprirodzene dlhé a komplikované suvetia, pricom v ramci jedného suvetia dokaze postava plynule prejst z
reality do halucinacie. U niektorych postdv mdézeme pozorovat poruchy kognitivnych schopnosti, napr. problémy s
pamitou, koncentraciou ¢i orientaciou (Svetlana, Ivana, Olivia). M6zeme teda konstatovat, ze jazyk proz funkéne
odréza ich tematiku a psychicka labilita postav koresponduje s formalnou strankou textu.

Zaver

Zhrnuc nase uvahy konStatujeme, Zze v modelovani postav I. Dobrakovovej pozorujeme pritomnost
ambivalencie (pri tematizovani tela, emocnej lability, medzil'udskych vztahov ¢i konani), na drovni priestoru a

Tento opis mdze byt’ zavadzajuci, ked’ze naratorom je priamo hrdinka pribehu. Postoj k svojmu telu a spdsob, akym
vnima svoju krasu, je preto pravdepodobne skresleny uhlom pohl'adu.

Tento motiv je v proze rozvinuty aj vo vedl'ajsej linii prostrednictvom pripadu kolegyne Glorie Rosboschovej, ktora
zviedol Student a nasledne ju utopil.
V zaverec¢nej scéne sa hrdinka bezmyslienkovite vydava na tazky beh do nezndmeho terénu.

K funkcidm priestoru v tvorbe 1. Dobrakovovej sa blizsie venuje napr. M. Souckova (2012), M. Klapakova (2012)
alebo Z. Istvanfyova (2013).

Pri spédtosti postavy a priestoru nachadzame tzke paralely medzi tvorbou 1. Dobrakovovej a M. Kompanikove;.
Podobne aj v duchu modelovania ambivalentnosti ¢i patologickosti postavy, maji obe autorky podobné Crty, ktoré
by bolo vhodné hlbsie preskumat’.

Pri podrobnom popise rastlin, ktoré Ivana pestuje, plynule prechadza do ivah o sebe. Je mozné, Zze kazda z rastlin
predstavuje nejaku Cast’ jej osobnosti, pricom hrdinka sama konstatuje, ze nevie ,,preco ma taku zalubu v jedovatych
rastlinach® (Dobrakovova, 2018, s. 18).



formalnej stranky textu je vSak vhodnejSie hovorit’ o rozporuplnosti, nie o ambivalencii postav. Vzhl'adom na fakt, Ze st
protagonistky modelované ako psychicky labilné, vyvstava otdzka, ¢i je ambivalencia v modelovani postav pri¢inou
alebo symptomom ich choroby.'’ Ked'ze je tato praca na¢rtom do danej problematiky, tymito otazkami sa budeme
podrobnejsie zaoberat’ v d’al§ich pracach.

V zavere mdzeme konstatovat, ze postavy I. Dobrakovovej st plné rozporov, osciluju medzi hrani¢nymi
polohami, no napriek tomu o nich nemozno hovorit’ ako o ambivalentnych postavach. Ako sme dokazali, na niektorych
urovniach textu pozorujeme pritomnost ambivalencie, no zovSeobecnit' tento pojem na uroven postavy by bolo
nepresné. Kazda z nich (Svetlana, Ivana, Lara, Olivia aj Veronika) je modelovana prostrednictvom ambivalencie v
roznej miere, no Ziadna nie je vo svojej podstate ambivalentnd. Domnievame sa, ze ambivalentnd postava je
nedefinovatel'na — je chora aj zdrava zaroven, no v zapéti ani jedno z toho. U Dobrakovovej v§ak mozno jednoznacne
hovorit’ o patologii postav, ktora je pozorovatelna na réznych urovniach textu. Na druhej strane, pritomnost’
ambivalencie v modelovani postav prispieva k ich estetickej hodnote a robi ich ¢itatel'sky patavymi.
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" Inym podnetom méze byt otizka, pre¢o Dobrakovovej postavy pdsobia realisticky, plasticky a Zivo, aj ked’ su
modelované v patologickych, hrani¢nych ¢i ambivalentnych polohach.
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Politicky vyvoj v roku 1938 na priklade verejnych manifestacii v meste PreSov
Political development and public manifestations in 1938. Case study of Presov.
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Univerzita Pavla Jozefa Safdrika v Kosiciach, Néazov fakulty

Abstrakt: Prispevok analyzuje vybrané manifestacie a oslavy v roku 1938, ktoré sa odohrali vo verejnom priestore
mesta PreSov. V prispevku chceme pomocou podrobnej analyzy ukazat, Ze verejny priestor je miestom politickej praxe
a pre politickii moc je jeho ovladnutie dolezitym nastrojom legitimizovania moci. Cielom tejto analyzy je zaroven
poukazat’ na dynamickost politického procesu, ktory sa odohraval v roku 1938 v Ceskoslovensku na lokalnej Grovni.
Tento proces je mozné vel'mi dobre ilustrovat’ na priklade verejnych manifestacii odohravajucich sa v meste Presov,
ktoré sa z povodného lokalneho centra severovychodného Slovenska stalo v priebehu roka 1938 novou metropolou celej
vychodnej Casti krajiny.

KUPucové slova: manifestacie — politika — PreSov — slovenska republika 1939-45 — verejny priestor

Abstract: The contribution analyses selected manifestations and celebrations which became a part of public space in
1938 in PreSov. By precise analyse, we want to show, that public space is the place of political practice. The aim of our
study is to show, that the ruling over the public space is important instrument of political power during the process of
their legitimization. The secondary aim is to show how dynamic the political development in Czechoslovakia even in
local level was. The dynamic process of the political development could be well shown on example of public
manifestations in town of PreSov. The city became during the autumn of 1938 the centre of east part of country
replacing it’s position as local centre of northeast Slovakia before this period.

Keywords: manifestations — politics — Presov — public space - Slovak republic 1939-45

Uvod

Rok 1938 patri k vyznamnym medznikom Geskoslovenskych a slovenskych dejin. Ceskoslovensko v tomto roku
oslavovalo dvadsiate vyroc¢ie svojho vzniku a jeho predstavitelia prezentovali uspesny ceskoslovensky pribeh. Zaroven
vsak celilo Coraz vacsiemu tlaku zo strany Nemecka na vyrieSenie otazky nemeckej mensiny.

Zahrani¢no-politické udalosti, ktoré¢ viedli k Mnichovskej dohode a tiez vnutropolitické napétie v krajine v suvislosti so
slovenskou otézkou, boli v doterajsej historiografii spracované predovietkym na trovni celostatnej politiky.' Nechybaji
viak ani prace, i ked’ skor popisného charakteru, ktoré mapuju dianie na lokélnej trovni.” Politické dianie v sledovanom
roku na urovni miest, v§ak nezapada do ramca doterajsich vyskumov. Ak uz aj existuju prace, ktoré sa venuju lokalnym
dejinam, primérne sa historici venuji obdobiu rokov 1939-45, teda obdobiu existencie Slovenskej republiky.’

Analyza politického vyvoja na trovni miest, obzvlast v pripade vyznamnych historickych medznikov, pritom
predstavuje dolezity aspekt celospolo¢enského vyvoja. Mesto je totiz miestom, ktoré samo o sebe vyjadruje socialnu
zmenu a ako materialne a socialne prostredie posobi na svojich uZivatelov a posiliuje uz zadaté trendy.* Zaroveti je
mesto dolezitym predmetom historického vyskumu v suvislosti s vyznamom miest ako sféry politickej praxe.” Mestsky
verejny priestor chapeme ako miesto, ktoré disponuje urcitym legalnym ramcom pozostavajiicim z institucii, ktoré ho
definujti; funkciami, ktoré svojim uzivatelom poskytuje; scénou — miestom stretavania sa l'udi; a priestorom, ktory ma
konkrétne materialne parametre ako ulice, budovy a tiez symboly, ktoré dotvarajii jeho fyzicka podobu.®

' Pozri prace ako napriklad: Bystricky, V. (2013): Reakcia slovenskych politickych stran na Mnichovska dohodu. In
Klimko, M. - Michalek, S. a kol. Mierové zmluvy v kontexte geopolitiky 20. a 21. storo€ia, Bratislava. Arpas, R.
(2011): Autondmia : Vitazstvo alebo prehra?, Bratislava. Bystricky, V. - Michela, M. - Schvarc, M. a kol. (2010)
Rozbitie alebo rozpad? : historické reflexie zdniku Cesko-Slovenska, Bratislava.

Bystricky, V. (2008) Politické rozvrstvenie spolo¢nosti na Slovensku vo svetle obecnych volieb roku 1938. In
Bystricky, V. Od autonémie k vzniku Slovenského §tatu. Vyber zo $tadii, Bratislava.
? Pozri napriklad: Hetényi, M. (2009) Nitrianska Zupa a politické pomery v rokoch 1940-1945 (vychodiska vyskumu)
In Sokolovi¢ Peter (Ed.) Od Salzburgu do Povstania. Slovenska republika 1939-1945 o¢ami mladych historikov. Zv. 8.,
Bratislava. Janas, K. TrencCianska zupa (1940-1945). (2007) K niektorym otazkam vzniku, existencie a fungovania
verejnej spravy na Tren¢iansku, Trencin. Pekar, M. (2015) Politics and Public Space in Slovakia between 1938 and
1945: The example of PreSov. In Cities in Europe, Cities in the World, Weimar. Pekar, M. (2007) Vychodné Slovensko
1939-1945. Politické a narodnostné pomery v zrkadle agendy Sarissko-zemplinskej Zupy, Presov.
* Feren¢uhova, S. (2016) Sociologie mésta 20. a 21. stoleti, Brno, s. 55.
> Ira, J. (2014) Mésto. In Storchova, L. a kol. Koncepty a d&jiny. Promény pojmu v soucasné historické véde, Praha, s.
340.
6 Siebel, W. — Wehrheim, J. Security and the urban public space. In Deutsche Zeitschrift fiir
Kommunalwissenschaften (DfK), 42. Jg., 1, 2003, p.11-30.
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Politicky vyvoj, ktory je vzdy dynamickym procesom, mozeme teda na Urovni miest sledovat’ prostrednictvom
uvedenych Styroch dimenzii; cez mechanizmus fungovania verejnych institucii, fyzicky vyvoj mesta, premenu funkcii
verejného priestoru alebo prostrednictvom mestskej scény ako socidlnej dimenzie mesta.

Predmetom nasej Stidie bude prave analyza mestskej scény, teda verejnych manifestacii a sldvnosti, ktoré sa konali v
roku 1938 v PreSove. Pri naSej analyze budeme vychadzat' z performacnych §tadii, ktoré vznikli vd’aka odhaleniu
spolo¢nych principov v antropoldgii a teatroldgii, pricom taziskom ich vyskumu st ako kazdodenné ritudly, tak aj
performacné umenie. V kontexte teorie performacnej Skoly mozeme hovorit’ o jednotlivcoch ako o aktéroch divadelnej
hry, o spolocnosti ako o jej publiku a verejny priestor mézeme oznacit’ za javisko tejto hry. Je dolezité podotknit, ze
inscenované kolektivne akty predstavuji zasadny prostriedok reprodukcie mestského spolocenstva, formovania
historickej pamiti a utvarania zdielanej identity mestskych obyvatelov aj svojbytnej identity mesta navonok.” V
nadvidznosti na tieto tvrdenia sa preto sustredime na charakter, podobu a formu jednotlivych manifestacii, na otazku
participacie a na integra¢ny potencial urcitej casti mestského obyvatel'stva vo vybranom meste PreSov. Hlavné otazky,
na ktoré budeme hladat’ odpovede si: Kto a preco organizoval jednotlivé manifestacie? Aky priebeh mali jednotlivé
slavnosti? Kto a preco sa ich zucastnil? Aké symboly sa pri manifestaciach pouzivali? Ich zodpovedanie ndm umozni
identifikovat’ akym spdsobom jednotlivé organy mestskej samospravy zasahovali do organizdcie manifestacii a aké
ciele tym sledovali. Zaroven by nasa Studia mala potvrdit’ hypotézu, podla ktorej dolezitym aspektom manifestacii
v regione bola ich legitima¢na funkcia.

Jubilejny rok 1938

Mesto Presov vstupovalo do jubilejného roku 1938 ako lokalne centrum severovychodnej Casti republiky. Mestska
samosprava tvorena funkciou starostu a mestského zastupitel'stva fungovala a bola riadne zvolena vo vol'bach v roku
1932, pricom dominantné postavenie patrilo lavicovym a krestansky orientovanym politickym stranam.® Regién
vychodného Slovenska cakala v roku 1938 organizacne naro¢nd vystava Vychodu, ktord mala v dvadsiatom vyroci
republiky prezentovat’ pokrok vychodného Slovenska v Ceskoslovenskej republike a na ktorej mali podetné zastiipenie
aj mesto Presov a region Sarisa.’

Predstavitelia mesta Prefov sa uz zaGiatkom februara rozhodli deklarovat' svoju lojalnost vo&i Ceskoslovenskej
republike a prazskej vlade. 1. februara 1938 sa ziSlo mestské zastupitel'stvo na mimoriadne slavnostné zasadnutie, na
ktorom sa jednohlasne uznieslo na zvoleni Edvarda Benesa — vtedajSicho ¢eskoslovenského prezidenta, za Cestného
ob¢ana mesta.'’ K tomuto slavnostnému aktu pritom mesto pristipilo prvykrat od za¢iatku existencie Ceskoslovenska.
Prezident Benes sa tak stal prvym Cestnym obanom mesta od roku 1918. Spolu s prezidentom mestské zastupitel'stvo
zvolilo za Cestného obCana mesta aj ministerského predsedu Milana Hodzu, ktory presne v tento den oslavoval
Sestdesiate narodeniny. Zivotné jubileum Milana HodZu spolu s oslavami dvadsiateho vyrogia vzniku republiky silno
rezonovali v regionalnej vychodoslovenskej tlaci v prvej polovici roku 1938. Oficialne oslavy narodenin ministerského
predsedu organizacne zabezpecil Mestsky osvetovy zbor v spolupraci s mestskymi kultirnymi spolkami a vojenskou
posadkou. Slavnostny veder sa uskutoénil v priestoroch saly Cierneho Orla 7. februara. Hlavnymi reénikmi oslav boli
starosta mesta Alexander Duchon a sekény $éf ministerstva Skolstva a narodnej osvety Jan Halla a riaditel’ grécko-
katolickeho uéitel'ského Gstavu v Presove Stefan Gojdi&."' Oslavy HodZovych narodenin sa niesli v duchu lojalnosti k
republike, deklarovani jednotnosti a celistvosti krajiny.

Zaciatkom marca miestna tla¢ informovala o d’al$ej slavnosti, ktord mala byt venovana spomienke na narodeniny
prezidenta Osloboditel'a — T. G. Masaryka. Prezidentove narodeniny sa oslavovali v Ceskoslovensku uz od jeho vzniku
a stali sa pevnou stcastou sviatkového kalendara medzivojnovej republiky. Podobne ako v pripade HodZovych oslav,
Mestsky osvetovy zbor tento krat nezorganizoval sprievod v otvorenom verejnom priestore, ale oslavy spomienkového
charakteru sa presunuli do vnutra, opit’ do saly Cierneho Orla.'” Priebeh oslav mal viak skromnejii charakter ako tomu
bolo v pripade ministerského predsedu.

Do tretice, v jubilejnom roku, PreSovcCania oslavovali narodeniny tradujuceho prezidenta republiky. Tradicia, ktora
zacala uz hned’ od vzniku republiky a bola tuzko spita s osobou Masaryka, sa po zvoleni Edvarda BeneSa, prirodzene
presunula aj na jeho osobu. Podobne ako v pripade Hodzu, aj narodeniny Benesa, mali v PreSove v roku 1938 svoje
miesto a patri¢ni pozornost’ im venovala aj tla¢. Oslavy BeneSovych narodenin, ktoré sa konali 28. maja 1938, pripadli
na dobu Ciastoénej mobilizacie armady. Organizacne ich zastreSoval Mestsky osvetovy zbor, spevokol Smetana a
kultarne spolky, ale hlavnym bodom programu bola vojenska prehliadka. Presovska vojenska posadka usporiadala na
Svehlovom namesti slavnostnu vojenska prehliadku, po ktorej vojsko pokradovalo na Masarykove namestie k soche
prezidenta Osloboditela. Slavnosti doplnili Fudové koncerty na Masarykovom namesti a v parku.

" Ira, J. (2014) M&sto. In Storchové, L. a kol. Koncepty a d&jiny. Promény pojmu v soudasné historické véde, Praha, s.
345.

¥ Domenova, M. — Pekar, M. (Eds.) (2011) Pamétn4 kniha mesta Presova. Diel III. (1938-1941), Presov, s. X VII

® Preco robime vystavu, Vystavné noviny, 28.1.1938, ¢. 1

' Vrcholné oslavy 60. narodenin pana min. pred. Dr. M. Hodzu v celom Sarisi, Saris, 4. februar 1938, ro¢. IX, ¢. 6

Y Saris v znameni osldv Hodzovych 60. narodenin, Saris, 11. februar 1938, ro¢. IX, &. 7

12 Mestsky osvetovy zbor v Presove, Saris, 4. marec 1938, roé. IX, ¢. 10

" Oslavy narodenin prezidenta republiky na Sarisi, Saris, 3. jin 1938, ro¢. IX, &. 23
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Nech Zije na$a drahi a nesmrtePni republika Ceskoslovenska! 1. maj 1938 ako sviatok

ceskoslovenskej jednoty

Oslavy sviatku prace v Ceskoslovensku nadvizovali na takmer tridsatroéni tradiciu, ktord sa zaGala este v obdobi
Rakusko-Uhorska. Uz 27. marca 1919 ministerska rada rozhodla o tom, ze 1. maj bude vSeobecnym narodnym
sviatkom a zaroven dilom pracovného pokoja.14 Vysvetlenie preco tomu tak bolo (oproti inym §tatnym sviatkom bol 1.
maj vel'mi promptne akceptovany vSetkymi vladnymi stranami), pontika ¢esky historik Pavel Horak. Podla neho politici
pri svojom rozhodnuti brali do tvahy fakt, Ze prvomajové oslavy boli natol’ko rozsirené, ze by k manifestacidm doslo
tak ¢i tak. Uzakonenie sviatku vnimali ako moznost’ kontroly nad jeho slavenim a tiez ako ndstroj urcitého ,,socialneho
ventilu*“."

Tradiénym prvkom prvomajovych oslav bolo uz pred 1. svetovou vojnou superenie o najlepsi sprievod a troven
organizacie oslav bola metaforou urovne politického hnutia.'® Podobna situacia bola aj v Prefove, kde v jednotlivych
rokoch existovali paralelné prvoméajové manifestacie.'” Rok 1938 vak priniesol obrat. Narodna rada &eskoslovenské
vyzvala k jednotnym celostatnym oslavam. Podl'a jej vyzvy mal 1. m4j deklarovat’ jednotnost a odhodlanost’ branit
republiku. Sviatok prace mal byt zaroven sviatkom slobody, demokracie a mieru. Dolezitym posolstvom celonarodne;j
vyzvy bola predovietkym nedotknutelnost’ republiky a ochota branit’ ju do posledného muza a Zeny.'®

V duchu jednotnosti sa niesla aj samotnd organizicia oslav v PreSove. Protektorat nad oslavami prebral Mestsky
osvetovy zbor, ktory mal s organizdciou manifestacii a oslav bohaté sktisenosti. 27. aprila 1938 sa uskutocnilo
zasadnutie vietkych politickych stran v Presove, kde sa dohodol spoloény postup oslav.'® Je zaujimavé, Ze tato dohoda
na regiondlnej urovni predbehla rokovania, ktoré sa konali o tri dni neskoér v Prahe. ESte v predvecer 1. maja pocas
rokovani medzi Komunistickou stranou a Narodnou radou nebolo isté ¢i a akym spésobom sa komunisti zapoja do
spolo¢nej, celonarodnej manifestacie.”

Na lokalnej urovni bolo dohodnuté, Ze samotné oslavy v PreSove budi prebichat’ v apolitickom duchu a umocnia tak
dojem jednotnosti. Organizatori sprievodu nemali byt obleéeni v kroji, nevhodné bolo pouzitie zastav, politickych
transparentov alebo odznakov. Za usporiadatel'ov mali byt v sprievode len skauti, ktori niesli $tatnu vlajku, za ktorou
nasledovala Standarda s napisom: ,, Za republiku, demokraciu, mier.“ V apolitickom duchu mali byt’ vedené aj predslovy
recnikov.

Na ziadost’ mestského osvetového zboru odpovedal Okresny trad na druhy den, ked” povolil oslavy podla vopred
daného programu. Ten zahtiial dva paralelné sprievody. Reagoval tak na poziadavku Komunistickej strany, ktora ziadala
0 samostatny prvomajovy sprievod smerom zo Solnej bane do PreSova. Asi 70 muzov sa vydalo spolu s hudbou
smerom cez Solivar do PreSova, kde sa pridali k hlavnému sprievodu. Dav zhruba 1 800 l'udi sa zhromazdil na
Francisciho ulici o 10:00 a postupoval smerom cez Kosicki a Masarykovu ulicu, kde sa otocil pri kostole a postupoval
spit’ po Masarykovej ulici az k sale Cierneho orla.

Verejny priestor, pred hotelom Savoy, kde sa manifestacia konala, bol tradi¢nym, ale zaroven exkluzivnym miestom.
Tento priestor sluzil pre verejné manifestacie predovsetkym vd’aka svojej priestrannosti, umiestneniu v samotnom
centre mesta a moznostiam presunu manifestacie v pripade zlého pocasia do vnutra — do priestorov saly Cierneho Orla.
O 11:00 tu zacalo slavnostné zhromazdenie s uvodnym prejavom starostu mesta Alexandra Duchona, po ktorom
vystupil na balkone hotela Savoy Statny cestmajster okresného tradu a byvaly legionar Jan Hadrava.

Pritomnost’ byvalého legionara na prvomajovych oslavach moze na prvy pohlad prekvapit. Jeho cast’ mala ale v
danom roku logické opodstatnenie. Posolstvom oslav mala byt vola a odhodlanost’ obyvatel'ov k obrane republiky,
ktora v tom case Celila vel'kému tlaku zo strany Nemecka. Oslavy mali zabezpecit' mobilizaciu vlastného obyvatel'stva,
ale zaroven boli silnym odkazom smerom do zahraniéia. Politicka reprezentécia, ¢i uz na regionalnej alebo celonarodne;j
urovni, chcela oslavami vyslat’ posolstvo zjednotenej krajiny, ktora je odhodlana sa branit’. Toto posolstvo bolo uréené
predovsetkym Nemecku. Prejav starostu PreSova Alexandra Duchona, kde okrem iného povedal: ,, My sme vsak vedomi
toho, ze neni ziadnych obeti tak velkych a tazkych, ktoré by sme pre zabezpecenie svojho milovaného naroda a Statu

'Y Hajkova, D. — Horak, P. — Kessler, V. — Michela, M. (Eds.) (2018) Slava republice! Oficialni svatky a oslavy
v mezivale¢ném Ceskoslovensku, Praha, s. 223.

> Hajkova, D. — Horak, P. — Kessler, V. — Michela, M. (Eds.) (2018) Slava republice! Oficialni svatky a oslavy
v mezivale¢ném Ceskoslovensku, Praha, s. 223.

' Hajkova, D. — Horék, P. — Kessler, V. — Michela, M. (Eds.) (2018) Slava republice! Oficialni svatky a oslavy
v mezivale¢ném Ceskoslovensku, Praha, s. 232.

"'V roku 1937 prebichala v Preove organizacia 1. maja separatne. Vlastné prvomajové sprievody zastreSovali tri
politické strany: Ceskoslovenska komunistickd strana, Ceskoslovenskd socialne demokraticka robotnicka strana,
Ceskoslovenska narodna socialisticka strana.

'8 Statny archiv Presov (d’alej len SA PO), fond Okresny urad 1923-1945 (dalej len f. OU), inv. & 206, $k. 15, Oslavy
1. maja

P SA PO, f. OU, inv. &. 206, §k. 15, Oslavy 1. mija

* Hajkova, D. — Horék, P. — Kessler, V. — Michela, M. (Eds.) (2018) Sléva republice! Oficialni svatky a oslavy
v mezivale¢ném Ceskoslovensku, Praha, s. 262.
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neboli ochotni zndsat.”'“, podla nasho nazoru deklaroval uprimny pozitivny postoj preSovskych politickych elit k
centralnej vlade a nefalSovanii ochotu branit Ceskoslovensko pred vnutornym aj zahraniénym nepriatelom. Cela
manifestacia prebehla v pokojnom a zjednotenom duchu, pricom pocet ti€astnikov urady odhadovali az na 4000 osob.
Ukongena bola obnovenim slavnostného sl'ubu prisahy vernosti republike, armade, demokracii a prezidentovi.*

Slovensko Slovakom!

Mnichovska kriza na jeseit 1938 znamenala vyraznu zmenu pomerov na domacej politickej scéne. T4, sa po vyhlaseni
autondmie 6. oktobra 1938 v Ziline, odzrkadlila okrem iného aj na trovni samospravy.” Uz 7. oktobra 1938 vytvorila
miestna organizacia HSIS v Preove narodny vybor, ktory konkuroval volenym samospravnym organom.”* Hned' v defi
svojho vzniku ndrodny vybor zorganizoval Zivelni manifestaciu s jasnym proti¢eskym razom.

Manifestacia nebola vopred oznamena Okresnému uradu, ale mala spontdnny charakter. Clenovia narodného vyboru
vyburcovali zhruba 200 stredoskolskych Studentov prostrednictvom miestneho rozhlasu umiestnenom na Masarykove;j
ulici.® Ti pocas pochodu centrom mesta vykrikovali rdzne hesla: ,,Slovensko Slovikom!*, ,, Palestina Ziddkom!“, , Prec¢
s Cechmi*, ,, Chceme slovenskych profesorov*, ,, Nechceme Masarykovu ulicu*, ,, Nechceme Husovu ulicu, ale Hlinkovu
ulicu®, ,, Pre¢ so Sokolmi“ a pod.*® Zastup $tudentov sa nasledne nechal strhniit' k vytrznictvu a pocas pochodu spdsobil
viacero $kdd na majetku. Hnev davu mieril na ¢eské symboly, ako napriklad ulicné tabule s nazvom Husovej ulice,
vyvesné skrinky TJ Sokol, Odboru klubu ¢eskoslovenskych turistov, Spevokolu Smetana, ¢i sochu T. G. Masaryka. Bez
povSimnutia neostali ani predstavitelia Ceskoslovenskej $tatnej moci. Protestujuci Studenti sa zastavili pri dome
prokuratora Dr. Jiskru a $tatneho zastupcu Hoffmana, ale aj starostu PreSova Duchona, kde sa podla policajného
hlasenia dozadoval vymeny starostu za osobu z 'uddckeho prostredia. Situacia sa v podobnom duchu zopakovala aj o 2
dni neskor. Poctom aj zlozenim podobny dav zattocil na ¢eska Sokoloviiu a zidovska synagogu, kde rozbil niekol’ko
okennych tabul’.>” Aj ked’ ku vi¢sim $kodam nedoslo, politicky obrat sposobeny prijatim Zilinskej dohody, priniesol
zaroven do verejnej diskusie radikalnejSiu - najmi proticesku rétoriku, ktora mala byt uz ¢oskoro legitimizovana vo
verejnom priestore.

Narodné vybory, ako nevolené organy, boli prostrednictvom oficialnych pokynov zo strany autonémnej vlady
legalizované uz 12. oktdbra. Podla tychto pokynov odportcéala vlada iradom narodné vybory reSpektovat’ a vyuzivat
ich autoritu.”®

Toto postavenie narodného vyboru sa premietlo aj do jeho praktickej ¢innosti. 12. oktébra 1938 narodny vybor zaslal
Okresnému Uradu oznamenie o pripravovane] narodnej manifestacii, ktora bola naplanovana na 16. oktdbra pri
prilezitosti prichodu predsedu vlady Jozefa Tisa do PreSova. Spolu s nim mali do PreSova pricestovat’ aj minister
$kolstva a narodnej osvety Matus Cernak a poslanec Martin Sokol.”

Pripravovand manifestacia mala oproti tym zo 7. a 9. oktdbra Uplne iny priebeh. V prvom rade iSlo o koordinovani
akciu, ktora mala jasné organizacné pozadie a jej postup bol pripravovany v spolupraci s riadne zvolenymi
samospravnymi organmi — teda mestskym zastupitel'stvom. Jasnym lidrom organizacnej stranky manifestacie bol vSak
narodny vybor a ostatné mestské organy plnili skor tlohu Statistov. Sprievodu sa mali zGcastnit' Skoly, trady a
obyvatelia Presova aj Sirokého okolia.

Zraz ucastnikov sprievodu bol dohodnuty na viacerych miestach. Organizatori jednotlivé skupiny rozdelili podl’a toho, z
akého okresu tcastnici manifestacie pri§li. Zo svojich miest sa mal dav presuntt’ na Kosicku ulicu, kde po obidvoch
stranach vytvoril uvitaci kordon pre predsedu autondmnej vlady a jeho delegéciu. Slavobrana, kde autonémnu vladu,
o¢akavali zastupcovia uradov mesta Presov, vojska a narodného vyboru, bola postavena v blizkosti Hlavnej posty.™

Na bezpe&nost a poriadok dohliadali pocas celej manifestacie prislusnici Hlinkovej gardy.”!

Jozef Tiso sa k slavobrane presunul spolu so svojim sprievodom autom, kde ho privital okresny nacelnik, vojensky
oblastny velitel' a velitel’ Cetnictva. Za mesto PreSov autondmnu vladu privital Vojtech Raslavsky, ktory v tom case
zastaval funkciu zastupcu starostu. Spolu so zastupcami riadne zvolenych samospravnych organov, ministerského
predsedu a jeho sprievod priamo pri slavobrane, vitali aj ¢lenovia narodného vyboru.

Stcastou slavnostného privitania bol pozdrav od slovenského dievfata v kroji, ktoré hosti privitalo chlebom.

2 Prvy mdj v Presove, Saris, 6. maja 1938, ro¢. IX, ¢. 19

22 Prvy mdj v Presove, Saris, 6. maja 1938, ro¢. IX, &. 19

3 Podolec, O. (2003) Postavenie obecnej samospravy na Slovensku v rokoch 1938-1945. In Historicky Gasopis, 2003,
roC. 51, €. 4, Bratislava. s. 647-663

* Pekar, M. — Tokérova, Z. Vymeny mestsky elit na Slovensku po pade medzivojnovej Eeskoslovenskej demokracie
(Presov, 1938-1944) (doposial’ nepublikované)

3 SA PO, f. OU, inv. & 206, $k. 15, 4069/38 prez. ZvySovanie proticeskej agitacie na Slovensku

2 SA PO, f. OU, inv. & 206, §k. 15, 4069/38 prez. Zvysovanie proticeskej agitacie na Slovensku

7SA PO, f. OU, inv. & 206, §k. 15, 4069/38 prez. ZvySovanie proticeskej agitacie na Slovensku

% Pekar, M. — Tokérova, Z. Vymeny mestsky elit na Slovensku po pade medzivojnovej Eeskoslovenskej demokracie
(Presov, 1938-1944) (doposial’ nepublikované)

¥ SA PO, f. OU, inv. & 206, §k. 15, 4119/38 prez. Prichod Dr. Tisa na Slovensko

¥ SA PO, f. OU, inv. & 206, §k. 15, 4119/38 prez. Prichod Dr. Tisa na Slovensko

! Prva slovenskda vidda v Presove, Saris, 21. oktober 1938, ro¢. IX, &. 41
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Priznaénym gestom zo strany predsedu vlady bolo to, Ze jeho prvé kroky viedli do rimsko-katolickeho kostola. Az
potom sa aj so svojim sprievodom vybral na radnicu, kde ho o¢akavalo mestské zastupitel'stvo a starosta mesta, ktori
len niekol’ko minut predtym rozhodli o udeleni Gestného ob&ianstva pre Jozefa Tisa.”> Tymto aktom sa mesto Presov
stalo prvym slovenskym mestom, ktoré Tisovi udelilo Gestné ob&ianstvo.™

Samotnd manifestacia sa uskutocnila priamo pred kostolom sv. Mikulasa, ktory zaroven predstavoval symbolické
centrum mesta. Podla niektorych odhadov, sa manifestacie ziastnili desattisice Pudi.** Triezvejsi vsak bude odhad
hlavného komisara politickej spravy Alexandra JanCovica, ktory vo svojej Uradnej sprave z narodnej manifestacie
uvadza priblizne 7000 manifestujtcich.”

Manifestaciu otvoril svojim prejavom Gejza Fritz, ktorého na tribune vystriedal minister $kolstva Mata§ Cernak.
Hlavnymi re¢nikmi manifestacie boli Jozef Tiso a Karol Sidor (ktory pévodne nemal do PreSova pricestovat). Tiso sa
vo svojom prejave vymedzil voci predchadzajicemu systému, ktory oznacil za korupény a protekcionarsky, priCom sa
nevyhol oblibenému heslu Slovensko Slovikom!”® Tisova re¢ mala ucastnikov manifesticie ubezpegit, ze HSIS
prebrala moc na Slovensku legitimnou formou a aj d’alsi politicky vyvoj bude postupovat’ v sulade s existujucimi
zakonmi. Po flom sa ujal slova Karol Sidor, ktory vo svojej reci apeloval predovSetkym na odstranenie stranictva a
zjednotenia, ktoré je v zaujme vSetkych Slovakov. Spomenul tiez, ze na vyznamnych postoch uz dochadza k zmenam v
prospech Slovékov. Ako priklad uviedol zmenu riaditel'a ucitel'ského ustavu v PreSove, kde Cesku riaditel’ku nahradil
Andrej Germuska.®’

Na manifestacii vystapili s prejavom aj d’alsi re¢nici: krajinsky prezident Julius Simko, tajomnik narodného vyboru v
Prefove Juraj Raslavsky, rolnik Jan Onofrej a tajomnik HSLS Florian Sta3.*® To, 7e medzi re¢nikmi nebol Ziaden
reprezentant z mestskej samospravy, len este viac podéiarkuje fakt, ze riadne zvolenym organom samospravy uz
niekolko dni po prijati Zilinskej dohody, prislichala len rola $tatistov. Rozhodujiicim faktorom na politickej scéne sa
stali organizacie, ktoré boli lojalne HSIS.

Ovladnutie verejného priestoru

Oslava zakladatel'ského dna — teda 28. oktdbra, bola uz od vzniku medzivojnovej republiky zdkladnym a
najvyznamnej§im oficialnym sviatkom mladého $tatu. Jeho primat potvrdzovala aj rychlost’ prijatia zdkonného ramca
pre jeho slavenie.*

Ako vo svojej Studii uvadzaji Dagmar Hajkova a Miroslav Michela, 28. oktdber bol jasne akceptovany a oslavovany aj
na Slovensku. Naproti tomu, Martinska deklaracia bola pripominana a vnimana len v slovenskom prostredi. V Ceske;j
&asti §tatu, prijatie tohto dokumentu, nezohravalo v kolektivnej pamiti takmer Ziadnu tlohu.*°

Pripominanie si Martinskej deklaracie sa zaroveil na Slovensku stalo predmetom politického zapasu, pricom jej prijatie
vyuzivali predovietkym autonomisti k prezentacii vlastného politického projektu.*!

Autonomisti Martinsku deklaraciu, podobne ako aj Pittsbursku dohodu, ¢asto vyuzivali vo svojej protivladnej rétorike.
Ked’ v oktobri 1938 HSLS upevnila svoje postavenie na slovenskej politickej scéne, Martinské deklaracia sa stala v ich
ideologickej argumentacii dolezitym medznikom slovenskych dejin. Regionalne noviny Sari§ vo svojom 42. &isle
uvadzaju: ,, 30. oktober, medznik v dejindach slovenskych, bol donedavna len pripominany pri oficialnych oslavach 28.
oktébra. Dnes, po 6. oktobri a ostatnych velkych zmendch v Cesko-Slovensku, stal sa vynimocne tohto roku 28. oktéber
dinom vsednym, zatial’ ¢o 30. oktober nijako nestratil na svojom vyzname v Krajine slovenskej, ba naopak ukdazalo sa
prave v poslednych dioch, éo Martinskd deklardcia znamend v medzindrodnom meritku. “*

Bolo prirodzené, Ze tieto zmeny na politickej scéne sa odrazili aj vo verejnom priestore miest. Oslavy Martinskej
deklaracie sa stali pre novo vytvarajici sa rezim sucastou ,,sldvnostného kdanonu*. V pripade Presova, prevzala
organizacne slavnost’ Jednota Orol, ktora sa stala nastupkyiiou Mestského osvetového zboru. Patronat nad celou akciou
prebral narodny vybor v Presove.*

Pri tejto prilezitosti boli naplanované bohosluzby vo vSetkych kostoloch v meste. Zaroven bola na vecer naplanovana

328A PO, f. Mestsky urad 1923-1945 (dalej len MU), Zapisnica z mestského zastupitel'stva zo diia 16. oktobra 1938

33 Prva slovenska vidda v PreSove, Sarig, 21. oktober 1938, ro¢. IX, &. 41

3% Prva slovenska vidda v PreSove, Sarig, 21. oktober 1938, ro¢. IX, &. 41

3 SA PO, f. OU, inv. &. 206, §k. 15, 4086/38 prez. Zprava o konanej narodnej manifestacii konanej 16. oktobra 1938
*SA PO, f. OU, inv. &. 206, k. 15, 4086/38 prez. Zprava o konanej narodnej manifestacii konanej 16. oktobra 1938
78SA PO, f. OU, inv. & 206, §k. 15, 4086/38 prez. Zprava o konanej narodnej manifestacii konanej 16. oktobra 1938

¥ SA PO, f. OU, inv. &. 206, 3k. 15, 4086/38 prez. Zprava o konanej narodnej manifestacii konanej 16. oktobra 1938

% Co sa tyka rychlosti uzdkonenia tohto sviatku, predbehol ho len 1. méj, ktory bol prijaty v marci 1919. Zakon o 28.
oktobri ako o Statnom sviatku bol schvaleny pod ¢. 555/1919 Sb. dia 14. oktdbra 1919.

“0 Hajkova, D. — Hordk, P. — Kessler, V. — Michela, M. (Eds.) (2018) Slava republice! Oficialni svatky a oslavy
v mezivale¢ném Ceskoslovensku, Praha, s. 86.

*! Hajkova, D. — Horak, P. — Kessler, V. — Michela, M. (Eds.) (2018) Slava republice! Oficialni svatky a oslavy
v mezivale¢ném Ceskoslovensku, Praha, s. 87.

*2 Slovensky 30. oktober, Sarig, 28. oktéber 1938, ro¢. IX, &. 42

B SA PO, f. OU, inv. &. 206, 8k. 15, 4239/38 prez. Oslava Martinskej deklaracie
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oslava Martinskej deklaracie v priestoroch saly Cierneho Orla.**

Slavnostnym prejavom bol povereny novy riaditel’ u€itel'ského ustavu Andrej Germuska. I ked’ v pévodnom programe
bola na tvod oslav napldnovana $tatna hymna, napokon ju nahradila hymna Hej Slovdci.*

Svoje miesto v organizdcii osld&v mala aj Hlinkova garda, ¢lenovia ktorej boli pocas ich trvania zodpovedni za
bezpecnost’. Je potrebné tiez podotknut’, Ze cela slavnost’ sa uskutocnila len par dni potom, ¢o bolo rozpustené mestské
zastupitel'stvo v Presove, ktoré tak uz v programe oslav nezohravalo Ziadnu ulohu. *°

Dalsou prilezitostou k zabratiu verejného priestoru a zasahu do verejného diskurzu mesta sa stalo manifestaéné
zhromazdenie, ktoré sa uskutoénilo 20. novembra 1938 vo viacerych obciach v regione Sarisa.*’ Z rozhodnutia vlady sa
stal tento defi sviatkom zjednotenia vietkych Slovakov.*

Samotnu organizaciu manifestacii zabezpecovala priamo autonomna vlada, ktorti organizacne - materialovo aj l'udsky
podporovali miestne organizacie HSL’S. Manifestacia mala deklarovat’ zjednotenie politickych stran na Slovensku a
bola reakciou na zakaz, resp. dobrovolné zlucenie takmer vsetkych politickych stran, ktoré dovtedy na domaécej
politickej scéne posobili.*” Zhromazdenia sa uskuto¢nili pod heslom: ,Jeden Boh, jeden ndrod, jedna strana“.*°
Centrom oslav celého regionu sa stalo mesto Presov. Priestor manifestacie bol na tradi¢nom mieste, pred salou Cierneho
Orla, na novo pomenovanej Hlinkovej ulici.’’ Hlavnymi re¢nikmi boli vladny komisar Alexander Chrappa, zastupca
HSLS rimsko-katolicky kaplan Juraj KiSiday, ale aj clenovia rozpustenych, resp. zjednotenych stran — advokat Kornel
Macuha za byvala agrarnu stranu, mestsky radca Jozef Balazsy za byvalu stranu Narodného zjednotenia, Viktor Balenta
za Narodnu socialisticku stranu.>

Zhromazdenie pozostavalo predovsetkym zo zamestnancov uradov, $kol, korporacii a ¢lenov spolkov, ale v dave
nechybali ani po&etni obyvatelia mesta.>® Pre relevantné zhodnotenie mobilizaéného potencialu tejto manifestacie, nam
vSak chybaji tdaje o celkovom pocte jej ucastnikov. Obsah prejavov sa dotykal predovSetkym nutnosti a potreby
zjednotenia politickych stran, pricom hlavnym odkazom smerom k verejnosti bolo legitimizovanie systému jednej
strany, ktory HSIS presadila len za par tyzdiov.

Poslednou a zaroven pravdepodobne aj najvac¢sou udalostou, ktord sa v PreSove v roku 1938 odohrala vo verejnom
priestore, sa stalo 'udové manifestaéné zhromazdenie z 11. decembra 1938. Manifesticiu organiza¢ne zabezpecovala
HSLS.™

Dévodom tychto zhromazdeni bola mobilizécia voli¢ov k vol'bam do autonémneho snemu, ktoré sa mali uskutocnit’ 18.
decembra. Podl'a zachovanej spravy, ktorou bol povereny zastupca Okresného uradu — hlavny komisar politickej spravy
Alexander JanCovi€, sa oslav zacastnilo 20 tisic I'udi, vratane 1500 gardis‘cov.55

Uvod manifestacie patril podla dobovych sprav ,,disciplinovanému ndstupu* gardistov.® Na otvoreni sa za&astnil
Andrej Germuska a hlavnymi reénikmi zhromazdenia boli Alexander Mach a Vojtech Tuka.”’

Manifestaény prejav Macha sa niesol v duchu poslusnosti, discipliny a poriadku. Mach vo svojom prejave prvykrat
spomenul nielen vysporiadanie sa s Cechmi, ale aj so zidovskymi obyvatelmi krajiny. Na vodnu radikalnu rétoriku
nadviazal aj Tuka. Niekol’ko ukazok z jeho prejavu, nam pomoze lepsie si predstavit’ atmosféru, v ktorej sa nachadzala
slovenska spolo¢nost’” v decembri 1938: ,,Na Slovensku mame 350 tisic cudzincov. Nepocitam medzi ne Nemcov a
Madarov. Vy viete, koho myslim. Berte do ruk tusky a pocitajte. Ti cudzinci nas stoja dve miliardy korun. Kym Slovaik

*SA PO, f. OU, inv. & 206, 3k. 15, 4239/38 prez. Oslava Martinskej deklaracie

SVrcholné oslavy 20. vyrocia Martinskej deklaracie v celom Sarisi, Sari§, 4. november 1938, ro¢. IX, &. 43

* Vlddny komisar mesta Presova, cislo 18935-1938, Vyhlaska Rozpustenie mestského zastupitel'stva v Presove, Saris,
28. oktober 1938, ro¢. IX, ¢. 42

Y78A PO, f. OU, inv. &. 206, $k. 15, 4461/38 prez. Manifesta¢né zhromazdenia Slovakov

* Toto rozhodnutie nemalo Ziadny legislativny ramec a 20. november sa nestal oficialnym sviatkom ani v rokoch
existencie slovenského §tatu.

*16. novembra 1938 HSIS zakézala &innost Sociilnodemokratickej strany, Nemeckej socialnodemokraticke;
robotnickej strany, Zidovskej strany a d’alsich. Este 8. novembra 1938 doslo k tzv. dobrovolnému zlu&eniu politickych
subjektov — Agrarnej strany, Narodno-socialistickej strany, Zivnostnickej strany a Fasistickej strany. A diia 25.
novembra 1938 bola zastavena ¢innost’ Slovenskej narodnej strany, ktora napokon tlak zo strany Statnych organov a
médii nevydrzala. V polovici decembra vykonny vybor SNS potvrdil zlucenie s vladnou stranou HSLS, ktorad v tom
Case uz fungovala pod novym nazvom — Hlinkova slovenska l'udova strana — Strana slovenskej narodnej jednoty. Pozri
napr.: Liptak, L.(Ed.) (1992) Politické strany na Slovensku 1860-1989, Bratislava. Rogul'ova, J. (2013) Slovenska
narodna strana 1918-1939, Bratislava.

9'SA PO, f. OU, inv. &. 206, §k. 15, 4461/38 prez. Manifestadné zhromazdenia Slovakov

*'' O premenovani niektorych ulic rozhodol vladny komisar mesta Alexander Chrappa este 29. oktobra 1938. Niekdajsia
Masarykova ulica sa tak zmenila na ulicu Hlinkovu.

28A PO, f. OU, inv. &. 206, §k. 15, 4461/38 prez. Manifestaéné zhromazdenia Slovakov

3 §A PO, f. OU, inv. & 206, §k. 15, 4461/38 prez. Manifestadné zhromazdenia Slovakov

>*SA PO, f. OU, inv. & 206, §k. 15, 4691/38 prez. Ludové zhromazdenie v Presove 11.12.1938

> SA PO, f. OU, inv. & 206, $k. 15, 4691/38 prez. Ludové zhromazdenie v Presove 11.12.1938

%6 Nezapomenutelnd manifestdacia v Presove, Sari$, 17. december 1938, ro¢. IX, ¢&. 49

" SA PO, f. OU, inv. & 206, §k. 15, 4691/38 prez. Ludové zhromazdenie v Presove 11.12.1938
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biedi, oni sa maju dobre.”, dalej pokracoval: ,Slubili nam samospravu. My sme vsak smelo hldsali, Ze narodu
slovenskému treba este viac, nez dava Pittsburskd dohoda. Slovensku ndlezi plnd Statnost, “*®

Prejav Tuku, aj Macha odraza, akym smerom sa posunula politicka rétorika od vyhlasenia Zilinskej dohody v oktobri
1938. Len dva mesiace stacili 'uddkom na to, aby vel'ka Cast’ spolocnosti presvedCili o potrebe svojich politickych
rozhodnuti. Je nutné tiez dodat’, Ze I'udaci si potrebu mobilizacie uvedomovali vel'mi dobre. Sved¢i o tom fakt, ze v
priebehu dvoch mesiacov sa v meste uskutocnili az Styri mohutné manifestdcie. Dobové hlasenia o poslednom
manifestaénom zhromazdeni roka 1938 v PreSove zaroven ukazuju, ze minimalne v rovine pasivnej spoluprace, sa to

hegemonovi vtedajsej politickej scény uspesne podarilo.

Zaver

Obyvatelia mesta PreSov boli v roku 1938 svedkami velkého poctu verejnych manifestacii. Mézeme povedat’, ze
politika naplno vtrhla do verejného priestoru mesta. Zaciatok roka sa niesol v znameni narodeninovych oslav
predstavitelov medzivojnovej republiky. Ci uz hovorime o oslavach narodenin ministerského predsedu M. Hodzu alebo
o spomienkovych oslavach narodenin T. G. Masaryka, moézeme konStatovat, Ze mestské zastupitel'stvo jasne
deklarovalo svoj pro¢eskoslovensky postoj. Zaroven sa predstavitelia mesta pripravovali na jubilejné dvadsiate vyrocie
vzniku Ceskoslovenska.

Jarné oslavy - oslava 1. maja alebo oslava narodenin prezidenta republiky E. Benesa, predstavovali pre existujuci §tat
vhodny nastroj k mobilizacii obéanov, ktori budu odhodlani branit’ republiku.

Politické elity mesta sa aj v tomto obdobi aktivne zapajali do organizacie oslav. Na lokalnej urovni doslo k dohode o
spolupraci vsetkych politickych stran pri prvomajovych oslavach dokonca o niekol’ko dni skér, nez tomu bolo v pripade
politickych rokovani v celostatnom meradle. Re¢nicke prejavy starostu mesta A. Duchona aj byvalého legionara J.
Hadravu jasne deklarovali vernost’ a odhodlanost branit’ Ceskoslovensko pred vonkaj$im aj vntitornym nepriatel'om.
Organizacne sa na pripravach oslav v prvej polovici roka podielal predovsetkym Mestsky osvetovy zbor a kultirne
spolky. Spolu s nimi sa medzi organizatormi ¢asto krat objavuje aj vojenska posadka mesta.

K dramatickej zmene v ramci organizacie aj charakteru manifestacii dochadza po vyhlaseni Zilinskej dohody, ku ktorej
doslo 6. oktobra 1938. Prva manifestacia sa odohrala uz na druhy den. I§lo vSak o Zivelné podujatie, vyprovokované
novovytvorenym narodnym vyborom.

Po legitimizovani narodnych vyborov, prebrali tieto nové organy kompetencie Mestského osvetového zboru a
organizaCne sa vyznamne podiel’ali na pripravach d’alSej manifestacie. T4 sa v PreSove uskuto¢nila 16. oktdbra pri
prilezitosti navstevy J. Tisa v meste. I ked’ sa Tiso v ramci oficidlneho programu stretol s predstaviteI'mi mesta (a ziskal
Cestné obcCianstvo mesta PreSov), viaceré kroky ministerského predsedu naznacovali akym smerom sa bude uberat’ d’alsi
politicky vyvoj v PreSove. Mestské zastupitel'stvo PreSova bolo rozpustené uz o 11 dni neskér. Chladné vztahy medzi
oficialnymi organmi mesta a autonémnou vladou, potvrdzovalo aj to, Ze medzi re¢nikmi manifestacie neboli Ziadni
zéstupcovia mesta. Prejavy viacerych zuastnenych sa sustredili predovsetkym na legitimizovanie Zilinskej dohody a
dolezitt ilohu zohral aj integracny faktor, ktory jasne vymedzoval koho zdujmy bude nova vlada zastupovat.

HSELS pri preberani moci na jesenn 1938 pokracovala vo forsirovani mas prostrednictvom d’al$ich podujati. V meste sa
tak v priebehu nasledujicich dvoch mesiacov uskutocnili d’al§ie tri mohutné manifesticie. Ich cielom bolo
legitimizovanie rozhodnuti HSES a redlnych politickych krokov strany, ktorych cielom bolo ovladnutie slovenskej
politickej scény.

PredovSetkym manifestacné zhromazdenie za narodné zjednotenie a manifestacné zhromazdenie pri prilezitosti volieb
do autonémneho snemu, mali jediny ciel’: legitimizovat’ stranu a zaroveil mobilizovat’ velka Cast obyvatelstva k
vol'bam. Posledné manifestaéné zhromazdenie sa navySe nieslo v atmosfére, kde bolo uz jasne vymedzené Kto sme my?
a Kto su ti druhi? Hranice o tom, koho bude nova vlada zastupovat’ boli jasné dané. Pritomnost’ 20 tisicového davu
davala tusit’, Ze mobilizaény potencial oslav l'udaci vyuzili viac nez dobre.

Pocetnost’ a mohutnost’ manifestacii v sledovanom obdobi v mesta PreSov indikuje, ze ich pouzitie je ddlezitym
nastrojom politického boja. Vyznamné zmeny, ktoré sa udiali na politickej scéne v roku 1938, boli reflektované aj
v ramci verejného priestoru mesta a vyznamne ovplyvnili verejny diSkurz. Mozno konstatovat, ze ,,scénu verejného
priestoru ovladali tie politické elity, ktoré mali v rukach realnu moc. V druhej polovici roka mala najvacsi vplyv na
dianie v priestore mesta HSLS. Ostatné organizacie (vratane Hlinkovej gardy) podliehali jej rozhodnutiam.
Manifestacie mali pre HSLS predovsetkym legitimacna hodnotu. Zaroven ich prostrednictvom, mohli predstavitelia
strany pristapit’ aj k oficidlnemu Sireniu radikalnej rétoriky. T4 mala obyvatel'ov mesta (minimalne v rovine pasivnej
akceptacie) pripravit’ na opatrenia, ktoré chcela autonomna vlada presadit’ v nasledujiicom obdobi.

Archivne pramene

Statny archiv v PreSove, pobo¢ka Presov
Fond Okresny trad v PreSove 1923-1944
Fond Mestsky tirad v PreSove 1923-1945

Dobové pramene, periodika

*SA PO, f. OU, inv. &. 206, k. 15, 4691/38 prez. Iudové zhromazdenie v Presove 11.12.1938
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Saris, 1938
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Kritika prekladu v praxi: Prispevok k dvojjazy¢nému vydaniu vybranych basni Slavka
Mihalic¢a
Translation criticism in practise: Contribution to the bilingual edition of selected poems by Slavko Mihali¢
Patricia Havrila
Univerzita Pavla Jozefa Safdrika v Koiciach, Filozofickd fakulta

Abstrakt: K vacsine prekladovych diel sa v nasej kazdodenne;j literarnokritickej praxi pristupuje rovnakym spdsobom,
akoby sa hovorilo o textoch pristupnych recenzentovi v originalnom jazyku, ¢o nebyva vzdy pravidlom. Literarnym
kritikdm Casto chyba povedomie prekladovosti, aj napriek tomu, ze prekladovost’ je velmi doélezity rozmer,
ovplyviiyjuci recepciu textu. Bohuzial, tento fakt si vdcSinou uvedomujeme len pri ,zlych® prekladoch. Kritika
prekladu sa mnohymi vlastnostami odliSuje od kritiky povodného literarneho diela. Cielom tohto prispevku je
demonstracia jej hlavnych Specifik na teoretickej aj praktickej rovine. V tvodnej Casti prispevku sa zaoberame
hlavnymi znakmi kritiky prekladu a jej zédkladnymi funkciami. Nasledne sa poktisime o kritiku niektorych aspektov
dvojjazyéného vydania vybranych basni vyznamného chorvatskeho basnika Slavka Mihalica.

Kracové slova: kritika prekladu, porovnavacia textova analyza, hodnotenie, basne, Slavko Mihali¢

Abstract: Most of the translated works are discussed in our daily literary-critical practice in the same way as if the text
was available to the reviewer in the original language, which is not always the rule. Literary criticism often lacks
awareness of translation process behind the text, even though translation is a very important dimension which affects its
reception. Unfortunately, we usually realize this only if a translation is "bad". Translation criticism from the critique of
the original literary work differs in many ways. The aim of this paper is to demonstrate its main specifics on the
theoretical and on the practical level. The introductory part of the paper focuses on the main attributes of the translation
criticism and its basic functions. After the theoretical introduction, we will try to make a critical evaluation of some
aspects of the bilingual edition of selected poems by the significant Croatian poet Slavko Mihali¢.

Keywords: translation criticism, comparative text analysis, evaluation, poems, Slavko Mihali¢

Kritika prekladu

Peter Newmark hovori o kritike prekladu ako o nevyhnutnom prepojeni medzi teériou a praxou (Newmark, 1988, s.
184). Ako taka tvori v prvom rade zaklad pre skvalitnenie samotnej prekladovej praxe. Detailny konfrontaény rozbor
textov originalu a prekladu, hl'adanie jazykovych odchylok a vyznamovych posunov, problematickych miest a moznych
alternativnych rieSeni prekladatel'skych problémov poskytuje prekladatel'om, ktori o to maju zaujem, realny didakticky
nastroj na rozsirovanie svojich vedomosti a zlepSovanie prekladatel’skych schopnosti.

Tato didakticka funkcia kritiky prekladu vsak nie je jej jedinou, a uz vobec nie jej najddlezitejSou, funkciou. Ako nas na
to upozoriiuje Jan Ferenéik v Kontextoch prekladu, konfrontaénym rozborom textov, teda detailnym porovndvanim
originalu a prekladu, esSte nedospievame ku kritickému hodnoteniu prekladu ako literarnohistorického i
kultarnopolitického faktu. Vysledkom interpretacie textov eSte nie je kriticka syntéza, ale iba textova analyza, ktora este
sama o sebe nie je kritikou (Ferencik, 1982, s. 35).

Podl'a Ferencika, ale aj podl'a Newmarka ¢i Pyma existuje teda zadsadny rozdiel medzi kritickou analyzou prekladu a
medzi kritikou prekladu. Tento rozdiel spociva v tom, Ze kritika by mala byt ,, ... [s/ystematicka, cielavedoma cinnost,
registrujuca, hodnotiaca a usmernujuca hlavny prud prekladovej tvorby na zdaklade istych objektivne platnych,
sucasnou prekladovou teoriou a praxou vypracovanych kritérii, kritika skumajuca a kvalifikujuca viastnosti
prekladovych textov v ich zloZitom vztahu nie len k textu originalu, ale aj k domacej prekladovej tradicii a k
spolocenskému kontextu sucasnosti.” (Ferencik, 1982, s. 29), pricom kritickd analyza je len prvym krokom, ktorého
vysledkami st argumenty podporujlce syntetizujuce zovSeobecnenia prekladovej kritiky.

wPrekladovy kritik must byt teda schopny rovnako interpretovat originalny, ako aj prekladovy text, zhodnotit preklad v
textovych i nadtextovych relaciach, vyvodit kritické sudy a zovseobecrniujuce zavery* (Ferenc¢ik, 1982, s. 30). Otazkami,
ktoré by mali zaujimat’ kritika prekladu, teda nie st len otdzky tykajuce sa formalnej a vyznamovej adekvatnosti textu,
ale aj otazky typu: Stal vobec tento konkrétny text za preklad? Akym spdsobom moéze ovplyvnit' jazyk, literatiru,
myslenie v novom prostredi? (Newmark, 1988, s. 184), pretoze prave tieto a podobné otazky umiestituju text do $irSieho
kultarno-spolocenského kontextu.

Pri formulovani zakladnych kritérii prekladovej kritiky treba mat’ stale na pamiti, ze kritika musi byt vel'mi opatrna,
ked’ sa odvolava na pravidla na prvy pohl'ad nemenné. Podl'a Pyma existuje mnoho spdsobov prekladania a mnoho
veci, ktoré sa daju prekladom povedat, pricom zlé, explicitné teoretizovanie dokaze narobit’ viac $kody nez samotny
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nezvladnuty preklad (Pym, 2010, s. 188). To sa tyka predovSetkym rozliSovania prekladatel'skych chyb od
cielavedomého poruSovania prekladatel'ského kanonu, ktoré je vyrazom snahy o uplatnenie konkurencnej
prekladatel’skej koncepcie.

V konkrétnom diele, ktoré rozoberame v nasom prispevku, sa ukazalo ako nesmierne dblezité aj kritické zhodnotenie
pragmatickej stranky prekladu. Materialna stranka literarneho diela ma délezity vplyv na jeho recepciu. Napriklad M.
Cerevka upozoriiuje, Ze uverejnenie akéhokol'vek textu znamena semiotizaciu kazdého jedného jeho atribtitu (Srank
podla Cerevka, 1996, s. 367). Uz len graficka tprava knihy dokaze mnohych ¢itatelov odradit’ od toho, aby ju vobec
vzali do ruky alebo ich, naopak, prilakat’. Ak napriklad zadn(i stranu prebalu zbierky basni tvori reklama na Podravku,
musime si priznat’, ze to nepdsobi vel'mi reprezentativne a v Citatelovi to nevyvolava dojem, Ze prave berie do ruky
nejakll vynimoéne hodnotntl zbierku poézie. Rovnako je to aj s nepravdivymi alebo netuplnymi informaciami na prebale
knihy & s tlaGovymi chybami a preklepmi. Uroven spracovania diela ovplyviiuje jeho schopnost plnit zamyslané
funkcie v systéme literatury.

Slavko Mihali¢

Skor nez sa pustime do kritického rozboru vybraného diela, mali by sme uviest’ aspon niekol’ko zakladnych informacii
o autorovi prekladanych basni a jeho poetike. Slavko Mihali¢ zacal tvorit’ na prelome 50. a 60. rokov 20. storocia. Bol
jednym z poprednych predstavitelov tzv. ,krugovasov®, ¢o je skupina autorov, ktori uverejiovali svoju tvorbu v
Casopise Krugovi (Kruhy), znamom svojim vzdorom voci poetike socialistického realizmu a obhajovanim slobody
tvorby a estetického pluralizmu. Chorvatska literarna veda charakterizuje Slavka Mihali¢a ako basnika existencializmu,
pricom ako hlavné znaky jeho tvorby, ddlezité aj pre nase kritické zhodnotenie prekladov, uvadza viacznacnost’ vyrazu,
prisne logicky a psychologicky motivovanu asociativnost’ a obraznost’ vychddzajiucu z konkretizacie myslienok, a v
neposlednom rade jazyk blizky hovorovému alebo skor hovorenému, v zmysle prirodzene plynticeho pradu myslienok,
nezat'azeného prehnanymi artistnymi figirami &i prilignou intelektualizaciou.'

Basne/Pjesme Slavka Mihali¢a

Dielo, ktoré v naSom prispevku podrobujeme prekladovej kritike, vyslo v roku 2003 pod nazvom Bdsne Pjesme vo
vydavatel'stve Jana Jankovifa, najzndmejSicho a najcinorodejSicho propagatora literatir byvalej Juhoslavie na
Slovensku. Je to pamétnica, ktord bola vydana pri prilezitosti 75. vyro¢ia narodenia Slavka Mihalic¢a a 40. vyrocia
prekladania jeho poézie do slovenéiny (informacia na ivodne;j strane).

Vyber obsahuje 23 basni vydanych dvojjazyéne, na l'avej strane baseii v chorvatCine a na pravej jej slovensky preklad, a
15 basni len v slovenskej verzii, bez chorvatskeho naprotivku. Ide o basne viacerych prekladatelov z chorvatciny, ktoré
boli doteraz roztrusené po roéznych literarnych a kultirnych periodikach.

Na konci zbierky st pripojené tri sprievodné texty, priCcom autorom vSetkych troch dodatkov je zostavovatel a
vydavatel’ zbierky Jan Jankovi¢. Prvym dodatkom je doslov s nazvom Srdecné slovenské slovo slovutnému Slavkovi,
ktory je akymsi historickym prierezom slovenskych prekladov, nielen Mihali¢ovej tvorby, z chorvat¢iny. Druhy doslov
obsahuje pomerne rozsiahlu informéciu o Zivote a diele autora. Posledny dodatok tvori zoznam prekladatelov s
kratkymi medailénmi. PrekladateI'mi uvedenymi v tomto zozname su: Vitazoslav Hecko, Branislav Choma, Pavol
Janik, Jan Jankovi¢, Zlatko Klatik, Marian Kovacik, Vlastimil Koval¢ik, Milan Kraus, FrantiSek Lipka, Ivan Mojik a
Michal Nadubinsky. Nie je vSak jasné, prec¢o sa v tomto zozname nachadza aj Branislav Choma, ked’ v zbierke nie je
uverejneny ani jeden z jeho prekladov. Rovnako je to aj s Vojtechom Mihdlikom, ktory je na inom mieste knihy
uvedeny ako jeden z prekladatel’ov, ktorych casopisecky publikovany preklad by mal byt v knihe pouzity, Ziadny vSak
v nej nendjdeme.

Rovnako métuce ja usporiadanie basni. Basne vydané dvojjazycne sa nepravidelne striedaju s basnami uverejnenymi
bez originalneho znenia, preklady od toho istého prekladatela sa uvadzaju raz dvojjazycne a inokedy len v slovencine,
po prekladoch tandemu Nadubinsky-Mojik nasleduje niekolko prekladov FrantiSka Lipku, potom opit tandem
Koval¢ik-Jankovi¢ a znovu Lipkove preklady. Citatelovi nie je jasné, podla akého kIi¢a by mohli byt v zbierke
zoradené (Dvojjazycné a jednojazycna cast’ zbierky? Podla datumu uverejnenia basni v chorvatéine? Podla datumu
uverejnenia prekladu v ¢asopise? Podl'a prekladatelov?) a zostavovatel’ mu neposkytuje ziadne indicie.

1 V tomto kratkom vypocte hlavnych znakov Mihali¢ovej tvorby uvadzame tie charakteristiky, ktoré sme aj sami
identifikovali v jeho diele a ktorych zachovanie v preklade pokladame za najdélezitejSie, pretoze v pripade ich deformacie by
Mihali¢ v slovenéine uz nebol Mihalicom, ako ho poznaju Citatelia v originali.
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Porovnavacia textova analyza

Pokial’ ide o samotné texty, v zbierke sa najdu preklady roznej kvality, co vyplyva z toho, Ze pochadzajii od réznych
prekladatel'ov. Vo vseobecnosti vSak prevladaju skor tie problematické. Takym je napriklad aj preklad basne
Metamorfoza prekladatel'ského tandemu Michal Nadubinsky-Ivan Mojik.

Metamorfoza

Htio bih znati odakle
dolazi ova praznina, tako
da se pretvaram u neko prozirno jezero, kome

moZe vidjeti dno, ali bez riba.

Ali bez skoljaka, rakova, bez
podvodnog rastlinstva koje barem
taji neko ime, a ja sam danas

bezimen. Cak me pomalo nema.

1 tako, govoreci o praznini, pomicem,
vodu u jezeru, ona
razbacuje pijesak i neke sitne Cestice prilegle

po dnu. Meni se smucuje.

Metamorfoza

Rad by som vedel, kde
sa vzalo to prazdno, ktoré
sposobuje, Ze sa menim na ¢ire

jazero, v ktorom vidno aZ dno bez ryb.

A bez rakov i lastr, bez

vodnej travy, ktora

ma akiste volajaké meno. Takze
som taky bezmenny, aZ nie som.

Ale
kym vravim o prazdnote, mitim
vodu v jazere, viri

piesok a malé

CiastoCky, usadené na dne.
Idem ulicama spustene glave poput
nekog drugog jezera, tamnog prije svega, zatim Chce sa mi vracat’.

i otrovnog; i ne govorimo o tim Po ulici so zvesenou hlavou

ogavnim bi¢ima koja puzu po dnu, tako idem, som iné jazero, temné, ale

do sada sam sebi zaudaram. ijedovaté, uzZ nehovorme o tom

grunte tam dolu na dnu, ved’ sa
sam sebe hnusim.

Najmé v prvej strofe basne je badatel'né, ze prekladatelia sa snazili zachovat’ plynulost’ Mihali¢ovho jazyka, ktora je
jednym z hlavnych znakov jeho tvorby. V prvych troch verSoch sa im to dari, no vo §tvrtom dochadza k neprimeranému
zjednodu$eniu, ked’ sa $tvrty vers ,, moze vidjeti dno, ali bez riba* preklada ako ,,vidno az dno bez ryb*“. Originalne
znenie tohto verSa sugeruje Citatel'ovi paradoxnost’ vykreslenej situacie. Ked’ sa pozerame na dno idealneho jazera,
ocakavame tam zivot, ale tu ho, aj napriek nasim o¢akavaniam, nenachadzame. V slovenskom preklade ,,vidno az dno
bez ryb“ je tento vyznamovy odtienok oslabeny a na prvy pohlad tento ver$ vyznieva, akoby §lo o bezntl situaciu.

Rovnako je to aj s druhou strofou, v nej st vSak nasledky neprimeraného zjednoduSovania vidite'nejSie. Menia sa tu
vztahy vypovedi, pri¢om slovensky preklad tejto strofy vyznieva nelogicky aj bez porovnania s originalom.? V originali
je jazero bez vodného rastlinstva, ktoré aspon taji nejaké meno, a v protiklade k tomu mame lyricky subjekt, ktory je

dnes bezmenny, a to taky bezmenny, ze uz takmer neexistuje: ,, ... bez / podvodnog rastlinstva koje barem / taji neko
ime, a ja som danas / bezimen. Cak me pomalo nema. / ... . V slovenskom preklade: ,, ... bez / vodnej travy, ktord / ma
akiste volajaké meno. Takze / som taky bezmenny, az nie som. / ... . Ked'ze aspon tajit nejaké meno je nieCo iné nez

akiste mat’ nejaké meno, mdzeme povedat, ze volbou tejto alternativy v uvedenom versi prekladatelia uz citatelovi
dointerpretovali original. To je prvy problém tejto strofy.

K este vyraznejSiemu posunu dochadza v tretom versi strofy. Straca sa tu vedomie toho, Ze zatial’ Co aj rastliny maju
meno, lyricky subjekt ho nema, ¢o zo slovenského prekladu vypadava. To je druhy problém. V preklade sa vypoved
lyrického subjektu o jeho bezmennosti zadina slovom takze, ktoré je, ¢i uz vo funkcii podrad’ovacej spojky uvadzajiicej
dosledkovu vetu, alebo vo funkcii ¢astice vyjadrujicej zhrnujici vyznam, nezlucitel'né s kontextom. Treti problém. V
tejto strofe je vyznamné aj vynechanie ¢asového urcenia ,,a ja sam danas®. Ked lyricky subjekt hovori ja som dnes
bezmenny, otvara nam to nové interpretaéné moznosti, o ktoré je preklad ukrateny. Stvrty problém v jednej strofe.

2 Aj ked’ by sme mohli namietnut, ze logickost’ nie je zdkladnym znakom poézie a Ze existuje mnoho autorov, $kol a
smerov, ktoré ju vedome a zamerne deformuju, ¢i dokonca sa snazia o jej vylucenie zo svojej tvorby, pre Mihali¢a toto tvrdenie
neplati. V jeho poézii ma kazdy vers svoje pevné miesto a prisnu logick nadvdznost’ na predchadzajtice aj nasledujuce verse.
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Tretiu strofu mézeme zhodnotit’ ako vydarenu. V duchu zjednoduSovania je v preklade vynechanych zopar slov, ale ich
vynechanie nemeni vyznam jednotlivych verSov, len ich priblizuje kolokvidlnemu jazyku. Posledny vers tretej strofy je
presunuty na zacCiatok Stvrtej a prekladom ,,meni se smucuje* ako ,,chce sa mi vracat'™ je aj mierne intenzifikovany
oproti neutrdlnej§iemu prekladu je mi zle, ktory je v tomto pripade ozny tiez.

V Stvrtej strofe opdt’ dochadza k zjednoduSovaniu, ktorého vysledkom je vypustenie celej jednej potencialnej
interpretacnej linie. Pévodné (kraCam ulicami) ,.poput nekog drugog jezera“, ¢o doslovne znamend ako nejaké iné
jazero, je prelozené ako (kraéam ulicami a) ,.som iné jazero“. V tomto pripade nie je problémom nedoslovnost
prekladu, ale vylicenie eventuality existencie nejakého iného jazera, druhého, ku ktorému sa lyricky subjekt mozno
prirovnava. Oporu pre tuto interpretaciu poskytuje aj nasledujuci vers, v ktorom sa nachadza pluralova forma ,,i ne
govorimo/uz nehovorme ", zatial' ¢o vo vietkych predchadzajucich verSoch basne bol lyricky subjekt v singuléri. Dalsi
vyznamny posun nastava v predposlednom versi, kde s chorvatske ohavné bytosti, ktoré sa plazia po dne, teda
wogavnim bic¢ima koja puzu po dnu*, prelozené ako ,.grunt”. Nezivy grunt, ktorym su nahradené ohavné tvory z
jazerného dna, nie je vhodnou alternativou predovsetkym preto, Ze nartiSa vyznamova ucelenost’ basne. Na zaciatku
bola zdéraznena nepritomnost’ ryb, a na konci sa dozvedame, ze v jazere sa zivot predsa len nachadza, ale je to Zivot
ohavny, plaziaci sa, smradlavy. Zaudaram znamena pdchnem, o je vo vyznamovej zhode s predchadzajucim verSom
origindlu. Ked’ze vSak v preklade chybaju pachnuce ohavné stvorenia, v tomto kontexte obstoji aj ndhrada smradu
hnusom.

Pri porovnani tohto prekladu s origindlom sa zda, ze prekladatelia si zvolili za zadkladné kritérium dodrzanie
ekvivalencie textu na Stylistickej rovine. Snazili sa o to, aby sa jazyk ich prekladu ¢o najviac priblizil plynulému
kolokvialnemu jazyku Slavka Mihalié¢a, pri¢om pri napiiani svojho ciel’a sa snazili vyhnut hypnéze originalom a vydali
sa cestou vol'ného prekladu. Na tejto koncepcii by nebolo ni¢ zI€, keby sa im podarilo naplnit’ svoje ciele bez toho, aby
ochudobnili basen o dolezité vyznamové odtienky, a bez ziZenia jej interpretacnych moznosti.

V analyzovanom vybere sa vSak nenachadzaju len takéto preklady. Roznorodost’ prekladatel'skych osobnosti prinasa so
sebou aj roznorodost’ prekladatel'skych koncepcii a réznu troven vysledkov prekladatel'skej Cinnosti. Vysoku uroven
maju napriklad vSetky preklady Frantiska Lipku, ktorych je v tomto vybere uverejnenych az 14. Na ilustraciu uvedieme
jednu basen, na ktorej je mozné demonstrovat’ Lipkovu tvoriva metodu.

Pustinjak
Pustovnik
Posljednji koraci utihli
u neduznom treperenju zvijezda. Posledné kroky stichli
1 u onom tamnijem v nevinnom chveni hviezd.
Sto se izmedu prstiju zvijezda Aj v tom temnejSom,
spusta ve¢ godinama ¢o sa uZ roky trusi
na nase neupucene ognjeve. medzi prstami hviezd
Tvoja cistoéa neka je na nase nezasvitené ohne.
poput kazne. Tvoja Cistota nech je
Od samog sebe izabran ako trest.
poput samoubojice stojis na rubu Sam sebou vyvoleny,
pucnja i jedine je Sto znas ako samovrah stoji$ na okraji
da je uzalud. vystrelu, a vies iba to,
Neka si i sudac ze je zbytocny.
ali svojom nemoci potpisujes jedino Mozes byt aj sudca,
tude osude. ale svojou bezmocnost'ou podpisujes iba

Jos si vise krivac

tom svojom surovom slobodom
da moZes uciniti sve

medu stvarima oznojenim
vjerom.

Mozda ti zvijezde kazuju
unosniji put, otpadnice.
Velicanstven zlocin zacinjes.
S tobom dolazi u propast

i ono Sto je jos htjelo

plodonosno trajati u obmani.

cudzie rozsudky.

Ty si eSte vacsi vinnik

vo svojej surovej slobode
vd’aka ktorej moZe$ urobit’ vietko
medzi vecami spotenymi

od viery.

Mozno ti hviezdy ukazuji
vynosnejsiu cestu, odpadlik.
Zacinas vel’kolepy zlo¢in.
S tebou odchadza do zahuby
aj to, ¢o este chcelo
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plodne trvat’ v klamstve.

Uz po prvom, zbeznom precitani originalu aj prekladu tejto basne mézeme konstatovat,, Ze v jej slovenskej verzii sa
nachadza minimalne mnozstvo odchylok od chorvatskeho originalu. Prekladatel’ striktne dodrziava zasadu textovej
uplnosti, zasadu vyznamovej totoznosti originalneho a prekladového textu, a to nielen basne ako celku, ale aj
jednotlivych verSov a dokonca jednotlivych lexikdlnych jednotiek, ako aj zdsadu formalnej totoznosti textov a zasadu
uprednostiiovania vyznamovej totoznosti pred formalnou. Snazil sa teda tato basenl prelozit’ ¢o najvernejsie a v sulade
so sudobym prekladatel'skym kanonom, ¢o sa prejavuje jeho dodrziavanim vSetkych relevantnych zasad tzv. Slovenskej
prekladovej