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EDITORIAL
VdzZeni citatelia,

vtomto predvianoénom obdobi si Vs dovolujeme oslovit piatym ¢islom SVC, po ktorom
urcite siahnete v ¢ase sviatoéného pokoja. Obsahom je vel'mi roznorodé a tym otvorené
pre vietkych priaznivcov tohto jedine¢ného veterindrskeho casopisu. Vasej pozornosti by
nemali z odborného a vedeckého pohladu uniknitif prispevky zaoberajiice sa novymi pes-
tivirusmi u hovidzieho dobytka, vyuZitim imunomoduldtorov pri parazitarnych infekcidch
a aktudlnymi pohladmi na klonovanie a transegénne zvieratd. Z oblasti invdznych choréb
nasleduje vedeckd prdca zamerand na $tidium imunitného systému my$i v priebehu infek-
cie Ascaris suum a toxoplazmozu u kormordna. Odborny priestor sme v &isle vytvorili pro-
blematike syrdrstva. Tradi¢ne v fasopise ndjdete informdcie o odbornych a spolo¢enskych
aktivitich SVPS SR, UVLF, KVL SR a IVVL v Kosiciach.

Verim, Ze toto ¢islo SVC prispeje k preZitiu §tastnych, veselych a pohodovych vianoc-
nych sviatkov, k ¢omu Vdm redakcénd rada praje vsetko najlepSie. Zdroveri sa teSime na

dalsiu spoluprdcu a vSestranni podporu.

Prof. MVDr. Jozef Bires, DrSc.,

predseda redakénej rady
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CYTOTOXICKE A ANTIPROLIFERATIVNE UCINKY
ORGANOKOVOVYCH KOMPLEXOV ZELEZA

Mojzisova, G.

Ustav experimentalnej mediciny, Lekarska Fakulta Univerzity P. J. Safarika, Tr. SNP 1, 040 11 Kosice,

Slovenska republika

Chemoterapia je v stiasnosti dolezitym
pilierom liecby zhubnych nddorov. Vd¢sina
pouzivanych chemoterapeutik uplatiiuje
svoj cytotoxicky a protinddorovy dcinok
inhibiciou syntézy DNA v urcitej fdze bun-
kového cyklu. Vysledkom je dhyn buniek
formou nekrézy alebo dochddza k iniciacii
tych krokov, ktoré vedu k programovanej
bunkovej smrti (apoptdze) (Krysko a kol,
2008). Protinddorova chemoterapia sa spdja
aj s mnoZstvom problémov. Okrem toho,
%e pOsobi cytotoxicky na rychlo sa repro-
dukujtice nddorové bunky, tak isto posko-
dzuje zdravé tkanivd. VaZnou komplikdciou
je aj neadekvdtna terapeutickd odpoved,
ktord je z velkej miery zapri¢inend rezisten-
ciou nddorovych buniek na sti¢asne pouZi-
vané chemoterapeutika. Rezistencia na lie-
¢iva sa stdva vdznym problémom, pretoZe
zniZuje Sancu na dspesnd farmakoterapiu
pri celom rade ochoreni (Lippert a kol,
2008). Z toho d6évodu sa hladaj stdle nové
efektivne latky, ktoré méZu prispiet k zlep-
geniu lie¢ebnych tispechov v tejto zloZitej
oblasti. Je preto logické, Ze sa zvysil zdujem
o zavedenie ldtok s netradiénym mechaniz-
mom 1iéinkuy, u ktorych by pri protinddoro-
vom Ud¢inku bolo menSie riziko vzniku
rezistencie.

Perspektivny zdroj novych protinddoro-
vych zlticéenin predstavuji latky obsahujiice
vo svojej Struktire kov. Terapeutické tispe-
chy s cisplatinou upriamili pozornost aj na
mnohé iné zliceniny s kovmi, ktoré si v
sii¢asnosti podrobené vyskumu. (Rafique
a kol., 2010). Jednou z oblasti, ktorej sa
vyskum venuje je aj potencidlne antiproli-
ferativny ti¢inok zlicenin Zeleza, kde bolo
zistené, Ze organokovové zlufeniny moézu
maf lepie chemické a farmakologické vlast-
nosti v porovnani s ¢isto organickymi lie¢i-
vami (Quirante a kol., 2011).

V naSej praci sme sa zamerali na 5td-
dium cytotoxickych a antiproliferativinych
afinkov novosyntetizovanych zliéenin
Zeleza Q-603, Q-815 a Q-813-12. Vyber ldtok
do nasho experimentu ovplyvnila skutoé-
nost, Ze protinddorovy dcinok prirodnych

latok s obsahom Zeleza bol Studovany zatial

iba okrajovo.

MATERIAL A METODIKY

V experimentoch boli pouzité nasledov-
né nddorové bunkové linie: Jurkat (leuke-
mické bunky), HeLa (nddor kréka materni-

ce), MCF-7 (adenokarciném mliecnej Zlazy,
A549(plicne nddorové bunky) a MDA
(bunkova linia z nddorov prsnika). Tieto
bunkové linie boli obdrZané darom od doc.
Hajducha (Olomouc, Ceskd republika).
Bunky Jurkat a HeLa sme kultivovali v
médiu RPMI 1640. Ostatné bunkové linie
(MCF-7, A549 a MDA) sme inkubovali v
médiu DMEM obohatenom o glukézu.
RPMI aj DMEM obsahovali 10 % fetdlneho
séra a pridavok antibiotik (penicilin - 100
IU/ml a streptomycin - 100 pg/ml)
(Invitrogen, USA). Bunky boli kultivované
pri teplote 37 °C, v atmosfére obsahujicej
5 % CO,,. Pred kaZdym experimentom boli
bunky testované na viabilitu pouZitim try-
pdnovej modrej (viabilita pred kazdym
experimentom bola vécsia ako 95 %).

Testované latky Q-603, Q-815 a Q-813-
12 boli ziskané darom od prof. Perjesiho
(Pécs, Madarsko).

MTT TEST

Na sledovanie viability a proliferdcie
nddorovych buniek (Jurkat, HeLa MCF-7,
A549 a MDA) po aplikdcii studovanych ldtok
sme vyuZili MTT kolorimetricky test
(Mosmann, 1983). Bunky sme inkubovali
v 96-jamkovych platnickach s testovanymi
latkami po dobu 72 hodin pri 37 °C v 95 %
atmosfére s 5 % CQ,. Po inkubacii sme pri-
dali k bunkdm rozpustnu tetrazoliovi sol ~
MTT a nésledne po 4 hodinédch 10 % SDS.
Princip metddy spociva v premene nitrote-
trazoéliovej modrej na tmavomodry formazén
Zijicimi bunkami. Intenzita modrého zafar-
benia sa meria na spektrofotometri
(uQuant™; Biotek ) pri vinovej dl#ke 540 nm
a vyjadruje mnoZstvo preZivajticich buniek
v kontrole (neovplyvnené bunky), ako aj
buniek exponovanych studovanymi latkami.
Vysledky st vyjadrené ako % inhibicie, pri-
¢om absorbancia kontroly je 100 %.

COLONY FORMATION ASSAY
(CFA)

Schopnost $tudovanych latok ovplyvnif |

tvorbu kolénii HeLa bunkami sme stanovili
pomocou senzitivnej metédy CFA. HeLa
bunky (500 buniek/jamka) sme kultivovali
na 6 jamkovych platnickach po dobu 12 dni
s Q 603, Q-815 aQ-813-12 v koncentracidch
10-4-10-1 mol.I'l. Po ukonceni inkubdcie
sme bunky fixovali 4 % formaldehydom a
po opldchnut{ (PBS) sme navrstvili 0,1 %

krystélviolet (1ml/jamka). Po opdtovnom
oplachnuti (PBS) sme platnicky vysusili a
sfotili. Ked'Ze v nasich vysledkoch uvadza-
me % preZivania HeLa buniek, do kaZdej
jamky sme pridali 1 ml 10 % kyseliny octo-
vej. Platniéky sme nechali trepaf na trepac-
ke 15-40 min., az do odfarbenia buniek. Po
odfarbenf sme obsah preniesli do 96 jam-
kovej platne a zmerali na spektrofotometri
(uQuant™; Biotek ) pri vinovej dizke 540
nm. Vypocéitali sme percentudlne prezivanie
buniek HeLa. Ako kontrola (100 %) ndm
shiZili bunky, kioré boli inkubované bez pri-
tomnosti §tudovanych latok.

VYSLEDKY

Cielom predkladanej prace bolo porov-
naf antiproliferativny ti¢inok troch organo-
kovovych zlicenin s obsahom zeleza u roz-
nych nddorovych bunkovych linii. Nase
vysledky ukazujd, Ze najaktivnejsou latkou
bola zliéenina s kédovym oznacenim Q
603. V MTT testoch vykazovala najvyraz-
nejsi i¢inok u leukemickych buniek Jurkat,
kde signifikantne potld€ala proliferdciu aj
v koncentrdcii 107 mol.l'! (p <0,05; Tab. 1).
Litka Q-813-12 mala u tejto bunkovej linie
porovnatelny ti¢inok ako litka Q 603, av§ak
jej tic¢inok na bunkové linie MCF-7 a MDA
bol radovo slabsi (Tab. 2). U obidvoch 14tok
sme zistili porovnatelny i¢inok na ostatné
bunkové linie. Latka Q-815 mala zo $tudo-
vanych zlt¢enin najslabsi antiproliferativny
tcinok, ktory bol najvyraznejsi u bunkovej
linie Jurkat v koncentrdcii 10-6 mol.l-t
(Tab.3).

Schopnost tvorby kolénii jednotlivymi
nddorovymi bunkami poukazuje na ich
schopnost nekontrolovatelného delenia
arastu. V nasich experimentoch sme zistili,
Ze v sulade s vysledkami MTT testu, spo-
medzi studovanych ldtok mala najvyraznej-
§{ inhibi¢ny ¢inok latka Q-603. U buniek
HeLa signifikantne zniZovala schopnost
buniek tvorit kolénie aj v koncentrécii 109
mol.l-1. Uldtok Q-813-12 a Q-815 sme zistili
schopnost signifikantne blokovat tvorbu
kolénii v rddovo niZsej koncentrdcii (10-8
mol.I't; Tab. 4).

DISKUSIA A ZAVER

V predloZenej praci sme zistili, Ze §tu-
dované zliéeniny u vybranych bunkovych
linif signifikantne zniZujd ich proliferdciu
aj vo velni nizkych koncentrdciach (102
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Tab. 1 Vplyv Q 603 na preZivanie nddorovych buniek (v %). Koncentrdcia ldtok je uddvand
v mol}! - The effect of Q 603 on survival of tumoral cells (in %). Concentration of sub-

stances Is given in mol.H

105 18.8*** 38,00***
106 59,89** 77,66*
107 71,28* 87,80
10-8 86,33 91,70
109 99,81 92,40

37, 5 ,
71,37*% 55,89*%* 82,37
92,20 67,30* 91,50
95,80 84,20 95,09
99,90 99,68 100

100 100 100

*p <0,05; ** p<0,0L; *** p <0,001 vs. kontrola

Tab. 2. Vplyv Q-813-12 na preZivanie nddorovych buniek (v %). Koncentrdcia ldtok je ud4-
vand v mol.F- The effect of Q-813-12 on survival of tumoral cells (in %). Concentration

of substances Is given in mol.I1

105 39,20*** 72,45*
106 72,21% 72,50*
107 72,54* 81,20
10-8 83,80 100
109 100 100

71,90* 73,67 96,50
80,10 92,30 97,62
91,20 96,50 08,60
04,32 100 100

100 100 100

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. Kontrola

Tab. 3 Vplyv Q-815 na preZfvanie nddorovych buniek (v %). Koncentrdcia ldtok je uddvand
v mol - The effect of Q-815 on survival of tumoral cells (in %). Concentration of sub-

stances Is given in mol. 1

104 22,71** 55,78
10-5 35,53%%* 57,43**
106 72,33% 89,30
107 86,20 99,87
10-8 97,50 100
102 100 100

58,76 54,93 93,00
74,17 73,80* 97,70
84,33 89,63 98,73
91,60 98,33 . 100

100 100 100
100 100 100

*p <0,05; ** p <0,01; *** p< 0,001 vs. kontrola

Tab. 4 Vplyv Q 603, Q-815 a Q-813-12 na proliferdciu HeLa buniek. Koncentrdcia ldtok je
uddvand v mol.H ~ The effect of Q 603, Q-815 and Q-813-12 on survival of tumoral cells
(in %). Concentration of substances Is given in mol .}

10 41%* S 7,8%%x 7,9%**
S 105 6,0 ** 12,6%** 13,7*%*
106 19,9*** 26,8%** 25,9***
107 45,5%*% 66,7** 69,2**

10-8 60,8** 73,1* 75,0*

109 71,3* 90,8 97,4

10-10 81,5 100 100

*p < 0,05; ** p<0,01; *** p< 0,001 vs. kontrola

mol.l1) a taktieZ blokuji kolénogennu akti-
vitu nddorovych buniek. Podobné téinky
komplexov Zeleza zistili aj dal$i autori.
Woldemariam a Mandal (2008) sku-
mali vodorozpustny komplex Zeleza a salé-
nu a §tudovali jeho vplyv na DNA u Iud-
skych bunkovych linii. Dosli k zaveru, Ze
tento komplex indukoval tvorbu VR a
poskodzoval DNA. Komplex Zeleza a salénu
v koncentrdcii 10 pM inicioval u buniek
morfologické zmeny, fragmentdciu DNA,
kondenzdciu chromatinu, ¢o su typické
znaky apoptézy. Uvolnenie cytochrému ¢
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z mitochondrii bolo spojené so zvysenou
permeabiltou mitochondridlnej membrény.
Tieto vysledky preukézali, Ze uvedeny kom-
plex nielen poskodzuje DNA ale aj indukuje
apoptézu pravdepodobne prostrednictvom
mitochondridlnej cesty.

Nédejné vysledky publikovali Jacuen
a kol. (2004) a Michard a kol. (2008) s
ferocifénom (ferocénom modifikovany
tamoxifén), ktory vykazoval vyrazny anti-
proliferativny ti¢inok u hormén dependent-
nych, ale aj u hormén independentnych
nadorovych buniek mlie¢nej Zlazy.

Wenzel a kol (2010) zistili, Ze nové
antimalarikum ferochin md pomerne vyso-
ki protinddorovii aktivitu zapric¢inend inter-
ferenciou s DNA, ¢o poukazuje na mozni
spojitost medzi Géinkom proti maldrii a pro-
ti nddorovym bunkam.

Antiproliferativny ti¢inok ferocénovych
analégov F168 a F169 na ludskych malig-
nych Hep2 bukéch a na my3acej F10 mela-
némovej bunkovej linii §tudoval Ferle-
Vidovié a kol (2000). Ako kontrolu pouZi-
li ludské HEF a mysacie L929 fibroblasty.
Testované latky a to najma F169 vykazali
vysoku aktivitu voéi malignym bunkovym
linidm, so stc¢asne nizkou antiproliferativ-
nou aktivitou voéi nenddorovym fibroblas-
tom.

Zaujimavé antiproliferativne ti¢inky zli-
¢enin s obsahom Zeleza dokumentovali
Poljak-BlaZi a kol (2000). Zistili, Ze neto-
xicky komplex Zeleza, sorbitolu a citrdtu
(FSCC) inhiboval proliferdciu malignych

buniek, aviak vyrazne neovplyvnil nenddo-

rové bunky. ZvySeny podet buniek v G1 a
S fdze poukazuje na skutoénost, Ze nadby-
tok Zeleza blokuje bunkovy cyklus pred
syntézou DNA a pravdepodobne indukuje
tvorbu volnych radikélov (VR). Autori sa
domnievajt, Ze VR poskodzuju lipidy bun-
kovej membrany, proteiny a DNA a mdZu
indukovat apoptézu alebo aj iné formy bun-
kovej smrti.

Na zédklade doteraz ziskanych poznat-
kov je moZné poukézat na skutocnost, Ze
vyznam vyskumu a vyvoja novych liekov je
nespochybnitelny. Vdaka inovativnym lie-
¢ivdm sa v poslednych rokoch zniZila miera
dmrtnosti na ochorenia, akymi sti naprikiad
aj nadorové ochorenia. Ddsledkom naras-
tajiceho vyskytu spominanych ochoreni,
ale aj po¢tu multirezistentnych mikroorga-
nizmov je nevyhnutnou potrebou humdn-
nej, ale aj veterindrnej mediciny disponovat
novymi a ti¢innej$imi terapeutikami. Z toho
dévodu sme v nasich experimentoch upria-
mili pozornost na novosyntetizované latky
Q 603, Q-815 a Q-813-12.

Na zaklade naS8ich vysledkov m6Zme
konstatovat, Ze Q 603, Q-815 a Q-813-12 dis-
ponuju potencidlne antiproliferativnou akti-
vitou, ¢o poukazuje na opodstatnenost
vyskumu zaoberajticeho sa $tiidiom novych
organokovovych latok v protinddorovej tera-
pii. Aviak tieto vysledky bude potrebné
potvrdit v dalSich in vitro ale aj v in vivo
experimentoch.

SUMMARY

MOJZISOVA, G.: Cytotoxic and antipro-
liferative effects of organo-metallic com-
plexes of iron.

Based upon the present knowledge it
can be pointed out that there is no question



about the significance of research and
development of new drugs. Thanks to inno-
vative drugs recently the mortality rate of
the diseases such as e.g. tumorous ones has
decreased. Due to the increasing incidence
of the above-mentioned diseases as well as
the number of multi-resistant microorgan-
isms, it is inevitable for as human as veteri-
nary medicine to dispose of new and more
effective therapeutic agents. For this reason
in our experiments we directed attention to
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newly synthesized substances Q 603, Q-815
a Q-813-12.

Based upon our results we can state that
Q 603, Q-815 a Q-813-12 dispose of poten-
tially antiproliferative activity, which shows
justification of the research dealing with the
study of new organo-metallic substances in
anti-tumoral therapy. However, these
results will be needed to confirm in further
in in vitro as well as in vivo experiments.
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TOXOPLASMA GONDITU KORMORANA VELKEHO
(PHALACROCORAX CARBO)
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Toxoplazméza je jedno z najroz§irenej-
§ich parazitdrnych ochoreni, ktoré sa vysky-
tuje na celom svete. Vac§ina infekcif pre-
behne u Tudi (80-90 %) asymptomaticky,
alebo je sprevddzand neSpecifickymi klinic-
kymi priznakmi. Ochorenie u zvierat pre-
bieha taktiez asymptomaticky, pricom
postihuje viaceré orgdny, primdrne v3ak
plica, centrdlny nervovy systém a ofi.
Latentnd forma toxoplazmézy sa najcastej-
§ie vyskytuje u maciek, kralikov, oviec a
kéz. Zriedka je zaznamenand u koni a hova-
dzieho dobytka. S vynimkou hovddzieho
dobytka u v8etkych druhov zvierat sa moz-
nost infekcie s vekom zvysuje (Pleva a
kol., 1997). Vyskyt infekcie v Iudskej popu-
l4cii je v jednotlivych geografickych oblas-
tiach rozdielny. Predpoklad4 sa, Ze tieto roz-
diely zdvisia od podnebia, stravovacich
ndvykov a kontaktu so zvieratami, najma
mackami a taktieZ od socidlnych a kultir-
nych zvyklostiach krajiny. Toxoplazméza je
najrozsirenej$ia v teplych a vlhkych oblas-
tiach, s velkou populdciou maciek, ktoré st
chované vonku a v oblastiach, v ktorych sa
maéso konzumuje surové alebo len mierne
tepelne upravené (Lynfield, Guerina,
1997; Catar a kol., 1998). Prevalencia toxo-
plazmdzy je vy$sia v juZnejsich krajindch a
niZ8ia v $kandindvskych krajinach (Jenum
a kol.,, 1998).

Pdvodca nakazy T. gondii sa vyskytuje
aj u mnohych druhov teplokrvnych stavov-
cov a okrem cicavcov aj u vtdkov. Tato para-
zitozoondza bola opisand u domaécich aj
volne Zijicich vtdkov, ale klinické pripady
nie su ¢asté, pretoZe infekcia ¢asto prebieha
subklinicky alebo bez $pecifickych prizra-
kov (Dubey, 2002). Prehlad vyskytu T.
gondii u jednotlivych druhov volne Zijui-
cich vtdkov, u ktorych bol potvrdeny
vyskyt, spracoval Dubey (2002), avsak

v tejto jeho §tudii chybali tidaje o kormo-
rédnoch.

Koncom 90-tych rokov minulého storo-
¢ia zacali na Slovensku vznikat migrujiice
populdcie kormordnov (Svetlik, 2011),
ktoré sa v poslednych rokoch velmi rozsi-
rili, vdaka kormordnom, ktoré k ndm pri-
chidzaji prezimovat zo Skandindvie
a Pobaltia (Miga, 2008). Kormorédny (kor-
moran velky - Phalacrocorax carbo)
zahniezdili aj na priehrade Liptovskd Mara.
Tieto vtaky st veslonoZce a patria do ¢elade
kormordnovitych (Phalacrocoracidae).
Dlzka tela dosahuje 80-90 cm. Hniezdia v
kolénidch a aj po mnohych rokoch sa vra-
cajt hniezdit na rovnaké miesto. Vo vnu-
trozemi sa zdrZiavaji na vSetkych sladko-
vodnych, brakickych aj slanovodnych pri-
rodnych jazerach alebo umelo vytvorenych
nddrziach. KedZe priehrada Liptovskd Mara
patrf medzi turistami hojne navstevované
oblasti, bolo cielom préce zistit, ¢i st kor-
morény infikované T. gondii a v pripade
pozitivneho vysledku tohto parazita gene-
ticky charakterizovat.

MATERIAL A METODY

V rokoch 2011-2012 bolo na pritomnost
T. gondii vySetrenych 30 kusov kormordnov
- Phalacrocorax carbo. Z ulovenych zvierat
bolo odobratych 50-100 g kostrovych sva-
lov, z ktorych boli izolované bradyzoity T.
gondii a ndsledne DNA p6vodcu metédou
fenol-chloroform-izoamylalkohol podla
Jauregui a kol (2001).

T. gondii bola diagnostikovand PCR
metddou génom TGRI1E, ktory sa v gendéme

" parazita opakuje 30 aZ 35-krat (Lamoril a

kol., 1996) a geneticky charakterizovana
nested PCR metédou na lokuse SAG2
(Howe a kol., 1997). Pre genotypizéciu
bola pouZitd RFLP analyza s reStrikénou

endonukledzou Sau3A I, Stiepiacej produkt
amplifikdcie na 5 - konci a reStrikénou
endonukledzou Hha I na 3 - konci (Fuen-
tes a kol, 2001). Porovnanim pozicie
redtrikénych fragmentov 5° a 3’ konca stias-
ne po elektroforéze na 1,2 % agarézovom
géle bol uréeny genotyp T. gondii (Howe
a kol., 1997).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Toxoplazméza je zdvaZzné ochorenie,
pretoZe infikované maso hospoddrskych i
volne Zijtcich Zivoéichov, resp. vyrobky z
neho, si potencidlnym zdrojom infekcie
predovsetkym u tehotnych Zien, kde hrozi
vysoké riziko prenosu T. gondii na plod
a jeho nédsledné poskodenie. T. gondii ma
mimoriadne §iroky okruh medzihostitelov,
zahffiajici vtaky, volne Zijlice cicavce,
domové a hospodarske zvieratd, ako aj ¢lo-
veka. Tento parazit je teoreticky schopny
infikovat kaZdu jadrovid bunku (Booth-
royd a kol, 1998). Je kozmopolitne rozsi-
reny s vysokou mierou prevalencie u viet-
kych teplokrvnych Zivocichov a tieZ u lud{
(Tenter a kol., 2000).

V roku 2011-2012 sme vykonali epizoo-
tologicky prieskum vyskytu T. gondiiu kor-
mordana velkého z lokality Liptovskd Mara.
Ziskali sme 30 kusov vzoriek svaloviny,
z ktorych bola izolovand DNA a ndsledne
molekuldrnymi metédami TGRIE génom
diagnostikované pritomnost T. gondii.

Aj napriek tomu, Ze kormordny sa Zivia
prevazne rybami a tato potravnd zlozka spé-
sobuje rybnému a vodnému hospodérstvu
vaZne skody (Miga, 2008; Ko¢isar, 2011;
Svetlik, 2011), m6Zu byt vtaky dobrymi
indikdtormi kontamindcie prostredia T.
gondii, pretoZe konzumuju potravu priamo
zo zeme (Waapova a kol., 2008). Z trid-
siatich vySetrenych kormordnov bolo na
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