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Struktiirna analyza exopolysacharidov
Pétoprsty V., Vickova S., Farkasova E.

Chemicky ustav SAV, Dubravska cesta 9, 84538 Bratislava, Slovensko

Bakteridlne exopolysacharidy (EPS) su extracelularne polysacharidy sluziace na
ochranu buniek proti réznym druhom stresu, toxickym kovom, vysuSeniu a pod. Produkuja sa
na povrchu buniek vo forme kapsul pomocou extracelularnych enzymov, alebo st vyluc¢ované
z vnutrobunkového prostredia. Ich Siroké wuplatnenie v potravindrstve (stabilizatory,
emulgatory, zahustovadla, ...) vyplyva z diverzity ich Struktury, ktora uréuje ich vlastnosti.
Stretavame sa aj s novymi aplikaciami ako je ich pouzitie ako bioabsorbentov, vychytavacov
tazkych kovov, ¢i sprostredkovatelov pri cielenom prenose lieCiv v bunkach. V poslednej
dobe vzbudzuje pozornost’ vedcov aj ich biologicka a farmakologicka aktivita — antioxida¢né,
antiviralne, alebo protirakovinové ucinky. Z kategdérie EPS su v poslednom case skumané
najmd EPS produkované mlieénymi baktériami (LAB). Tieto sa vyznacuju velkou
rozmanitostou produkovanych Struktar EPS anespdsobuju zdravotné riziko (GRAS). EPS
produkované LAB mozZno rozdelit na homo- a hetero- polysacharidy. Homopolysacharidy
pozostavaji z jedného druhu monosacharidu, zatial ¢o heteropolysacharidy st obvykle
tvorené opakujucimi sa jednotkami 3- 8 rozli¢nych monosacharidov. Biosyntéza oboch typov
je rozdielna: homo-EPS sa syntetizuji z cukrézy pomocou enzymov glukancukrozy alebo
levancukrézy, zatial' o syntéza hetero-EPS zahfna viacero krokov ako je transpost cukru,
syntéza nukleotidu, syntéza opakovanych jednotiek a ich nasledna polymerizicia.

Vlastnosti jednotlivych EPS okrem pritomnosti jednotlivych monosacharidov
ovplyvnuji aj tvoriace sa glykozidické vdzby. Napriklad homo- EPS pozostavajuci iba z
glukdézy moéze vytvarat cez anomérny uhlik a- alebo B- véizby. Dve doélezité skupiny a-
glukanov su a-1,6 a a-1,3 viazané polysacharidy nazyvané aj dextrany. Tieto sa nasledne
mozu vetvit’ na uhliku 2, 3 alebo 6. Niektoré zo zdkladnych Struktur st uvedené na Obr.1.
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Obr. 1.: Zakladné Struktirne usporiadanie EPS dextranového typu.

Urcenie Struktury EPS je nevyhnutnym zakladom k pochopeniu ich fyzikéalno-
chemickych vlastnosti a pripadnej vyuzitelnosti tychto latok. Strukturna analyza EPS vsak
vyzaduje pouzitie Specidlnych analytickych postupov znac¢ne odliSnych od metdd analyzy
malych molekul ainych biomolekul. Ciele realizovanych analyzy sa daju rozdelit do
niekol’kych bodov:

Monosacharidické zloZenie

Analyza pozicii glykozidickych vézieb a vetvenia

Urcenie Struktury cyklického usporiadania (furan6za, pyrandza)

Konfiguracia glykozidickej vizby na anomérnom uhliku (a- alebo -)



Sekvencné usporiadanie monosacharideckych jednotieck v retazci a urcenie
opakujucich sa jednotiek (ak st)
Urcenie molekulovej hmotnosti

Zakladnym krokom je izolacia EPS z biologického materialu, urenie jeho Cistoty
a celkového obsahu sacharidov.

Nasledne sa analyzuje monosacharidické kvalitativne a kvantitativne zloZenie EPS
pomocou GC, alebo HPLC. Pri stanoveni pomocou plynového chromatografu je potrebné po
totalnej hydrolyze realizovat’ redukciu a néslednt derivatizaciu.

Pozicie glykozidickych vizieb a miesta vetvenia sa obvykle zistuji pomocou
metylacnej analyzy. Metdda pozostava z metylacie vSetkych volnych hydroxylovych skupin
na metoxyly, naslednej hydrolyzy, deuterovanej redukcie a naslednej acetylacie. Takto
pripravené parcialne metylované alditol acetaty (PMAA)st analyzované pomocou GCMS
vacSinou na stredne polarnych az polarnych kolonach. Retencné Casy a charakteristické EI
spektra sluzia na kvalifikaciu jednotlivych PMAA, zatial’ ¢o vyska alebo obsah plochy pod
pikom slizi na kvantifikaciu. Charakteristické pravidla EI fragmentécie jednotlivych PMAA
sa daju zhrnut’ do par krokov:

- Primarne fragmenty vznikaju Stiepenim alditolového ret'azca

- Naboj zostava prednostne na uhliku nesticom metoxy- skupinu

- Fragmentacia medzi susednymi uhlikmi nesticimi metoxy- skupiny je
pravdepodobnejSia ako medzi metoxy- aacetoxy atato sa bude Stiepit’ s vysSou
pravdepodobnost’ou ako medzi uhlikmi nesucimi dve acetoxy- skupiny

- Sekundarne fragmenty vznikaju §tiepenim neutralnych molekal — metanolu a kyseliny
octovej

- Pri deuterovanych PMAA maju fragmenty obsahujice anomericky uhlik parne ¢isla.

Ur¢enie Struktury cyklického usporiadania (furané6za, pyranéza)

Metyla¢nd analyza je doposial’ vel'mi silnym néstrojom Struktirnej analyzy sacharidov, avSak
niektoré informacie sa pri nej stracaju. Neposkytuje napriklad informacie o sekvenacii
jednotlivych sacharidov v retazci anie je schopnd rozliSit 4-O aldopyrandzy od 5-O-
aldofuran6z a problémom je aj analyza ket6z. Vysledky metylacnej analyzy je nevyhnutné
kombinovat’ sinymi postupmi. NMR analyza moéze byt v tychto pripadoch vel'mi
napomocna, avSak v niektorych pripadoch moze byt problém s citlivostou tejto techniky.

Z hl'adiska citlivosti moZze byt vyznamnejSim reduk¢né Stiepenie. Metylované
monosacharidy sa reduk¢ne Stiepia pomocou trietylsilanu a TMS-O-mesylatu/BF3-eteratu za
vzniku odpovedajicich anhydrocukrov, ktoré sa nésledne acetyluji. Vysledkom st rozdielne
reakéné produkty u furan6zovych apyrandézovych Struktar. Porovnanie vysledkov
s vysledkami metylacnej analyzy zvySuje konfort pri stanovovani Struktury EPS.

Konfiguracia glykozidickej vizby na anomérnom uhliku (a- alebo B-) sa obvykle
uréuje pomocou NMR analyzy. Vic§ina o- anomérnych vodikov vH NMR ma posuny
v oblasti 5.1-5.8 ppm, zatial' ¢o f- anomérne vodiky maju posuny v oblasti 4.3-4.8 ppm.
Podobne pri 3C NMR - anomérne uhliky maji posuny v oblasti 95-103 ppm a B- anomérne
uhliky najdeme v oblasti 101-105 ppm. NMR spektroskopia je silnou technikou pri rieSeni
Struktary polysacharidov, avSak jej citlivost nie je vysokd. Preto je v pripade malych
mnozstiev vzoriek vyhodné pouzitie oxidaciu. Napriklad acetylovany retazec aldopyranéz v
B- konfiguracii je rychlo oxidovany posobenim CrOgs, ale u a- konfiguracie bezi tato reakcia
kvoli priestorovému usporiadaniu vel'mi pomaly.

Sekven¢né usporiadanie monosacharideckych jednotiek v ret’azci a urcenie
opakujucich sa jednotiek sa realizuje obvykle degradidciou EPS na menSie struktirne
jednotky anaslednou analyzou pomocou hmotnostnej spektrometrie (MS) v kombinacii



SNMR, ak je to mozné. Jednym zo sposobov postupnej degradacie EPS je parcidlna
hydrolyza v kyslom prostredi. Zakladnou filozofiou tejto metddy je, ze niektoré usporiadania
sacharidov sa Stiepia rychlejSie, iné st naopak voci hydrolyze stabilnejSie. Napriklad
furan6zové usporiadania a deoxycukry hydrolyzuji rychlo. 6-deoxyhexdzy potrebuju
priblizne 5- néasobne menej Casu na odstiepenie ako odpovedajice hexo6zy. Parcialna
hydrolyza metylovanych EPS prinaSa aj uzito¢né informacie o vetveni EPS. Vznikajuce
mensie Strukturne jednotky (hexa-, penta-, tetra-, tri-, disacharidy, a pod.) mézu byt
analyzované priamo, alebo podrobené¢ dalSim reakciam (redukcia, oxidacia, atd’), ktorych
vhodnym vyberom alebo kombinaciou sa mozeme V kone¢nom dosledku dopracovat’ az
k stanoveniu opakujucich sa Struktarnych jednotick a teda aj k celkovej Struktare EPS.

Metanolyzou permetylovanych EPS dostdvame metylglykozidy redukujucich koncov.
Opit’ jednotlivé glykozidické vazby maju r6znu odolnost” voc¢i metanolyze. Monitorovanie
vzniku produktov v case a pocet volnych hydroxylovych skupin na vznikajicich
permetylovanych metylglykozidoch dava informécie o sekvenécii a vetveni EPS.

Dal§im spdsobom mdzZe byt acetolyza, ktorej podliehaji 1,6- vetvené EPS, aviak 1,2-
a 1,3- vetvené su voci nej stabilné.

Reakéné produkty spomenutych vysSie opisanych metéd sa obvykle analyzuju
pomocou MS s vhodnou ioniza¢nou technikou (ESI, MALDI). Systematické ndzvoslovie
produktov fragmentécie v MS bolo navrhnuté prof. Costello.

- Fragmenty obsahujuce neredukujici koniec sa ozna¢uji pismenami A, B, C, ...
- Fragmenty obsahujuce redukujuci koniec sa oznac¢uji pismenami X, Y, Z, ...
- AaZiony oznacuju Stiepenie vo vnutry cyklického usporiadania sacharidovej jednotky

a1
X,
d

Fragmenty Bx nijdeme povicSine u metylovanych a acetylovanych oligosacharidov,
zatial ¢o unativnych prevazuje vznik Cx, ale Casto v ddsledku prenosov vodika st to
neutralne straty.

Pod’akovanie
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Analyza Struktury exopolysacharidu pochadzajiceho z Lactobacillus
reuteri DSM 17938

Pitoprsty V1., Tka¢ikova L2., Bystricky PL., Vickova St., Farkasova EZ.

! Chemicky ustav SAV, Dubravska cesta 9, 84538 Bratislava
2 Ustav imunoldgie UVLF, Komenského 73, 041 81 Kosice

Baktérie mliecneho kvasenia (LAB), vratane druhov Lactobacillus produkuju
exopolysacharidy (EPS), ktoré sa pouzivaji ako prisady v potravinarskom a mliekarenskom
priemysle kvoli ich fyzikalno- chemickymh vlastnostiam ( stabilizatory, emulgatory , sladidla
, ...). LAB vyuzivaji extracelularne glukancukrazy a glukozyltransferazy, ktoré pouzivaja ich
prirodzeny substrat sachar6zu na syntézu EPS, tvorenych a-D-glukézami viazanymi spolu
roznymi glykozidickymi vézbami. Skimanie Struktiry LAB homopolysacharidov
produkovanych S$pecifickymi glukdncukrazovymi enzymami je eSte len v zaciatkoch.
Realizované boli pociatoéné Stidie pre zopar dextranovych a reuteranovych typov EPS.
V nasej Studii sme sa zamerali na EPS, izolovany z L.reuteri DSM 17938.

Pouzité analytické postupy

Analyza monosacharidov

Vzorka izolovaného EPS bola hydrolyzovana 2 M kyselinou trifluoroctovou pocas 1 h pri 120
°C za ucelom kvalitativnej a kvantitativnej analyzy neutralnych monosacharidov. Po totalnej
hydrolyze boli monosacharidy redukované na odpovedajuce alditoly, peracetylované
pomocou anhydride kyseliny octovej s pouzitim pyridinu ako katalyzatora a analyzované
pomocou plynovej chromatografie s hmotnostnou detekciou [1] (Trace GC Ultra s kolénou
Restek RT-2330-NB (0.32 mm x 105 m) a TSQ Quantum XLS hmotnostnym spektrometrom
- Thermo Scientific, USA). Teplotny program 80 °C (12 min) - 160 °C (8 °C/min) - 250 °C
(4°C/min), 25 min at 250 °C - 265 (20 °C/min), 10 min at 265°C, pouzity nosny plyn bol
helium s prietokom 1 mL/min, EI ionizacia pri 70 eV, 200 pA.

Analyza glykozidickych vézieb

Vzorka izolovaného EPS (~5 mg) bola rozpustena v suchom DMSO a metylovana za
posobenia metyljodidu v pritomnosti NaOH [3]. Permetylovany EPS bol extrahovany z
reakénej zmesi chloroformom a po pridani s Na>SO3 vysuseny do sucha. Hydrolyza sa
realizovala 90% kyselinou mravéou pri 100 °C pocas 1h, nasledne s 2M TFA pri 120 °C 1h.
Po deuterovanej redukcii a acetylacie sa vzniknuté permetylované alditol acetaty analyzovali
pomocou plynovej chromatografie s hmotnostnym detektorom [2] (Trace GC Ultra s kolénou
Restek RT-2330-NB (0.32 mm x 105 m) a TSQ Quantum XLS hmotnostnym spektrometrom
- Thermo Scientific, USA). Teplotny program 80 °C (12 min) - 160 °C (8 °C/min) - 250 °C
(4°C/min), 25 min at 250 °C - 265 (20 °C/min), 10 min at 265°C, pouzity nosny plyn bol
helium s prietokom 1 mL/min, El ionizacia pri 70 eV, 200 pA.

Uréenie molovej hmotnosti (Mw)

Molova hmotnost EPS bola uréena pomocou high performance size exclusion
chromatografie. Analyzy sa realizovali na pristroji Shimadzu (Japan) s differencialnou
refraktometrickou detekciou RID-6A a UV-Vis detekciou SPD-10AV v pripojeni dvoch
kolon HEMA-BIO 300 a HEMA-BIO 1000 (8 mm x 250 mm, particle size 10 um). Mobilnou



fazou bol 0.02 M fosfatovy pufor pH 7.2 obsahujuci 0.1 M NaCl s prietokom 0.8 mL/min. Na
kalibraciu boli pouzité dextranové Standardy (Gearing Scientific, Polymer Lab Ltd., UK).
Nuklearna magneticka spektroskopia (NMR)

NMR spektra boli namerané na priblizne 30 mg vzorky EPS. Pred samotnym nariedenim do
600 pl “100 % D,0 boli premyté dvakrat s 1 ml of D.O. *H and 3C chemické posuny boli
prepocitané na pridany interny standard aceton (0 2.225, 31.08 ppm). Pouzity pristroj bol
Varian VNMRS 600 MHz spektrometer pri 25 °C: 1D 'H s a bez saturicie s HOD
rezonanciou, a priame 13C spectra, 2D homonuklarne: *H-'H gradientové COSY, TOSCY (pri
40, 80 a 150 ms), 2D heteronuklearne: 'H-C HSQC a 'H-'3)C HMBC s 180° 3C
adiabatickymi pulzami.

Vysledky

Analyza monosacharidov

Kvalitativne a kvantitativne zloZenie EPS izolovaného z L.reuteri DSM 17938 bolo
analyzované pomocou GC-MS po peracetylacii a kompletnej hydrolyze polysacharidového
retazca. Ziskané vysledky ukazuju, ze skimany EPS patri medzi homologické polysacharidy
a pozostava len z glukdzy.

Analyza glykozidickych vézieb

Metylacnd analyza vdzobnej Struktiry EPS bola realizovand pouZitim postupov metody
Ciucanu, Kerek [3]. Permetylovany EPS bol vystaveny kyslej hydrolyze, redukcii a acetylacii
a vzniknuté permetylované alditol acetaty boli analyzované pomocou GC-MS. Na ziklade
ziskanych vysledkov sme zistili, ze L.reuteri DSM 17938 patri k tzv. reuteranovému typu
homo- EPS. V molecule obsahuje prevazne 1,5-di-O-acetyl-2,3,4,6-tetra-O-methyl-glucitol a
1,5,6-tri-O-acetyl-2,3,4-tri-O-methyl-glucitol. 1,5-di-O-acetyl-2,3,4,6-tetra-O-methyl-glucitol
reprezentuje a neredukujtci koniec molekuly EPS a 1,5,6-tri-O-acetyl-2,3,4-tri-O-methyl-
glucitol naznac¢uje pritomnost’ linearnych glykozidickych viazieb v poziciach (1—6). Okrem
toho sa L.reuteri DSM 17938 EPS obsahuje aj 1,4,5-tri-O-acetyl-2,3,6-tri-O-methyl-glucitol a
1,4,5,6-tetra-O-acetyl-2,3-di-O-methyl-glucitol. Pritomnost’ tychto dvoch zli¢enin naznacuje,
ze L.reuteri DSM 17938 je relativne linearny polysacharid so striedajucimi sa linearnymi
vizbami (1—4) a (1—6) obcas preruseny rozvetvenim (1—4, 6). Avsak podla vysokého
pomeru termindlnych neredukujicich koncov, Struktura bude pravdepodobne ovela
komplikovanej$ia a s najvacSou pravdepodobnost'ou tento EPS nebude obsahovat’ pravidelnu
opakujucu sa jednotku.

rsast e Chromatogram ziskany z metylaénej analyzy L.reuteri DSM 17938
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Retention | Mass fraction (m/z) Glycosidic Relative
time (min) linkage molar ratio

L.reuteri | 2,3,4,6-Mes-Glc | 48.67
DSM
17938 2,3,4-Mes-Glc 54.10
2,3,6-Mes-Glc 54.57

2,3-Me,-Glc 58.77

43, 45,71, 87, 102, 118, 129, Gle-(1— 3.58
145, 162, 205
43, 45,71, 87, 99, 102, 118, —6)-Glc-(1— 3.94

129, 159, 162, 173, 189, 233
43,45, 87,99, 102,113,118, | —4)-Gle-(1— | 9.34
129, 131, 162, 173, 233
43,85, 87,99, 102, 118,127, | —4,6)-Glc-(1— | 1.00
159, 162, 201, 261

NMR spektroskopia

1D *H spektrum polysacharidu izolovaného z L.reuteri DSM 17938 takmer tiple odpoveda
EPS z L.reuteri 35-5 [4]. Polysacharid obsahuje 1—4, 1—6 viazant o-D-glukézu a vetvené
jednotky v poziciach (1—4,6) a-Glc. Vysledky sa zhoduju aj s metylaénou analyzou. Spektra
boli namerané pri 600 MHz. Anomérne posuny 5.36, 5.32, 5.28, 4.93 a 4.91 ppm odpovedaja
posunom anomérnych vodikov a-D-Glcp v nasledovnom poradi: -(1—6)-a-D-Glcp-(1—4)- a
a-D-Glcp-(1—4)-;  -(1—4)-a-D-Glcp-(1—4)-;  -(1—4,6)-0-D-Glcp-;  -(1—4)-0-D-Glcp-

(1—6)- a a-D-Glcp-(1—6)-.

600 MHz 1D *H spectrum of EPS from L.reuteri DSM 17938 strain at 25 °C in D,0 with
presaturation of HOD resonance.

Priradenie vSetkych a - D - Glc vézieb bolo robené na
zaklade 2D COSY , TOCSY , 2D HSQC a HBMC spektier
vratane 13C NMR. Vysledky a vidzbové usporiadanie z 3 -

Vazbovych HMBC plkov odpoveda vysledekom metyla¢nej analyzy . Bohuzial’ , z dovodu
prekryvania protonovych a uhlikovych rezonancii nebolo mozné odhadntt percentualne
mnozstvo kazdého typu viizby Glc aniv 1D *H aniv 2D HSQC . Tieto hodnoty sa viak
mozu odhadnut’ z metylacnej analyzy.
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2D H-13C HSQC spectrum with multiplicity editing of EPS from L.reuteri DSM 17938
strain at 25 °C in D,0. Blue contours indicate positive (CH groups), red contours indicate
(CH groups e.g. C6-H6 groups).

Urcenie moélovej hmotnosti
Zdanliva molekulova hmotnost’ bola stanovena pomocou



vysoko uc¢innej chromatografie na principe size- exclusion a jej hodnota je 6,5 x 105 Da.
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Stanovenie Struktiary exopolysacharidu produkovaného Lactobacillus

reuteri L26 pomocou NMR a hmotnostnej spektrometrie
Pitoprsty V1., Tkacikova L2., Bystricky P1., VI¢kova S*., Farkasova E.

! Chemicky ustav SAV, Diibravska cesta 9, 84538 Bratislava
2 Ustav imunoldgie UVLF, Komenského 73, 041 81 KoSice

Baktérie mlieéneho kvasenia (LAB) ako napriklad Lactobacilli , produkuju
exopolysacharidy (EPS), ktoré st vylu¢ované do okolia buniek. Kompletna funkcia EPS in
ViVo nie je uplne objasnend, ale pravdepodobne maji ochranna funkciu. Ukazalo sa, ze EPS
sa podiel’aju na adhézii, zacastnuju sa uréitych procesov bunkového rozpoznavania, obrany
voci dehydratacii, fagocytdze alebo toxinom. Je nepravdepodobné, ze EPS st produkované a
slizia ako potravinova rezerva, kedZe vicSina LAB nema enzymy katabolizujuce EPS.
Fyzikalno- chemické vlastnosti tychto latok stvisiace s ich ochrannou povahou predurcuji
pouzitie tychto latok v potravinarskom a mliekarenskom priemysle zahustovadla,
stabilizatory a zelirujiice latky. VacSina doteraz publikovanych Struktir EPS produkovanych
kmenmi LAB st heteropolysacharidy s opakujiicimi sa stavebnymi jednotkami, zatial' ¢o
Struktira homopolysacharidov nieje natol'ko prebadana. Neddvno boli v kmenoch
Lactobacillus reuteri objavené rézne typy enzymov glukacukraz, ktoré konvertuju cukrozu
na objemné a rézne vetvené a-D-glukdzové retazce. Pomocou hmotnostnej spektrometrie a
NMR sme sa pokusili stanovit’ Struktiru EPS pochadzajtaceho z L.reuteri L26.

Pouzité analytické postupy

Analyza monosacharidov

Vzorka izolovaného EPS bola hydrolyzovana 2 M kyselinou trifluoroctovou pocas 1 h pri 120
°C za ucelom kvalitativnej a kvantitativnej analyzy neutralnych monosacharidov. Po totdlnej
hydrolyze boli monosacharidy redukované na odpovedajice alditoly, peracetylované
pomocou anhydride kyseliny octovej s pouZitim pyridinu ako katalyzatora a analyzované
pomocou plynovej chromatografie s hmotnostnou detekciou [1] (Trace GC Ultra s kolénou
Restek RT-2330-NB (0.32 mm x 105 m) a TSQ Quantum XLS hmotnostnym spektrometrom
- Thermo Scientific, USA). Teplotny program 80 °C (12 min) - 160 °C (8 °C/min) - 250 °C
(4°C/min), 25 min at 250 °C - 265 (20 °C/min), 10 min at 265°C, pouzity nosny plyn bol
helium s prietokom 1 mL/min, EI ionizacia pri 70 eV, 200 pA.

Analyza glykozidickych vizieb

Vzorka izolovaného EPS (~5 mg) bola rozpustena v suchom DMSO a metylovana za
posobenia metyljodidu v pritomnosti NaOH [3]. Permetylovany EPS bol extrahovany z
reakénej zmesi chloroformom a po pridani s Na2SOs vysuSeny do sucha. Hydrolyza sa
realizovala 90% kyselinou mravcou pri 100 °C pocas 1h, nasledne s 2M TFA pri 120 °C 1h.
Po deuterovanej redukcii a acetylacie sa vzniknuté permetylované alditol acetaty analyzovali
pomocou plynovej chromatografie s hmotnostnym detektorom [2] (Trace GC Ultra s kolonou
Restek RT-2330-NB (0.32 mm x 105 m) a TSQ Quantum XLS hmotnostnym spektrometrom
- Thermo Scientific, USA). Teplotny program 80 °C (12 min) - 160 °C (8 °C/min) - 250 °C
(4°C/min), 25 min at 250 °C - 265 (20 °C/min), 10 min at 265°C, pouzity nosny plyn bol
helium s prietokom 1 mL/min, El ionizacia pri 70 eV, 200 pA.

Uréenie molovej hmotnosti (Mw)

Molova hmotnost EPS bola uréend pomocou high performance size exclusion
chromatografie. Analyzy sa realizovali na pristroji Shimadzu (Japan) s differencialnou
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refraktometrickou detekciou RID-6A a UV-Vis detekciou SPD-10AV v pripojeni dvoch
kolon HEMA-BIO 300 a HEMA-BIO 1000 (8 mm x 250 mm, particle size 10 um). Mobilnou
fazou bol 0.02 M fosfatovy pufor pH 7.2 obsahujuci 0.1 M NaCl s prietokom 0.8 mL/min. Na
kalibraciu boli pouzité dextranové Standardy (Gearing Scientific, Polymer Lab Ltd., UK).
Nuklearna magneticka spektroskopia (NMR)

NMR spektra boli namerané na priblizne 30 mg vzorky EPS. Pred samotnym nariedenim do
600 pl “100 % D,0O boli premyté dvakrat s 1 ml of D20. 'H and 3C chemické posuny boli
prepocitané na pridany interny standard aceton (6 2.225, 31.08 ppm). Pouzity pristroj bol
Varian VNMRS 600 MHz spektrometer pri 25 °C: 1D 'H s a bez saturicie s HOD
rezonanciou, a priame 13C spectra, 2D homonuklarne: *H-'H gradientové COSY, TOSCY (pri
40, 80 a 150 ms), 2D heteronuklearne: *H-C HSQC a 'H-'3)C HMBC s 180° 3C
adiabatickymi pulzami.

Vysledky

Analyza monosacharidov

Kvalitativne a kvantitativne zlozenie EPS izolovaného z L.reuteri L26 bolo analyzované
pomocou GC-MS po peracetylacii a kompletnej hydrolyze polysacharidového retazca.
Ziskané vysledky ukazuji, Ze skimany EPS patri medzi homologické polysacharidy a
pozostava len z glukozy.

Analyza glykozidickych vézieb

Metylaéna analyza glykozidickych vidzieb EPS bola realizovana pouzitim postupov metody
Ciucanu, Kerek [3]. Permetylovany EPS bol vystaveny kyslej hydrolyze, redukcii a acetylacii
a vzniknuté permetylované alditol acetaty boli analyzované pomocou GC-MS. Na zaklade
ziskanych vysledkov sme zistili, ze L.reuteri L26 patri k tzv. alternanovému typu homo-
EPS. V molecule obsahuje prevazne 1,5-di-O-acetyl-2,3,4,6-tetra-O-metyl-glucitol a 1,5,6-tri-
O-acetyl-2,3,4-tri-O-metyl-glucitol. 1,5-di-O-acetyl-2,3,4,6-tetra-O-metyl-glucitol
reprezentuje a neredukujuci koniec molekuly EPS a 1,5,6-tri-O-acetyl-2,3,4-tri-O-metyl-
glucitol naznac¢uje pritomnost’ linearnych glykozidickych viazieb v poziciach (1—6). Okrem
toho sa L.reuteri L26 EPS obsahuje aj 1,3,5-tri-O-acetyl-2,4,6-tri-O-metyl-glucitol a 1,3,5,6-
tetra-O-acetyl-2,4-di-O-metyl-glucitol, ktoré odpovedaji glykozidickym vdzbam (1—3) a
(1—3, 6). L.reuteri L26 je tvorena glukézou spojenou glykozidovymi vdzbami (1 — 3) a (1
— 6) v pomere 1,3: 1, a je pomerne vyrazne rozvetvena.

Chromatogram ziskany z metyla¢nej analyzy L.reuteri L26
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EPS PMAA Retention | Mass fraction (m/z) Glycosidic Relative
time (min) linkage molar ratio
L.reuteri | 2,3,4,6-Mes-Glc 48.63 43, 45, 71, 87, 102, 118, 129, | Glc-(1— 0.86
L26 145, 162, 205
2,4,6-Mes-Glc 52.65 43, 45, 71, 87, 101, 118, 129, | —3)-Glc-(1— 2.86
161, 201, 202, 234
2,3,4-Me3-Glc 54.18 43, 45, 71, 87, 99, 102, 118, | —6)-Glc-(1— 3.72
129, 159, 162, 173, 189, 233
2,4-Mey-Glc 58.22 43, 87, 118, 129, 189, 202, 234, | —3,6)-Glc-(1— | 1.00

305

NMR spektroskopia
1D 'H spektrum ESP z L.reuteri L26 takmer presne zodpovedalo spektru ziskanému z
L.reuteri 180 [4]. EPS z L.reuteri 180 obsahuje 1 — 3, 1 — 6 spojené a-D-glukézy a
rozvetvené (I — 3,6) a-Glc. Vysledky sa zhoduji z vysledkymi ziskanymi metyla¢nou
analyzou. Nase spektrum zaznamenané pri 600 MHz obsahuje anomérne piky pri 5.32, 4.97
a4.95 ppm, ktoré patria do oblasti anomernych protéonov a-D-GLCp a odpovedaji -(1—6)-a-
D-Glcp-(1—3)-; -(1—3)-a-D-Glcp-(1—6)- a -(1—3,6)-0-D-Glcp-(1—6); -(1—6)-a-D-Glcp-
(1-6)- a 0-D-Glcp-(1—6)- viazanym glukopyranézam. Struktira vietkych a-D-Glc typov
vézieb bola vyhodnotena z vysledkov 2D COSY, TOCSY, 2D HSQC a HBMC spektier,
vratane °C. Vysledky st v zhode z metyla¢nou analyzou. BohuZial percentualne zastiipenie
jednotlivych druhov vézieb mame stanovené iba na zdklade metylacnej analyzy, ked’ze ¢i uz v

1D !H alebo 2D HSQC spektre dochadza k prekryvu vodikov a uhlikov.
600 MHz 1D H spectrum of EPS from L.reuteri L26 strain at 25 °C in D,O with presaturation of HOD resonance.

2D H-13C HSQC spectrum with multiplicity editing of EPS from L.reuteri L26 strain at 25 °C in D,0. Blue contours indicate positive (CH
groups), red contours indicate (CH, groups e.g. C6-H6 groups).

Urc¢enie moélovej hmotnosti
Zdanliva molekulovéd hmotnost’ bola stanovena pomocou vysoko ¢innej chromatografie na
principe size- exclusion a jej hodnota je 8.2 x 10° Da.
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Cyklické peptidy ako antibiotika budicnosti
Pétoprsty V., Vickova S., Farkasova E.

Chemicky ustav SAV, Dubravska cesta 9, 84538 Bratislava, Slovensko

Celosvetovy medicinsky a farmaceuticky priemysel bojuje v sti¢astnosti s viacerymi

nalichavymi problémami:

1.  Rezistencia voci existujicim antibiotikam.

2. Stahovanie existujucich liekov a farmaceutickych vyrobkov z trhu kvoli ich Cistote.

3. Stahovanie existujucich liekov a farmaceutickych vyrobkov z trhu kvoli ich vedlajsim
ucinkom.

Jednym s vaznych problémov sucastnej mediciny v Europe a vo svete je rezistencia
choroboplodnych mikroorganizmov voci dostupnym antibiotikdm, ktorda ma stupajucu
tendenciu. V mnohych krajinach sa miera rezistencie za poslednych pit rokov viac nez
zdvojnasobila [1, 2]. Infekcie baktériami, rezistentnymi voci antibiotikdm, stazuji vhodnua
liecbu antibiotikami a mozu sposobovat’ komplikacie pacientom, ¢o méa za nasledok dlhsi
pobyt v nemocnici, zadvaznejsie ochorenie a niekedy umrtie.

Podiel rezistentnfich izolatov v %

—_——

Trendy rezistencie vo¢i antibiotikam (invazivne infekcie), 2002 —2008. Zdroj: EARSS, 2009 [3]

Rastuci pocet rezistentnych mikroorganizmov voci dostupnym antibiotikdm, opatovny
vyskyt znamych ale aj novych infekénych smrtel'nych ochoreni nevyhnutne vedie k snahe
vedeckych a vyskumnych organizacii vo svete vyvinit nové ucinné lieky [1- 3].

V snahe riesit’ toto nebezpecenstvo, vyskumnici sleduji niekol’ko stratégii, z ktorych
jednym je vyvoj antibiotik na baze peptidov. Mnoho stavovcov, vratane l'udi, produkuje
antimikrobialne peptidy ako sucast’ ich prirodzeného imunitného systému. Takéto peptidy
maju rychly a smrtiaci u¢inok a mechanizmus ich pdsobenia je tGplne odlisny od beznych
syntetickych antibiotik. Izolovanych a charakterizovanych bolo uz viac ako 400 prirodnych
antimikrobialnych peptidov. Na ziklade chemickej Struktiry mdzu byt tieto rozdelené do
dvoch hlavnych skupin: linedrne a cyklické. Predpoklada sa, Ze sposob tc¢inku vacsiny tychto
peptidov zahfiia rozruSenie bunkovych membran, veduce k naruseniu celistvosti buniek.
Linearne peptidy , ako napriklad magaininy a melitiny, existuji prevazne ako a - helixové
amfipatické Struktary (obsahujice segregované hydrofobne a hydrofilné skupiny) alebo ako P
- helixy (gramicidin A). Cyklické peptidy maji hlavne amfipaticka Struktaru typu p — list
a d’alej sa delia do dvoch podskupin: tie, ktoré obsahuju disulfidové vdzby, ako je napriklad
tachyplesin, a tie, ktoré ich nemaju, ako je napriklad gramicidin S.
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e Takmer vSetky zname prirodné cyklické peptidy vykazuju velka
antibakteridlnu aktivitu. AvSak, mnoho z nich je tiez vysoko hemolytickych, a nemaju
selektivitu potrebnu pre Pudské antibiotika. Usilie vyvinit’ cyklické peptidy ako antibiotika in
vivo boli zamerané na vyvoj analdgov, ktoré podsobia selektivne na bakteridlne bunky
a neposkodzuju erytrocyty. Pri navrhu takychto analégov je nevyhnutna dokonala znalost
sekundarnej  proteinovej Struktiry, ako aj od povahy aminokyselinovych interakcii s
lipidickymi membrénami.

V prirode mozno najst’ pomerne zna¢né mnozstvo prikladov antibiotickych peptidov
vykazujicich obmedzent S$truktirnu konformaciu. Priestorové usporiadanie cyklickych
peptidov so Strukturou typu B-list moze byt v dosledku tvorby disulfidovych mostikov medzi
aminokyselinami v cykle alebo naprie¢ cyklom striktne uréené. Tachyplesiny,
polyphemusiny, bacteneciny a protegriny st typickymi prikladmi peptidov s disulfidickymi
mostikmi. Tachyplesin | je tvoreny 17-timi aminokyselinami usporiadanymi do cyklickej
antiparalelnej struktary p-listu. Dva prieéne sulfidické mostiky medzi cysteinmi su
zodpovedné za kone¢nu konformaciu tejto molekuly, tzv. typ II, B-turn . Tieto priecne vézby
urcuju zaroven sekundarnu Struktaru peptidu vo vodnom roztoku a v kyslych fosfolipidovych
membran, na rozdiel od a-helixov, ktoré tvoria sekundarnu Struktiru az po naviazani na
membranu. Tachyplesin vsak nieje dokonale amfipaticky, ked’ze pozitivne Casti argininu
vytt¢aju aj na hydrofilnt aj na hydrofébnu stranu. Predpoklada sa, ze tachyplesin prechadza
cez bunkovii membranu prostrednictvom elektrostatickych a hydrofébnych interakcii, ale
presny mechanizmus nie je znamy. Vyskumy ukazuji, Ze antibiotickd ucinnost, ale aj
mechanizmus poOsobenia  peptidov so sulfidickymi mostikmi a acyklickych Struktar je
rozdielny. Acyklické peptidy maji obvykle slabsiu antibiotickt aktivitu. Avsak, usporiadanie
zédporne nabitej Casti lipidickej dvojvrstvy membrany je silnejSie narusené acyklickym
analogom ako cyklickym. Predpoklada sa, Ze maly pocet cyklickych peptidov sa po naviazani
na zaporne nabité Casti lipidickej dvojvrstvy zhlukne a pospaja, ¢im sa umozni permedcia
d’aSich molekul cez anionovo-selektivne pory. Nakoniec sa nestabilné poéry rozpadnu, a
peptidové molekuly nachadzajuce sa na oboch stranach lipidickej dvojvrstvy pravdepodobne
narusia integritu membrany. Aj napriek tomu, Ze acyklické peptidy sa viazu na vonkajSiu
stranu lipidickej dvojvrstvy ovela lepSie ako cyklické, vytvorenie sekundéarnej Struktury B-
listu na povrchu zabrafiuje tvorbe porov a translokacii cez membranu. Predpoklada sa , Ze B3-
list nésledne destabilizuje dvojvrstvu tym, Ze narusi organizéaciu karbonylovych ¢asti lipidov
a neutralizuje celkovy naboj povrchu membrany. VysSia ampifilickd povaha peptidu ma za
nasledok niz§iu membrénovu aktivitua takéto peptidy sa pevnejsSie viazu na membranu.

Pomerne vyznamna ¢ast’ vyskumu sa orienzuje na systematické stadium Struktury a
aktivity analogov prirodnych cyklopeptidov. Pokusaji sa modifikovat dizku kruhu
nahradzaju jednotlivé aminokyseliny za iné, pripadne navézuji na cyklus iné funk¢éné skupiny
za ucelom, najst’ antibiotikum s podobnym antibakterialnym ucinkom, avSak menSimi
vedl'ajsimi G¢inkami. Ukazuje sa, Ze jedine peptidy s B-listova Struktirou vykazuji aktivitu
voCl gram-negativnym aj gram-pozitivnym baktéridm. Takmer vSetky modifikacie vel'kosti
kruhu znizuji hemolyticktl aktivitu. Podrobna stidia bolo tiez vykonand na urcenie
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optimélnej rovnovahy hydrofobnych a hydrofilnych domén nutnych pre vysoku bakteridlnu
aktivitu a nizku hemolyticka aktivitu. V peptide tvorenom 14-timi aminokyselinami boli,
systematicky nahrddzané jednotlivé aminokyseliny a vytvarané enantioméry s roznym
amfipatickym charakterom molekuly. Hemolyticka aktivita savisela s celkovou amfipaticitou
molekuly; jej zniZenie pripadne znizenie hydrofobnosti peptidu znizovalo hemolyticka
aktivitu. Pri takejto uprave fyzikdlnych vlastnosti peptidu sa zaroven zvySovala aj aktivita
voci Gram-negativnym baktériam. Pri pokusoch s gram-negativnymi aj gram-pozitivhym
baktériami, sa ukazalo, ze iba peptidy s vhodnou vdzbovou afinitou k vonkajSej membrane su
schopné preniknut’ cez cytoplazmatickti membranu.

Aj ked’ antibiotické peptidy vykazuju Siroké spektrum aktivit voci baktériam, mnoho
z nich nie je selektivnych pre bakteridlne infekcie cicav¢ich buniek. Bez znalosti presného
spdsobu posobenia jednotlivych cyklickych peptidov, je tazké navrhnut’ selektivne peptidické
antibiotika. Avsak, prirodné antibiotické cyklické peptidy a ich syntetické analogy ukazali, ¢o
je nevyhnutné pre pozadovanu aktivitu a selektivitu:
organizovana Struktura molekuly
vhodna uprava pomeru hydrofilnej a hydrofobnej ¢asti molekuly
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Fragmentacia Gramicidinu S pomocou koliziou indukovanej disociacie

Patoprsty V., VIckova S., FarkaSova E.
Chemicky ustav SAV, Dubravska cesta 9, 84538 Bratislava, Slovensko

Rezistencia baktérii voc¢i bezne pouzivanym antibiotikdm sa stala celosvetovym
problémom. Vyvoj novych ucinnych latok v ramci farmaceutickych firiem negativne
ovplyviiuje ekonomicka rentabilita takéhoto procesu, casova naro¢nost’, technické vybavenie
a Casto 1 odbornost’. Hl'adanie novych antibiotik sa z velkej Casti presunulo do vedeckych
institucii. 'V poslednych rokoch vzbudzuju pozornost hlavne vlastnosti katidnovych
antimikrobialnych peptidov a cyklopeptidov, medzi ktorymi je aj gramicidin S. Vyskumu
mikrobialnych a toxickych vlastnosti tejto latky a jej analogov ako i mechanizmu pdsobenia
na bunky sa venuju viaceré vedecké timy. AvSak analyticka cast’” vyskumu je pomerne
zriedkava. Gramicidin S je symetricky cyklicky dekapeptid tvoreny dvoma identickymi
pentapeptidmi [D-Phe-L-Pro-L-Val-L- Ora-L-Leu]> usporiadanymi do $truktry skladaného
listu B- sheet, ktord je stabilizovana intramolekulovymi vodikovymi vizbami. Vyskumy
ukazujl, Ze sa jednd o latku s antimikrobidlnymi vlastnostami, ktord likviduje nielen gram
pozitivne ale aj gram negativne baktérie a niektoré typy virusov a hub, zaroven vSak
pravdepodobne napada aj ¢ervené krvinky.
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Ionizacia sa realizovala pomocou vyhrievaného elektrospreja (ESI). Prioritne sa tvorili
dvojnasobne nabité i6ny, v ktorych sa vodiky viazali na vol'né amino- skupiny ornitinovych
retazcov. K otvoreniu cyklickej Struktiry dochadza na viacerych miestach. Roztrhnutim
vizby medzi ornitinom a leucinom dostdvame ornitin na C terminalny koniec, roztrhnutim
opacnej vizby z valinom dostavame ornitin na N terminalny koniec. NajpravdepodobnejSie je
vsak Stiepenie az za prolinom, ked’ze vdzba valin-prolin je pomerne pevna a aj v spektrach
tieto odpadavaju vacSinou ako neutralna strata spolu. NajpravdepodobnejSou Struktarou po
otvoreni kruhu je:
N terminalny koniec C terminalny koniec
[H+Pro-Val-Orn-Leu-Phe-Pro-Val-Orn-Leu-Phe]*
Pri pouZzitej energii 30eV prevazuji fragmenty v nizsich oblastiach m/z a A a X i6ny po
neutralnych stratach malych molekul (H20, CO, NHz).
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Fragmentacia analogov Gramicidinu S pomocou koliziou indukovanej
disociacie
Pitoprsty V., Magdolen P., VI¢kova S., FarkaSova E.
Chemicky ustav SAV, Dubravska cesta 9, 84538 Bratislava, Slovensko

Rastuci pocet rezistentnych mikroorganizmov voci dostupnym antibiotikdm, opédtovny
vyskyt znamych ale aj novych infekénych smrtel'nych ochoreni nevyhnutne vedie k snahe
vedeckych a vyskumnych organizacii vo svete vyvinit nové ucinné lieky [1- 3].
Antimikrobidlne peptidy st produkované mnohymi mikroorganizmami a st sucastou
vrodeného imunitno- obranného mechanizmu organizmov. Podla poslednych vyskumov by
mohli byt vynikajucimi kandidatmi na nové terapeutické antibiotika [4- 8]. Struktura,
fyzikalne vlastnosti a mechanizmus pdsobenia tychto latok su v poslednych rokoch
predmetom zakladného ale aj aplikovaného vyskumu [4- 6]. Existuji v rozmanitych
Struktarnych usporiadaniach (a- helix, - list, linearne a cyklické), [6, 7], ale najzaujimavejSie
su kationové ampifilické molekuly. Pravdepodobne primarnym cielom ich poOsobenia je
narusenie Strukturnej a funkénej integrity cytoplazmatickej membrany bunky [4- 10].
Vyskumy ukazuji, Ze mnoho z tychto latok je ucinnych voéi réznym druhom patogénov,
avSak moézu mat’ zdroven aj toxicky ucinok na hostiel'sky organizmus. Mikrobiologické
a toxikologické Stidie su Casto protichodné, ¢o zrejme suvisi aj s Cistotou skimaného peptidu.
Biosyntetickd vyroba katidnovych ampifilickych peptidov je c¢asto multienzymovym
procesom, ktorého sa zucCastiiuju neribozomalne syntetdzy. Tieto velké multimoduldrne
enzymy tvoriace prislusny peptid obsahuju viac domén zodpovednych za aktivaciu a
inkorporaciu Specifickych aminokyselin [11]. NajlacnejSim spésom priemyselnej produkcie
takychto antimikrobidlnych peptidov je biotechnologicka vyroba priamo z kmenov baktérii.
Kedze vSak ide o multienzymovy proces, tento bude zdkonite spojeny s problémom cistoty a
bude velmi zavisly od fyzikdlnych podmienok procesu. Necistoty a pribuzné latky vsak
vyrazne ovplyviluju Uc€inky antibiotika ako terapeutickej latky, méZu byt toxické a moZu
sposobovat’ neziadlice uc¢inky u pacientov, aj ked’ st pritomné iba v stopovych mnoZstvach.
V ramci produkcie antibiotik, liekov a farmaceutickych vyrobkov vobec, sa stale vacsi doraz
kladie na identifikaciu pritomnych necistot, skimanie ich vplyvu na zdravie a vyhodnocuje sa
bezpecnost’ findlneho produktu.

Gramicidin S je symetricky cyklicky dekapeptid tvoreny dvoma identickymi
pentapeptidmi [D-Phe-L-Pro-L-Val-L- Ora-L-Leu]> usporiadanymi do $truktary skladaného
listu B- sheet, ktord je stabilizovana intramolekulovymi vodikovymi vézbami (Obr. 2).
Vyskumy ukazuju, ze sa jednd o latku s antimikrobidlnymi vlastnostami, ktora likviduje
nielen gram pozitivne ale aj gram negativne baktérie a niektoré typy virusov a hub, zaroven
vSak pravdepodobne napada aj cervené krvinky. AvSak za cytotoxické ucinky gramicidinu S,
ktorych mechanizmus je stale predmetom vyskumu [12- 14, 4], alebo na druhej strane aj jeho
pozitivne G¢inky nemusi byt zodpovedna samotna Ui¢inna latka, ale niektory z jej analogov.
Kvoli potlaceniu negativneho efektu sa v poslednych rokoch vedci zaoberaju aj pripravou
analdgov gramicidinu S. Pokusaju sa modifikovat’ dizku kruhu [16- 18], nahradzaju jednotlivé
aminokyseliny za iné [19], pripadne navizuju na gramicidinovy cyklus iné funkéné skupiny
[20] za ucelom, ndjst’ antibiotikum s podobnym antibakteridlnym ucinkom, avSak men$imi
vedl'aj§imi Gi¢inkami.
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Ionizacia sa realizovala vyhrievanym elektrosprejom. Spekta boli namerane na Orbitrap Elite, Thermo Scientific,
fragmentécia sa robila pomocou colizne indukovanej disociacie s energiou 30eV.

[1] European Antimicrobial Resistance Surveillance System. EARSS Annual Report 2007. Bilthoven,
Netherlands: National Institute for Public Health and the Environment, 2008.
http://www.rivm.nl/earss/result/Monitoring_reports/.

[2] Cars O, Hogberg LD, Murray M, et al. Meeting the challenge of antibiotic resistance. BMJ 2008;337:a1438.
doi: 10.1136/bm;j.a1438.

[3] European Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS). Interactive database.
http://www.rivm.nl/earss/database/.

[4] E.J. Prenner, R.N. Lewis, R.N. McElhaney, The interaction of the antimicrobial peptide gramicidin S with
lipid bilayer model and biological membranes, Biochim. Biophys. Acta 1462 (1999) 201-221.

[5] T. Ganz, R.I. Lehrer, Antimicrobial peptides in innate immunity, in: K. Lohner (Ed.), Development of Novel
Antimicrobial Agents: Emerging Strategies, Horizon Scientific Press, Wymondham, UK, 2001, pp. 139-147.

[6] M. Zasloff, The commercial development of the antimicrobial peptide Pexiganan, in: K. Lohner (Ed.),
Development of Novel Antimicrobial Agents: Emerging Strategies, Horizon Scientific Press, Wymondham, UK,
2001, pp. 261-270.

[7]1 R.M. Hall, C.M. Collis, Origins and evolution of antibiotic and multiple antibiotic resistance in bacteria, in:
K. Lohner (Ed.), Development of Novel Antimicrobial Agents: Emerging Strategies, Horizon Scientific Press,
Wymondham, UK, 2001, pp. 1-15.

[8] K. Lohner, E. Staudegger, Are we on the threshold of the post-antibiotics era? in: K. Lohner (Ed.),
Development of Novel Antimicrobial Agents: Emerging Strategies, Horizon Scientific Press, Wymondham, UK,
2001, pp. 149-165.

[9] R.M. Epand, H.J. Vogel, Diversity of antimicrobial peptides and their mechanisms of action, Biochim.
Biophys. Acta 1462 (1999) 11-28.

[10] N. Sitaram, R. Nagaraj, Interaction of antimicrobial peptides with biological and model membranes:
structural and charge requirements for activity, Biochim. Biophys. Acta 1462 (1999) 29-54.

[11] Walsh, C. T. Science 2004, 303, 1805-1810. Schwarzer, D.; Finking, R.; Marahiel, M. A.

Nat. Prod. Rep. 2003, 20, 275-287

[12] Katsu, T., H. Kobayashi, T. Hirota, Y. Fujita, K. Sato, and U. Nagai..Structure-activity relationship of
gramicidin S analogues on membrane permeability. Biochim. Biophys. Acta 1987 899:159, 29.

22


http://www.rivm.nl/earss/result/Monitoring_reports/

[13] Salgado, J., S. L. Grage, L. H. Kondejewski, R. S. Hodges, R. N. McElhaney, and A. S. Ulrich. 2001.
Membrane-bound structure and alignment of the antimicrobial B-sheet peptide gramicidin S derived from
angular and distance constraints by solid state *°F-NMR. J. Biomol. NMR 21:191-208

[14] Wu, M., E. Maier, R. Benz, and R. E. Hancock. 1999. Mechanism of interaction of different classes of
cationic antimicrobial peptides with planar bilayers and with the cytoplasmic membrane of Escherichia coli.
Biochemistry 38:7235-7242

[15] Marina Berditsch, Sergii Afonin, and Anne S. Ulrich. The Ability of Aneurinibacillus migulanus (Bacillus
brevis) To Produce the Antibiotic Gramicidin S Is Correlated with Phenotype Variation, Appl Environ
Microbiol. Oct 2007; 73(20): 6620-6628.

[16] Elmar J. Prenner, Monika Kiricsi, Masood Jelokhani-Niaraki, Ruthven N. A. H. Lewis, Robert S. Hodges,
and Ronald N. McElhaney, Structure-Activity Relationships of Diastereomeric Lysine Ring Size Analogs of the
Antimicrobial Peptide Gramicidin S MECHANISM OF ACTION AND DISCRIMINATION BETWEEN
BACTERIAL AND ANIMAL CELL MEMBRANES, doi: 10.1074/jbc.M406509200 originally published online
November 12, 2004 J. Biol. Chem. 2005, 280:2002-2011)

[17] Annemiek D. Knijnenburg , Varsha V. Kapoerchan , Gijsbert M. Grotenbreg , Emile Spalburg , Albert J. de
Neeling , Roos H. Mars-Groenendijk , Daan Noort , José M. Otero , Antonio L. Llamas-Saiz , Mark J. van Raaij
, Bep Ravensbergen , Peter H. Nibbering , Gijs A. van der Marel , Herman S. Overkleeft and Mark Overhand,
Synthesis and evaluation of strand and turn modified ring-extended gramicidin S derivatives, Bioorganic &
Medicinal Chemistry - BIOORGAN MED CHEM , vol. 19, no. 11, pp. 3402-3409, 2011

[18] Makoto Tamaki, Rie Ishii, Sho Kikuchi and Eiji Watanabe A Novel Active Analogue of Gramicidin S with
Smaller Ring Size The Journal of Antibiotics (2005) 58, 293-295;

[19] T. Abraham, E.J. Prenner, R.N.A.H. Lewis, C.T. Manz, R.S. Hodges and R.N. McElhaney Structure-
Activity Relationships of the Antimicrobial Peptide Gramicidin S and its Analogues: Aqueous Solubility, Self
Association, Conformation, Antimicrobial Activity and Interaction with Lipid Bilayer Model Membranes
Biochim. Biophys. Acta 1838 (2014) 1420-142

[20] Adriaan Willem Tuin, Dimitrios Konstantinos Palachanis, Annelies Buizert, Gijsbert Marnix Grotenbreg,
Emile Spalburg, Albert J. de Neeling, Roos H. Mars-Groenendijk, Daan Noort, Gijsbert A. van der Marel,
Herman S. Overkleeft, Mark Overhand Synthesis and Biological Evaluation of Novel Gramicidin S Analogues,
European Journal of Organic Chemistry - EUR J ORG CHEM , vol. 2009, no. 25, pp. 4187-4187, 2009

Pod’akovanie

Tento prispevok vznikol vdaka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj pre
projekt Dobudovanie technickej infrastruktiry pre vyskum v oblasti novych biotechnoldgii,
ITMS 26210120029, spolufinancovany zo zdrojov Europskeho fondu regiondlneho rozvoja.

23


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Berditsch%20M%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Afonin%20S%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ulrich%20AS%5Bauth%5D
http://www.jbc.org/search?author1=Elmar+J.+Prenner&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=Monika+Kiricsi&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=Masood+Jelokhani-Niaraki&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=Ruthven+N.+A.+H.+Lewis&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=Robert+S.+Hodges&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=Ronald+N.+McElhaney&sortspec=date&submit=Submit
http://65.54.113.26/Journal/1908/bioorgan-med-chem-bioorganic-&-medicinal-chemistry
http://65.54.113.26/Journal/1908/bioorgan-med-chem-bioorganic-&-medicinal-chemistry
http://academic.research.microsoft.com/Author/19930911/adriaan-w-tuin
http://academic.research.microsoft.com/Author/19933010/dimitrios-konstantinos-palachanis
http://academic.research.microsoft.com/Author/19933011/annelies-e-m-buizert
http://academic.research.microsoft.com/Author/13502163/gijsbert-marnix-grotenbreg
http://academic.research.microsoft.com/Author/4920060/emile-c-spalburg
http://academic.research.microsoft.com/Author/55332780/albert-j-de-neeling
http://academic.research.microsoft.com/Author/19933013/roos-h-mars-groenendijk
http://academic.research.microsoft.com/Author/19769687/daan-noort
http://academic.research.microsoft.com/Author/4745411/gijsbert-a-van-der-marel
http://academic.research.microsoft.com/Author/13368545/herman-s-overkleeft
http://academic.research.microsoft.com/Author/23587457/mark-overhand
http://65.54.113.26/Journal/2030/eur-j-org-chem-european-journal-of-organic-chemistry

Automated acquisition of MS" spectral trees using Orbitrap hybrid mass
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Introduction

The appearance of tandem spectra may be strongly dependent upon the applied
experimental conditions which considerably complicate identifications of unknowns through
comparison to reference spectra (Picture 1). In the area of small molecules, the recently
established concept of spectral trees addresses the spectra reproducibility problem by
integrating multi-stage tandem spectra of numerous precursor ions acquired using various
experimental conditions into a single tree record.

Picture 1. Comparison of fragmentation mass spectra of acarbose with
different collision energies used.

Methods

We will present a novel Orbitrap hardware/software
.| - - - }| platform for the informed acquisition of comprehensive
1 | 4. .JE MS" spectral trees for incorporation into a reference
D w1 Jatabase. With chemical structure in hand and using real
tlme algorlthmlc noise and artifacts filtering, all unrelated potential precursor ions are
dynamically excluded. Real time optimization of instrument parameters and duration takes
into account the dependency of ion yield on sample flow rate, the absolute breakdown curves
of precursor ions, the S/N ratio of precursor scans, and the effects of varying collision
energies on the resulting fragmentation efficiency to balance the need for quality spectra and
to minimize the acquisition of useless data, while collecting as many characteristic spectra as
possible.

Results

To collect comprehensive spectral trees containing as many energy resolved product
ion spectra as possible, an advanced MS" acquisition software autonomously controls the
Orbitrap MS system by making real time decisions in both a data dependent and data
independent fashion.

Knowing the identity of a reference compound, not only the protonated, deprotonated
or singly charged, an ion is automatically selected as the precursor from the full scan,
however precursor ions at subsequent stages are selected from spectra filtered in real time
using algorithms based on structural information. Product ion spectra are acquired from
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abundant precursor ions emerging at optimal collision energies determined from the break-
down curves derived from energy resolved measurements at previous tandem stages.

The presented platform must deal with two primary limitations: first, acquisition time,
which can without constraints exceed 5 hours per compound depending on the molecule size
and, second, the sample amount. To limit both the duration and sample consumption,
additional intelligent real time procedures are applied to prevent unnecessary acquisitions and
to terminate the apparently “dead” MSn branch automatically.
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Picture 3: Parameters for meassuring spectral tree.

Spectral trees of human metabolites, pharmaceuticals and environmental contaminants
collected using the free of charge treeRobot platform will be presented and their superiority
over the data acquired using traditional systems will be demonstrated in compound
identification examples. The presented spectral trees will be deposited into a publicly
available database (mzcloud.org) where they will be available for review.

Novel Aspect
The novel automated acquisition of high resolution, energy resolved, hierarchically dependent

spectral trees using algorithmic real time decision logic.
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Uvod

Rast mikroorganizmov na médiach, ktoré obsahuju ako jediny zdroj uhlika oligo- alebo polysacharidy, je
podmieneny produkciou enzymov, tzv. glykoziddz a glykandz, ktoré Stiepia tieto zdroje na mensie jednotky, ktoré
je mikroorganizmus schopny dalej spracovat. Takéto Stiepenie moZe prebiehat vdaka vylucovaniu
extracelularnych enzymov do kultivaéného média, enzymov viazanych na povrchu buniek, alebo v pripade
oligosacharidov, ktoré su dostato¢ne malé na to, aby boli transportované do vnutra bunky, v cytozole alebo inych
bunkovych struktarach. Jednym z beZne pouzivanych zdrojov uhlika pre kultivaciu mikroorganizmov je disacharid
laktdza zloZzend z galaktdzovej a glukdzovej jednotky, ktoré s navzdjom viazané B-vazbou. Tento disacharid Stiepi
enzym B-galaktozidaza (www.cazy.org). Ako trividlny nazov tohto enzymu, ktory zd6razriuje vyznam pri Stiepeni
laktozy, sa pouzZiva laktaza alebo B-laktozidaza (www.enzyme-database.org).

Naplfiou tejto prace bolo otestovat vhodnost laktézového média na kultivaciu kvasiniek rodu Cryptococcus
a s tym ocakavanu produkciu extracelularnej a povrchovej B-galaktozidazy.

Materidl a metddy

Testovalo sa 18 kmenov kvasiniek, ktoré zahrrovali druhy Cr. carnescens (CCY 17-3-13), Cr. flavescens (CCY 17-3-
6, CCY 17-3-15, CCY 17-3-29, CCY 17-3-31, CCY 17-3-33, CCY 17-3-38), Cr. flavus (CCY 17-3-5), Cr. laurentii (CCY 17-
3-2, CCY 17-3-9, CCY 17-3-17, CCY 17-3-24), Cr. magnus (CCY 17-4-39, CCY 17-4-40), Cr. saitoi (CCY 17-3-18),
Cr. victoriae (CCY 17-3-26) a Bulleromyces albus (CCY17-3-35, CCY 17-3-37). Kvasinky pochadzali zo Zbierky kultur
kvasiniek (CCY), Chemicky ustav SAV a boli kultivované minimalne 96 hod na trepacke v tekutom médiu s
obsahom laktézy ako jediného zdroja uhlika.

Aktivita B-galaktozidazy bola stanovena v priebehu kultivacie spektrofotometricky na PNP-B-galaktopyranozid
ako substrat. Reakcia bola zastavend pridavkom 4% Na,COs a mnoZstvo uvolneného PNP sa stanovilo meranim
pri 410 nm. V rovnakych casovych intervaloch, ako sa stanovila aktivita enzymu, sa stanovil aj pocet buniek
v médiu (pocitanie v Blrkerovej komérke).

Vysledky a diskusia

Obrazky 1A-5A zobrazuju rastové krivky druhov/kmeriov rodu Cryptococcus rastlcich na laktézovom médiu a
obrdazky 1B - 5B mieru aktivity B-galaktozidazy na povrchu buniek v priebehu kultivacie. Aktivita na obrazkoch B je
prepocditand na biomasu kvasiniek reprezentovant 10'° buniek.

A B
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Obr. 1. Rastovd krivka kmenov Cryptococcus flavescens
galaktozidazy.
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Obr. 2. Rastova krivka kmernov
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Obr. 5. Rastova krivka kmenov Bulleromyces albidus na laktézovom médiu a aktivity ich povrchovej B-
galaktozidazy.

Porovnanie sledovanych rastovych kriviek a B-galaktoziddzovych povrchovych aktivit buniek kmenov zobrazuje
Tab. 1.

Tab. 1: Porovnanie maximalneho rastu a maximalnej povrchovej aktivity B-galaktozidazy kmenov kvasiniek rodu
Cryptococcus rastucich na laktézovom médiu.

Rast na B-galaktozidazova
Druh Kmen lakt6zovom & L
médiu aktivita
CCY 17-3-9 +++ +
.. CCY 17-3-17 +++ +
Cr. laurentii
CCY 17-3-24 +++ +
CCY 17-3-2 ++ ++
CCY 17-3-6 ++ +
CCY 17-3-15 +++ +
CCY 17-3-29 ++
Cr. flavescens
CCY 17-3-31 +++ ++
CCY 17-3-33 +++ +
CCY 17-3-38 +++ +
Cr. maanus CCY 17-4-39 ++ +
- mag CCY 17-4-40 ++ +
Cr. flavus CCY 17-3-5 ++ ++
Cr. carnescens CCY 17-3-13 ++++ +
Cr. saitoi CCy 17-3-18 +++ -
Cr. victorie CCY 17-3-26 +++ +
Bulleromyces CCY 17-3-35 + -
albidus CCY 17-3-37 ++ +

- 0 pmol.mint-10° buniek

+0.1-19.9 pmol.mint-10° buniek

++ 20-99.9 pmol.min™t-10%° buniek
Z porovnania rastovych kriviek jednotlivych kmeriov sa da usudit, Ze laktézové médium nie je vhodné kultivacné
médium pre vSetky kmene kvasiniek rodu Cryptococcus, pretoze niektoré kmene na fom rastli vyrazne pomaly
(CCY 17-3-29, CCY 17-3-5, CCY 17-3-26, CCY 17-3-35), iné zas vykazovali dlhd adaptacnd fazu (CCY 17-3-2, CCY 17-
3-6). Ak by sme porovnali rastové krivky a grafy, ktoré popisuju aktivitu povrchovej B-galaktoziddzy meniacej sa
behom doby kultivacie (extracelularna aktivita nebola zistena ani v jednom pripade), tak zistime, Ze medzi nimi
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neexistuje Ziadna blizSie $pecifikovatelnd zavislost. Vysledky tak nepotvrdili ani oéakavany vplyv produkcie tohto
enzymu na rast kmenov, ani predpokladanu indukciu B-galaktozidazy vplyvom laktdzy. Najlepsi rast vykazoval
kmen Cr. carnescens CCY 17-3-13, ktory mal velmi nizku hladinu tohto enzymu. Da sa len predpokladat, Ze sa
tento enzym nachddza v cytozole a dochadza k intraceluldrnemu Stiepeniu laktézy, co ndsledne umoziuje rast
kvasinkovej kultury. Tento predpoklad treba samozrejme experimentélne overit. Relativne zvy$ené mnozstvo
tohto enzymu bolo na povrchu kvasiniek pozorované len v pripade typového kmena Cr. laurentii CCY 17-3-2,
kmena Cr. flavescens CCY 17-3-31 a Cr. flavus CCY 17-3-5.

Podakovanie

Tato praca vznikla vdaka podpore vramci operaéného programu Vyskum a vyvoj pre projekt: Dobudovanie
technickej infrastruktury pre vyskum v oblasti novych biotechnoldgii, ITMS 26210120029, spolufinancovany
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Uvod

Vysoka virulentnost patogénnych kmeriov rodu Cryptococcus je viazana na ich schopnost produkovat kapsulu
a nasledne uvolfiovat velké mnoiZstvo kapsularnych polysacharidov do telovych tekutin [Pirofski a Casadevall,
1996]. RearanZovanie kapsule pocas pucania, resp. uvolfiovanie kapsularnych polysacharidov, by mohli byt
dosledkom ako fyzikdlnych dejov [Zaragoza a kol., 2006], tak aj cinnosti enzymov s hydrolytickymi a
transglykozylaé¢nymi aktivitami. Na zaklade vysledkov ziskanych stadiom premeny kapsul v zavislosti na pomere
polysacharidov, z ktorych su zlozené a z ktorych jeden obsahuje viazanu galaktézu [Moyrand a kol., 2007] ako aj
kapsularnych a akapsularnych kmenov druhu Cryptococcus flavescens [Mészaroszovd a kol.,, 2012] sa
predpoklada, Ze jednym z klGcovych enzymov, ktoré by vSeobecne mohli zohravat Glohu pri rearanzovani
kryptokokalnych kapsul, je enzym a-galaktozidaza. ZvySena aktivita tohto enzymu na povrchu buniek bola
detegovand v pritomnosti latok obsahujucich viazanu galaktézu ato aj v pripadoch, kedy bola viazand PB-
vazbou, ktorud tento enzym nie je schopny Stiepit, napr. v pripade laktozy.

Naplriou tejto prace bolo stadium indukcie tohto enzymu inymi druhmi/kmerimi rodu Cryptococcus za Géelom
overenia vSeobecnej platnosti tohto predpokladu.

Materidl a metody

Testovalo sa 18 kmenov kvasiniek, ktoré zahriiovali druhy Cr. carnescens (CCY 17-3-13), Cr. flavescens (CCY 17-3-
6, CCY 17-3-15, CCY 17-3-29, CCY 17-3-31, CCY 17-3-33, CCY 17-3-38), Cr. flavus (CCY 17-3-5), Cr. laurentii (CCY 17-
3-2, CCY 17-3-9, CCY 17-3-17, CCY 17-3-24), Cr. magnus (CCY 17-4-39, CCY 17-4-40), Cr. saitoi (CCY 17-3-18),
Cr. victoriae (CCY 17-3-26) a Bulleromyces albus (CCY17-3-35, CCY 17-3-37). Kvasinky pochadzali zo Zbierky kultar
kvasiniek (CCY), Chemicky ustav SAV a boli kultivované minimalne 96 hod na trepacke v tekutom médiu s
obsahom laktézy ako jediného zdroja uhlika.

Aktivita a-galaktozidazy bola stanovena v priebehu kultivacie spektrofotometricky na PNP-a-galaktopyranozid
ako substrat. Reakcia bola zastavend pridavkom 4% Na,COs; a mnoZstvo uvolneného PNP sa stanovilo meranim
pri 410 nm. V rovnakych casovych intervaloch, ako sa stanovila aktivita enzymu, sa stanovil aj pocet buniek
v médiu (pocitanie v Blrkerovej komérke).

Vysledky a diskusia

Obrazky 1A, B - 5A, B zobrazuju mieru aktivity a-galaktozidazy na povrchu buniek jednotlivych druhov/kmerov
rodu Cryptococcus v priebehu kultivacie. Aktivita na obrazkoch A je prepocitand na

ml média a na B na biomasu kvasiniek reprezentovanut 10° buniek.

A B
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Obr. 1. Aktivity povrchovej a-galaktozidazy kmenov Cryptococcus flavescens.
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Obr. 2. Aktivity povrchovej a-galaktozidazy kmenov Cryptococcus laurentii
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Obr. 5. Aktivity povrchovej a-galaktozidazy kmenov Bulleromyces albidus

Porovnanie sledovanych a-galaktozidazovych povrchovych aktivit buniek kmerov zobrazuje Tab. 1.

Tab. 1: Porovnanie maximalnej povrchovej aktivity a-galaktozidazy kmenov kvasiniek rodu Cryptococcus rastucich
na laktézovom médiu.

Druh Kme#t a-galaktozidazova a'ktlwta na
povrchu buniek
CCY 17-3-9 +
. CCY 17-3-17 +
Cr. laurentii
CCY 17-3-24 +
CCY 17-3-2 +++
CCY 17-3-6 ++++
CCY 17-3-15 +++
CCY 17-3-29 ++
Cr. flavescens
CCy 17-3-31 +++
CCY 17-3-33 +++
CCY 17-3-38 ++
CCY 17-4-39
Cr. magnus
CCY 17-4-40
Cr. flavus CCY 17-3-5 -
Cr. carnescens CCY 17-3-13 +
Cr. saitoi CCY 17-3-18 -
Cr. victorie CCY 17-3-26 +
CCY 17-3-35 +
Bulleromyces albidus
CCY 17-3-37 +

- 0 pmol.mint-10° buniek

+0.1-19.9 pmol.min"*-10° buniek

++ 20-99.9 pmol.min-10° buniek

+++ 100-300 pmol.min™-101° buniek
++++ viac ako 300 pmol.mint.10"%° buniek

Mészaroszova a kol. [2012] popisali zvysenu produkciou a-galaktozidazy kapsularnym kmeriom Cr. flavescens na
médiach, ktoré obsahovali laktézu. Tato zdanlivo nevysvetlitelnd reakcia kapsularneho mikroorganizmu
vyzadovala dalsie skimanie v suvislosti s metabolizmom galaktézy, kedZe by mohla suvisiet s predpokladanou
dolezitou ulohou tohto metabolizmu vo virulentnom charaktere rodu Cryptococcus, ktoru v roku 2007 naznacil
Moyrand a kol. Tato skupina totiz zistila, Ze velkost kapsuly ajej zbalenie zavisia na vzajomnom pdsobeni
zakladnych polysacharidovych zloZiek, GXM a GalXM (galaktoxylomanan). Mutant, ktory nebol schopny
syntetizovat GalXM mal vacsiu kapsulu, ako povodny divy kmeri . Z tohto sa predpokladalo, Ze na nepritomnost
GalXM bunka reaguje nadprodukciou molekul GXM, ¢o ma za ndsledok zvacésenie kapsule. Tento fakt poukazuje
na to, Ze GalXM hra déleziti ulohu v zachovani Struktiry a velkosti kapsuly. Ak by sme teda predpokladali, Ze
narast o-galaktozidazovej aktivity vedie k ubytku GalXM v kapsuliach, prejavilo by sa to zvacSenim kapsul.
Vzhladom na potencidlnu transglykozylaénui aktivitu tohto enzymu, by sa mohol zicastriovat aj na opachom
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procese. V pripade takejto Ulohy a-galaktozidazy by sa dalo ocakéavat, ze sa enzym bude indukovat vo vyrazne;j
miere na povrchu vsetkych kapsularnych kvasiniek rodu Cryptococcus. Ako vyplyva z Obr. 1-5 a Tab. 1, tento
predpoklad sa nepotvrdil, indukcia povrchovej o-galaktozidazy laktézou je kmenovo zavisla s vyminkou Cr.
flavescens, v pripade ktorého mdzeme uvazovat o druhovej zavislosti.
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ABSTRAKT:

Predmetom prace bolo ziskat’ predbezné idaje pre odhad moznosti existencie malych lokalit v lesnych
ekosystémoch s vy$Sou mierou kontaminécie organickej vrstvy pddy antropogénnym 3'Cs, ktoré by
mohli byt zdrojom kontaminovanej potravy pre zberatelov z prostredia socialne odkazanych
obyvatel'ov a ¢lenov marginalizovanych komunit na Slovensku.

Od predajcov pri ceste v blizkosti romskych osad v Richnave a Kluknave (Spissky region, vychodné
Slovensko) boli zakupené vzorky jedlych hub. Najvyssia aktivita *¥Cs v tejto sade bola zaznamenana
vo vzorke Boletus edulis (263,3 + 20,3) Bq.kg? (s.hm.). Hodnoty geometrického priemeru (49,0
Bg.kgl) lognormélneho rozdelenia aktivity nalezov a ofakdvanej strednej hodnoty (91,2 Bq.kg?
s.hm.) boli vyssie ako na porovndvacom odberovom mieste na severozapadnom Slovensku (Cierne —
Svréinovec). V ziadnej vzorke nebol presiahnuty hygienicky limit pre obsah radiocézia.

UvVOoD

Takmer tri desaro¢ia po havarii v Cernobyle a naslednej kontaminécii skoro celého tzemia Eurdpy
zlozitou zmesou radionuklidov je eSte stile v roznych castiach terestridlnych ekosystémov pritomné
zna¢né mnozstvo radionuklidu **’Cs (Aarkrog, 1988; Gudiksen et al., 1989; Bossew et al., 2001; Lehto
et al., 2013). Dovodom je vel'ké mnozstvo uvolneného *’Cs, jeho relativne dlha doba polpremeny
(T2 = 30,1 r) ajeho chemicka podobnost’ na draslik. RozloZenie deponovanej kontaminacie bolo
vel'mi nerovnomerné nielen v kontinentdlnom meradle, ale aj na podstatne mensSich lokalnych
mierkach (Lettner et al., 2000; Shoigu and Bolshov, 2006; Winkelbauer et al., 2012). S vynimkou
blizkeho okolia havarovanej jadrovej elektrarne bolo obyvatel'stvo ohrozované len davkami
obdrzanymi z vnitornej kontaminécie spdsobenymi konzuméaciou potravin kontaminovanymi *3’Cs
(EC 1998; Povinec et al., 2012).

Nasledné opatrenia na ochranu verejnosti sa orientovali na znizenie vnatornej kontaminacie vacSiny
europskej populacie pomocou stanovenia maximalnych dovolenych trovni kontaminacie
potravinovych komodit (COUNCIL REGULATION (EURATOM) No 3954/87; EC, 2009). Zatial’ ¢o
restrikéné kritéria prijaté v EU dosiahli stanoveny ciel’ poskytnut’ dostatoénti ochranu jednotlivcom
S beznym konzumentskym spravanim, existovali a stale eSte mozu existovat kritické skupiny
obyvatel'stva, ktoré pravidelne konzumuju velké mnozstvd niektorych potravin z obmedzenych
geografickych tizemi a miestnych potravinovych zdrojov (EC, 1998).

Spravanie sa radionuklidov Vv lesnom ekosystéme sa vyznamne liSi od pol'nohospodarskych
ekosystémov, ktoré sl vo vSeobecnosti viac branédo tivahy pri odhadoch radiacnych davok (Calmon et
al., 2009). Radionuklidy mézu byt v lesoch zadrziavané a recyklované s velkou t¢innost'ou vediucou k
dlhym rezidenénym ¢asom a K potencialu zvySovat’ interné oziarenie obdrzané l'udskou populéaciou v
casovej mierke desatro¢i az storoCi (Shaw, 2007; Nimis, 1996). Predpoklada sa, ze aktivita hub
a mikroorganizmov podstatne prispieva k dlhodobej retencii radionuklidov v organickych vrstvach
lesnych pod. Najvicsie mnozstvo izotopu 3’Cs, hlavného kontaminantu uvolneného z Cernobylu sa
eSte stale nachadza v organickych horizontoch lesnej pddy (Dupré de Boulois et al., 2008;
Winkelbauer et al., 2012). Mykorizne huby maji biochemické schopnosti mobilizovat Ziviny
z polymérnych zdrojov uhlika a preto nie st samy zavislé na aktivite dekompozi¢nych hub (Steiner et
al., 2002). Predpoklada sa, ze radiocézium je ulozené v prevaznej miere v biomase hib pod povrchom
pody, nakol’ko biomasa nadzemnych plodnic tvori len nizke percento celkovej biomasy htib. Nikolova
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ai. (1997) preukazala, ze koncentracia aktivity ¥’Cs v plodniciach a mycéliu Suillus variegatus sa
pohybuje Vrozsahu jedného poriadku. Hubami sprostredkovana translokicia ¥'Cs do Cerstvej
opadanky sa povazuje za jednu z pri¢in pretrvavania radiocézia v organickom horizonte lesnych pod.
Huby sa tiez povazuju za povodcu sekundarnej horizontalnej redistribucie a lokalneho obohatenia
pritomnosti **’Cs v zhlukoch hub (Nikolova et al.,1997; Rafferty et al., 2000). Predpoklada sa, Ze
V niz$ie leziacom mineralnom horizonte imobilizacia radiocézia v ilovitych mineraloch prevazuje nad
jeho nahor smerujucim transportom sprostredkovavanym hubami. Prvy cisto mineralny podny
horizont preto pdsobi ako odstrafiova¢ mobilného radiocézia (Rithm et al., 1996). V dlhodobom
c¢asovom horizonte (niekol’ko rokov az dekad) moéze dojst k laterdlnej redistribucii vo vode
rozpustného cézia najmi v nerovnych zalesnenych terénoch, kde ma hlavnu tlohu povrchova voda,
periodické rozpustanie snehovej pokryvky, aktivita zvierat, I'udi a rozdielnych druhov hub- ich
zivotného cyklu a zmien mykoriznych systémov na stanovisti (Steiner et al., 2002). Z toho vyplyva aj
moznost’ tazko predvidatelnych nalezov vysoko kontaminovanych plodnic hiub v zalesnenych
terénoch so strednym alebo nizkym inventarom *¥’Cs. Aj ked’ v krajinach strednej a vychodnej Eur6py
je konzumadcia vol'ne rasticich hub vyssia ako na zvySku kontinentu (Kala¢ (2010) uvadza napriklad
pre Ceskii republiku priemernti spotrebu 5,6 kg Eerstvych hiib roéne na domacnost), viac ako o jeden
poriadok vysSie miery konzumacie mozno predpokladat’ u Casti obyvatelov z marginalizovanych
komunit, Zijucich v hmotnej ntdzi v regionoch s najvys§imi mierami nezamestnanosti na Slovensku,
ktori Casto hl'adaju obzivu ako zbera¢i v miestnych lesoch.

Cielom tejto prace bolo ziskat' predbezny subor dat potrebny na posiudenie moznosti existencie
miestnych zdrojov nadpriemerne kontaminovanych hub. Mohli by to byt rozlohou malé, mozno
vel'mi rozdrobené Casti zalesnenej krajiny s vhodnym reli¢fom umoznujucim lateralnu redistribuciu
a koncentraciu aktivity *’Cs aj v oblastiach s celkovo nizkym inventirom tohto kontaminantu.

MATERIAL A METODY
Lokality a vzorkovanie

Plodnice hub boli zbierané pocas dvoch sezén v rokoch 2012-2013 severne od obce Cierne-
Svréinovec na Kysuciach (severozapadné Slovensko). Oblast vzorkovanie bol obdiznik 0,35 km
Siroky a 1,26 km dlhy, smerujtci na severovychod od vrchu Kosariska (618 m n.m.). Vzdialené konce
obdiznika pokryva les, ktory je uprostred vzorkovacej plochy rozdeleny plytkym tudolim s lukami, cez
ktoré preteka potok. V prevazne smrekovom lese sa redSie vyskytuju aj Abies alba, Fagus sylvatica,
Acer pseudoplatanus a Pinus sylvestris. DIhodobé priemerné zrazky sa v tejto oblasti pohybuju medzi
900 - 1000 mm.

Vo vSeobecnosti boli hubarske sezéony v rokoch 2012-2013 na celom Slovensku vel'mi zl¢é. Rok 2012
bol v prislusnom obdobi extrémne suchy a v roku 2013 boli zrazky nerovnomerne rozdelené do
zadiatku jari a na neskoru jesen. Dalsia sada vzoriek pozostaval z plodnic zakiipenych v auguste 2012
od predajcov ponukajucich huby pri Statnej ceste v blizkosti romskych osad pri obciach Richnava a
Kluknava (Spi$, vychodné Slovensko), doplnenych o plodnice nazbierané v lokalite medzi oboma
obcami v oblasti hory Pora¢ (760 m nm).

Analytické postupy

Huby po preprave do laboratoria boli odvazené, nakrajané na platky a ususené pri teplote 90 °C. Po
homogenizacii boli naplnené¢ do Standardnych Marinelliho meracich nadob pre polovodicova
spektrometriu Ziarenia gama v rozmedzi energii 100 keV az 1900 keV. Meraci systém pozostaval
z HPGe detektorov z vysoko Cistého germania (Canberra, USA) s relativnou uéinnost'ou 25% a
rozlisenim (FWHM) lepsim ako 1,9 keV pri 1332 keV az modularneho spektrometra (ORTEC a
Canberra, USA). Typické meracie Casy, o€istené o mitvu dobu systému sa pohybovali medzi 90 000 -
250 000 s, v zavislosti ha pozorovanej aktivite vzorky a jej hmotnost’, aby bolo mozné dosiahnut’
potrebnu presnost’ vysledkov anizke detekéné limity. Ziskané spektra bola spracované pomocou
upravené¢ho gamaspektrometrického programového balika ASAP (NUCLEAR DATA, USA) a
GammaVision, v.4.1. (ORTEC, USA).
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Testovanie lognormalnej distribicie a popisna analyza dat boli vykonané pomocou vnutornych
Statistickych funkcii v MS Excel 2010 (Markechova et al., 2011).

VYSLEDKY A DISKUSIA
Cierne — Svréinovec

Typicka plocha prehl'addvana hubarmi je zvy¢ajne ovela mensia ako 10 km?, ¢o je plocha pripadajuca
na jeden meraci bod na oficidlnej mape kontaminécie tzemia Slovenska izotopom *’Cs (Gtuch et al.,
2005). Na ziskanie informécii o amplitide a priestorovej distribucii aktivity **’Cs v hubach bola
zvolena $tudijna plocha s rozlohou 0,44 km? v mierne kopcovitej krajine, ned’aleko obce Cierne -
Svréinovec. Pocas periodického vzorkovania (8 odberov z celej plochy v roku 2012, 3 v roku 2013)
bolo zhromazdenych 31 vzoriek s dostatoénym mnozstvom hub pre analyzy. Plodnice tych druhov
hub, ktoré neboli v dany vzorkovaci den najdené v dostatoénom mnozstve na vytvorenie
jednodruhovej vzorky, boli zlu¢ené do zmesnej vzorky pre dany odberovy den . Koncentracia aktivity
1¥7Cs (Bqg.kg! suchej hmotnosti, s.hm.) v hubach nazbieranych v oboch zalesnenych castiach
vzorkovacej plochy sa pohybovala v rozmedzi od (248,8 + 19,1) Bq.kg-1 v Paxilus involutus do
(6,03 = 1,03) Bg.kg-1 v Amanita muscaria. Pozorovana varia¢na $irka aktivit *¥’Cs okolo 1,5 poriadku
pre vSetky druhy hub, najdena na vzorkovacej ploche je v dolnom pdsme rozsahu variaénych Sirok
pozorovanych na vacsich ucelenych lesnych plochach v Europe, ktorych priemernd kontaminacia vSak
bola vyrazne vyssia, ako v pripade prezentovanej odberovej plochy (Mietelsky et al, 2010 ;. Guillén a
Baeza, 2014). Ak by sa do uvahy vzali aj dve vzorky Macrolepiota procera, ktoré boli nazbierané
v la¢nych castiach odberovej plochy, zvysila by sa hodnota varia¢nej Sirky suboru na 2,5 magnitudy,
¢o je eSte v stlade s citovanou literatirou. Nizka uroveii kontaminacie plodnic druhu Macrolepiota
procera, je v stulade s pozorovaniami z d’al§ich regiénov (Bazala et al, 2005; Dvotak et al, 2006;
Kala¢, 2012; Missik, 2013). Je to mozné vysvetlit nemykoriznym charakterom tohto druhu hub ako aj
rozdielom v komplexnosti arozsahu organickych horizontov v lese ajednoduchs§im vertikalnym
profilom pod na rozhrani lesa a luk, ktoré tento druh huby vyhl'adava. Ro¢ny rozsah varia¢nej Sirky
kontaminacie vSetkych druhov hub, vzorkovanych na celom tizemi Slovenska v rokoch 2009 — 2012
V ramci monitorovacieho programu Statnej veterinarnej a potravinovej spravy Slovenskej republiky sa
pohyboval medzi hodnotami (2,9 - 4,1) magnitady, cely Stvorroény subor vykazoval varia¢nu Sirku
aktivity ¥'Cs v hubach vicsiu ako 5 poriadkov (Missik, 2013). Tato Stadia viak bola vykonana
v ovela vi¢Sej priestorovej mierke — hustota odberov bola viac ako 5.10* nasobne nizSia, ako na
odberovej ploche pri Ciernom — Svréinovci.

Statisticka analyza celého stiboru vzoriek z tohto odberového miesta potvrdila lognormalnu distribtciu
koncentracie aktivity *’Cs v hubach (Kolmogorovov-Smirnovov test, o = 0,05), zatial' ¢o aktivita
primordialneho “°K sledovala norméilne rozdelenie. Koncentracia aktivity “°K prevySovala aktivitu
187Cs vo vsetkych vzorkach. Priemernd koncentracia aktivity “°K dosiahla (1127 + 389) Bq.kg-1
(s.hm.). Priemerna koncentracia aktivity **’Cs dosiahla 27,4 Bqg.kg-1 (dw), lognormélne rozdelené
udaje vykazovali extrémne vysokl varianciu, vysok(l hodnotu zoSikmenia, z coho vyplynulo
predvidané variaéné rozpitie pre (pre 99,75%) od 0,49 Bg.kg? po 1537 Bqg.kg. Oc¢akéavana hodnota
priemeru (expectation value) kontaminicie plodnic *’Cs na tejto lokalite dosiahla 67,4 Bq.kg™
(s.hm.). Silne deformovany tvar lognormalneho rozdelenia s pretiahnutym tvarom k vy$§im hodnotam
vedie k podhodnoteniu strednej hodnoty stuboru dat pri obmedzenych poctoch vzoriek. V pripade
vel'mi vysokého poctu vzoriek (n -> ) by sa aritmeticky priemer mal priblizit’ k o¢akavanej hodnote
priemeru lognormalne rozdeleného stiboru (Semizhon et al., 2009). Podobne vysoké rozsahy variacnej
Sirky boli zistené v Belgicku, kde sa pouzili 10- a 100-krat vacéSie Studijné oblasti a vy$Sia hustota
vzorkovania (Gillet a Crout, 2000). Medzi hlavné faktory ovplyviiujice pozorovanu variabilitu
v nameranej kontaminacii hub patria priestorové rozlozenie mobilizovatel'ného inventara **’Cs, ato
najmi Vo vrstve obklopujucej mycéliam, hibka a rozsah mycélia a stupeii miesania organickych a
anorganickych pédnych vrstiev (Kruyts et al. , 2004).

Tab 1 Rozsah koncentrécie aktivity *¥’Cs a “°K (Bg.kg? s..nhm.) v plodniciach hub nazbieranych v rokoch 2012 — 2013 na odberovej lokalite
v blizkosti obce Cierne — Svréinovec
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Cs-1%7 K-40
Druh n Bq.kg? s.hm. Ba.kg? s.hm.

max. min. max. min.
Paxilus involutus 2 248.8 + 149.7 1353 + 1146
Pseudoclitocybe cyathiformis 1 1423 + 146 1448 + 305
Lactarius deliciosus 1 1014 + 8.7 1075 + 74
Mixture of mushrooms 7 100.6 + 39.6 1181 + 822
Russula ochroleuca 2 48.5 + 22.1 908 + 850
Hygrophoropsis aurantiaca 1 368 + 45 642 + 17.3
Volvariella hypopithys 1 366 + 31 1313 + 134
Lactarius piperatus 1 300 +* 29 834 + 123
Amanita muscaria 7 27.2 + 6.0 997 + 767
Russula turci 4 26.1 + 14.0 828 + 907
Russula risigallina 1 221 + 29 908 + 114
Russula olivacea 1 166 + 21 795 + 283
Macrolepiota procera 2 <LLD=229 + <LLD=0.76 1035 + 947

Legenda: LLD — minimalna detekovatel'na aktivita
*V pripade n=1 je uvedend namerana koncentracia activity s kombinovanou neistotou stanovenia (pre 2c)

Okolie Richnavy a Kluknavy

Pre ziskanie informacii o moznosti existencie hubarskych lokalit s ustalenymi vynosmi
oblibenych druhov jedlych hub, znamych len skiisenym lokalnym zbera¢om, boli
analyzované huby zaktpené od predajcov z romskych osad na Spisi na zaciatku augusta 2012.
V tomto obdobi pretrvavalo na celom Slovensku mimoriadne dlhé obdobie horiceho

a suchého pocasia, napriek tomu boli zakupené plodnice svieze a vo vel'mi dobrom stave.

S velkou pravdepodobnost'ou museli byt nazbierané v lokalitdch dobre skrytych pred
beznymi hubarmi a na ktorych musela byt’ mikroklima udrziavana vhodnym reliéfom terénu,
hustym lesnym porastom a najmi pritomnost'ou povrchovej vode. Takéto lokality st zaroven
vel'mi pravdepodobnym miestom sekundarnej depozicie vo vode rozpustnej frakcie 1*’Cs pri
jej lateralnej redistribucii v exponovanych zalesnenych terénoch.

Tab 2  Variaéna $irka koncentracie aktivity ¥'Cs a “°K v plodniciach hub zakupenych alebo nazbieranych v blizkosti obci Richnava a
Kluknava (Spis, vychodné Slovensko) v auguste 2012

CS_137 K_AO
Druh n Bq.kg? s.hm. Ba.kg? s.hm.
max. min. max. min.
Boletus edulis 4 263.3 + 63.7 745 + 428
Sarcodon imbricatus 1 69.5+8.0 711 +87
Leccinum albostipitatum 4 43.2 + 17.2 737 + 630
Boletus reticulatus 1 16.7+2.4 820 + 94
Neoboletus luridiformis 1 11.5+1.9 809 + 94

Legend: *V pripade n=1 je uvedena namerana koncentracia activity s kombinovanou neistotou stanovenia (pre 2c)
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Koncentracia aktivity ¥’Cs v hubach s vysokou pravdepodobnost'ou pochadzajucich z lesov
v okoli oboch obci sa pohybovala v rozmedzi od (263,3 = 20,3) Bq.kg™ v Boletus edulis po
(11,5 £ 1,9) Bq.kg? v Neoboletus luridiformis. Pozorovany rozsah aktivit *¥’Cs len mierne
prevysujuci 1 magnitudu pre cely subor vzoriek je pomerne uzky, o by mohlo byt sposobené
nielen nizkym poctom vzoriek, ale predovsetkym viditeI'nym zoskupenim hodndt nameranych
v dvoch druhoch zaktapenych jedlych hub (B. edulis a L. albostipitatum), ¢o naznacuje, Ze
mozu pochadzat’ z nalezisk malého rozsahu. Rovnako ako v stibore vzoriek z lokality Cierne
— Svréinovec v kazdej vzorke koncentracia aktivity “°K prevySovala aktivitu **’Cs, ale
priemerna koncentracia aktivity “°K (701 + 210) Bqkg! (s.hm.) bola nizsia ako na
predchadzajucej lokalite. Geometricky priemer koncentréacie aktivity **'Cs v plodniciach bol
49,0 Bqg.kg-1 (s.hm.), statisticka analyza lognormalne rozdelenych dat odhadla ich celkova
(99,75%) variaénti $irku v rozmedzi od 1,73 Bq.kg™ po 1386 Bqg.kg?, s o¢akavanou strednou
hodnotou stiboru na trovni 91,2 Bq.kg™ s.hm.

Skutoc¢nost’, Ze uprostred dlhého obdobia sucha boli miestny zberaci schopni dodavat’ vysoko
cenené druhy jedlych huby vo vel'mi dobrej kvalite a mnozstve ukazuje, ze v okoli osad by
mali existovat’ vhodné miesta udrzujice vyborné podmienky pre rast hib, ktoré nie st zndme
prilezitostnym hubarom z vac¢Sinového obyvatel'stva. Spissky regiéon ma podl'a dostupnych
udajov (Gluch ai., 2005) vramci Slovenska niz$iu ako priemernti mieru kontaminacie
uzemia. Ziskané tidaje tak naznacuji moznu existenciu laterdlnej sekundarnej redistribucie
rozpustného *’Cs do zalesnenych miest v reliéfnych depresidch. Vzhladom na obmedzeny
rozsah predkladanej prace, nie su tieto predpoklady vel'mi dobre podlozené. Mohli by vsak
upozornit’ na potrebu monitorovania situdcie v lesnych ekosystémoch Slovenska z hl'adiska
budiicnosti, nakol’ko *¥’Cs sa v nich bude nad’alej pohybovat’ v uzavretych cykloch eite viac
ako dve storoCia a V niektorych castiach lesa sa budii mdct zmenit' rozlozenia lokélnych
inventarov tohto kontaminantu. Tak by sa mohli vytvorit priaznivé podmienky pre rast
jedlych hub s nadlimitnou kontaminaciou *’Cs. V takomto pripade by sa do kritickych skupin
obyvatel'stva ohrozenych vnatornou kontaminaciou *3’Cs dostali najma l'udia Zijuci v hmotnej
nudzi, ktori si nielen privyrabaji zberom hub, ale huby st aj pravidelnou zloZkou ich potravy.
V stucasnosti je mozné z dostupnych pozorovani miery kontaminéacie hub na Slovensku
(Bazala et al, 2005 ;. Dvorak et al, 2006 ;. Kala¢, 2012; Missik, 2013) usudzovat, Ze
pravdepodobnost’ nalezu jedlych hub presahujicich zakonny hygienicky limit 6000 Bq.kg-1
(s.hm) (ES, 2009) je vel'mi mald. V dobrych hubarskych sezénach by aj prijem cézia z
takychto hitb bol rozriedeny podstatne nizsimi, vi¢sinou len stopovymi mnozstvami 3'Cs
Vv hubéch z velkych oblasti s nizkym inventdrom tohto kontaminantu.

ZAVER

Obmedzeny rozsah predlozenej prace dovol'uje len mierne podporovat domnienku, Zze sa
V lesnych ekosystémoch mézu vytvarat’ malé lokality v ktorych sa pomaly navySuje inventar
hubam pristupného ¥’Cs lateralnou redistribuciou v exponovanom krajinnom reliéfe.
Dostupné udaje 0 pozorovanej kontaminacii hub v roznych oblastiach Slovenska ale zatial
nedovol'uju predpokladat’ vyznamny vyskyt vysoko kontaminovanych plodnic ateda ani
existenciu kritickych skupin obyvatel'stva z radov marginalizovanych komunit, kde by mohlo
dochadzat’ k prekroc¢eniu zakonnych limitov v prijme potravy kontaminovanej radioaktivnym
137Cs z takychto lokalit.
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Uvod

Zaradovanie kvasiniek do druhu Cryptococcus laurentii podliehalo pomerne ¢astym zmenam, ktoré zaviseli jednak
od metdd pouzitych na identifikaciu, ako aj od individualneho pristupu jednotlivych vedeckych skupin, ktoré sa
nimi zaoberali. V sucasnosti sa na identifikaciu kvasiniek pouzivaju hlavne molekularno-biologické metddy.
Klinické izolaty kultur Cr. laurentii boli na zaklade na porovnania sekvencii ITS oblasti a D1/D2 LSUrRNA rozdelené
do dvoch fylogenetickych skupin (Sugita akol. 2000). Neskdér bola cast tychto kmenov preskupena do
samostatnych druhov (Takashima a kol. 2003) v ramci ,skupiny” Cryptococcus laurentii, pricom tento nazov
sucasne ostal aj ako ndzov jedného druhu z prvej fylogenetickej skupiny. Okrem Cr. laurentii obsahuje tato
fylogenetickd skupina aj Cr. flavescens a Cr. aureus. Zmeny v v druhovom zatriedeni kvasiniek si vyziadali aj
opatovné preverenie zaradenia jednotlivych kmerov v Zbierke kulttr kvasiniek, CHU SAV. Okrem sekvenovania
D1/D2 LSUrRNA bola testovana aj moznost wvyuzit biotypizaciu pomocou hmotnostnej spektrometrie na
identifikaciu kvasiniek.

Identifikacia patogénnych mikroorganizmov hmotnostnou spektrometriou sa stala nerozlu¢nou sucastou technik
pouzivanych v diagnostickych laboratdriach [van Veen et al., 2010; Ho a Reddy, 2010] ako aj pri taxonomickom
zarad'ovani novych kmenov baktérii. Kym identifikdcia prokaryontov je jednoduchsia a jednoznacnejsia, databazy
stdle neobsahuju dostatocné udaje o eukaryotickych druhoch. Dévodom je, Ze niektoré z nich po priprave vzoriek
podla predpisanych protokolov nedavaju spektra, sktorymi by sa dalo dalej pracovat. Medzi takéto
mikroorganizmy mézu patrit kvasinky, napr. niektoré druhy rodu Cryptococcus, ktoré produkuju extracelularne
polysacharidy, ale vac¢sinou aj odolnu polysacharidovu kapsulu.

Naplriou tejto prace bolo porovnat dve najaktuélnejsie metody taxonomického zaradovania mikroorganizmov na
zaklade porovnania velmi blizkych druhov kvasiniek I. fylogenetickej skupiny Cr. laurentii, Cr. laurentii a Cr.
flavescens. Ako kontrola pre porovndavacie studium boli zaradené aj dva kmene z Il. fylogenetickej skupiny Cr.
laurentii, kmene Cr. victoriae a jeden izolat, ktory sa od ostatnych kmenov odliSuje, kedZe netvori
polysacharidovu kapsulu.

Material a metédy

Testovalo sa 28 kmenov kvasiniek, ktoré zahrinovali druhy Cr. flavescens (CCY 17-3-6**, CCY 17-3-15%*, CCY 17-3-
16, CCY 17-3-19, CCY 17-3-29%*, CCY 17-3-31, CCY 17-3-32, CCY 17-3-33*, CCY 17-3-34*, CCY 17-3-38%, CCY 17-3-
39), Cr. laurentii (CCY 17-3-2*, CCY 17-3-7, CCY 17-3-8, CCY 17-3-9, CCY 17-3-10, CCY 17-3-11, CCY 17-3-14, CCY
17-3-17*%, CCY 17-3-20, CCY 17-3-21, CCY 17-3-22, CCY 17-3-23, CCY 17-3-24*, CCY 17-3-25),
Cr. flavescens/laurentii (CCY 17-3-43/17-27-4*) a pre porovnanie aj Cr. victoriae (CCY 17-3-26*, CCY 17-3-27).
Kvasinky pochadzali zo Zbierky kultur kvasiniek (CCY), Chemicky Ustav SAV a boli kultivované 4 dni na Sikmom YPD
a Sabouraudovom agare pri 20 °C. Kmene, ktoré su oznalené *, boli taxonomicky zaradené na zaklade
sekvenovania ich D1/D2 LSUrRNA. Sekvencie boli porovnané programom MAFFT, ktory sucasne vytvoril ich
fylogram (http://www.ebi.ac.uk/ Tools/msa/mafft/). Kmeri CCY 17-3-6** bol zaradeny do Studie ako
reprezentant akapsularnych kmeriov.

Stvrty dert kultivacie boli ockovacou slu¢kou odobraté vzorky zkultdr (jedno ocko) do mikroskimaviek
s vrchnacikom. Vzorky boli premyté 1x vodou a potom 1x 33% etanolom. Takto premyté vzorky boli vystavené
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pbésobeniu 70% kyseliny mravcej s koncentrovanym ACN (1:1) na 30 min, po ¢om nasledovala centrifugdacia
a nanesenie 1 pl supernatantu na meraciu platnicku MTP 384 target plate polished steel T F (Bruker), vysusenie
a pridanie 1 pl matrice (kyselina ferulovd, 10 mg/ml a kyselina sinapova, 30 mg/ml v 70% ACN). MALDI-TOF MS
merania boli robené na zariadeni UltrafleXtreme (Bruker) v linedrnom pozitivnom méde pre oblast m/z 2-22 kDa.
Zariadenie bolo kalibrované na Cytochrom C (Sigma). Surové spektralne udaje sa spracovali pomocou softvéru
MALDI Biotyper v. 3.0 (Bruker). Normalizované a sprocesované spektrd boli pouZité na vytvorenie MSP
dendogramov (MALDI Biotyper 3.0, User Manual, Bruker Daltonics, 2010).

Vysledky a diskusia

Porovnanie kmeriov zo Zbierky kultur kvasiniek na zaklade D1/D2 LSUrRNA sekvencii, zobrazuje Obr. 1. MAFFT
fylogram korektne poukazuje na blizke skupiny druhov Cr. laurentii a Cr. flavescens (l. fylogenetickd skupina Cr.
laurentii), ako aj ich rozdiel s Cr. victoriae (ll. fylogeneticka skupina Cr. laurentii). Tento vysledok je v sulade s
rozdelenim druhov navrhnutym Takashima a kol. (2003).

1_17-3-2_ Cr__laurentii_ 0.0125

3 17-3-24 Cr__laurentii_ 0.0125

. 2 17-3-17  Cr__ laurentii_ 0.02638

4 17-3-15_ Cr__ flavescens 0.0175

- 7_17-3-34 _Cr__ flavescens 0.0175
8 17-3-38__Cr__ flavescens 0.01853
9 17-27-4 Cr__ flavescens 0.02409
6 _17-3-33__Cr__ flavescens 0.02713

5 17-3-29 Cr__ flavescens 0.0276

= 10 17-3-26_ Cr__victoriae 0.10009

Obr. 1. MAFFT fylogram D1/D2 LSUrRNA sekvencii kmenov I. fylogenetickej skupiny Cr. laurentii (druhy Cr.
laurentii a Cr. flavescens) porovnanych s kontrolnym kmeniom Cr. victorie CCY 17-3-26 z Il. fylogenetickej skupiny
Cr. laurentii.

Hlavnym dévodom, preco sa testovala aj mozZnost vyuZit pre Ucely Zbierky okrem D1/D2 LSUrRNA sekvendcie aj
biotypizacia hmotnostnou spektrometriou, je mensia ¢asova a financnd narocnost tohto stanovenia, ¢o je
doleZité najméa v pripade vacSieho podtu izolatov. Pre UspeSnu aplikdciu biotypizacie je nevyhnutné mat
k dispozicii referenéné spektra, ktoré je najjednoduchsie ziskat biotypizaciou kmeriov, ktoré uz boli sekvenované.
MSP dendogramy vytvorené zo ziskanych spektier kmenov su zobrazené na Obr. 2 a Obr. 3.
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Obr. 2. MSP dendogram vytvoreny z hmotnostnych spektier kmenov I. fylogenetickej skupiny Cr. laurentii (druhy
Cr. laurentii a Cr. flavescens) rastlcich na Sabouraudovom agare porovnanych s kontrolnymi kmenmi Cr. victorie
CCY 17-3-26 a CCY 17-3-27 z ll. fylogenetickej skupiny Cr. laurentii.
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Obr. 3. MSP dendogram vytvoreny z hmotnostnych spektier kmerov I. fylogenetickej skupiny Cr. laurentii (druhy
Cr. laurentii a Cr. flavescens) rastucich na YPD médiu porovnanych s kontrolnymi kmenmi Cr. victorie CCY 17-3-26
a CCY 17-3-27 z ll. fylogenetickej skupiny Cr. laurentii.

Zvlastnostou tychto dendogramov je, Ze na jednej strane spravne oddelili kmene Cr. laurentii a Cr. flavescens
z jednej fylogenetickej skupiny, ale sucasne poukazali na to, Ze kmene Cr. victoriae, ktoré patria do inej
fylogenetickej skupiny, maju podobnejsie spektra s Cr. flavescens ako Cr. flavescens a Cr. laurentii navzajom.
Z tohto vyplyva, Ze biotypizacia je vhodna pre druhové zaradenie, ale pre zaradenie do vyssich taxonomickych
skupin je nevhodna. Rozdiel v spektre medzi akapsularnym kmenom Cr. flavescens a kapsularnymi kmenmi tohto
druhu sa neprejavil. Kuriozitou je zaradenie kmena CCY 17-27-4, ktoré v zavislosti od pouZitého média vacsinou
naznacovalo prislusnost k druhu Cr. flavescens, ale napr. po kultivacii na YPD médiu ho biotypizacia priradila k Cr.
laurentii. KedZe urcité nezrovnalosti boli zaznamenané aj pri sekvenovani tohto kmena, pracovne sa oznacuje ako
Cr. flavescens/laurentii.
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Uvod

Biotypizacia je metdda, ktord sa UspesSne vyuziva na identifikaciu prokaryotickych (van Veen a kol. 2010; Ho a
Reddy 2010) a ¢im dalej tym viac aj na identifikaciu eukaryotickych mikroorganizmov (Stevenson a kol. 2010;
Dhiman a kol. 2011; Yan a kol. 2011; McTaggart a kol. 2011) v klinickych diagnostickych laboratériach. Je zalozena
na stanoveni tzv. molekulového odtlacku prstov, t.j. spektra m/z najméa ribozomalnych proteinov, ktoré su
druhovo typické, hmotnostnou spektrometriou (MALDI Biotyper 3.0, User Manual). Produkcia tychto proteinov je
nezavisla od faktorov ako pouZité kultivaéné médium alebo dizka kultivécie.

Kvasinky rodu Cryptococcus su Specifické, kedZe produkuju velké mnozstva extracelularnych polysacharidov a
vacsinou su obalené polysacharidovou kapsulou, ktord ich chrani pred nepriaznivymi vplyvmi okolia (Pirofski a
Casadevall 1996; Moyrand a kol. 2007; Mészarosova a Zaragoza 2012). Na rozdiel od ribozomalnych proteinov je
produkcia extracelularnych sacharidov rovnako ako velkost a zloZenie kapsule zavisla od typu kultivaéného média
a dizke kultivacie. V extrémnych pripadoch méZe viest pritomnost tychto latok vo vzorke k skresleniu
hmotnostnych spektier a naslednej nespravnej interpretacii.

Naplfiou tejto prace bolo Studovat vplyv kultivaéného média (YPD, zemiakovy, Sabouraudov a sladinovy agar, ako
aj tekuté laktézové médium) na kvalitu a reprodukovatelnost hmotnostnych spektier a moznosti ich ovplyvnenia
pouzitim modifikovanej pripravy vzoriek, ich aplikacie a merania.

Materidl a metddy

Testovalo sa 19 kmenov kvasiniek rodu Cryptococcus, ktoré nepatrili do I. fylogenetickej skupiny Cr. laurentii a
zahriovali druhy Cr. neoformans (CCY 17-1-4*, CCY 17-1-5), Cr. magnus (CCY 17-4-39*, CCY 17-4-40), Cr. victoriae
(CCY 17-3-26%*), Cr. carnescens (CCY 17-3-13%*), Cr. gastricus (CCY 17-5-1%*), Cr. flavus (CCY 17-3-5%*), Cr. saitoi (CCY
17-3-18*, CCY 17-4-2*), Bulleromyces albus (CCY17-3-35*, CCY 17-3-36), Cr. aerius (CCY 17-4-9, CCY 17-25-1%), Cr.
diffluens (CCY 17-4-13, CCY 17-3-1%), Cr. terreus (CCY 17-8-1%*), Cr. albidus (CCY 17-4-1*), Cr. macerans (CCY 17-
19-3*) a pre porovnanie aj typovy kmen Cr. laurentii (CCY 17-3-2%*). Kvasinky pochdadzali zo Zbierky kultar
kvasiniek (CCY), Chemicky ustav SAV a boli kultivované 4 dni pri 20 °C na Sikmych agaroch (YPD, zemiakovy,
Sabouraudov a sladinovy) alebo za trepania v tekutom médiu s obsahom laktdzy ako jediného zdroja uhlika.
Kmene oznacené * boli taxonomicky zaradené na zaklade sekvencénej analyzy D1/D2 domén génu 26rRNA.
Fylogeneticky strom bol vytvoreny pomocou programu MAFFT (http://www.ebi.ac.uk/ Tools/msa/mafft/).
Optimalizacia pripravy vzoriek spocivala v poufZiti piatich kombinacii premyvania buniek, uvolfovania proeinov,
matric a aplikacii vzoriek na platnicku MTP 384 target plate polished steel TF (Bruker). MS merania boli robené
v linedrnom pozitivnom madde na zariadeni UltrafleXtreme (Bruker). Namerané spektra boli normalizované a
sprocesované pomocou programu MALDI Biotyper v. 3.0 (MALDI Biotyper 3.0, User Manual, Bruker Daltonics,
2010), ktory poskytol aj MSP dendogramy.

Vysledky a diskusia

Ako uz bolo spomenuté v Uvode prace, kvasinky rodu Cryptococcus produkuju extracelularne a povrchové latky,
ktoré mézu ovplyvnit kvalitu hmotnostnych spektier ich ribozomalnych proteinov, ktoré sa vyuzivaju pri
taxonomickom zaradeni kmenov pomocou hmotnostnej spektrometrie. Vysledky pokusu ovplyvnit kvalitu
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spektier menenim kultivaéného médii ako aj pripravou a meranim vzoriek, si zhrnuté v tabulke. VSeobecne
najvhodnejSia bola kultivacia na YPD médiu, premyvanie vzorky etanolom podla protokolu predpisaného fy.
Bruker, ale zamenou odporucanej matrice CHCA za zmes SA:FA v pomere 3:1. D6vodom je pravdepodobne fakt,
Ze CHCA vizualizuje najma proteiny s nizSimi m/z, t.j. oblast, ktord je najviac kontaminovana extracelularnymi
sacharidmi. V kazdom pripade je vSak nevyhnutné pred normaliziciou spektier posudit manualne ich kvalitu,
takze v pripade kvasiniek rodu Cryptococcus neodporuéame automaticky spdsob biotypizdcie pouzivany
v klinickych laboratdriach, ktory moze viest k mylnej identifikacii kmena.

Tabulka: Percentualne vyjadrenie mnoistva surovych spektier, ktoré boli vhodné na dalSie vyhodnotenie
biotypizaciou v zavislosti od pouZitého kultivacného média (YPD — “yeast peptone dextrose” agar, SA —
Sabouraudov agar, ZA — zemiakovy agar, SLA — sladinovy agar a LM — tekuté laktézové médium) a od pripravy
a aplikacii vzorky (oznacené ako premyvanie buniek-matrica; v pripade premyvania s EtOH boli proteiny
uvolfiované 70% HCOOH, v pripade premyvania s H,O priamo matricou; CHCA - kyselina a-kyano-4-
hydroxyskoricova, SA — kyselina sinapovd, FA — kyselina ferulova).

Kultivaéné médiu Priprava a aplikacia vzorky
EtOH-CHCA EtOH-SAFA H_O-SAFA
YPD 93.5% 100% 93.5%
SA 65.2% 69.6% 73.9%
ZA 67.4% 76.1% 95.6%
SLA 63.0% 78.3% 80.4%
LM 65.0% 80.0% 80.0%

Pre najlepsiu sadu spektier (ziskané na YPD — metdda EtOH-SAFA), bol zostrojeny MSP dendogram, ktory by mal
vyjadrovat pribuznost jednotlivych kmeriov zalozent na podobnosti spektier (Obr. 1). Vo vacsine pripadov bola
druhova zavislost uspokojivo zobrazend, problém nastal len s kmernimi CCY 17-4-8 (spektra naznacuju, Ze ide o Cr.
diffluens) a CCY 17-4-13 (spektra naznacuju, Ze ide o Cr. albidus). Vzhladom na to, Ze ani jeden z kmerov nebol
esSte zaradeny na zaklade sekvencii D1/D2 domén génu 26rRNA, navrhujeme ich zaradenie overit sekvenacnou
analyzou.

Zakladny rozdiel medzi MSP dendogramom a fylogramom, ktory je zaloZeny na porovnani D1/D2 LSUrRNA
sekvencii kvasiniek, je vtom, Ze fylogram je schopny ukdazat okrem druhovej zavislosti aj zavislost od vyssich
kategorii, napr. skupin a radov (Obr. 2).
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Obr. 1. MSP dendogram vybranych kvasiniek rodu Cryptococcus rastucich na YPD médiu. Vzorky boli pripravené
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metédou EtOH-SAFA.

Zaver

Ako sa dalo ocakavat, percento hmotnostnych spektier vhodnych pre biotypizaciu kvasiniek rodu Cryptococcus sa
dalo ovplyvnit vyberom vhodného kultivaéného média a metddy pripravy vzorky. NajkvalitnejSie spektra sa ziskali
po kultivacii na YPD médiu. Vhodnejsie je pouZitie matric, ktoré lepsie vizualizuju vyssie m/z a pred normalizaciou

je nevyhnutné vsetky spektra manualne posudit.
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Obr. 2. MAFFT fylogram D1/D2 LSUrRNA sekvencii kvasiniek rodu Cryptococcus
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Uvod

Aktivita enzymov typu xyloglukdnendotransglykozyldza, ktora katalyzuje Stiepenie xyloglukanu (XG) ako
donorového substratu endomechanizmom a prenasa fragment s pdvodnym neredukujicim koncom na iny XG
alebo xyloglukanoligosacharid (XGOS), sa neda stanovit beznymi metddami, ktoré sa pouzivaju pre hydrolazy.
Z tohto dovodu sa vyvinuli rozne metddy, z ktorych su najefektivnejSie tie, ktoré vyuzivaju ako akceptorové
substraty XGOS znacené rdadioaktivne alebo fluorescenéne, pricom sa vzhladom na Struktiru XG vyuziva
najcastejsie znaceny xyloglukan hepta, okta- alebo nona- sacharid (XGO9) [Fry a kol. 1992; Farkas a kol. 1992;
Nishitani a Tominaga 1992; Fry 1997; Farkas a kol. 2005; Saura-Valls a kol. 2006].

Jednou z najznamejsich fluorescenénych znaciek je FITC, fluoresceinizotiokyanat. Reakcia medzi oligosacharidmi
a FITC vyzaduje v prvom kroku aminaciu redukujiceho konca sacharidu, ktord sprevadza otvorenie kruhu.
V druhom kroku dochdadza k adicii na dvojné vazby FITC. Tato adicia by mala byt vzorovym prikladom takéhoto
typu reakcie:

Pri charakterizacii findlneho produktu vazby medzi XGO9 a FITC, ktora bola zaloZzend na MALDI TOF hmotnostne;j
spektrometrii [Kosik et al. 2011] bol pozorovany vznik vedlajsieho produktu, ktorého m/z bolo priblizne o 34 D
nizsie ako m/z produktu s molekulovou hmotnostou 1777,616 Da.

Ciefom tejto prace bolo vyluéenie vplyvu idnového zdroja MALDI TOF zariadenia na vznik vedlajsSieho produktu,
stanovenie oblasti v molekule, kde dochadza k strate atdmov a navrh struktury vedlajSieho produktu reakcie.

Materidl a metddy

XGO9 bol pripraveny enzymovou hydrolyzou precisteného tamariskového XG (Dainippon Sumimoto
Pharmaceutical) podla popisaného postupu [Sulova a kol. 1996].

XGO9-FITC bol pripraveny podla protokolu vypracovaného pre derivaty sulforodaminu [Kosik
a Farkas 2008].

100x nariedena vzorka XGO9-FITC 1mM octanom amoénnym s 0.5% Kyselinou octovou v 50%
metanole bola priamo nastrekovana rychlostou 5 pl/s do zahrievaného elektrospreja (50 °C, napitie 4kV)
hmotnostného spektrometra Orbitrap VelosPro (ThermoScientific) riadeného programom Excalibur v.
2.1. Tento softvér sluzil aj na spracovanie spektier.

FITC azlyofilizovany XGO9-FITC boli analyzované aj FTIR (Nicolet 6700 so Smart Orbit
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modulom, ThermoScientific). Pouzita bola ATR technika (metoda totalneho odrazu) s rozlisenim 4000.

Vysledky a diskusia

Ako uZ bolo spomenuté, pri charakterizacii finalneho produktu reakcie medzi XGO9 a FITC, bol pozorovany vznik
vedlajsieho produktu, ktorého m/z bolo priblizne o 34 D niZsie, ako m/z produktu s molekulovou hmotnostou
1777,616 Da [Kosik et al. 2011]. Pozorovanych 34 Da by mohlo zodpovedat Gbytku H,0, alebo H,S z XGO9-FITC
molekuly. Aby sme wylGéili mozny vplyv idnového zdroja MALDI, ktoré by mohlo viest k fragmentacii latky
v zdroji, pouzili sme meranie na Orbitrape, ktory ma jemnejsiu ionizaciu a presnejsie meranie. Vysledky opéat
potvrdili pritomnost vedlajsieho produktu reakcie (Obr. 1).
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Obr. 1. Analyza reakénych produktov aminovaného XGO9 a FITC

Rozdiel medzi [M+H]* XGO9-FTIC a [M+H]* vedlajsieho produktu alebo medzi [M+Na]* XGO9-FTIC a [M+Na]*
vedlajSieho produktu je 33.989 Da, o skoér naznacuje stratu H,S (Obr. 1).

Fragmentacia hlavného a vedlajSieho produktu ukazala piky s m/z 1665.45088, 1635.43989 a 1503.39789, ktoré
su charakteristické pre XG09-FTIC a mdzZu byt interpretované ako strata sacharidovych zvyskov a zodpovedajlce
piky vedlajsieho produktu s m/z 1603.46855, 1633.47904 a 1471.42730 (Obr. 2). MS2 analyza produktov teda
naznadila, Ze rozdiel v m/z je zapriCineny rozdielom v oblasti novovytvorenej vazby.

Dalsia tvorba vedlaj$ieho produktu ako désledku samotnej fragmentacie bola tie? dokdzana, kedze piky z MS3
fragmentacie XGO9-FTIC (1799 -> 1765) su podobné s tymi, ktoré sa ziskali z MS2 vedlajsieho produktu. Tieto
vysledky naznacuju tvorbu produktu, ktory dalej oznacujeme ako B.
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Obr. 2. Fragmentdcia reakénych produktov aminovaného XGO9 a FITC

Ak predpokladame stratu H2S z oblasti vazby medzi aminovanym koncom sacharidu a S=C=N- FITC, mohli by
vznikat' zlUceniny so Struktirami A alebo B (Obr. 3). Vznik zlGiéeniny so Struktirou A moze byt vyluceny, lebo
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pomocou IR-FTIR sme nezistili po reakcii pritomnost charakteristického pasu 2150-2100 typického pre
karbodiimidy [Glinzler a Gremlich 2002].
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Obr. 3. Navrh struktur vedlajsieho produktu reakcie aminovaného XGO9 a FITC

Zdver

Predpokladame, Ze vedlajsi produkt reakcie medzi aminovanym XGO9 a FITC ma S$trukturu zobrazenu ako B (Obr.
3). Vzhladom na presnejSie merania v Orbitrape (rozdiel m/z 33,989 Da) predpokladdame uvolnenie H2S z oblasti
novovytvorenej vazby (S z FITC, jeden H z dusika aminovaného sacharidu, druhy z OH-skupiny jeho C2), co
pravdepodobne vedie k dodatoCnej cyklizacii a evidentnej stabilizacii vedlajsieho produktu reakcie.
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