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Nazov pracoviska, na ktorom bol projekt rieSeny

Slovenska polnohospodarska univerzita v Nitre, Fakulta agrobiologie a potravinovych
zdrojov (Ustav vyzivy a genomiky a Vyskumné centrum AgroBioTech Slovenskej
polnohospodarskej univerzity v Nitre).

Nazov a stat zahraniéného pracoviska, ktoré spolupracovalo pri rieSeni

Na rieSeni projektu sa nepodiefala Ziadna zahrani¢na institucia.

Udelené patenty/podané patentové prihlasky, vynalezy alebo uzitkové vzory, ktoré su
vysledkami projektu

V ramci vystupov projektu bol naplanovany 1 Gzitkovy vzor v SR. Pocas rieSenia projektu
bol podany 1 uzitkovy vzor s nazvom ,SuSienky s pridavkom selénom fortifikovanej hlivy
ustricovej a aktivneho glukanu z hlivy a spdésob ich vyroby*, registrovanej pod identifikaCnym
gislom PUV 103-2024. Uzitkovy vzor je v sti¢asnej dobe v hodnotiacom konani na Urade
priemyselného vlastnictva Slovenskej republiky so sidlom v Banskej Bystrici. Uvedeny plan
bol naplneny. Prikladame aj link k online prihlaske uzitkového vzorku:
https://wbr.indprop.gov.sk/WWebRegistre/UzitkovyVzor/Detail/103-
20247csrt=18143822565881178247.

Najvyznamnejsie publikacie (knihy, €lanky, prednasky, spravy a pod.) zhriujuce
vysledky projektu — uvedte aj publikacie prijaté do tlace

V ramci projektu boli publikované viaceré vyznamné publikacie. Ich zoznam je uvedeny
nizSie:

* Golian, M. — Hegedlisova, A. — Mezeyova, |. — Chlebova, Z. — Heged(s, O. — Urminska, D.
— Vollmannova, A. — Chlebo, P. 2022. Accumulation of Selected Metal Elements in Fruiting
Bodies of Oyster Mushroom. In Foods, 11(1), 76. Dostupné na:
https://www.mdpi.com/2304-8158/11/1/76

Kategoria vystupu: ADC — Vedecké prace v zahrani¢nych karentovanych ¢asopisoch

« Golian, M. — Chlebova, Z. — Ziarovska, J. — Benzova, L. — Urbanova, L. — Hovanakova, L. —
Chlebo, P. — Urminska, D. 2022. Analysis of Biochemical and Genetic Variability of
Pleurotus ostreatus Based on the B-Glucans and CDDP Markers. In Journal of Fungi, 8(6),
563. Dostupné na: https://www.mdpi.com/2309-608X/8/6/563

Kategdria vystupu: ADM — Vedecké prace v zahrani¢nych ¢asopisoch registrovanych v
databazach Web of Science alebo Scopus

« Valkova, V. - Duranova, H. - Falcimaigne-Cordin, A., Rossi, C. - Nadaud, F. - Nesterenko,
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A. — Moncada, M. — Orel, M. — IvaniSova, E. — Chlebova, Z. — Gabriny, L. - Kaganiova, M.
2022. Impact of Freeze-and Spray-Drying Microencapsulation Techniques on (3-Glucan
Powder Biological Activity: A Comparative Study. In Foods, 11(15), 2267. Dostupné na:
https://www.mdpi.com/2304-8158/11/15/2267

Kategdria vystupu: ADM — Vedecké prace v zahrani¢nych ¢asopisoch registrovanych v
databazach Web of Science alebo Scopus

« Vadovitova, P. — Fatrcova-Sramkova, K. 2022. Slovak adult population during the SARS-
CoV-2 virus pandemic. In Journal of Hygienic Engineering and Design, vol. 38, s. 272-281,
ISSN 1857-8489, 2022.

Kategoéria vystupu: V3/ADM — Vedecké prace v zahrani¢nych asopisoch registrovanych v
databazach Web of Science alebo Scopus

« Ailer, S. - Janas, M. — Chlebova, Z. — Mankovecky J. — Bene$ova, L. Influence of the
method of concurrently sugar by yeast and bacterial malolactic fermentation technology on
qualitative parameters of red wine from winegrowing region Slovakia.

o ¢lanok bol koncom augusta 2023 zaslany do €asopisu International Journal of Agricultural
Sustainability, vydavatelstva Taylor, kde doteraz nebol eSte publikovany, ale je akceptovany
a v sucasnostije v recenznom posudzovani

* Fialkova, V. - Duranova, H. - Pozgajova, M. - Chlebova, Z. 2023. Mushroom (-glucans as
anticancer and therapeutic agents: a focus on their mechanism of action. In Acta
fytotechnica et zootechnica, 26(4): 429-437, ISSN 1336-9245. DOI:
https://doi.org/10.15414/afz.2023.26.04.429-437 .

Kategoria vystupu: V3; ADN — Vedecké prace v domacich €asopisoch registrovanych v
databazach Web of Science alebo SCOPUS

e Duranova, H. - Kuzelova, L. - Borotova, P. - Simora, V. - Fialkova, V. 2024. Human
umbilical vein endothelial cells as a versatile cellular model system in diverse experimental
paradigms: An ultrastructural perspective. In Microscopy and Microanalysis, 30 (3):419—439.
https://doi.org/10.1093/mam/ozae048

Kategoria vystupu: V3; ADC — Vedecké prace v zahrani¢nych karentovanych ¢asopisoch

* Chlebova, Z. — Chlebo, P. — Magula, D. — Vaverkova, G. — Vinklerova, S. — Bihari, M. 2023.
Stanovenie subfrakcii HDL a LDL cholesterolu ako dalSie hodnotiace kritérium pri predikcii
vzniku aterosklerézy: The determination of HDL and LDL cholesterol subfractions as
another evaluation criterion in the prediction of the atherosclerosis. In Laboratérna
diagnostika, 28 (2), pp. 113-120. ISSN 2729-9201. Dostupné na:
https://zenodo.org/records/10514289;
https://lwww.sskb.sk/2022/wp-content/uploads/2023/11/dg_2023 2 _final3.pdf.

Kategoria vystupu: V3; ADF — Vedecky vystup publikacnej €innosti z Casopisu

« Chlebova, Z. — Golian, M. — Chlebo, P. — Stefanikova, J. — Hovanakova, L. — Valkova, V. —
Tirpakova, M. — Fialkova, V. — Duaranova, H. — Adamec, S. 2021. Hodnotenie obsahu
celkového glukanu vo vybranych vzorkach hlivy ustricovitej (Pleurotus ostreatus). In ViyZiva
— Clovek — zdravie 2021, 1. vyd., Nitra : Slovenska pofnohospodarska univerzita v Nitre, s.
125-131. ISBN 978-80-552-2412-1. Dostupné na:
http://www.slpk.sk/eldo/2021/d1/9788055224121/97880552241 21 .pdf

Kategéria vystupu: AED — Vedecké prace v domacich recenzovanych vedeckych
zbornikoch, monografiach

« Valkova, V. — Duranova, H. — lvani$ova, E. — Kadaniova, M. — Gabriny, L. 2021. Vyvoj
bezlepkovych krekrov s obsahom hrachového izolatu a betaglukanu. In Vyziva — ¢lovek —
zdravie 2021, 1. vyd., Nitra : Slovenska polnohospodarska univerzita v Nitre, s. 262-268.
ISBN 978-80-552-2412-1. Dostupné na:
http://www.slpk.sk/eldo/2021/d1/9788055224121/97880552241 21 .pdf

Kategdria vystupu: AED — Vedecké prace v domacich recenzovanych vedeckych
zbornikoch, monografiach

« Lakato$ova, J. - Joanidis, P. - Snirc, M. - Golian, M. - Chlebova, Z. 2024. Aromatika hub
nam povie viac, nez simyslime. In: Arvay, J., Lakato$ova, J. (Eds.), e-publikacia Zbornik
prispevkov Huby vieme ¢ojeme? 2024. Nitra : SPU v Nitre, s. 77-87. ISBN: 978-80-552-
2741-2. DOI: 10.15414/2024.9788055227412.

Kategoria vystupu: O2; BEF — Odborny vystup publikacnej ¢innostiako €ast kniznej
publikacie alebo zbornika

» Pozgajova, M. — Kovar, M. — Navratilova, A. 2022. Oyster mushroom (Pleurotus ostreatus)
ethanolic extract protects yeast cells from glucose stress. In Book of Reviewed Abstracts
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from the 15th International Scientific Conference organized by the Faculty of Biotechnology
and Food Sciences of the Slovak University of Agriculture in Nitra. 1. vyd. Nitra : Slovenska
polnohospodarska univerzita v Nitre, s. 62. ISBN 978-80-552-2517-3. Dostupné na:
http://www.slpk.sk/eldo/2022/d1/9788055225173/9788055225173.pdf

Kategoria vystupu: AFH — Abstrakty prispevkov z domacich konferencii

* Fialkova, V. - Klongova, L. - Urbanova, L. - Farkasova, S. - Grabacka, M. - Capcarova, M. -
Spevakova, |. 2023. Cornelian cherry extract-induced cell death by elevating the
endoplasmic reticulum stress response in human colorectal adenocarcinoma cells. In Risk
Factors of Food Chain. 1st. ed. 63 s. ISBN 978-963-623-071-5. Risk Factors of Food Chain.
Godollé : MATE Szentlstvan Campus, 2023, s. 33.

Kategoria vystupu: AFG — Abstrakty prispevkov zo zahrani¢nych konferencii

Uplatnenie vysledkov projektu

Vysledky projektu je mozné uplatnit' v niekolkych oblastiach. Projekt svojim rieSenim prepojil
navzajom viacero vedecko-vyskumnych oblasti, ¢o umoznuije aplikaciu vysledkov projektu
nielen vo vyskumne, ale aj v praxi. V ramci projektu do$lo k multidisciplinarnemu prepojeniu
vednych oblasti — od pestovatelskych procesov hlivy ustricovitej, determinacii obsahu 3-
glukanu v réznych kmerioch hlivy, experimentoch s bunkovymi liniami a modelovymi
organizmami (kvasinkami), chemicko-analytickymi stanoveniami nutricného zloZenia hlivy,
priprave extraktu z hlivy ustricovitej a jej pouzitiu pri vyvoji novych pekarenskych a
pecivarenskych produktov, vyvoji novych receptur potravin s obsahom hlivy ustricovitej
alalebo aktivneho glukanu az po realizaciu klinickej $tudie na overenie ucinkov konzumacie
extraktu hlivy ustricovitej u fudi s diabetes mellitus II. typu.

V oblasti pestovania réznych kmerfiov hlivy ustricovitej za ucelom selekcie optimalneho
kmenia projekt prispel k vyvoju a optimalizacii pestovatelskych podmienok pre hlivu
ustricovitu. V ramci vyskumu boli kultivované rézne kmene hlivy ustricovitej na Standardnych
substratoch ako aj na substratoch obohatenych o odpady z potravinarskeho priemyslu, ¢o
umoznilo efektivne vyuzitie tychto odpadovych materialov a zlepSenie kvality pestovanych
plodnic. Bolo zistené, Ze urcita miera fortifikacie substratov vedie k zvySeniu obsahu -
glukanov a mineralnych latok v plodniciach hlivy ustricovitej, €o ma pozitivny vplyv na
nutricné a zdravotné hodnoty tychto hub. Vysledky analyzy bioaktivnych latok a mineralnych
prvkov v hlive ustricovitej su vyuzitefné pri vyrobe funk&nych potravin ako aj prevencii v
predchadzani eventualneho rizika spojeného s kontaminaciou vybranymi tazkymi kovmi.
ZvySeny obsah -glukanov a mineralnych latok zvySuje nutricnd hodnotu hlivy a méze
prispiet’ k vyvoju novych potravinarskych produktov s pridanou hodnotou. V pestovatelskej
Casti produkovana biomasa z vybranych produkénych kmenov (napr. kmeri 19) bola vyuzita
ako vychodiskovy material pre klinické Studie. Tieto Studie boli/su zamerané na overenie
zdravotnych benefitov konzumacie hlivy ustricovitej, najma v kontexte jej
imunomodulacnych a antioxidaCnych vlastnosti. V neposlednom rade rieSenie projektu
vyznamne prispieva k udrzatefnému rozvoju prostrednictvom vyuzivania odpadovych
materialov z potravinarskeho priemyslu a invaznych drevin ako suc€asti substratov pre
pestovanie hlivy ustricovitej. Tymto spésobom sa nielenZe redukuje mnozstvo odpadu, ale
zaroven sa zvySuje ekonomicka efektivita pestovania. Projekt poskytol mnozstvo dat a
podkladov pre zaverecné prace Studentov na vysokych Skolach. Tieto prace prispeli k
vzdelavaniu a rozvoju mladych vedcov v oblasti mykolégie a produkéného zahradnictva, ¢im
sa zvySuje odborna uroven a kapacita vyskumu v tejto oblasti.

Oblast vyskumu s bukovymi liniami a kvasinkami: vysledky ziskané poc€as doby rieSenia
projektu pomohli objasnit benefitné ucinky testovaného extraktu hlivy ustricovitej v
stimulovanych hyperglykemickych podmienkach na urovni bunkovej fyziologie a inych
molekularnych zmien, zahffiajuc zmeny na urovni génovych expresii. Ziskané vysledky su
prinosom pre lepSie porozumenie biologickych vlastnosti vyselektovaného kmena hlubika
hlivy ustricovitej aplikovaného v klinickych Studiach. Na zéklade vysledkov ziskanych z
nasej $tudie mézeme predpokladat, Ze extrakt hlivy ustricovitej dokaze v bunke znizit' stres
spdsobeny glukdézovou nerovnovahou.

Oblast vyskumu projektu zameranej na chemicko-analytické Studie nutricnej hodnoty
priniesol optimalizaciu predpripravy vzoriek a vybranych metodik pre chemicko-analytické
Studie. Boli zarovern vykonané chemicko-analytické Studie vo vzorkach hlivy ustricovitej,
konkrétne sa jednalo o stanovenie prvkov vybranych prvkov a bioaktivnych latok ako su
vitamin C, metylestery mastnych kyselin, aromatické zlu€eniny a vybrané polyfenolické
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latky. V ramci projektu bola rieSena i uloha zavedenia novej metodiky stanovenia vitaminov
skupiny B pomocou HPLC-DAD/FLD, ktoré neboli doteraz ukon&ené.

V ramci projektu bolo v oblasti vyskumu vyvoja receptur pre susienky a chlieb, vyvoj a
optimalizacie receptur pekarenskych vyrobkov s pridavkom extraktu z hlivy ustricovitej
vyvijana receptura pre pekarske vyrobky (chlieb a pe€ivo), experimentalne boli overované
vySKy pridavkov extraktu hlivy ustricovej a ich vplyv na zakladné technologické parametre a
reologické parametre pekarenskych muk s ich pridavkom. Vplyv extraktu hlivy na
technologické vliastnosti procesnych medziproduktov, predovSetkym schopnost viazat' vodu,
bol vyznamny, a toto zistenie je dblezité z hfadiska konkrétnych technologickych krokov.
Boli dané odporu¢ania na kvantitativnu vySku pridavku a zrealizované senzorické
hodnotenia experimentalnych produktov. Taktiez boli zrealizované a vyhodnotené modelové
pokusy trvanlivych produktov uréenych na pohotovostni konzumaciu (na zahnanie hladu a
doplnenie sacharidovej zlozky vhodné pre konzumentov s diabetom) s velmi perspektivnymi
vysledkami. Okrem vySSie spominanych vedecko-vyskumnych aktivit boli experimentalne
overené kvantitativne pridavky extraktu hlivy ustricovitej do kompozitnych muk ur¢enych na
produkciu sucharov, ktoré je mozné povazovat za strategické potraviny s dlhou
trvanlivostou a nizkou hmotnostou. Okrem vysSie spominanych produktov s pridavkom 3-
glukanu boli v priebehu projektu vyvijané aj iné potraviny s pridanou hodnotou, napr.
gumoveé medvediky s obsahom B-glukanu, €ipsy s pridavkom B-glukanu alebo sirupy s
pridavkom hlivy a/alebo B-glukanu. Na zaver je mozné skonStatovat, Ze extrakt z hlivy
ustricovitej ako zdroja biologicky cennych ucinkov pre organizmus je mozné zapracovat do
potravin na baze cerealii (zakladnych potravin) v nutricne vyznamnych mnozstvach. Z
technologického hfadiska je nevyhnutné zohladnit vplyv extraktu z hlivy ustricovitej na
procesné medziprodukty a upravit/optimalizovat’ jednotlivé kroky beznych ramcovych
technologickych postupov vyroby potravinarskych produktov. Aplikaciu extraktu z hlivy
ustricovitej vidime ako velmi perspektivnu.

Viyvrcholenim rieSenia projektu bola realizacia klinickej Studie, ktord mala charakter dvojito
zaslepenej placebom kontrolovanej prospektivnej pilotnej Studie, ktora overila u€inky
konzumacie hlivy ustricovitej u pacientov s diabetes mellitus 2. typu. Analyzou vysledkov
Studie sa zistilo, Ze konzumacia hlivy ustricovitej vykazovala tendenciu znizovania a upravy
biochemickych parametrov. Hlavnymi pozitivnymi zisteniami Studie bolo to, Ze po
konzumacii extraktu hlivy ustricovitej doSlo k znizeniu hladiny glykémie na laéno, v druhom
odbere sledovanej skupiny voCi prvému odberu, ale zarover i vo€i skupine s placebom, i
ked vysledky neboli tatisticky vyznamné. Statisticky vyznamné bolo znizenie hladiny
inzulinu (p <0,05), dalej Statisticky vyznamné bolo i znizenie hladiny glykovaného
hemoglobinu (p < 0,05). Tieto vysledky potvrdzuju ucinnost hlivy ustricovitej pri kontrole
glykémie, zlepSenia inzulinovej rezistencie a ucinnosti lie€by. Poslednym vyznamnym
benefitom Studie bolo Statisticky vyznamné zvySenie hladin Zeleza (p < 0,05).

Suhrn vysledkov riesenia projektu a naplnenia cielov projektu v slovenskom jazyku
(max. 20 riadkov)

VSetky hlavné ciele projektu sme splnili bez vynimky. VVSetky vysledky podla cielov boli
publikované alebo su v priprave publikovania. RieSenie projektu APVV-19-0598 ,Protektivny
ucinok extraktu hlivy ustricovej (Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm.) pri chronickych
neprenosnych ochoreniach® bolo rozdelené do niekolkych etap. Najprv sme sa snazili ngjst
najvhodnejsi kmen hlivy ustricovitej najma s ohladom na obsah bioaktivnych latok (hlavne
B-glukanov, mineralnych latok a FAME), potom sme sledovali vplyv zloZenia
pestovatelského substratu na obsah u€innych latok vo vybranom kmeni hlivy ustricovitej a
nakoniec sme z vybraného a rozpestovaného kmena hlivy ustricovitej vyrobili extrakty,
ucinky ktorych sme potom sledovali v dalSich etapach projektu. V ramci projektu prebehla
kultivacia réznych kmenov hlivy ustricovitej na Standardnych a fortifikovanych substratoch,
vratane vyuZitia odpadovych materialov z potravinarskeho priemyslu, o umoznilo efektivhe
vyuzitie tychto materialov a zlepSenie kvality pestovanych plodnic. Zistenie, Ze urCita
fortifikacia substratov vedie k zvySeniu obsahu B-glukanov a mineralnych latok v
plodniciach, ¢o ma pozitivny vplyv na nutricné a zdravotné hodnoty hub. ZvySeny obsah [3-
glukanov a mineralnych latok zvySuje nutricnu hodnotu hlivy a méze prispiet’ k vyvoju
novych potravinarskych produktov s pridanou hodnotou. Po&as plnenia cielov projektu sa
nam podarilo vyhodnotit bunkovu viabilitu a cytotoxicky potencial testovanych koncentracii
extraktu hlivy ustricovitej v stimulovanych hyperglykemickych podmienkach. Okrem toho bol
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vyhodnoteny protektivny potencial extraktu hlivy ustricovitej na urovni transkriptomiky a boli
detegované zmeny expresii viacerych génov zapojenych do réznych biologickych drah a
procesov. Pocas rieSenia projektu bol hodnoteny vplyv hypo- a hyperglykemickych
podmienok kultivacie na rast, metabolicku aktivitu, tvorbu ROS a MDA eukaryotického
modelového organizmu Schizosaccharomyces pombe a vplyv etanolového extraktu hlivy
ustricovitej na dané testované parametre. Zistili sme, Ze pridanim etanolového extraktu
hlivy ustricovitej do kultivatného média sa Zivotné funkcie buniek S. pombe vystavené hypo-
a hyperglykemickému stresu v znacnej miere zlepsili. UskutoCnili sa optimalizacie
predpripravy vzoriek hlivy ustricovitej pre zvolené chromatografické metodiky ako aj
optimalizacie samotnych metodik. V ramci projektu bola rieSena aj problematika vyvoja
novych potravin s pridanou hodnotou, ktoré by mohli byt v buducnosti prakticky vyuzivané a
priemyselne vyrabané. Experimentalne boli overované, zrealizované a vyhodnotené
modelové pokusy trvanlivych produktov ur€éenych na pohotovostnu konzumaciu (na
zahnanie hladu a doplnenie sacharidovej zloZky vhodné pre konzumentov s diabetom) s
velmi perspektivnymi vysledkami. V ramci vystupov projektu bol podany 1 uzitkovy vzor v
SR. Zaverom rieSenia projektu bola zrealizovana klinicka Studia, ktorej najhlavnejSimi
vysledkami boli zistenia, Ze konzumacia suSeného extraktu hlivy ustricovitej Statisticky
vyznamne zvySovala hladinu Fe, zniZuje hladinu glukézy nala¢no, Statisticky vyznamne
znizuje hladinu inzulinu a glykovaného hemoglobinu, ¢o umoznuje lepSiu kontrolu glykémie,
inzulinovej rezistencie a ucinnost lieCby.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia ciel'ov projektu v anglickom jazyku
(max. 20 riadkov)

We have met all the aims set without exception. All results according to the aims of the
project have been published or are in preparation for publication. The solution to the project
APW-19-0598 "The protective effect of Pleurotus ostreatus (Jacq., P. Kumm.)in chronic
non-communicable diseases" was divided into several stages. First, we tried to find the most
suitable strain of oyster mushroom, especially with regard to the content of the bioactive
substances (mainly B-glucans, minerals and FAME), then we monitored the influence of the
composition of the growing substrate on the content of the active substances in the selected
strain of oyster mushroom, and finally, from the selected and the cultivated strain of oyster
mushroom we produced extracts, the effects of which we then monitored in the next stages
of the project. Within the project, it took place cultivation of various oyster mushroom strains
on standard and fortified substrates, including the use of waste materials from the food
industry, allowed for the effective utilization of these materials and improved the quality of
the cultivated fruiting bodies. It was found that certain substrate fortification leads to an
increase in the content of beta-glucans and mineral elements in the fruiting bodies, which
has a positive impact on the nutritional and health values of the mushrooms. Increased
content of B-glucans and mineral elements enhances the nutritional value of the oyster
mushrooms and can contribute to the development of new food products with added value.
While fulfilling the goals of the project, we evaluated the cell viability and cytotoxic potential
of the tested concentrations of the oyster mushroom extract under stimulated hyperglycemic
conditions. Additionally, we assessed the protective potential of the oyster mushroom
extract at the transcriptomic level, detecting changes in the expression of several genes
involved in various biological pathways and processes. During the implementation of the
project, the influence of hypo- and hyperglycemic cultivation conditions on the growth,
metabolic activity, ROS and MDA formation of the eukaryotic model organism
Schizosaccharomyces pombe and the influence of the ethanol extract of the oyster
mushroom on the given tested parameters were evaluated. We found out that the vital
functions of S. pombe cells exposed to the hypo- and hyperglycemic stress were
significantly improved by adding ethanol extract of oyster mushroom to the culture medium.
Optimizations of pre-preparation of oyster mushroom samples for selected chromatographic
methodologies as well as optimization of the methodologies themselves were carried out. As
part of the project, the issue of developing new foods with added value that could be
practically used and industrially produced in the future was solved. Experimentally, model
trials of durable products intended for the emergency consumption (to ward off hunger and
to supplement the carbohydrate component suitable for consumers with diabetes) were
verified, implemented and evaluated with the very promising results. As part of the project's
outputs, 1 utility model was filed in the Slovak Republic. The conclusion of the solution of the
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project, a clinical study was implemented, the main results of which were the findings that
the consumption of the dried oyster mushroom extract statistically significantly increased the
level of Fe, reduced the level of fasting glucose, statistically significantly reduced the level of
insulin and glycated hemoglobin, which allows a better control of glycemia, insulin
resistance and the effectiveness of the treatment.
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