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Spomienka na prof. Ing. Cudovita Drobnicu, DrSc.

Narodil sa 30. septembra 1930 v Trnave. Po skonceni
vysokoskolského Studia v Brne v roku 1953 nastupil na Katedru
technickej mikrobiolégie a biochémie Chemickej fakulty
Slovenskej vysokej Skoly technickej v Bratislave. Tu preSiel
vSetkymi ucitelskymi stupiiami. Na fakulte patril medzi prvych
vedeckych aspirantov. Hodnost kandidata vied ziskal uZz v roku
1958. Docentom bol vodbore Biochémia a fyziologia
mikroorganizmov od roku 1964. VedeckU hodnost doktora vied

ziskal na Ustave organické chémie a biochémie v Prahe pre
odbor Biochémia v roku 1973. BohuZial, profesorom sa z politickych dévodov nestal ani do
svojej predcasnej smrti v roku 1980 (napriek tomu, ze vychoval viac nez 100 diplomantov a
viac nez 20 aSpirantov). Bol nim menovany po zmenach v roku 1989 in memoriam.

Prof. Drobnica v ramci svojej nesmierne bohatej vyskumnej cinnosti zalozil, rozvinul a
vybudoval na Slovensku vedecku S$kolu, tykajucu sa problematiky mechanizmu cinku
prirodnych a syntetickych litok a vztahov medzi ich Struktiurou, ucinnost urcujucimi
fyzik&Ino-chemickymi viastnostami a biologickymi aktivitami, a to s ohladom na
farmaceuticko-medicinske, polnohospoddrsko-potravinarske i chemicko-ekologické aspekty
pouZitia (aplikacie v praxi). Tazisko jeho zaujmu sa v tomto smere sustredilo na izotiokyanaty
a ich prirodné prekurzory, predovsetkym glukozinolaty. Pod jeho vedenim na stovkach
prirodnych i novosyntetizovanych derivatov boli Studované chemicke, biochemické i
fyziologicke parametre interakcii s enzymami a inymi izolovanymi biokomponentami,
subcelularnymi partikulami, bunkovymi i nadcelularnymi modelmi a to tak z oblasti
mikrobiélnej, rastlinnej, resp. Zivocisnej rise. Prislusné zistenia boli predmetom vySe 100
publikacii, 52 patentov, viac ako 200 vystupeni na vedeckych konferenciach, z nich viaceré
prof. Drobnica ako medzindrodné organizoval u nas doma v Smoleniciach. Systematicky
vyskum izotiokyanatov vyustil vydanim monografie The Chemistry of -NCS group vo
vydavatelstve John Willey a zavedenim p-bromfenylizotiokynatu do vyroby a vyuZivania
Vv praxi ako veterindrneho lieciva. Bohutial z dovodu predcasnej smrti sa mu uz nepodarilo
dokoncit' a vydat monografiu The biology of -NCS group.

Okrem izotiokyanatovej problematiky prof. Drobnica so svojimi kolegami a aSpirantami
venoval pozornost vyskumu réznych xenobiotik, reguldacii energeticko-uhlikoveho
metabolizmu, dimorfizmu kvasiniek, nadprodukcii primarnych metabolitov, imobilizovanym

biosystémom, prezivaniu mikroorganizmov v nepriaznivych (stresovych) podmienkach, atd'.



Vysledkom tychto vyskumnych aktivit bola minimdlne dalSia stovka vedeckych prac
V renomovanych casopisoch a mnohé dalsie publikacné produkty. Spominané témy sa stali
zakladom celoZivotneho vyskumu jeho Ziakov, z ktorych mnohi si vyznamnymi predstavitelmi
biochemickych, mikrobiologickych, fyziologickych a biotechnologickych vied nielen na
Slovensku, ale aj vo svete.

Prof. Drobnica okrem pedagogickej a vedeckej prace pracoval aktivne v domacich
a zahranicnych vedeckych spolocnostiach, v odbornych komisiach pre obhajoby dizertacnych
prac, vo vedeckych a edicnych radach ustavov a vydavatel’stiev, vizko spolupracoval s praxou.
Popri tom bol v mladosti vykonnym Sportovcom, perfektne hral Sach, aktivne spieval, vyborne
hral na klaviri, bol velmi spolocensky. Jeho velkost spocivala predovsetkym v excelentnej
schopnosti rozvoja teoretickych predstdv experimentdalnymi cestami. Bol velmi ndrocny na
rozsah, hibku, kvantitu i kvalitu experimentdlnej prdce. Vyznacoval sa obrovskou
neunavnostou a nadsenim v laboratornej cinnosti, kritickym pohladom k nameranym udajom
a velkou opatrnostou pri formulovani zaverov. Vyznamnou pre jeho prdcu bola vysoka
kooperativita. Spolupracoval s obrovskym mnoZstvom partnerov na svojom pracovisku,
v rdmci Bratislavy, Slovenska i na medzinarodnej urovni. Perfektne vedel organizovat
a vykonavat' kolektivnu pracu. Okrem interdisciplinarneho pristupu k rieSeniu vedecko-
vyskumnych cinnosti sa vyznacoval tiel schopnostou prepdjat’ vedu s praxou. Bol napriklad
iniciatorom zaloZenia Vyskumného ustavu lieciv v Modre s prepojenim na Slovakofarmu
Hlohovec, zriadenia Enzymovej poloprevadzky v Dolnej Krupej cez Vyskumny Ustav
liehovarov a konzervarni s nasmerovanim na biotechnologickii prax, atd.

Prof. Drobnica bol vynimocny tiez ako pedagog. Vdaka svojej charizmatickej osobnosti vedel
zaujat’ kazdého posluchaca. Nikdy nelutoval cas straveny so Studentmi a aSpirantami.
Majstrovsky vedel zapdlit zaujem o vedu a nasmerovat dané schopnosti. Kazdého vedel
povzbudit, poradit mu, pomoct. Absolventi sa k nemu vracali dlho po skonceni studia.
Dodnes nanho spominaju ako na nezabudnutelny vzor pracovitosti a ludskosti. Jeho vedecka
skola ma punc vysokej kvality. Velmi dolezZitou crtou jeho osobnosti bola nekonformnost,
nebojacnost a schopnost byt sebou samym. Tieto viastnosti mu v casoch totality sposobili
nemdlo tazkosti i problémov a v konecnom dosledku i predcasnii smrt. Az do nej vsak bol
verny zdsadam nezmieritelnosti s pokrytectvom, povySenectvom, aroganciou moci,
obmedzovanim slobody a demokracie, pdtolizacstvom. Typicky pre neho bol pritom
altruizmus, Ziclivost, optimizmus, pozitivne myslenie. I kazdom pripade vSak zmyslom i
odkazom jeho Zivota bola praca pre vedu a vychovu. Bola mu zdrojom poteSenia pre seba a

uzitocnosti pre ostatnych.
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1. Den: 16. 9. 2013 (pondelok)

» 12:00-13:00 Registracia Gcastnikov

» 13:00-14:00 Obed

» 14:00 -14:15 Otvorenie

> 14:15- 14:45 Uvodna prednaska: Hudec Roman. Molekularne prejavy

Huntingtonovej choroby: od mitochondria k endoplazmovému retikulu
> 14:45-15:00 PRESTAVKA

Sut'az mladych vedeckych pracovnikov

Sekcia |

predseda:
15:00-15:15

15:15-15:30
15:30-15:45

15:45-16:00
16:00-16:15
16:15-16:30
16:30-16:45

16:45-17:00

17:00-17:20

Sekcia Il

predseda:
17:20-17:35

17:35-17:50

Xenobiotika a vzt’ahy medzi $truktirou a Gc¢inkom latok

Ernest Sturdik, Zdena Sulova,

Dolinska Michaela. Vyskyt avermektinovej rezistencie v chovoch oviec na
Slovensku

Danihelovd Martina. Bioaktivity novych derivatov a komplexov flavonoidov
s potencialnym profylaktickym a terapeutickym vyuZitim

Heizer Tomas. Protektivne G¢inky novosyntetizovanych derivatov kvercetinu
vo¢i UVA Ziareniu

Halaburkovd Andrea, Dott. Inhibitory histon deacetyldz v kombinacii
s fotodynamickou terapiou

JendZelovska Zuzana. Hypericin ako latka s moZznym negativnym vplyvom
na uc¢inok chemoterapeutik

Turdkovad Katarina. Potencialne inhibitory glukozylceramid syntazy a
viabilita buniek

Klikova Katarina. Vplyv tanespimycinu, pifitrinu-p a metylénovej modrej na
preZivanie a chemosenzitivitu u HL-60 a K-562

Stefanikova Andrea. Smrt’ buniek HL60 indukovana butyratom sodnym je
urychlend ABT-737

PRESTAVKA

Biochémia a biofyzika biologickych membran

Albert Breier, Boris Lakatos,

Baldzovd Maria. Vplyv anionovych fosfolipidov na funkciu mitochondrii
v kvasinke Saccharomyces cerevisiae
Se¢ Peter. Vplyv neutrdlnych lipidov na sekréciu mastnych kyselin

u Saccharomyces cerevisiae
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18:05-18:20
18:20-18:35

18:35-18:50

19:20

Hano Milan. Stadium vplyvu nadexpresie P-glykoproteinu na zmeny zloZenia
povrchovych sacharidov v leukemickych bunkach L1210

Lichvarova Lucia. Tetraspanin-13 moduluje aktivitu Cav2.2 kanala

Grman Marian. Interakcia H,S s S-nitrozoglutationom - vplyv pH, O, a
nizkomolekulovych tiolov.

Misadk Anton. pH modulécia Sirky poru mitochondrialnych chloridovych
kanélov

VECERA, neformalna diskusia

% 2. Den: 17. 9. 2013 (utorok)

8:45-9:20

Sekcia Il
predseda:

09:25-09:40
09:40-09:55
09:55-10:10
10:10-10:25

10:25-10:40

10:40-11:15

Sekcia 1.

predseda:
11:15-11:30
11:30-11:45

11:45-12:00
12:00-12:15

12:15-12:30

12:45-13:45

RANAJKY

Molekularna, celularna bioldgia a mikrobiol6gia

Peter Racay, Peter Fedorocko

Messingerova Lucia. Multidrug rezistencia pri liecbe myelodysplastického
syndromu

Vargovi¢ Peter. Opakovany stres zvySuje produkciu endogénnych
katecholaminov v adipocytoch mezenterickeho tukového tkaniva potkana
Pilchova Ivana. Vplyv proteazomélneho stresu na  preZivanie
neuroblastomovych a glioblastémovych buniek

Richterova Romana. Sledovanie vyskytu polymorfizmov vybranych génov u
pacientov s mozgovymi nadormi

Kaiikova Zuzana. Vplyv gonadalnych steroidov na génovld expresiu
vybranych cytokinov v makrofagoch kury domacej

PRESTAVKA

Molekularna, celularna biolégia a mikrobioldgia (pokracovanie)
Albert Breier, Juraj Koppel

Hatok Jozef. Uloha neurotrofickych faktorov pri hypersenzitivite nervov
sprostredkujtcich bolest’ z vnatornych organov

JaSkova Katarina. TGF-B1 ako kl'icovy regulator molekularnych vlastnosti
cerebelarnych granularnych neurénov v in vitro podmienkach

Novéak Petr. Lifestyle and Alzheimer's: how stress can set your brain on fire
Kla¢anova Katarina. Vplyv globalnej mozgovej ischémie na proteiny Bcl-2
rodiny obsahujuce len BH3 doménu

Santosh Jadhav. Tau protein as a perpetrator of synaptic dysfunction

OBED
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Sekcia Il
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14:15-14:30

14:30-14:45
14:45-15:00

15:00-15:15

15:15-15:40

Sekcia 1.

predseda:
15:40-15:55

15:55-16:10
16:10-16:25

16:25-16:40
16:40-16:55
16:55-17:20
Sekcia IV
predseda:

17:20-17:35

17:35-17:50
17:50-18:05
18:05-18:20
18:20-18:35

18:35-18:50

19:20

Molekularna, celularna bioldgia a mikrobioldgia (pokragovanie)
Imrich Barak, Marta Kollarova

Praznovska Margaréta. DNA vakcina voci virusu chripky typu A.
Bombarova Marta. Molekularna cytogenetika archaickych a odvodenych
skupin motolic (Trematoda).

Vichova Bronislava. Cirkuldcia a genetickd variabilita Anaplasma
phagocytophilum na Slovensku

Kotlarova Lucia. Konstrukcia mutantnych virusov chripky so zmenenou
fuzovaciou aktivitou metédou reverznej genetiky

Kosik Ivan. Vyznam substitdcii K73,78,85R PB1F2 proteinu virusu chripky
typu A pre jeho biologické vlastnosti

PRESTAVKA

Molekularna, celularna biolégia a mikrobiologia (pokradovanie)

Boris Lakatos, Peter Pristas

TiSdkova Lenka. Charakterizacia Specificity C-terminalnych vazobnych
domén bakteriofagovych endolyzinov

Novakovéa Jana. Hl'adanie biologicky aktivnych latok v p6dnom metagenome
VandZzurova Anna. Guano netopierov ako mozny rezervoar patogénnych
mikroorganizmov

Stramova Zuzana. Skladky nebezpeéného odpadu - environmentélne riziko
alebo zdroj biotechnologicky vyuziteInych baktérii?

Dolejs Igor. Imobilizcia anaerobnych mikroorganizmov

PRESTAVKA

Enzymoldgia a proteomika
Marta Kollarova, Ernest Sturdik

Kalo¢ayova Barbora. Zmeny Kinetickych vlastnosti Na,K-ATPazy
v mozgovej kére potkanov oboch pohlavi v akutnej faze ochorenia diabetes
mellitus typu 1

Bertok Tomas. Priprava nanostrukturovanych povrchov a ich vyuZitie
v medicinskej diagnostike proteinovych markerov chorob

Sediva Alena. Vyvoj a vyuziti microarray jako lektinového bio&ipu pro
charakterizaci glykanovych struktur u kolorektalniho karcinomu
Schenkmayerovd Andrea. Mikrobidlny biosenzor na monitorovanie
Baeyerovej-Villigerovej biooxidacie
Zajkoska Petra. Celobunkova
monoaminoxidazou

Borko Lubomir. Cudsky srdcovy ryanodinovy receptor: Strukturne Stadie N-
terminalnej oblasti

biokatalyza s rekombinantnou

VECERA, neformalna diskusia, vol’na zabava
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o 3.

Den: 18. 9. 2013 (Streda)

8:45-9:30  RANAJKY
POSTEROVA SEKCIA (9:45-10:15)
predseda: Imrich Barak, Juraj Koppel

1.

2.

3.

4.

BiroSova Lucia. Problematika vyskytu baktérii rezistentnych voc¢i antibiotikam v
kaloch a odpadovych vodach na Slovensku (Sekcia I11)

Hilovska Lucia. ZvySena cytotoxicita mitoxantronu navodena vplyvom proadifena v
bunkach l'udskej promyelocytovej leukémie (Sekcia I11)

Illésova Anikd. Biotechnologickd produkcia prirodnych —arom s vyuZitim
enkapsulovanych biokatalyzatorov (Sekcia 1V)

Talafova Klaudia. Syntéza CTP in vitro kaskadou enzymovych reakcii (Sekcia V)

10:15-11:30 Zasadnutie komisie
11:45-12:45 Vyhléasenie vysledkov stut’aze mladych vedeckych pracovnikov a ukon¢enie

7.roénika Drobnicovho memorialu

12:45-13:45 OBED

14:00

Pre zaujemcov navsteva hradiska Bojna — Valy
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ZBORNIK PRISPEVKOV



MOLEKULARNE PREJAVY HUNTINGTONOVEJ CHOROBY: OD
MITOCHONDRII K ENDOPLAZMOVEMU RETIKULU

Roman Hudec!*#, Peter O Bauer?, Veronica Costa®*, Nobuyuki Nukina?, Katsuhiko
Mikoshiba', Ernesto Carafoli®, Luca Scorrano®*

! aboratérium vyvojovej neurobiolgie a Laboratérium $trukturalnej neuropatolégie, BSI,
RIKEN, Wako, Japonsko;®VIMM, Padova, Taliansko; “Oddelenie bunkovej fyziol6gie
a mediciny, Univerzita v Zeneve, Zeneva, Svajciarsko; *Oddelenie biochémie a mikrobioldgie,

Ustav biochémie, vyZivy a ochrany zdravia, FCHPT STU Bratislava, Bratislava, Slovensko

Uvod: Huntingtonova choroba (z angl. Huntington’s disease - HD) je spdsobend mutaciou,
ktora zvySuje pocet CAG opakovani v géne kodujucom protein huntingtin (Htt). Vysledkom
tejto mutécie je patologicka expanzia aminokyseliny glutaminu (Q) za vzniku tzv. polyQ-
stretch na N-termindlnom konci Htt. Napriek tomu, Ze Htt je exprimovany vo vsetkych
tkanivach, jeho mutdcia vedie u pacientov postihnutych HD priméarne k motorickej
a kognitivnej disregulacii. Molekularna etiologia tohto ochorenia vSak zostava napriek
neutichajucemu vedeckému Usiliu stale zahadou. Na jej vyrieSenie sa pouZiva mnoZzstvo
bunkovych i zvieracich modelov, ktorych pouzitie prispelo k objasneniu mnoZstva
biochemickych zmien, ktoré dobre popisuju stratu funkénosti HD neuronalnych buniek a to
hlavne v striatalnej a ¢iasto¢ne v kortikalnej oblasti mozgu. Napriek tomu, G¢inna lieCba este
nebola najdena.
Materiél a metody:

Bunkové modely: STHdhQ7 resp. Q111, Neuro 2a, HelLa

Mysi model: FVB resp FVBTg - YAC128

Biochemické a analytické metody: imunoprecipitacia, imunobloting

imunocytochémia, cytometria
Mikroskopia: konfokélna, rotacna konfokélna, fluorescen¢né skenovanie
Meranie cytosolového a organelového Ca®*: fluorescendna mikroskopia
aequirinometria

Vysledky adiskusia: V tejto praci vam chem sprostredkovat’ sumarizaciu viacerych
pristupov, ktorymi sme sa zaoberali pri vyskume HD (Obr.1). Uz v preklinickom Stadiu je
pozorovatelna  zretelnd  fragmentacia  retikula ~ mitochondrii  astrata  integrity
mitochondriovych krist, ktoré si dosledkom zvySenej mitochondriovej akumulécie
kalcineurinom (CN) defosforylovaného proteinu DRP1. Tieto zmeny su sprevadzané

zmenenou kapacitou mitochondri udrziavat Ca®" iény azvysuju ich susceptibilitu vogi
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niektorym induktorom programovanej bunkovej smrti, apoptdzy. Vapnikova dereguléacia
pretrvava i v akitnom Stadiu ochorenia, ku ktorej prispieva i zmena afinity 1P3 receptora voci
regulatném proteinu IRBIT-u. Tento je sekvestrovany do tzv. agrezOmu, pomocou
fibrilarneho proteinu vimentinu (VIM) a zarovenn dochadza k akumulacii mutantného Hitt
(mHtt) v tejto Strukthre, ¢im sa zamedzuje jeho G¢innej degradacii. Nase pozorovania spolu
so zisteniami d’al§ich vedeckch timov konverguji k alteraciam homeostazy Ca’* iénov
a/alebo k stresovym odpovediam sprostredkovanych mitochondiami a zmenam molekuléarnej
Struktary a bunkovej distribdcii mutantného Htt, ktoré zohravaju esencialnu tlohu v patologii
HD avytvaraju chybajdce prepojenie medzi vznikom mutacie v Htt a manifestaciou

a progresom HD.

[Ca?'],
increasy; mHtt

o.' %o polyP @ @
aggresome formation '\ /. -. ? polyQ — ? ~
R e— WY e — — — ‘:: ’

N-tall Fragmentation

(and cristae

disruption)

Endoplasmic
Reticulum
Drp1 translogation
°F —_— (D)
. (CN,) @
[Caz*].': :'..'. calcineurin
cyt ©
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Increase @

Obr.1 Molekulovy mechanizmus patologickych zmien pocas HD
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Sekcia |

Xenobiotika a vztahy medzi sStrukturou a uc¢inkom
latok



VYSKYT AVERMEKTINOVEJ REZISTENCIE V CHOVOCH OVIEC
NA SLOVENSKU

Michaela Dolinska, Alzbeta Kénigova, Marian Varady

Parazitologicky ustav, Slovenska akadémia vied, KoSice

Uvod: Zdravotny stav oviec ovplyviluje viacero faktorov, medzi ktoré radime aj
parazitarne infekcie gastrointestinalneho traktu. Na prevenciu a terapiu parazit6z sa v dnesnej
dobe pouzivaju 3  skupiny antihelmintik so  Sirokym  spektrom = ucinku —
benzimidazoly, imidazotiazoly/tetrahydropyrimidiny a avermektiny /makrocyklické laktony
(ML). Intenzivne anesystémové pouzivanie antihelmintik nielen voéi gastrointestinalnym
parazitom viedlo k neziaducemu stavu - vzniku rezistencie. Problematika vzniku rezistencie
vo¢i chemoterapeutikdm presla postupnym vyvojom od ojedinelych nalezov zacdiatkom
Sest'desiatych rokov az po sucasny stav, ked’ rezistencia k antihelmintikdm predstavuje vazny
ekonomicky problém, hlavne v krajinach srozvinutym chovom hospodarskych zvierat.
Rezistenciu je mozné detegovat’ pomocou in vivo a in vitro metdd. Ciel'om tejto prace bolo
vybrat’ medzi spominanymi metdédami najcitlivejSiu a najspolahlivej$iu metdodu na detekciu
rezistencie vo¢i ML apomocou tejto metdody preskimat’ situaciu vyskytu rezistencie na
Slovensku.

Material a metddy: Na detekciu rezistencie sme pouZzili in vitro test vyvinu lariev,
ktory je vhodnou citlivou aspolahlivou metédou na urlenie rezistencie vo¢i ML.
VysSetrenych bolo 49 fariem zo 17 okresov Slovenska. 3 farmy nebolo mozné vySetrit
z dovodu nizkeho vyskytu vajicok vo vySetrovanom materiali. Pri prieskume vyskytu
rezistencie voc¢i antihelmintikdm zo skupiny ML sme vzorky odoberali od oviec (vd¢Sinou sa
jednalo o0 2-3 ro¢né bahnice) plemena cigaja, slovenské merino a zosl'achtena valaska.

Vysledky a diskusia: NaSe vysledky poukazuju na vyskyt vysokej rezistencie (viac
ako 30%-né zastUpenie rezistentnych parazitov v skimanej vzorke) na 2 farmach (4,35%), na
vyskyt nizkej rezistencie (< 30% rezistentnych parazitov vo vzorke) na 12 farméach (26,07%)
20 46 vysetrenych fariem a 32 fariem (69,56%) bolo bez vyskytu rezistentnych parazitov.
Prieskum vyskytu rezistencie voc¢i antihelmintikam zo skupiny ML na Slovensku doposial
nebol uskutoéneny s vynimkou prace Cerianskej a kol. (2006), ktori popri detekcii rezistencie
na skupinu benzimidazolovych antihelmintik, zistili aj vyskyt rezistencie na lie¢ivo
ivermektin na 6 farmach (23,1%) z 26 vysetrenych fariem. Cerianska a kol. (2006) uvadzaju,
ze hlavnym dévodom pre neocCakavane vysoky percentualny vyskyt rezistencie na farméach na

Slovensku, by mohlo byt pouzivanie generickych pripravkov ivermektinu, ktorymi
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boli zvieratd v prieskume lieGené. Na problém =zniZzenej ucinnosti generickych lie¢iv
u parazitov hospodarskych zvierat uz v minulosti poukazal van Wyk a kol. (1997). Na zaklade
tychto poznatkov by mohol byt’ vyskyt IVM rezistencie na ML nizsi ako v skuto¢nosti autori
uvadzaji (Cerfianska a kol. 2006).

Zaver: Oba vykonané prieskumy dokazuju, Ze rezistencia na tuto skupinu
antihelmintik je vchovoch oviec na Slovensku uZz pritomna. Chovatelia preto musia
dodrziavat’ opatrenia, pomocou ktorych mozno zabranit’ rychlejSiemu nastupu ML rezistencie,
inak hrozi, Ze vyskyt rezistentnych parazitov asnim spojena neefektivna lieCba moze v

blizkej budiicnosti negativne ovplyvnit’ ekonomiku nasich chovov.
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BIOAKTIVITY NOVYCH DERIVATOV A KOMPLEXOV
FLAVONOIDOV S POTENCIALNYM PROFYLAKTICKYM
A TERAPEUTICKYM VYUZITIM

1

Martina Danihelovd!, Miroslav Veverka?, Emil Svajdlenka®, Soiia Jantova', Ernest
Sturdik!
'Ustav  biochémie, vyzivy aochrany zdravia FCHPT STU Bratislava, 2Eurofins

Bel/Novamann s.r.o. Bratislava

Uvod: Flavonoidy su uz desatro¢ia znidme svojimi benefitmi pre l'udské zdravie. Ich
u¢inky st vSak zavislé na rozpustnosti a stabilite v prisluSnych prostrediach. Chemickou i
enzymatickou derivatizaciou flavonoidov mozno pripravit zlGfeniny so zmenenymi
fyzikalno-chemickymi vlastnostami, mnohokrat so zlepSenymi biologickymi w¢inkami.
Vyznamné moze byt sledovanie prirodnych derivatov flavonoidov, ktoré vo svojich realnych
matriciach mozu synergicky spolupdsobit’ s ostatnymi pritomnymi bioaktivnymi zlozkami.
Vyvoj a testovanie réznych derivatov a komplexov flavonoidov ako aj priprava koncentratov
flavonoidov z prirodnych zdrojov sa stali zamerom tejto préace.

Materidl a metddy: V praci sa testovalo 23 derivatov rutinu, naringinu, eskulinu
a floridzinu s mastnymi kyselinami, 15 derivatov kvercetinu pripravenych chemickou
syntézou, 6 komplexov kvercetinu s inymi bioaktivnymi latkami a 10 odrod pohanky, ktora je
bohatym zdrojom rutinu.

U tychto vzoriek sa sledovala antioxidac¢na aktivita spektrofotometricky vyuzitim 4 réznych
metdd. Inhibicia vybranych protedz bola merana taktiez spektrofotometricky pomocou
chromogénnych substratov. Cytotoxicky t¢inok na naddorové a nenadorové bunky sa zistoval
na zéklade MTT testu.

V extraktoch pohanky sa spektrofotometricky stanovil obsah celkovych polyfenolov a
flavonoidov. Obsah rutinu bol determinovany pomocou HPLC analyzy s hmotnostnou
detekciou.

Vysledky a diskusia: Vyznamné zlepSenia antioxidaénych a enzym-inhibi¢nych
ucinkov sa dosiahli najmé pre derivaty rutinu s mastnymi kyselinami, avSak protinadoroveé
efekty boli vyznamnejSie az pri vysSich koncentraciach latok (500 uM az 1000 uM).
Spomedzi acylovanych a konjugovanych derivatov kvercetinu nastalo priblizne u tretiny
z nich zlep3enie inhibicie enzymov a cytotoxického u¢inku na bunky. NajlepSie aktivity
dosiahol chloronaftochindn kvercetin, ktory bol priblizne trikrat lepsi nez nemodifikovany

kvercetin.
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Takmer pre vSetky komplexy kvercetinu sme pozorovali zlepSenie enzym-inhibi¢nych
vlastnosti a cytotoxickych u¢inkov na bunky. Najlepsie vysledky dosiahol komplex
s kyselinou kojovou.

Skrining extraktov z 10 odrdd pohanky preukazal, Ze z hladiska obsahu profylaktickych
zloziek ako aj sledovanych ucinkov sa ako najvhodnejsie javia odrody pohanky siatej Bamby
a Spacinska 1.

Zaver: Pre zlepSenie posudzovanych uinkov sa vhodnou zda byt lipofilizacia
molekuly kvercetinu. Komplexacia je jednoduchSou, rychlejSou a SetrnejSou metddou
pripravy novych substancii nez chemicka resp. enzymova derivatizacia. NajvhodnejSie je
zamerat’ sa na prirodné komplexy, kde spolo¢ne funguju viaceré bioaktivne zli€eniny, ktoré
synergickym spésobom moézu potencovat’ prislusné ucinky. V tomto smere sa pre aplikacné
zadmery do praxe ukazuje ako vhodna odroda Spacinska 1. Jej Supky boli vyuZité na ziskanie

vodno-etanolovych extraktov, s ktorymi sa zahdjili pripravy testovania na probandoch.

Tato préaca vznikla za podpory Agentiry Ministerstva Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu
SR pre Strukturalne fondy EU realizovanim projektu ,,Hodnotenie prirodnych latok a ich
vyber pre prevenciu a liecbu civilizacnych ochoreni (ITMS 26240220040), Agentury na
podporu vyskumu avyvoja realizovanim projektu APVV-0339-10 a Vedeckej grantovej
agentiry prostrednictvom projektu VEGA 1/0191/12. Dakujeme Vyskumnému Ustavu

rastlinnej vyroby v Piestanoch za poskytnutie vzoriek pohdanky.
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PROTEKTIVNE UCINKY NOVOSYNTETIZOVANYCH DERIVATOV
KVERCETINU VOCI UVA ZIARENIU

Tomas Heizer', Anna Kubi¢kova®, Miroslav Veverka®, Roman Hudec?, Soiia Jantova?
'Oddelenie fyzikalnej chémie, Ustav fyzikalnej chémie a chemickej fyziky, FCHPT STU
v Bratislave,’Oddelenie biochémie a mikrobioldgie, Ustav biochémie, vyZivy a ochrany

zdravia, FCHPT STU v Bratislave, ®Bel/Novamann International Ltd., Bratislava

Uvod: Flavonoly ako kvercetin patria medzi najéastejsie sa vyskytujiice flavonoidy
v rastlinnej risi. Je vSeobecne zname, Ze flavonoidy pésobia ako antioxidanty, lapace vol'nych
radikalov, enzymové inhibitory, alebo modulatory génovej expresie. Tieto prirodné latky
zasahuju do mnohych regulaénych drah, ako je napriklad rast buniek, energeticky
metabolizmus, apoptdza, transkripcia génov, aktivacia reparaénych mechanizmov, modulacia
zapalovych procesov ¢i stresovej odpovede. Experimenty in vitro ako aj in vivo naznacili
prepojenie ucinkov flavonoidov s proliferdciou nadorovych buniek, zapalom, angiogenézou,
invazivnostou nadorov avznikom metastdz z primarnych nadorovych loZisk. UVA
predstavuje dlhovinné Ziarenie dominantne zastUpené v ultrafialovom spektre slne¢ného
ziarenia dopadajuceho na zemsky povrch. Vzhl'adom na tato skuto¢nost’, jeho ucCinky je
mozné povazovat’ za majoritného nositel’a toxicity a mutagenity spdsobenej nekontrolovanym
vystavenim l'udskej pokoZky slne¢nému ziareniu. V réznych Stadia sa zistilo, Ze kvercetin
pri r6znych typoch buniek prejavil schopnost’ znizit' u¢inok UVA-indukovaného oxida¢ného
poskodenia. Takato aktivita sa zistila aj pri kvercetinovych deriatoch. Preto nasa Studia viedla,
k sledovaniu protektivneho potencialu novosyntetizovanych acylovanych derivatov mono
a dikvercetinu.

Materiadl a metdédy: Ako modelovy systém sme pouZili mySacie embryonalne
fibroblasty NIH-3T3. Bunky sme kultivovali v DMEM médiu s pridavkom antibiotik a 10%
fetalneho hovadzieho séra pri 37°C v 5% atmosfére CO..

K 24h hodinovej bunkovej kulture sme pridali testované derivaty/rozpustadlo (0,1%). Jednu
hodinu po ich pridani sme bunkovu kultdru vystavili UVA Ziareniu s celkovou davkou 5,4
Jlcm?. Cytotoxicitu a proliferaciu buniek sme sledovali pomocou priameho poéitania buniek,
MTT testom, LDH testom asledovanim morfologickych zmien pomocou svetel'ného
mikroskopu.

Bunkova smrt” a produkciu ROS sme sledovali pomocou gélovej elektroforézy a prietokovej
cytometrie. Genotoxicitu sme sledovali pozorovanim vzniku DNA zlomov pomocou

jednobunkovej gelovej elektroforézy (comet assay).
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Vysledky adiskusia: V naSej praci sme Studovali protektivne GCinky
novosyntetizovanych acylovanych derivdtov mono a dikvercetinu proti UVA-indukovanej
cyto- a genotoxicite. Indukciu cyto- a genotoxicity, sme overili na bunkovej linii NIH-3T3,
kde sme sledovali bunkova smrt’, indukciu apoptozy a morfologické zmeny. Na zaklade
vysledkov ziskanych v primarnom skriningu priamym pocitanim buniek, MTT testom a LDH
testom sme na podrobnejie Stadium vybrali dva najicinnejsie derivaty - dikvercetin
a acetylovany dikvercetin. Sledovali sme schopnost’ oboch derivatov, chranit’ bunkovu liniu
pred morfologickymi zmenami, znizit' tvorbu ROS a dvojvlaknovych zlomov DNA. Zistili
sme, Ze dikvercetin aacetylovany dikvercetin indukovali apoptézu, znizili tvorbu ROS
indukovani UVA ako aj mnozstvo dvojvlaknovych zlomov DNA, ktoré bolo zavislé od
pouZzitej latky a jej koncentracie.

Zaver: Na zaklade uvedenych vysledkov mozno konstatovat, Zze vSetky
novosyntetizované derivaty kvercetinu a dikvercetinu prejavili uréity ochranny Géinok proti
UVA-indukovanému oxidaénému poSkodeniu NIH-3T3 buniek. Dva z tychto derivatov,
dikvercetin a acetylovany dikvercetin, boli najucinnejsie a prejavili systematické ochranné

ucinky. Na objasnenie mechanizmu tychto u¢inkov budi potrebné d’alSie Studie.

Tato praca bola podporena grantovymi agentdrami APVV 0339-10 and VEGA 1/0191/12
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INHIBITORY HISTON DEACETYLAZ V KOMBINACII
S FOTODYNAMICKOU TERAPIOU

Andrea Halaburkova, Jan Koval’, Rastislav JendZelovsky, Jaromir Mikes, Peter
Fedorocko
Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedecka fakulta, Univerzita Pavla Jozefa

Safarika v Kosiciach

Uvod: Dereguléciu epigenetickych modifikacii na histonoch a DNA mézu sposobit
zvysené hladiny histon deacetyldz zohravajucich dolezitu Glohu v tumorigenéze. Preto sa
inhibitory histon deacetylaz (HDIs) stavaju skupinou perspektivnych protinadorovych lieciv.
Fotodynamicka terapia (PDT) vyuZiva netoxicku latku — fotosensibilizator, ktord sa vo
zvysenej miere akumuluje v nddorovych bunkéach a po aktivécii svetlom Specifickej vinovej
dizky ma schopnost vytvarat reaktivne kyslikové radikaly, spdsobujice bunkovi smrt
a deStrukciu tkaniva. Kedze HDIs sposobuju dekondezaciu chromatinu a nasledné
spristupnenie DNA, to dodato¢ne moze sposobit’ zvySenie schopnosti kyslikovych radikalov
atakovat DNA a tym prispiet k zvySeniu ucinnosti fotochemickych a fotobiologickych
procesov sposobenych pocas PDT.

Material a metody: V experimentoch bola pouzita nadorova bunkova linia F'udského
adenokarcinomu hrubého ¢reva - HT-29. Ako fotosenzibilizator sme pouZili hypericin (HYP),
sekundarny metabolit 'ubovnika bodkovaného (Hypericum perforatum L.). Boli vybraté dve
skupiny HDIs - skupina derivatov hydroxamovych kyselin: SAHA (suberoylanilid
hydroxamova kyselina), VPA (kyselina valproova), a skupina kratkych retazcov mastnych
kyselin: TSA (trichostatin A), NaPB (fenylbutyrat sodny). V zaciato¢nych experimentoch boli
ur¢ené pracovné koncentracie pomocou testu MTT, ktorym sa hodnoti metabolickd aktivita
buniek. Pomocou prietokovej cytometrie boli merané zmeny v mitochondrialnom
membranovom potencidli (MMP), ktoré boli analyzované pouzitim farbenia TMRE
(tetrametylrodaminetylesterperchlorat) ako aj zmeny viability a metabolickej aktivity, ktoré
boli charakterizované pouZzitim dvojitého farbenia FDA (fluorescein diacetat - farbenie
metabolicky aktivnych buniek) a Pl (propidium jodid — farbenie mftvych buniek). Zmeny
celkového poctu buniek v individualnych skupindch boli vyhodnotené pomocou pristroja
Coulter Counter.

Vysledky a diskusia: Analyzou MMP, po aplikdcii HDIs a/alebo PDT, sme
v skupinach  ovplyvnenych SAHA aTSA  zaznamenali intenzivnejSie  zmeny

mitochondrialneho potencidlu ako v druhej skupine HDIs, ¢o modze byt spdsobené tym, Ze
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skupina derivatov hydroxamovych kyselin st pan inhibitory. Podobny priebeh odpovede bol
zaznamenany Vv ramci jednotlivych skupin HDIs. ZniZzenie hodndt mitochondridlneho
potencidlu v kombinovanych skupinédch bol vyraznejsi v porovnani s jednotlivymi skupinami
HDIs, HYP ako aj ku kontrole. Pri analyze zmien viability a metabolickej aktivity bol
pozorovany vyraznejSi pokles populacie Zivych buniek a narast mftvej subpopulacie buniek
v kombinovanych skupinach na 24 hod a s vyraznejSim efektom derivatov hydroxamovych
kyselin na 48 hod po PDT. Analyza celkového poctu buniek po zasahu HYP a HDIs
samostatne (okrem VPA = 0,5 mM) ukazala signifikantné znizenie celkového poctu buniek
a zvysenie poctu plavajucich buniek. Najvyznamnejsi pokles bol zaznamenany v skupinach s
kombinovanou terapiou HDIs a PDT.

Zaver: Na zaklade ziskanych vysledkov mozeme konstatovat, ze HDIs st schopné
modifikovat’ a zvysit' cytotoxicky u¢inok fotodynamickej terapie s hypericinom v bunkach
HT- 29 in vitro. PretoZze molekularne mechanizmy HY-PDT v kombinacii s u¢inkom HDIs na
nadorové bunky nie st objasnené, chceme prispiet’ k ziskaniu d’alSich poznatkov s cielom

mozného zvysenia efektivity tychto dvoch rozliénych protinadorovych mechanizmov.
Tato praca bola podporovana Agentdrou na podporu vyskumu a vyvoja na zdklade zmluvy ¢.

APVV-0040-10, Vedeckou grantovou agenttirou MSVVaS SR a SAV ¢ VEGA 1/0626/11a V-
PF-709.
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HYPERICIN AKO LATKA S MOZNYM NEGATIVNYM VPLYVOM NA
UCINOK CHEMOTERAPEUTIK

Zuzana JendzZelovska, Rastislav JendZelovsky, Lucia Hilovska, Jan Koval’, Jaromir
Mikes, Peter Fedorocko
Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedecka fakulta, Univerzita Pavla Jozefa

Safarika v Kosiciach

Uvod: Jednou z astych pri¢in zlyhania protinidorovej lie¢by je vznik rezistencie
nadorovych buniek voci aplikovanému chemoterapeutiku. Je zndme, Ze mnoZstvo prirodnych
latok obsiahnutych v lie¢ivych bylinach, je schopnych modulovat’ aktivitu niektorych
mechanizmov rezistencie. Jednou z nich je aj 'ubovnik bodkovany (Hypericum perforatum
L.), ktorého extrakty sa vo vysokej miere uZivajl na zmiernenie depresii, nespavosti
a Uzkosti. Viacero prac potvrdilo, Ze za komplikacie a zlyhanie niektorych terapeutickych
pristupov je zodpovedny hyperforin, jeden zo sekundarnych metabolitov Tubovnika.
Indukciou viacerych cytochrom P450 monooxygenaz a ABC transportnej pumpy P-gp je
schopny vyrazne znizit' biologickii dostupnost’ niektorych sti€asne podanych lie¢iv. NaSe
predchadzajiuce vysledky vSak poukazuju na hypericin ako na dal§i metabolit schopny
modulovat’ hladinu a aktivitu ABC transportnych proteinov MRP1 a BCRP. To nastolilo
predpoklad, Ze hypericin by mohol zmiernit’ G¢inok cytostatik prostrednictvom aktivacie ABC
transportnych proteinov. Preto bolo naSim cielom analyzovat vplyv predinkubécie buniek
S hypericinom na ucinok cisplatiny (CDDP; potencialny substrdt MRP1, MRP2)
a mitoxantronu (MTX; substrat BCRP) a overit’ tak predpoklad navodenia rezistencie voci
tymto cytostatikam.

Material a metddy: Ako experimentalny model boli pouzité bunkové linie I'udského
ovarialneho adenokarcinomu (A2780 — senzitivna vo¢i CDDP; A2780cis — rezistentna voci
CDDP) aTludskej promyelocytovej leukémie (HL-60 — senzitivnha vo¢i MTX; ¢cBCRP -
rezistentna vo¢i MTX). Vplyv hypericinu na G¢inok cytostatik bol stanoveny prostrednictvom
zmien metabolickej aktivity buniek (MTT test) azmien v incidencii bunkovej smrti
prietokovou cytometriou (analyza poklesu mitochondrialneho membranového potenciélu,
externalizécie fosfatidylserinu a viability). Pomocou prietokovej cytometrie bola stanovena aj
intracelularna hladina hypericinu.

Vysledky a diskusia: Vyznamny narast metabolickej aktivity a redukcia subpopulécie
apoptotickych a nekrotickych buniek poukazuji na schopnost’ hypericinu zmiernit’, respektive

oddialit’ nastup cytotoxického ucinku CDDP aj MTX. Kym negativny vplyv hypericinu na
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ucinok CDDP sme zaznamenali aj v senzitivnych (A2780) aj v rezistentnych (A2780cis)
bunkach, k zniZeniu cytotoxicity MTX doSlo iba v bunkdch HL-60. V pripade rezistentnej
bunkovej linie cBCRP vsak hypericin vyvolal opa¢ny efekt — doslo k zosilneniu ucinku MTX.
Tieto vysledky su zaujimavé aj z hl'adiska akumulacie hypericinu v bunkach. Kym v bunkach
A2780cis a HL-60 sme namerali markantny narast obsahu hypericinu, jeho intracelularna
hladina bola v bunkach A2780 acBCRP nickolkonasobne niz$ia. Na zaklade danych
vysledkov sme zistili, Ze pokles akumulacie hypericinu v bunkach koreluje s vysokou
hladinou transportného proteinu BCRP. To podporuje predpoklad, Ze hypericin by mohol
predstavovat’ potencialny substrat tejto pumpy. Pre objasnenie mechanizmov zodpovednych
za zmenu odpovede buniek na CDDP/MTX st vSak nevyhnutné d’alSie analyzy.

Zaver: Vysledky tejto Studie poukazuju na hypericin ako na biologicky aktivny
rastlinny metabolit schopny ovplyvnit’ u¢inok niektorych cytostatik. Je tiez pravdepodobné,
7ze hypericin by mohol do wur€itej miery interagovat’ s mechanizmami, ktoré reguluju
biologicka dostupnost’ lie¢iv v organizme. Dosiahnuté vysledky by tak mohli prispiet
k odhaleniu negativnych liekovych interakcii zodpovednych za komplikacie vV lie¢be

nadorovych aj inych ochoreni.
Tato préca bola podporovana Agentdrou na podporu vyskumu a vywvoja na zdklade zmluvy ¢.

APVV-0040-10, Vedeckou grantovou agentirou MSVVaS SR a SAV ¢ VEGA 1/0626/11
a Naddciou vyskum rakoviny ¢. 0-12-102/0001-00.
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POTENCIALNE INHIBITORY GLUKOZYLCERAMID SYNTAZY
A VIABILITA BUNIEK

Katarina Turakova!, Boris Lakato$', Dusan Berke$’, Daniela Morav¢ikova®, Andrej
Duris?

'Oddelenie biochémie a mikrobiolégie FCHPT STU v Bratislave, “Oddelenie organickej
chémie FCHPT STU v Bratislave

Uvod: Ca® st viestranné intracelularne iony podielajiice sa na regulacii mnohych
bunkovych procesov. UdrZiavanie homeostdzy Ca®* je pre bunku preto velmi dolezité,
nakol’ko jej akékol'vek narusenie moze vyvolat neziaduce odpovede, bunkoviu smrt
nevynimajuc. Za istych situécii je viak jej narudenie potrebné pre spustenie programovanej
smrti buniek, ktord prebieha v prospech ochrany celého organizmu. Typ programovanej
bunkovej smrti, ku ktorého spusteniu dbjde je Gzko spaty so zmenami v intracelularnej
koncentracii vapenatych ionov. K tymto moze dochadzat’ aj pri hromadeni glykosfingolipidov
v dbsledku poruchy ich metabolizmu. Prikladom je Gaucherova choroba, teda hromadenie
glukozylceramidu (Glc-Cer), prekurzoru mnohych dalSich glykosfingolipidov. Glc-Cer
vznika z UDP-glukdzy a ceramidu pomocou glukozylceramid syntazy (GCS). Ceramid, ako
centralna molekula metabolizmu sfingolipidov, vo vSeobecnosti vyvolava antiproliferativne
odpovede bunky, ako je zastavenie rastu bunky, indukcia apoptdzy, starnutie, stres
endoplazmatického retikula, ¢i autofagiu. Cielom prace bolo sledovat’ uc¢inok novych
derivatov 1-fenyl-2-palmitoylamino-3-morpholino-1-propanolu (PPMP), znameho inhibitora
GCS. Efekt tychto latok na transport vapenatych ionov, viabilitu buniek a samotni aktivitu
GCS bol sledovany na mySacich tymocytoch.

Material a metddy: Tymocyty boli izolované tesne pred experimentom z mysi
starych 4 az 8 tyzdiov. Transport Ca®* bol sledovany pomocou flourescenénej sondy Fluo 3-
AM na spektroflourometri FlouroMax 4 po dobu 15 mindt od pridania Ca®* (vysledna
koncentracia 2,5 mmol/l). Viabilita buniek bola stanovend prietokovou cytometriou. Aktivita
GCS bola stanovena in vitro pomocou NBD-C12-ceramidu z extraktov lipidov, ktoré boli
ziskané po 2, 6 a 12 hodinovej kultivacii tymocytov v pritomnosti potencidlnych inhibitorov
GCS s koncentraciou 1 umol/l a 10 pumol/l. Extrakty boli nanesené na HPTLC silikagél 60
Fos4 platne, vyvijané v zmesi chloroform:metanol: amoniak 20% (70:30:6,25, V/V/v)
a fluorescencne analyzované pomocou Typhoon 9210.

Vysledky a diskusia: Uginok sledovanych latok na transport Ca®* bol zavisly na ich

Struktare, koncentracii atiez na dobe posobenia. Pri niektorych bol zaznamenany vyrazny
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inhibiény vplyv uz pri 15 minttovej predinkubacii bunick (DM-744 (3, 10 a 30 nmol/l),
AD679 (100 nmol/l) aKC75 (10 nmol/l), naopak niektoré pdsobili mierne stimula¢ne a
niektoré boli bez Gi¢inku aj po dlhsie trvajuicom posobeni. Efekt latok na transport Ca®* viak
malo suvisel so zmenou v aktivite GCS, ktora bola najviac ovplyvnena po pridavku AD648
(10 pmol/l), AD679 (10 pmol/l), AD725 (10 pumol/l) a AD733 (1 umol/l). 2 a 6 hodinova
kultivacia buniek so sledovanymi latkami nespdsobila zmeny vo viabilite tymocytov
V porovnani s kontrolnym meranim. K pozorovatelnym zmendm doSlo po 12 hodinovej
kultivacii.

Zaver: U¢inok potencialnych inhibitorov sa ligil v zavislosti od ich truktury a od dasu
kultivacie buniek v ich pritomnosti. Efekt na transport Ca** bol zavisly aj na koncentrécii
jednotlivych derivatov, avsak nie vzdy bol linearny. Typ bunkovej smrti bol porovnavany
s uc¢inkami znamych latok. Vo viacsine pripadov sledované latky vyvolavali nekrozu, ale ich

&inok nebol nutne spojeny so zmenami v transporte Ca>* resp. so zmenou v aktivite GCS.

Tento projekt bol podporeny grantovou agenturou VEGA ¢. 01/0471/11 a 01/0441/11
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VPLYV ~ TANESPIMYCINU, PIFITRINU-p ~ AMETYLENOVE]
MODREJ NA PREZIVANIE A CHEMOSENZITIVITU U HL-60 A K-562.

Katarina Klikova', Andrea Stefanikova®, Ivana Pilchova!, Katarina Klatanova', Jozef
Hatok®, Peter Raday"
YUstav lekarskej biochémie, JLF UK, Martin

Uvod: Jednym z moznych mechanizmov, kedy leukemicka bunka unika pred
kaspazovo-zavislou apoptézou st zvySené hladiny antiapoptotickych bielkovin, ¢o vedie k
participécii tychto bielkovin na onkogeneze, zvySeni proliferacie aznizeni citlivosti
leukemickych buniek na cytostaticku liecbu. Bielkoviny tepelného Soku (HSPs), akymi su
Hsp70 a Hsp90, mozu potlaéit’ apoptdzu priamou vizbou s apoptickymi molekulami (napr.
cytochrom c, AIF, Bax). Existuje preto nieckol’ko moznosti ako inhibovat’ expresiu
alebo funkcie Hsp70 a Hsp90 v leukemickych bunkach. Do skupiny inhibitorov Hsp70
moézeme zaradit® pifitrin-pu (PFT-p) viaZzuci sa na C-terminalnu doménu a metylénovi modrd
(MM) viaZzucu sa na N-terminalnu doménu bielkoviny. Do skupiny inhibitorov Hsp90 patri
tanespimycin (17-AAG). Jeho ucinok je spojeny s degradaciou klientskych bielkovin,
blokovanim bunkového cyklu a indukciou apoptozy.

Ciel'om nasej prace bolo sledovat’ vplyv inhibitorov Hsp70 a Hsp90 na preZivanie a citlivost’
leukemickych buniek HL-60 a K-562 ako aj na hladiny vybranych bielkovin.

Material a metody: V experimentoch sme pouzivali bunkovi liniu odvodend od
akutnej myeloidnej leukémie HL-60 a od chronickej myeloidnej leukémie K-562. Bunky HL-
60 (0,5x10° b/ml) boli kultivované v kultivaénom médiu IMDM s obsahom 20% FBS, 1%
PNC/STR a 1% GENT. Bunky K-562 (0,2x10° b/ml) boli kultivované v kultivatnom médiu
IMDM s obsahom 10% FBS, 1% PNC/STR a 1% GENT pri 37°C a 5% CO,. PreZivanie a
citlivost’ leukemickych buniek po pésobeni roznych koncentracii PFT-p, MM a 17-AAG sme
sledovali pomocou MTT testu. Inhibitory boli pouzité bud’ samostatne, v ich kombinacii
alebo v kombinacii s vybranymi druhmi cytostatik (cytarabin, daunorubicin a mitoxantron).
Bielkoviny boli izolované z kontrolnych a opracovanych bunick TRI Reagentom® podl'a
protokolu vyrobcu (Molecular Research Center, USA). Zmeny v hladinadch vybranych
bielkovin sme sledovali westernblotovou analyzou.

Vysledky a diskusia: Na zaklade MTT testu sme zistili, ze MM pri 0,5 umol/l, PFT-u
pri 17,5 pumol/l a17-AAG pri 5 pmol/l a vysSich koncentraciach viedli k vyznamnému
znizeniu relativneho prezivania HL-60 uz po 24 hodinach. Po 48 hodinovom pdsobeni MM

s2,5 umol/l 17-AAG dosSlo k potladeniu ucinku MM tanespimycinom, pretoze doslo
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k zvySeniu preZivania buniek HL-60. MM (0,5 umol/l) viedla k zvysenej citlivosti HL-60 na
daunorubicin avSak nemala vplyv na citlivost’ buniek HL-60 na d’alSie sledované cytostatika.
PFT-p (10 umol/l) nemal vplyv na citlivost’ bunieck HL-60 na sledované cytostatika. Po 24
hod. pdsobeni MM s koncentradciami 0,25; 0,5 a 1 pmol/l sme detegovali zniZzend hladinu
bielkoviny Hsp70. Po 24 hod. pdsobeni 17-AAG s koncentraciou 10 umol/l sme detegovali
znizenu hladinu bielkoviny Hsp90a/p na druhej strane doslo k vyznamnému zvyseniu hladiny
Hsp70. Vysledky z leukemickej linie HL-60 boli porovnavané s leukemickou liniou K-562.
Zaver: Cielom sucasného biomedicinskeho vyskumu je, okrem iného, objasnit’
mechanizmus rezistencie leukemickych buniek na cytostatika ako aj vyvoj novych lie¢iv a
postupov. Ukazuje sa, ze jednou z moznych perspektiv liecby hematologickych ochoreni
myeloidného radu je vyuZzitie inhibitorov HSP samostatne alebo v kombinacii s inymi

terapeutikami.

Tato praca vznikla za podpory projektu APVV-0245-11.
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SMRT BUNIEK HL-60 INDUKOVANA BUTYRATOM SODNYM JE
URYCHLENA ABT-737

Andrea Stefanikovz’l, Katarina Klikova, Jozef Hatok, Peter Racay

Ustav lekarskej biochémie, JLF UK v Martine

Uvod: Cielom uvedenej $tidie bolo sledovat efekt butyratu sodného (NaBu)
v kombinacii s ABT-737 na prezivanie buniek leukemickej bunkovej linie HL-60. Zamerali
sme sa na kinetiku pdsobenia obidvoch latok. Zarovenn sme analyzovali vplyv NaBu na
hladiny vybranych bielkovin Bcl-2 rodiny v zavislosti od ¢asu a koncentracie NaBu.

Material a metddy: Bunky bunkovej linie HL-60 boli kultivované v kultivatnom
médiu IMDM s 20% FBS pri 37°C a 5% CO, atmosfere. Pre potreby experimentu boli bunky
kultivované pocas stanovenych ¢asovych intervalov s prislusnymi koncentraciami inhibitorov
NaBu a/alebo ABT-737. Prezivanie buniek bolo hodnotené prostrednictvom MTT testu.
Bunkovy cyklus buniek HL60 znacenych propidium iodidom bol analyzovany prietokovym
cytometrom FACS Canto Il. Urceniu hladin vybranych bielkovin pomocou Specifickych
protilatok predchadzala SDS-PAGE elektroforéza na 12% geéle a semi-dry western blotting.

Vysledky a diskusia: PreZivanie buniek HL-60 bolo signifikantne zniZzené po 48 h
inkubécii s 2 a 5Smmol/l NaBu. Avsak pri kombinacii 1 umol/l ABT-737 s 2 a5 mmol/l NaBu
doslo k signifikantnému zniZeniu prezivania uz po 24 h. Analyza bunkoveho cyklu ukazala,
Zze 1mmol/l NaBu po 48 a 72 h tplne zastavil bunky v G1 faze, zaroven bolo vidiet’ postupné
ubudanie buniek v S a G2 faze. Pri 2 a5 mmol/l NaBu sme pozorovali ubddanie buniek v S-
faze a nérast G2 fazy. Neskdr sme pozorovali, Ze najskdr odumierali bunky naakumulované
v G2 faze a az potom v G1 faze. Kombinacia 1umol/l ABT-737 s 1 mmol/l NaBu inhibovala
rast buniek, zastavila ich v G1 faze bunkového cyklu a oneskorila nastup bunkovej smrti
sposobenej ABT-737. Dalej inkubacia buniek HL-60 s 1 umol/l ABT-737 v kombinécii s 2
a5 mmol/l NaBu sp6sobila masivny nérast odumierajicich buniek pritomnych uz po 24 h.
Western blotova analyza po inkubacii buniek HL-60 s NaBu ukazala zvySenu hladinu pro-
apoptotického Bimg_ a zniZzené hladiny anti-apoptotickych bielkovin Bcl-2 rodiny ako aj
GRP78, ktory je spajany s odpoved’ou na stres endoplazmatického retikula.

Zaver: NaBu samostatne aj v kombinacii s ABT-737 zastavuje rast buniek HL60 a
indukuje ich smrt. ABT-737 umociiuje NaBu sprostredkovanu smrt, ¢o je viditeI'né uz po 24
h. ABT-737 sprostredkovana smrt’ buniek je rychla (24 h) tym, ze ABT-737 inhibuje funkciu
anti-apoptotickych bielkovin. Naproti tomu NaBu sp6sobuje zniZenie hladin anti-
apoptotickych bielkovin, ¢oho efekt je viditelny neskor (48 h). Synergicky efekt moze byt v
skorych Stadiach inkubacie spésobeny narastom hladiny Bimg, .

Tato prdaca bola podporend projektom: ,, Podpora rozvoja ludskych zdrojov s vyuZitim
najmodernejSich postupov a foriem vzdelavania na JLF UK v Martine* spolufinancovaného
z0 zdrojov EU a Eur6pskeho socialneho fondu.
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VPLYV ANIONOVYCH FOSFOLIPIDOV NA FUNKCIU
MITOCHONDRII V KVASINKE SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Maéria BaldZzova

Ustav biochémie a genetiky Zivocichov SAV, Ivanka pri Dunaji

Uvod: Ani6nové mitochondrialne fosfolipidy, kardiolipin (CL) a fosfatidylglycerol
(PG), maju nezastupitelna ulohu v bioenergetike bunky, udrZiavani stability mtDNA,
regulacii biosyntézy bunkovej steny, regulécii expresie jadrovych génov i iniciacii apoptozy.
Na vyznamnost funkcie tychto fosfolipidov poukazuje aj pritomnost PG Specifickej
fosfolipazy C, Pgclp (Simockova a kol., 2008), ktora kontroluje mnozstvo PG, intermediétu
biosyntetickej drdhy CL. Otazka ulohy Pgclp vo fyziologii kvasinky S. cerevisiae vsak
zostava stéle otvorena.

Material a metody: Kvantifikdcia fosfolipidového zlozZenia bola robena pomocou
radioaktivneho znacenia lipidov. Kmene boli zao¢kované do syntetickeho média bez inozitolu
a cholinu (5 ml) s pridavkom 5 pCi [*?P] kyseliny fosfore¢nej/ml. Bunky boli pestované 5-6
generacii do strednej aZ neskorej exponencidlnej fazy rastu za trepania pri 28°C. Lipidy boli
extrahované, separované pomocou TLC, vizualizované fosfoimagerom a kvantifikované
Quantity One softvérom (BioRad). Meranie rychlosti respiracie prebiehalo na Clarkovej
kyslikovej elektrode (Hansatech) podla postupu uvedenom v Koshkin a Greenberg, 2002.

Vysledky a diskusia: Charakteristickou ¢rtou mutantného kmena pgclAa je
akumulacia PG. Podobné hromadenie PG bolo zaznamenané aj v kmeni, ktorému chybal gén
pre syntézu CL, CRD1 (Tuller akol., 1998). Tato akumulécia bola vSak dbsledkom
zablokovania spotreby PG na tvorbu CL a nie désledkom naruSenej degradacie PG, ako je
tomu u kmena pgclA. Preto nas zaujimalo, o nastane v pripade spolocnej delécie dvoch
génov CRD1 a PGC1. V dvojitom mutante crd14 pgclA sme pozorovali dvojnasobne vyssi
obsah PG ako u mutanta pgcl4 alebo crd14. Meranim rychlosti respiracie v mutante crdIA
bolo zistené, Ze kmen bez CL a s akumulovanym PG je defektny v oxidativnej fosforylacii
(Koshkin a Greenberg, 2002). PoSkodenu respiraciu sme pozorovali i u kmena pgclA, ale iba
pod podmienkami zvySenej akumulacie PG, teda za nepritomnosti inozitolu. U dvojitého
mutanta crdiApgclIA bola namerand podobna rychlost respiracie ako ucrdIA. Tieto
pozorovania naznacuju, Ze nielen strata CL, ale uz aj zvySena akumulacia PG moze sposobit’
respiracné problémy mitochondrii. Taktiez poukazuji na dodlezitost PG Specifickej

fosfolipdzy C v kvasinke S. cerevisiae Vv udrZziavani optimalneho mnozstva PG
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v mitochondrialnych membranach.

Zaver: Zaverom mozno konStatovat, Ze regulatny mechanizmus degradacie
mitochondridlnych aniénovych fosfolipidov je vysoko kontrolovany. LepSia znalost
procesov, ktoré reguluji homeostazu fosfolipidov, moze pomoct’ k pochopeniu zakladnych
funkcii bunky. Detailné poznanie mechanizmov regulujicich homeostazu mitochondrialnych
lipidov umodelovych eukaryotickych organizmov moze tiez prispiet k pochopeniu
molekularnych mechanizmov etiologie niektorych l'udskych ochoreni, medzi ktoré patria
rozne mitochondrialne neuropatie a myopatie, ale napriklad aj zavazné respiracné ochorenia

spojené so zmenami plicneho surfaktantu, ktorého doélezitou zlozkou je prave PG.

Literatara: Koshkin, V. and Greenberg, M..: Biochem. J., 364, (2002)

Simo¢kova, M., Holi¢, R., Tahotna D., Patton-Vogt J., Griaé, P.: J. Biol. Chem.,
283 (25), (2008)

Tuller, G., Hrastnik, C., Achleitner, G., Schiefthaler, U., Klein, F. and Daum, G.:
FEBS Lett., 421, (1998)

Praca bola podporena grantom Agentiry na podporu vyskumu a vyvoja LPP-0291-09.
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VPLYV SYNTEZY NEUTRALNYCH LIPIDOV NA SEKRECIU
MASTNYCH KYSELIN U KVASINKY SACCHAROMYCES
CEREVISIAE

Peter Se¢, Roman Holi¢
Ustav biochémie a genetiky Zivocichov SAV, 900 28 lvanka pri Dunaji,
peter.sec@savba.sk

Uvod: V bunkach kvasiniek sa mastné kyseliny (MK) ukladaji vo forme neutralnych
zasobnych lipidov (triacylglycerolov a sterolesterov) do lipidovych partikal (LP). Syntézu
zasobnych lipidov u kvasiniek umoznuju Styri gény: DGAL, LRO1, ARE1 a ARE2. Ak su
v kvasinke vSetky Styri gény deletované, kvasinka nie je schopna tvorit’ LP a vznika Stvority
mutant — QM bez LP. Tento kmen nedokaze ukladat nadprodukované ani prijaté MK do
zasobnych lipidov. Bolo by preto zaujimavé zistit, ¢i kvasinky namiesto ukladania MK st
schopné ich sekretovat’ do kultivaéného média. Je zname, Ze delécie v génoch FAAL a FAA4
umoziuju kvasinke sekretovat’ MK von z bunky, ale existuju iba zna¢ne limitované poznatky
0 mechanizme sekrécie v kvasinkach. Nasim cielom bolo otestovat’ hypotézu, Ze sekretujuce
kmene bez LP, st schopné vo vyssej miere MK vysekretovat’, oproti kmetiom so sekre¢nym
fenotypom s LP.

Material a metody:

BY4742 + YCplac33 Pouzité kmene
BY4742 faal::HIS3, faa4::LYS2 + YCplac33 Legenda: QM - Stvornasobny
kvasinkovy mutant, deletované gény su:
BY4742 QM + YCplac33 DGAL, LRO1, ARE1, ARE2.
FAAl a FAA4 — gény zodpovedné za
BY4742 QM faal::HIS3, faa4::LYS2 + YCplac33 sekréciu MK do kultivaéného média

.. .. YCplac33 - kvasinkovy centromérovy
BY4742 QM faal::HIS3, faa4::LYS2 + YCplac33-DGA1 plazmid a HIS3, LYS2— histidinovy,

BY4742 QM faal::HIS3, faad::LYS2 + YCplac33-LRO1 | lyzinovy selekény marker

Metddy: Na meranie intenzity zakalu média spésobeného vysekretovanymi MK bol vyuZity
spektrofotometer. Na delenie neutralnych lipidov bola pouZitd metéda tenkovrstvovej
chromatografie (TLC) a MK boli analyzované pomocou plynovej chromatografie (GC).
Vysledky a diskusia: Z TLC analyzy mozno pozorovat’ profil neutralnych lipidov
v pouzitych kmenoch. Potvrdil sa predpoklad, Zze Stvorité mutanty (QM) dgal, Irol, arel,
are2 bez LP (Obr.1), netvoria TAG ani sterolestery. Overili sme, Ze sekretujuci kmen bez LP
s vlozenym génom DGAL (Obr. 1 - E) a sekretujici kmen bez LP s vloZzenym génom LRO1
(Obr.1 - F), zacinaju formovat’ triacylglyceroly (TAG), ktoré pravdepodobne ukladaju do
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lipidovych partikal. Vysledky tiez naznacuju, ze v bunkach kmena bez LP so sekrecnym
fenotypom (Obr.1 — D) sa zaroven hromadia vysoké hladiny MK.
Obr.1: TLC analyza neutralnych lipidov v bunkéch

A. BY4742 + YCplac33
B. BY4742 faal::HIS3, faa4::LYS2 + YCplac33
C.BY4742 QM + YCplac33
TAG & D. BY4742 QM faal::HIS3, faa4::LYS2 + YCplac33
E. BY4742 QM faal::HIS3, faad::LYS2 + YCplac33-DGAL
F. BY4742 QM faal::HIS3, faa4::LYS2 + YCplac33-LRO1
- . - St. Standardy neutralnych lipidov

SQ W - - - -

SE -‘ -

Lan = Spektrofotometrické merania nam umoznili orientane

L B e = e o - e . , , ,
: sledovat’ hladiny sekretovanych mastnych kyselin
St A B C

“I

? r‘ pri¢om intenzita zakalenia media reprezentuje mnozstvo
sekretovanych MK do média. Analyza MK pomocou GC nam umoznila sledovat’ rozdiely v
mnozstvach a profiloch vysekretovanych MK skiimanych kmenov. Tieto data buda
prezentované a diskutované na konferencii.

Zaver: Ziskané vysledky potvrdzuju predpoklad, ze kmene bez LP so sekre¢nym
fenotypom sekretuju mastné kyseliny vo vySSej miere ako sekre¢né kmene s LP. Zaroven
vysledky poukazuju na zaujimavy fakt, Ze sekretujuce kmene bez LP s vloZzenymi génmi pre
syntézu TAG, sekretuju MK vyraznejSie ako sme predpokladali. LepSie porozumenie vplyvu
syntézy neutralnych lipidov na sekréciu mastnych kyselin si vSak vyzaduje eSte d’alSie

skdmanie.
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STUDIUM VPLYVU NADEXPRESIE P-GLYKOPROTEINU NA
ZMENY ZLOZENIA POVRCHOVYCH SACHARIDOV
V LEUKEMICKYCH BUNKACH L1210

Hano Milan, Sere§ Mario, Pavlikova Lucia, Bubené&ikova Tatiana, Sulova Zdena, Breier
Albert
Ustav Molekularnej fyzioldgie a genetiky SAV, Bratislava, Slovenska republika

Uvod: Akdtna lymfocytarna leukémia (ALL) patri do skupiny zhubnych
neoplastickych ochoreni, ktoré je charakteristické nekontrolovatel'nym narastom lymfocytov
aich prekurzorov v krvi. Pri tomto ochoreni predstavuje chemoterapia dominantny spésob
liecby. Tato vSak moze sposobit’ nadexpresiu membranovych transportérov zo skupiny ABC-
proteinov, ktoré participuju na vzniku fenotypu viacliekovej rezistencie (multidrug resistance
— MDR), ¢im efektivne limituje Géinnost’ lie¢by. P-glykoprotein (P-gp.) je 140 kDa
polypeptid, patri k hlavhym predstavitefom tychto transportérov. Vyznafuje sa masivnou
glykozylaciou na prvej extracelularnje slucke, pricom jeho velkost' vzrasta na 170 kDa.
Glykozylacia proteinov, vratane P-gp., hra vyznamna ulohu pri ,kontrole kvality”“ novo
nasyntetizovaného proteinu v endoplazmatickom retikule, alebo pri procese skladania
a transportu do cielovej Struktary. Ciel'om predlozenej prace bolo Stadium vplyvu inhibitorov
glykozylacie a deglykozylacnych enzymov na zmenu sacharidového zlozenia povrchu
cytoplazmatickej membrany leukemickych buniek L1210 pri rozvoji MDR.

Material a metddy: V experimentoch boli pouzité leukemické bunky linie L1210,
ato senzitivna parentalna linia (S), rezistentna, u ktorej bola overexpresia P-gp. navodena
adaptaciou na vinkristin (R) (Polekova a kol. 1992), transfekovana linia (T), ktord bola
ziskana stabilnou transfekciou plazmidom nestcim gén pre Pudsky P-gp. (Sere$ a kol. 2010).
Bunky boli kultivované pri 37 °C, v atmosfere 5 % CO, 48 hodin v RPMI médiu s pridavkom
fetdlneho hovédzieho séra a antibiotika geneticin. Zastupenie glykoproteinov vo frakciach
membranovych proteinov sme sledovali pomocou kitu na detekciu glykoproteinov (DIG
glycan detection kit). Sledovali sme vplyv deglykozylaénych enzymov N-glykozidazy F a
Endoglykozidazy H, alebo inhibitorov N-glykozylacie (tunikamycinu) a O-glykozylacie (2-
acetamid-2-deoxy-o-D-galaktopyranozidu) na vazbou lektinov  GNA a ConA na povrch
buniek. Prinomnost’” P-gp. v membranach sme overovali vazbou anti-Pgp protilatky C219
a glykozyla¢ny status pomocou lektinu GNA. Aglutinicia nativnych buniek po ovplyvneni
jednotlivymi latkami bola zaznamenana pristrojom CASY TT. Pomocou prietokovej

cytometrie sme merali intenzitu vdzby FITC znaCenych lektinov na povrch buniek po

42



ovplyveni deglykoziddzami avstup buniek do apoptdézy po predinkubacii s jednotlivymi
inhibitormi pomocou anexin V/PI Kitu.

Vysledky a diskusia: V pripade P-gp. pozitivnych buniek (R,T) sa na nam podarilo
detekovat’ tplnt stratu vdzby GNA na protein s Mr = 170 kDa po deglykozylacii En. H, ¢o
pravdepodobne predstavuje odstiepenie vysokomanozylovaného oligosacharidu z molekuly
P-gp. Lektin GNA sa viaZe v zvySenej miere na vSetky testované sublinie buniek L1210 viac
ako ConA, napriek slabej schopnosti aglutinovat bunky. Tunikamycin blokuje N-
glykozylaciu P-gp. u oboch P-gp. subliniach, ktoré ho obsahujlu. ZardZajuce je, Ze pritom
nema vplyv na transportni aktivitu ani lokalizaciu P-gp. v membrane. U inhibitora O-
glykozylécie sme nezaznamenali vyraznejSi efekt.

Zaver: Vysledky naznaéuju, ze v Strukture P-gp. u P-gp. pozitivnych buniek (R,T) sa
nachadza glykozylacné miesto s vysokomanozylovanym oligosacharidovym zvyskom
dostupne pre En H. N-glykozylacia P-gp. nemusi mat’ esencialny vyznam pre maturaciu a
funk¢énost’ P-gp..

Citacie: Polekovad L., Barancik M., Mrdazovd T., Pirker R., Wallner J., Sulovd Z., Breier A.:
Adaptation of mouse leukemia cells L1210 to vincristine. Evidence for expression of P-
glycoprotein. (1992): Neoplasma 39: 73-77.

Sere$ M., Ditte P., Breier A., Sulova Z.: Effect of thapsigargin on P-glycoprotein-negative
and P-glycoprotein-positive L1210 mouse leukaemia cells. (2010): Gen Physiol Biophys
29(4): 396-401.

Tento projekt je financovany z grantov APVV-0290-10 a 0282-11, VEGAZ2/0123/10,
2/0100/12 and Centrum excelentbosti pre Glykomiku, ITMS 26240120031, Operacny
program pre vyskum a vyvov podporeny ERDF.
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TETRASPANIN-13 MODULUJE AKTIVITU Cay2.2 KANALA

Lucia Lichvarova®', Robert Mallmann? Thomas Wilmes?, Jan Castonguay?, Norbert
Klugbauer?, Bubica Lacinova®
'Ustav molekularnej fyziologie a genetiky, SAV, Bratislava, ?Ustav experimentéalnej a

klinickej farmakoldgie a toxikoldgie, Univerzita Alberta-Ludwiga Freiburg, Nemecko

Uvod: Napitovo-zavislé vapnikové kanaly Cay2.2 typu zohravaju klaéova tlohu v
nervovom systéme pri Ca**-zavislom uvolfiovani neurotransmiterov. Mnohé proteiny
v plazmatickej membréne interaguju s Cay2.2 kandlmi a mézu réznym sposobom regulovat’
ich aktivitu. Skrining cDNA kniznic umoznuje odhalit’ doteraz nezname protein-proteinové
interakcie. Na vyhladanie novych interakénych partnerov Cay2.2 kandlov v presynaptickej
membrane sme skrinovali cDNA kniZnicu mySacieho mozgu. Specifickym ,,split-ubiquitin®
systéemom sme identifikovali viacero proteinov, ktoré interagovali s Cay2.2 kanalmi. Z nich
sme vybrali tetraspanin-13 (TSPAN-13), ktory patri do rodiny membranovych proteinov so
Styrmi transmembranovymi segmentami, dvomi extracelularnymi sluckami a konzervovanymi
CCG motivmi. Tetraspaninom obohatené mikrodomény st zapojené do mnohych bunkovych
procesov, migracie buniek, intracelularneho transportu, bunkovej fuzie a signalizacie.
Interakcia tetraspaninu a napét'ovo-zavislych vapnikovych kanélov doteraz nebola opisana.

Material a metody: Na vyhladanie interakénych partnerov sme vyuzili komercny kit
»Split-ubiquitin® systétm (DUALmembrane kit 3) s cDNA kniZznicou z mySieho mozgu
(pNubGx), zakipeny od Dualsystems Biotech (Ziirich, Svajéiarsko). Bunkovi liniu CHO
stabilne transfekovani Cay2.2 kanalmi sme kotransfekovali bud’ kontrolnym pEGFP
plazmidom alebo pEGFP plazmidom s vloZenym génom pre TSPAN-13. Ba?* a Ca** pridy
v CHO bunkach sme merali metdédou patch clamp v konfiguracii z celej bunky za pouZitia
EPC-10 zosiliovaca (Electronic HEKA, Lambrecht, Nemecko). Extracelularny roztok
obsahoval: 10 mM BaCl,, 10 mM HEPES, 5 mM glukdzy, 125 mM TEA-CI, pH 7.4 (TEA-
OH). Na meranie Ca®* pradu sme BaCl, nahradili 2 mM CaCl,. Intracelularny roztok
obsahoval: 110 mM CsClI, 10 mM EGTA, 3 mM MgCl,, 3 mM Na,-ATP, 0,6 mM Tris-GTP,
10 mM HEPES, pH 7,2 (CsOH). Pipety boli vyrobené z borosilikatového skla (Sutter
Instrument, Novato, USA). Daéta boli zaznamendvané softvérom PatchMaster 2.43 a
analyzovane softvérom FitMaster 2.60 a Origin 8.5. Déta ziskané z kontrolnych a TSPAN-13
transfekovanych buniek boli Statisticky porovnavané neparovym Studentovym t-testom.

Vysledky a diskusia: Transfekcia s TSPAN-13 ma za nésledok zniZenie pradovej
hustoty a signifikantne zrychluje kinetiku aktivacie aj inaktivacie Ba®" pridu. Inaktivacia

Ca®* pradu cez Cay2.2 kanal nebola vyznamne ovplyvnena TSPAN-13. Zrychlena napitovo-
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zavisla inaktivacia naznacuje, Zze TSPAN-13 moéze mat’ vplyv na kumulativnu inaktivaciu
pocas tzv. burstu akénych potencialov. Celkovd inaktivacia na konci série ak¢nych
potencialov alebo na konci vysokofrekvenénej série kratkych depolariza¢nych impulzov bola
skutoéne zvySend TSPAN-13, aj ked tento ucinok nebol Statisticky signifikantny. Koexpresia
TSPAN-13 s Cay2.2 kanalmi nezmenila facilitaciu predpulzom, z ¢oho m6zZeme usudzovat,
Ze TSPAN-13 neovplyviiuje modulaciu Cay2.2 kanalov G-proteinmi.

Zaver: Elektrofyziologické analyzy ukézali, Ze TSPAN-13 3pecificky moduluje
aktivitu Cay2.2 kanalov. Tato modulacia by mohla predstavovat’ novy mechanizmus regulacie
aktivity Cay2.2 kanala v priestore synaptickej membrany a ovplyviiovat presynaptické

uvolfiovanie neurotransmiterov.

Praca bola podporena Agenturou pre vedu a vyskum kontraktom APVV-0212-10 a nemeckym
grantom DFG, SFB 780 projekt Al.

45



INTERAKCIA H,S S S-NITROZOGLUTATIONOM - VPLYV pH, O,
A NIZKOMOLEKULOVYCH TIOLOV

Marian Grman'?, Anton Mi§ak?, Karol Ondria$®, Lenka Tomasova**
Fakulta matematiky, fyziky a informatiky UK Bratislava, ?Ustav molekularnej fyziolégie

a genetiky SAV, ®Farmaceuticka fakulta UK Bratislava

Uvod: Sirovodik (H,S) aoxid dusnaty (NO) st plynné transmitery produkované
endogénne v 'udskom organizme Specifickymi enzymami. SU zahrnuté v regulacii mnohych
(pato)fyziologickych funkcii, napr. v kardiovaskularnom systéme. Spriahnutie NO a H,S
signalnych drah potvrdilo zistenie, Ze H,S nepriamo zvysil expresiu induktivnej NO syntazy
anaopak, NO donor zvysil expresiu aaktivitu cystationin beta syntdzy (enzymu
produkujuceho H,S) v bunkéach hladkého svalstva aorty. NavySe, simultanne podanie NO
a H,S donora viedlo k uplne odlidnej odpovedi ako podanie samotného NO alebo H,S donora.
Interakcia NO s tiolovou skupinou nizkomolekulovych tiolov alebo proteinov vedie
k produkcii S-nitrézotiolov, spomedzi ktorych je najstabilnejSi a zaroven aj najhojnejsie sa
vyskytujlci S-nitr6zoglutation (GSNO). S-nitrozotioly funguju v bunkach ako biorezervoar
NO.

Material a metdédy: Pomocou UV-Vis absorpénej spektroskopie (Hewlett Packard
8452A Diode array spectrophotometer) sme Studovali vplyv nizkomolekulovych tiolov -
redukovaného (GSH) a oxidovaného (GSSG) glutationu, cysteinu (Cys), N-acetyl L-cysteinu
a metioninu (NAC) (vSetky v koncentracii 200 a 400 umol/L), d’alej kyslika a pH (4.5-12.0)
na kinetiku interakcie 200 umol/L H,S s 200 umol/L GSNO, ktora vedie k rozpadu GSNO.
Konkrétne sme sa zamerali na kinetiku pri vinovych dizkach 270, 334 a 412 nm.

Vysledky a diskusia: Pri reakcii H,S s GSNO postupne dochadzalo k uvolneniu NO
Z GSNO (zanik absorp¢ného pasu pri 334 nm — vazba S-NO typickd pre S-nitrozotioly),
k narastaniu absorbancie pri 270 nm a k prechodnej tvorbe produktu s absorpénym maximom
pri 412 nm. Rychlost” interakcie bola najrychlejsSia pri fyziologickom pH 7.4, vySSie i niZSie
pH reakciu spomal’ovali. Nizkomolekulové tioly s vol'nou tiolovou —SH skupinou (t.j. GSH,
Cys a NAC) reakciu pri pH 7.4 a 8.0 inhibovali v poradi NAC>GSH>Cys, naopak, pri pH 6.0
reakciu urychl'ovali v presne opaénom poradi (Cys>GSH>NAC). GSSG a Met, t.j. zluCeniny
bez volnej tiolovej skupiny, nemali na Kinetiku reakcie Ziadny vplyv. V pufri s nizkou
koncentraciou kyslika (vzdusny kyslik sme z roztoku odstranili bublanim s najCistejSim

dusikom) prebichala reakcia pomal$ie. Pritomnost’ kyslika urychlila proces dekompozicie
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GSNO a mala za nasledok aj rychlejsi rozpad produktu s absorpénym maximom pri 412 nm,
¢o sa prejavilo na Casovej sérii absorpénych spektier nejasnym izosbestickym bodom.

Zaver: Interakcia S-nitrozoglutationu so sirovodikom vedie Kk uvolneniu oxidu
dusnatého zvazby scysteinom  S-nitrézoglutationu, priCom dochadza k tvorbe
(medzi)produktov, ktoré mézu mat’ potencialny biologicky ucinok. Sirovodik moze taktiez

podobnym mechanizmom zohravat’ v organizme Glohu v procese denitrozylacie proteinov.

Praca bola podporenéa projektami APVV-0074-11 a UK/474/2013.
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pH MODULACIA SIRKY PORU MITOCHONDRIALNYCH
CHLORIDOVYCH KANALOV

Anton_Misak!, Marian Grman® ? Lubica Malekova', Zuzana Tomaskova!, Karol
Ondrias

! Ustav molekularnej fyzioldgie a genetiky SAV, 2Oddelenie jadrovej fyziky a biofyziky UK

Uvod: Fluktuacia draslikového pridu te¢uceho cez sarcKatp kanél, ktora sprevadza
kolaps mitochondridlneho membranového potencialu (A¥p,) v podmienkach oxidaéného
stresu, naznacuje nepriamu ucast’ A¥mp-regulacnych Struktar v modulécii elektrického profilu
srdcovej bunky. Jeden z mechanizmov, spojeny s oscilaciami v bioenergetickom stave
mitochondrie, zahiia IMAC (Inner Membrane Anion Channel), ktorého zablokovanie viedlo
k odvrateniu kolapsu A¥n, a k zastaveniu casového kolisania akénych potencidlov, ¢o
poskytuje predpoklad cieleného vyuZitia v prevencii srdcovych arytmii. Prvotné Studie
pracujuce s analyzou rozptylu svetla na napuc¢anych mitoplastoch popisali IMAC ako anion-
selektivny kanal blokovany kationmi Mg** a H* aur¢ili farmakologicky profil. Zavedenie
elektrofyziologickych postupov do Stddie anidnovej transportnej aktivity vnutornej
mitochondrialnej membrany prinieslo znacnu variabilitu  vysledkov, ¢o spolu
s nejednoznacnost'ou pri ich stotoznovani s vlastnostami kanalu IMAC, skoncentrovalo nasu
pozornost’ v tejto préaci do popisania selektivity a vodivostnych vlastnosti mitochondrialnych
chloridovych kandlov v r6znych podmienkach, ¢im by sa rozsirilo identifika¢né rozhranie pre
porovnavanie vlastnosti na urovni proteinu.

Material a metody: Metodika prace pozostavala z dvoch hlavnych casti: izolacia
vezikul vnatornej mitochondridlnej membrany a meranie elektrofyziologickych vlastnosti
chloridovych kanalov pomocou rekonstitucie kanalu v umelej lipidovej membrane (BLM).
Separéacia hrubej frakcie potkanich srdcovych mitochondrii sa uskuto¢nila v niekolkych
krokoch diferencidlnou centrifugaciou. Po vystaveni mitochondrii kratkodobému pdsobeniu
trypsinu, za ucelom rozpojenia membranovych fragmentov sarkoplazmatického retikula, sa
kone¢na frakcia mitochondrii vycistila centrifugaciou v gradiente hustoty. Vezikuly sme
ziskali rozbitim mitochondrii ultrazvukom. Meranie metédou BLM proceduralne obsahovalo
utvorenie membrény zloZenej zo zmesi lipidov DOPE a DOPC na rozhrani cis a trans roztoku
a nanesenie vzorky obsahujucej izolovaneé vezikuly.

Vysledky a diskusia: Biofyzikalny popis mitochondridlnych chloridovych kanalov
zahfnal dva zakladné atributy - vodivost’ a selektivitu pre rozne typy anionov. Vodivost’ poru
kanalu klesala v poradi aniénov CI" > Br > I'> chlore¢nan =~ mravéan >> octan, v pripade

glukonatovych aniénov sme nepozorovali tok prudu v kontrolnych podmienkach, ¢o nam
48



poskytlo predstavu o proporcionalnej limitacii velkosti poru. Transport sledovanych aniénov
cez vodivy pér vykazoval selektivitu v poradi Br' > chlore¢nan > I' > CI" > mrav¢an = octan.
Zmeranim zavislosti nasytenia vodivosti od koncentracie CI° (Gnax =316£15pS a
Kp =499+67 mM) sme dostali univerzalnejSiu identifikaéni vlastnost. Pre posudenie
regulaéného G¢inku pH vo funkcii kanalu sme upravovali pH cis/trans roztoku a analyzovali
modulovanie kinetickych vlastnosti. Po znizeni pH vodivost’ vzrastla na oboch stranach
membrany (cis/trans) a tento proces bol sprevadzany zniZzenim pravdepodobnosti otvorenia
(Po). Zvysenie pH sposobilo znizenie vodivosti, pricom nedoslo k zmene P,. Interpretaciu
vysledkov sme vztiahli na zmenu Sirky poru chloridového kanalu, ¢o sme overovali u¢inkom
pH na transport glukonatovych anidonov. Experimenty ukazali pritomnost a zvySovanie
vodivosti s klesajacim pH.

Zaver: Vysledky ukazuji niekolko charakteristik podobnych s kanalom IMAC, ale
nami pozorovana aktivéacia i6nmi Mg** nie je v stlade s pévodne pozorovanou inhibiciou.
Zmena vodivosti ako nasledok reakcie kanalu na zmenu pH v okolitom prostredi, by mohla
odrazat’ konformacnti odpoved’ poru v posunutych fyziologickych podmienkach, s vyznamom

v transportnej regulacii anionov.

Vyskum bol podporeny z projektov: APVV-0074-11 a VEGA/2/0094/12
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MULTIDRUG REZISTENCIA PRI LIECBE MYELO-
DYSPLASTICKEHO SYNDROMU

L. Messingerova®, A. Jonasova %, M. Baran&ik®, L. Suarez’, Z. Sulova!, A. Breier!

! Ustav molekularnej fyziolégie a genetiky SAV, Bratislava

2 Hematologicka ambulancia, 1. Interna klinika, Véeobecna fakultnd nemocnica Univerzita
Karlova, Praha

3 Ustav pre vyskum srdca SAV, Bratislava

*Sidney Kimmel Comprehensive Cancer Center at Johns Hopkins, Baltimore, Maryland, USA

Uvod: Myelodysplasicky syndrom (MDS) je klonalna porucha pluripotentnej
kmenovej bunky charakterizovand neefektivnou diferencidciou  hematopoetickych
progenitorovych buniek, dysplaziou kostnej drene, genetickou instabilitou a vysokym rizikom
transformacie do akutnej myeloidnej leukémie (AML). Vysoka heterogenita MDS si vyZaduje
rozli€né terapeutické pristupy medzi ktoré patri transfuzia krvnych elementov, podavanie
hematopeickych rastovych faktorov (Eprex, Neorecormon, Aranesp), imunosupresivna
terapia, imunomodula¢n terapia (Lenalidomid), alogénna transplantacia kmenovych buniek,
kombinovana chemoterapia, hypometyla¢né latky a inhibitory histon deacetylaz (azacytidin,
deoxyazacytidin). Epigenetické zmeny ovplyvituju expresiu genetickej informacie bez zmeny
samotnej sekvencie DNA. Medzi epigenetické liecivad pouzivané pri liecbe MDS patria
inhibitory metyltransferdz 5-azacytidin (5-aza) a decitabin (5-aza-2-deoxycytidin, DAC).
miRNA su evolu¢ne dobre konzervované, malé, nekddujuce molekuly RNA priblizne 20-22
nukleotidov dlhé, korych expresia je ovplyvnena epigenetickymi lie¢ivami. miRNA su
doblezité regulatory expresie proteinov v bunkdch a mnohych bunkovych procesov vratane
diferenciacie, apoptdzy a odpovede bunky na stress. Imunomodulaéné lie¢iva (IMiDS) medzi
ktoré patri aj lenalidomid (LD) su skupinou zlucenin odvodenych od prvého
imunomodula¢ného lieciva- talidomidu. Zavaznym problémom pri liecbe onkologickych
pacientov je vznik rezistencie na tato liecbu. Multidrug rezistencia (MDR) je ¢asto spdsobend
zvysenou expresiou dvoch genov kodujacich ABC transportéry ato: MDR 1, ktory koduje
transmembranovy P-glykoprotein (P-gp) a MRP1, ktory koduje ““multidrug resistance
associated protein” (MRP).

Material a metddy: Prvym cielom nasej $tadie bolo sledovat’ efekt terapie
lenalidomidom u pacientov s MDS na expresiu P-pg, MRP a sledovanie hladin a aktivit LDH
(laktat dehydrogenaza) a MMP. Vzorky periférnej krvi a kostnej drene od pacientov s MDS

50- lieCenych lenalidomidom boli spracované separaciou leukocytov na Ficolle a expresie P-
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gp a MRP boli stanovené pomocou RT-PCR. Aktivita MMP bola stanovovana vo vzorkach
plazmy pomocou Zelatinovej zymografie priamo v elektroforetickom gély. Hladiny MMP
proteinov boli sledované pomocou Western blotu. Aktivita LDH bola stanovena ako oxidacia
NADH na NAD za sucasnej redukcie pyruvatu na laktat spektrofotometricky podla
Standardného protokolu. Druhym cielom nasej Stadie bol skrining 8 miRNA na bunkovych
liniach HL60 aHLG60R (rezistentnd bunkova linia HL60 na DAC). Bunky boli
synchronizované v jednej faze bunkového cyklu pomocou tymidinového dvojbloku
a synchronizacia bola overena pomocou vézby propidium jodidu na DNA. Nasledne bola
sledovana expresia miRNA pomocou real-time PCR.

Vysledky a zaver: Zistili sme, ze lie€ba MDS pacientov lenalidomidom neindukovala
zvysenu expresiu P-gp a MRP mRNA. Pacienti s MDS mali signifikantne zvysené aktivity
LDH a MMP v krvnej plazme. Na druhej strane lieCba lenalidomidom vyvolala signifikantna
redukciu MMP a LDH aktivit v plazme. PredlZovanie terapie s lenalidomidom vyvolalo
stabilnd redukciu MMP a LDH aktivit rovnako ako aj redukciu hladin proteinov MMP
V plazme pacientov. DoterajSie vysledky naznacujt, ze liecba lenalidomidom u pacientov
s myelodysplastickym syndrémom 5g- nespdsobuje zmeny v expresii P-gp a MRP. TaktiezZ sa
zda, Ze zmeny obsahu MMP a LDH v krvnej plazme monitoruju uGcinnost’ liecby MDS
pacientov lenalidomidom. Skriningom 8 miRNA (miRNA 329, miRNA 370, miRNA 432,
mMiRNA 494, miRNA 665, miRNA 150, miRNA 1305, miRNA 583) na bunkovych liniach
HL60 a HL60R sme potvrdili rozdielnu expresiu miRNA 494 pri 24H, 48H a 72H inkubacii
s DAC, pricom lie¢ivo bolo bunkam podavané v 24H intervale pri koncentracii 1 uM.
Z pozorovanych rozdielov expresie sa mozno domnievat, ze miRNA 494 je zapojena do

rezistencie na DAC.

Tato préaca bola podporena : Celgene, APVV-0084-07, VEGA (2/0123/10 and 2/0155/09).
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OPAKOVANY STRES ZzZVYSUJE PRODUKCIU ENDOGENNYCH
KATECHOLAMINOVY  V ADIPOCYTOCH MEZENTERICKEHO

TUKOVEHO TKANIVA POTKANA

Peter Vargovi¢, Jozef Ukropec, Richard Kvetiiansky
Ustav experimentalnej endokrinoldgie, SAV, Bratislava

Uvod: Katecholaminy (KAT) patria medzi doleZité neurotransmitery/ hormény
sluZiace predovsetkym ako skoré mediatory odpovede na stres. V nedavnej dobe bola taktiez
objavena endogénna produkcia KAT v imunitnych bunkach, ktoré ich vyuZivaju ako vysoko
u¢inné mediatory pri autokrinnej a parakrinnej signalizacii. V tejto praci sme sa zamerali na
hladanie aparatu syntézy endogénnych KAT v mezenterickom tukovom tkanive (MTT)
potkana ako aj na vplyv pdsobenia psychologickych, fyzikalnych a fyziologickych stresorov
na tento systém.

Material a metddy: Z potkanov kmenia Sprague-Dowley bolo izolované mezenterické

tukové tkanivo, ktoré bolo d’alej separované na adipocyty a stromalno-vaskularnu frakciu. V
oboch frakciach boli merané KAT, t.j. dopamin, noradrenalin a adrenalin (RIA, ELISA),
génovéa expresia (kvantitativna real time RT-PCR) a proteinoveé hladiny (Western bloting,
imunohistochémia) enzymov syntézy KAT, t.j. tyrozinhydroxylazy (TH) a fenyletanolamin-
N-metyltransferazy (PNMT). lzolované adipocyty boli taktiez inkubované ex vivo
v pritomnosti inhibitora syntézy KAT, alfa-metyl-p-tyrozinu (kompetitivny inhibitor TH)
a bakterialneho endotoxinu.
Vplyv stresorov na endogénnu produkciu KAT bol sledovany pomocou vystavenia potkanov
jednordzovému a opakovanému imobilizaénému stresu (IMO), akGtnemu a chronickému
chladovému stresu, subseptickej davke endotoxinu (lipopolysacharid, LPS) a kombinaciam
tychto stresorov (IMO-chlad, IMO-LPS).

Vysledky a diskusia: MTT potkana obsahuje vSetky tri KAT v sympatikovych
zakonceniach, adipocytoch a stromalno-vaskularnych bunkach. V adipocytoch bol najdeny
vlastny aparat syntézy endogénnych KAT schopny produkcie KAT ex vivo pricom len
inkubécia v pritomnosti alfa-metyl-p-tyrozinu zniZila koncentraciu intracelularnych KAT,
Opakovana IMO zvySuje syntézu KAT v adipocytoch kedy dochadza aj k postupnej
akumulacii intracelularneho adrenalinu. Akutny ako aj chronicky chlad zvySuje intracelularne
KAT v adipocytoch pri¢om nasledné vystavenie imobilizacii nema vplyv na endogénne KAT,
resp. skor inhibuje ich syntézu. Vystavenie zapalovému stresu vplyvom i.p. podania LPS

nemalo vplyv na syntézu KAT avSak pri predchadzajucom vystaveni opakovanej IMO
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spbsobilo masivnu depléciu adrenalinu a nasledovné zvySenie syntézy endogénnych KAT
v adipocytoch.

Produkcia KAT bunkami tukového tkaniva poskytuje vyznamné zdroje hlavne dopaminu
a adrenalinu v tukovom tkanive, ktoré spolu s noradrenalinom uvolnovanym sympatikovymi
nervami moézu mat vyznamny vplyv pri regulécii fyziologickych funkcii adipocytov,
imunitnych, nervovych, endotelialnych a d’alSich buniek pritomnych v MTT. Ked’Ze pocas
vystavenia stresu dochadza k vysokému uvolfiovaniu noradrenalinu z nervovych zakondent,
ma d’al$ia tvorba dopaminu a adrenalinu samotnymi bunkami pravdepodobne odlisny, alebo
viac Specificky vyznam ako noradrenalin.

Zaver: Uvedené vysledky ukazuja, Ze vplyvom opakovaného po6sobenia stresu
dochadza k zvy3enej tvorbe KAT, ktoré nepochadzaju len zo sympatikovych nervovych
zakonceni, ale su tvorené priamo v adipocytoch a d’alsich bunkach mezenterického tukového
tkaniva. Fyziologicky vyznam tvorby endogennych KAT v adipocytoch =zatial niecje
objasneny, no pravdepodobne participuju pri reguléacii metabolizmu a neuroimunoendokrinngj

aktivity tukového tkaniva.

Praca bola podporena grantmi VEGA 2/0188/09, 2/0036/11, APVV-0148-06 a APVV-0088-
10.
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VPLYV PROTEAZOMALNEHO STRESU NA PREZIVANIE
NEUROBLASTOMOVYCH A GLIOBLASTOMOVYCH BUNIEK

Ivana Pilchova, Katarina Klikova, Andrea Stefanikova, Katarina Klaanova, Peter
Racay
Ustav lekarskej biochémie, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Univerzita Komenského

v Bratislave

Uvod: Hromadenie nerozpustnych polyubikvitinovanych zhlukov bielkovin je
sprievodnym javom ischemicko-reperfuzneho poSkodenia neuralnych buniek. Vznika v
désledku suhry viacerych udalosti, ku ktorym patri zlyhanie ubikvitin-proteazomalneho
systému, oddisociovanie ribozomalnych podjednotiek ¢i reverzibilné zastavenie translacie po
ischémii. Suvislost’ medzi agregaciou poskodenych bielkovin v bunkéach a iniciaciou apoptozy
zatial nebola objasnena, no povazuje sa za jednu z moznych pri¢in oneskorenej smrti
neuralnych buniek po ischémii.

Material a metody: Cudské bunkové linie glioblastomu T98G a neuroblastomu SH-
SY5Y (ATCC) boli kultivované pri Standardnych kultivacnych podmienkach. Nasledne boli
ovplyvnené proteazomalnym inhibitorom bortezomibom (Velcade, PS-341) v koncentraciach
5,10,20,50 a 100 nmol/l po dobu 4,16,24, 48 a 72 hodin. Prezivanie buniek bolo hodnotené
MTT testom. Z buniek inkubovanych 4 a 24h boli pripravené celobunkové lyzaty, nasledne
boli vyizolované bielkoviny separované pomocou SDS-PAGE elektroforézy (12%)
a vyhodnotené Western blot analyzou s pouzitim protilatok pre ubikvitin, Hsp70 a Hsp90
(Santa Cruz). Vysledky boli Statisticky spracované pomocou One-way ANOVA analyzy
s pouzitim Tukey testu (OriginPro v8.5). Hladina signifikantnosti bola stanovena na p<0,05.

Vysledky a diskusia: K vyraznému poklesu preZivania buniek T98G dochazalo
v koncentraciach bortezomibu vyssSich ako 10 nmol/l a po viac ako 24-hodinovej inkubécii.
Na neuroblastomovych bunkdch SH-SY5Y bol vyrazny letalny efekt pozorovany
v obdobnych ¢asovych intervaloch, ale v koncentracidch vyssich ako 20 nmol/l. Pomocou
Western blot analyzy sme v bunkdch T98G preukéazali signifikantny néarast tvorby
polyubikvitinovanych agregatov bielkovin ato uz po 4-hodinovej inkubécii, ktord, vsak, nie
je spojena s poklesom viability buniek. K indukcii stresovej odpovede dochadzalo po 24h vo
forme enormného narastu hladiny Hsp70 a taktieZ signifikantne zvySenej hladiny Hsp90.
Vysledky z glioblastémovej linie T98G boli nasledne porovnavane s vysledkami ziskanymi

s neuroblastdmovou bunkovou liniou SH-SY5Y.
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Zaver: Nase vysledky preukazuju, Ze pritomnost’ agregatov bielkovin nie spriahnuta
s okamzitou inicidciou bunkovej smrti, ¢o podporuje hypotézu, Ze agregaty bielkovin mézu
byt’ pri¢inou oneskorenej smrti buniek po ischémii v mozgu. AvSak mechanizmus spéjajuci

hromadenie agreatov s iniciaciou procesov Ustiacich do smrti buniek nie je stale jasny.

Praca bola podporena grantom APVV ¢. 0245-11.
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SLEDOVANIE VYSKYTU POLYMORFIZMOV VYBRANYCH GENOV
U PACIENTOV S MOZGOVYMI NADORMI

Romana Richterova'?, Jana Jurefekova', Andrea Evinova!, Branislav Kolarovszki?,
Martin Ben&o?, Jilius De Riggo? Juraj Sutovsky?, Silvia Mahmood®, Peter Raday”,
Dusan Dobrota®

YUstav lekarskej biochémie JLF UK v Martine, 2Neurochirurgické oddelenie UNM v Martine

Uvod: Nadory mozgu a jeho obalov tvoria histologicky heterogénnu skupinu nadorov
s rozdielnymi vlastnostami, sposobom lie¢by as rozliénou prognézou. V suvislosti
s mozgovymi nadormi je skimanych mnoZstvo génovych zmien. Enzymy rodiny
glutationtransferaz (GST) patria k detoxikaénym enzymom. Polymorfizmy génov pre tieto
enzymy sU spajané svySSim rizikom vzniku mozgovych néadorov a so zvySenou
chemorezistenciou naddorovych buniek. Epidermalny rastovy faktor (EGF) a inzulinu podobny
rastovy faktor (IGF) aich polymorfizmy byvaju spajané s vysSou agresivitou nadorov a so
skratenim preZivania pacientov. Gén TP53 patri k najzndmejsSim tumor-supresorovym génom.
Poskodenie tohto génu je Casté pri réznych druhoch nadorov.

Material a metody: Do Studie sme zaradili 33 pacientov s mozgovymi nadormi,
ktorym bola odobratd vendzna krv, ako aj vzorka tkaniva nadoru. Pomocou PCR-metody sme
vySetrili pritomnost’ polymorfizmov glutationtransferaz, TP53, EGF a IGF-viaziceho
proteinu 3 (IGFB3). Porovnali sme pritomnost” polymorfizmov v krvi aj v tkanive nadorov
pacientov a v kontrolnej skupine.

Vysledky adiskusia: Zistili sme Statisticky vyznamny rozdiel v distribucii
polymorfnej alely C TP53 génu v krvi a tkanive pacientov s naddormi mozgu. TaktieZ bol
zisteny Statisticky vyznamny rozdiel v distribacii alely A a heterozygotného a polymorfného
genotypu IGFB3 génu medzi kontrolnou skupinou a krvou pacientov s mozgovymi nadormi.
Pri inych génoch sme Statisticky vyznamné rozdiely nezaznamenali.

Zaver: Predbezné vysledky na malom subore pacientov poukazujd na zvyseny vyskyt
polymorfizmu génu TP53 a polymorfizmu génu IGFB3 u pacientov s mozgovymi nadormi.
Pre relevantné zhodnotenie vysledkov je nevyhnutné realizovat’ vySetrenia na va¢Som stubore

pacientov.
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VPLYV GONADALNYCH STEROIDOV NA GENOVU EXPRESIU
VYBRANYCH CYTOKINOV V MAKROFAGOCH KURY DOMACEJ

Zuzana Kaiikova', Michal Zeman®?, Susanne Schwarz®, Bernd Kaspers®

! Katedra Zivocisnej fyziologie a etolégie, Prirodovedecka fakulta, Univerzita Komenského
v Bratislave 2Ustav biochémie a genetiky Zivocichov, Slovenska akadéemia vied, Ivanka pri
Dunaji, Slovenské republika ®Instiziz fyziologie Zivocichov, Veterindrna fakulta, Univerzita

Ludwiga- Maximiliana v Mnichove

Uvod: Medzipohlavné rozdiely v aktivite imunitného systému maji velky vyznam
Z hl'adiska etiopatogenézy viacerych chordb, ako aj z pohladu evolu¢nej biologie, ale
zakladné fyziologické mechanizmy podmiefiujuce tieto rozdiely nie su objasnené.
Predpokladd sa pdsobenie pohlavnych steroidnych horménov na rbézne tkaniva a bunky
imunitného systému pricom dokazy potvrdzujuce tato hypotézu stale chybaji. Jednou
z moznosti priameho ovplyvnenia imunitnych Struktar gonadalnymi steroidmi je ich vplyv na
génovu expresiu cytokinov achemokinov, ktoré predstavuji zakladné mediatorové
informa¢né molekuly imunitnych funkcii. Produkcia pohlavnych steroidnych hormoénov sa
zasadne meni pocas ontogenézy jedincov, preto sme Vv prvej Casti nasho pokusu hodnotili
vplyv veku na genovl expresiu vybranych prozapalovych cytokinov a chemokinov v
primarnych kulturach makrofagov pripravenych z krvi a sleziny kury domécej. V druhej ¢asti
experimentov sme tieto vysledky doplnili Stadiom génovej expresie v in vitro podmienkach
po priamom podani vybranych steroidov.
Material a metody: V pokusoch boli vyuzité samce a samice M11 linie sliepok znaskového
typu plemena Leghorn biely s haplotypom B2/2, chované v Standardnych podmienkach na
Ustave fyziologie zivo¢ichov, Veterinarnej fakulty univerzity Ludwiga-Maximiliana v
Mnichove. V prvom pokuse boli pomocou gradientovej centrifugacie, s vyuzitim Ficollu,
izolované makrofagy (M) zo sleziny a krvi zvierat troch vekovych kategérii: mladé jedince
(vek 7-11 tyzdnov; samce n = 3; samice n = 4), samice pred zaciatkom znasky (vek 18-19
tyzdiov; n = 3), dospelé jedince (vek 28-29 tyzdiiov; samce n = 3; samice n = 3).
Vyizolované Md¢ boli po prilnuti na Petriho misku a premyti, stimulované 10 pg/ml
lipopolysacharidu (LPS) alebo kombinaciou 10 pg/ml LPS + interferon-y (IFNy; 1:100). Po
zozbierani buniek do roztoku TRIzol® bola vyizolovana mRNA, ktord bola nasledne
prepisana do cDNA. Génova expresia prozapalovych cytokinov (IL-1, IL-6, IL-18) a
chemokinov (IL-8, K60, K203) bola kvantifikovana pomocou real-time PCR (Applied

Biosystems 7300 real-time PCR system). Druha Cast’ experimentov pozostavala z in vitro
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ovplyvnenia stimulovanych Md z krvi experimentalnych zvierat nasledovnymi steroidnymi
horménmi (dihydrotestosteron — DHT; testosterdn propionat — TP; progesterén — P; estradiol
benzoat — EB; kortikosteron — Cort). Postup izolacie M¢ a stanovenia génovej expresie bol
zhodny s prvou ¢ast’ou experimentu.

Vysledky a diskusia: Génova expresia vybranych cytokinov a chemokinov sa signifikantne
neliSila medzi pozorovanymi vekovymi skupinami samcov a samic, ako aj medzi dvomi
aplikovanymi stimuldciami (LPS vs. LPS+IFNy). Faktorom, ktory Statisticky vyznamne
ovplyvnil expresiu sledovanych génov bolo tkanivo, z ktoreho boli M izolované (krv vs.
slezina) a to hlavne v pripade IL-1, IL-6 a K60. V druhej Casti experimentu sme pozorovali
davkovo zavisli modulaciu génovej expresie IL-6, K60 a K203, vyvolani podanim
steroidnych hormonov. Zaznamenali sme ocakavany inhibiény ucinok po aplikacii
kortikosteronu, priCom efekty pohlavnych steroidov sa liSili medzi opakovanymi
experimentmi naznacujuc kontext-dependentny uc¢inok steroidov na expresiu cytokinov a
chemokinov u vtakov.

Zaver: Pokus s in vitro podanim hormoénov preukazal potencial steroidnych hormdénov
ovplyvnit' génovu expresiu vybranych cytokinov. Kedze dosiahnuté vysledky vykazuju
vyraznu variabilitu, predpokladame, Ze ucinok steroidov na aktivitu imunitného systému je
komplexny a zavisi od ontogenetického Stadia a aktualneho stavu organizmu. Tento kontex-

dependentny ucinok steroidov budeme analyzovat’ v d’al§ich experimentoch.
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ULOHA  NEUROTROFICKYCH FAKTOROV PRI  HYPER-
SENZITIVITE NERVOV SPROSTREDKUJUCICH BOLEST Z
VNUTORNYCH ORGANOV

Jozef Hatokl'z, Peter Banovéin ml.2'3, Svetlana Grobar¢ikova®®, Alexander Sverstad®®,
Juraj Hali¢ka®*, Dusan Dobrota', Marian Kollarik**

'Ustav lekarskej biochémie JLF Martin, “Johns Hopkins School of Medicine - USA, ®Interna
klinika Gastroenterologicka JLF Martin, “Ustav patologickej fyziolégie JLF Martin,
*Urologicka klinika JLF Martin

Uvod: Mechanizmy bolesti z paZerdka a pyrdzy u pacientov, ktori nereaguju na
inhibiciou zaludo¢nej kyseliny, st len velmi malo preskimané. Jednym z klucovych
fenoménov zistenych u tychto pacientov je hypersenzitivita na arovni aferentnych nervovych
drah. Téato hypersenzitivita sa u pacientov prejavuje bolestivou odpoved’'ou na nizkoprahové
podnety, ktoré nie sU bolestivé u zdravych jedincov. Podla stasnych poznatkov su
neurotrofické faktory jediné zndme molekuly produkované pri zapale, ktoré su schopné
navodit’ dlhodobé zmeny v aferentnych nervoch vratane zmien v zmysle hypersenzitivity.
Faktory sa vacsinou delia do troch skupin: neurotrofiny, odvodené od glialnych buniek
(GDNF) a neuropoetické cytokiny. Na zéklade naSich predchadzajucich vysledkov vieme, Ze
paZzerdk je inervovany tromi podtypmi nociceptorov: (a) spindlnymi, (b) vagovymi
jugularnymi, ktoré st vyvojovo neurokrestalneho pévodu, a (c) vagovymi nodoznymi
plakodalneho pévodu.

Materidl a metody: Nasim cielom bolo zistit, ktoré podtypy nociceptorov
inervujucich sliznicu pazeraka, zistit, aké receptory pre neurotrofické faktory exprimuji, a
zistit, ¢i je expresia vybranych neurotrofickych faktorov pre tieto receptory zvysena v
biotickych vzorkach sliznice u pacientov s refluxnou ezofagitidou. Na vizualizaciu
aferentnych neurénov sme pouzili in vivo transfekciu s adeno-asociovanym virusom
produkujicim green fluorescentny protein (AAV-GFP) a na stanovenie expresie receptorov
pre neurotrofické faktory sme pouZili single cell RT-PCR a retrogradne znacenie u zvierat. Na
stanovenie expresie neurotrofickych faktorov v humannych biopsidch sme pouZili
kvantitativnu PCR pomocou fluorescenta SybrGreen.

Vysledky a diskusia: NaSe vysledky ukazujud, Ze: (a) sliznica paZeréka je inervovana
neurokrestalnymi ale nie plakodalnymi aferentymi nervami; (b) neurokrestalne nervy (80-

90%) exprimujiit GFRa3 receptor pre neurotroficky factor artemin; (c) expresia mRNA pre
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artemin je 5-nasobne zvySend v biopickych vzorkach sliznice pazeraku u pacientov s
refluxnou ezofagitidou.

Zaver: Nase vysledky ukazujt, Zze neurotrofické faktory mozu zohravat” vyznamnu
ulohu v mechanizme navodenia ezofagealnej hypersenzitivity. Neutroficky faktor artemin
(¢len rodiny GDNF), signalizovany prostrednictvom tyrozin kindzového receptora GFRa3, je
jednym z adeptov schopnych indukovat zmeny v patomechanizmoch neuropaticke;
visceralnej bolesti. Komplexné pochopenie mechanizmov vzniku a perzistencie visceralnej
hypersenzitivity by otvorilo nové moznosti v manazmente a lieCbe pacientov s terapeuticky

naro¢nymi funkénymi ochoreniami gastrointestinalneho traktu a inych organovych systémov.

Tato préaca bola podporena projektom "CEVYPET" spolufinancovanym zo zdrojov ES

a Eurdpskeho fondu regionalneho rozvoja.
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TGF-p1 AKO KLUCOVY REGULATOR MOLEKULARNYCH
VLASTNOSTI CEREBELARNYCH GRANULARNYCH NEURONOV
V IN VITRO PODMIENKACH

Katarina Jaskova’, Michaela Pavlovi¢ova', Michal Cagalinec?, Lubica Lacinova!, Dana
Jurkovitova'

YUstav molekularnej fyziolégie a genetiky SAV, Vlarska 5, 833 34 Bratislava, Slovenska
republika

?Oddelenie farmakolégie' Lekarska fakulta, Ravila 19, 504 11 Tartu, Estdnsko

Uvod: Akultne poranenie centralneho nervového systému (CNS) je spustadom
neurodegenerativnych procesov, ktoré moézu vyustit do vazneho poskodenia alebo straty
funkcie neurdnov. V mieste poranenia je exprimovany transformaény rastovy faktor B1 (TGF-
B1), ktory indukuje tvorbu fibrotickej jazvy, zabrafiujucej normalnemu synaptickému prenosu,
plasticite a obnove poSkodenych neurdnov. Patofyzioldgia poSkodenych neurénov je Gzko
spata nielen sabnormalnou mitochondrialnou dynamikou, ale aj so zmenenou Ca**
signalizaciou.

Materidl a metody: Ako bunkovy model sluZila primarna kultdra cerebelérnych
granularnych neurénov (CGN) izolovand z 8-dnovych potkanov rodu Wistar. CGN boli po
Siestich dnoch in vitro vystavené u¢inkom TGF-B1 (10 ng/ml), neselektivneho blokatora IP3;R
2-Aminoetoxydifenyl boratu (2APB, 10 uM) alebo u¢inkom Specifického blokatora TGF-B1
receptora LY364947 (5 uM) na 48 hodin. Metdédou RT-PCR sme stanovili hladiny mRNA
vapnikovych transportérov (IP3R1, IPsR2, RyR1, RyR2, SERCA2), metddou Western blot
proteinové hladiny IP3R1 a imunofluorescenéne sme IP3R1 vizualizovali. Mitochondrialnu
dynamiku (fazia a delenie) spolu s mitochondridlnou morfologiou (dizka) sme stanovili po
transfektovani CGN s fotokonvertujucim mito-KikumeGRI a analyzovali laserovym
konfokalnym mikroskopom.

Vysledky a diskusia: CGNs po vystaveni uc¢inkom TGF-B1 vykazovali znizent
expresiu vapnikovych transportérov IP3R1, IPsR2, RyR1, RyR2 a SERCA2. Tieto zmeny vo
vapnikovej signalizacii viedli tiez k zniZeniu proteinovych hladin IP3R1, ¢im TGF-B1
komplexne kontroluje vnutrobunkovl véapnikovi homeostdzu. Blokator TGF-B1 receptora
LY364947 vratii mRNA hladiny vSetkych pozorovanych vépnikovych transportérov na
kontrolna uroven. Pritomnost’ 2APB signifikantne znizila génovi expresiu len IP3R1 a IP3R2.
Fyziologickym néasledkom zmenenej expresie vapnikovych transportérov bolo zniZenie

priemernej dizky neuritov v pritomnosti TGF-p1 aj 2APB, &o potvrdzuje nepostradatelnu
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ulohu IP3R1 v procese rastu axonu. TGF-Bl1 participoval aj na translokacii IP3R1 do
perinuklearneho priestoru. Uvoliovanie Ca®* z endoplazmatického retikula (ER) je spojené
S jeho odcerpavanim do mitochondrii, ¢o nasledne zasahuje aj mitochondridlnu dynamiku.
Expozicia TGF-B1 signifikantne znizila podiel mitochondridlnej fazie, ¢o mézeme vysvetlit
znizenou expresiou IP3R1 a SERCA2 snéaslednou negativnou regulaciou Mitofusinu 2
pritomného v ER aj mitochondrii. TGF-B1 zniZil tieZ priemerna dizku mitochondrii, nezmenil
vSak pocet mitochondridlnych kontaktov.

Zaver: Po poraneni CNS TGF-B1 spuasta neurodegenerativny progres, ktory je
sprostredkovany zmenenou Ca®* signalizaciou vn(tri poranenych neurénov. Nasimi
ziskanymi vysledkami z CGN ovplyvnenych TGF-B1 ako in vitro model poranenia CNS preto
navrhujeme hypotézu, Ze neurodegenerativne désledky po vystaveni TGF-B1 su aspon

&iastocne modulované cez IPs-indukovan( Ca?* signalizaciu.

Praca bola podporend grantom VEGA 2/0097/11 a Slovenskou agentdrou na podporu

vyskumu a vyvoja kontraktom APVV-0212-10.
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LIFESTYLE AND ALZHEIMER'S: HOW STRESS CAN SET YOUR

BRAIN ON FIRE

Novak Petr
Institute of Neuroimmunology SAS, Dubravska cesta 9, 845 10 Bratislava, Slovak republic

While neurofibrillary tau pathology is a driving force of Alzheimer’s disease (AD), it triggers
a multitude of downstream events, amongst them neuroinflammation.

This chronic inflammatory process is likely involved in mediating the widespread destruction
of neuronal networks seen in AD. Moreover, the phenotype of the immune response to
neurofibrillary pathology is a major determinant of the brain’s ability to withstand this
onslaught; this becomes especially evident in the oldest-old, where immunological health is
the main predictor of cognitive function.

With Alzheimer’s patients showing first signs of dementia at ages from their fifties in some
and forty years later in others, and displaying varying rates of decline, the investigation of
possible risk factors for the speed of this decline is warranted.

Psychological stress is sufficiently widespread to be a possible risk factor for a disorder as
common as AD, and is under investigation as a factor in immunological disorders — for
example multiple sclerosis.

We have subjected transgenic rats modeling human AD to brief or extended stress, and shown
that this environmental factor is able to influence crucial inflammatory mediators — IL-1b, IL-
6, IL-10, TNF-a, various chemotactic molecules and receptors involved in the inflammatory
response. This evidence shows that psychological stress is able to influence the inflammatory
process in AD in potentially detrimental ways, and thus play a role in the progression of this
disorder.
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VPLYV GLOBALNEJ ISCHEMIE MOZGU NA PROTEINY BCL-2
RODINY OBSAHUJUCE LEN BH3 DOMENU

Katarina Kla¢anova', lvana Pilchova', Zuzana Tatarkova!, Maria Chomovéa?, Maria
Kovalska®, Andrea Stefanikova', Dusan Dobrota’, Peter Raay"
YUstav lekérskej biochémie JLF UK Martin, “Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej

biochémie LF UK Bratislava, *Ustav histoldgie a embryolégie JLF UK Martin

Uvod: Pro-apoptické proteiny Bcl-2 rodiny obsahujice len BH3 doménu st kl'a¢ovymi
regulatormi mitochondrialnej apoptdzy. Predpoklada sa, Ze vischémiou indukovanej
neuronalnej smrti zohravaju dolezitd ulohu hlavne dva proteiny z tejto skupiny, ato Bad
a PUMA, ktory je regulovany na transkripénej Grovni prostrednictvom p53. Pro-apopticka
aktivita proteinu Bad je inhibovana jeho fosforylaciou, Akt kinazou a protein kindzou A. Je
zaujimavé, Ze presnym opakom je Uloha fosforylacie v pripade proteinu Bik, ktora je pre jeho
upIna pro-apoptickd aktivitu nevyhnutna.

Cielom tejto prace bolo zistit' vplyv globalnej ischémie mozgu na expresiu
a vnutrobunkovu lokalizaciu pro-apoptickych proteinov Bcl-2 rodiny obsahujucich len BH3
doménu, Bad, Bik a PUMA.

Material a metddy: V experimentoch boli pouzité samce potkanov kmena Wistar
(Dobré voda, SR). Potkany boli vystavené 15 min globéalnej mozgovej ischémii pouZitim
modelu Stvorcievnej okllzie, po ktorej nasledovala reperflzia v trvani 1, 3, 24 a 72 hodin. Za
ucelom potvrdenia zapojenia Akt kinazy v mechanizme ischémiou vyvolanej translokacie
proteinu Bad do mitochondrii sme inkubovali bunky neuroblastbmovej bunkovej linie SH-
SY5Y s Aktil/2, inhibitorom kindzy Akt. Miera prezivania buniek bola nésledne stanovena na
zédklade testu MTT. Mitochondrie boli izolované z buniek a hipokampov potkanov
diferencialnou centrifugaciou. Bielkoviny ziskaneé z bunkovych lyzatov a z mitochondrii boli
separované pomocou elektroforézy na tricinovom géli. Hladiny sledovanych bielkovin boli
stanovené pomocou Western blotovej analyzy. VVnutrobunkova lokalizacia proteinu Bik bola
analyzovana konfokalnym mikroskopom po imunofluoresenénom farbeni rezov mozgov
kontrolnych a experimentalnych zvierat.

Vysledky a diskusia: Zistili sme, Ze globalna ischémia mozgu neovplyvnila celkovu
hladinu Bad aPUMA, avSak viedla k vyznamnej akumulécii proteinov Bad a Bik
v mitochondriach izolovanych z hipokampov potkanov, podrobenych ischémii s nasledovnou
reperfuziou vtrvani 1, 3, 24 a 72 hodin. V hladinach proteinu PUMA vSak neboli za

rovnakych okolnosti pozorované vyznamné zmeny. KedZe aktivita proteinu Bad je

66



regulovana Akt kinazou, skimali sme tiez dopad globalnej mozgovej ischémie na fosforylaciu
Akt na Ser473, ktory je povazovany za marker aktivacie Akt. Pozorovali sme vyznamné
znizenie proteinu p-Akt ihned” po ischémii ako aj zvySenie p-Akt po ischémii nasledovanou
reperfuziou v trvani 3 hodin. Translokacia proteinu Bad do mitochondrii koreluje s inhibiciou
Akt Kkinazy pocas ischémie. Na druhej strane, je inkubacia SH-SY5Y buniek s Aktil/2
spojena s vyznamnym znizenim ich relativneho prezivania, avSak bez vyznamnejSich zmien
mitochondrialnej hladiny proteinu Bad. Imunofluoresenénymi metodami sme detegovali
kolokalizaciu proteinu Bik s markerom endoplazmatickeho retikula (ER), ktord bola
pozorovana Vv pyramidovych neuronoch CAZ1 vrstvy hipokampu kontrolnych potkanov,
pricom tato kolokalizacia nebola pozorovana v tych istych bunkach potkanov podrobenych
ischémii nasledovanou reperflziou v trvani 3 hodin. Tento vysledok poukazuje na ischémiou
indukovanu translokaciu bielkoviny Bik z ER do mitochondrii.

Zaver: NaSe experimenty poukazali na mozné zapojenie proteinov Bad a Bik v procese
ischémiou vyvolanej bunkovej smrti. Mechanizmus ich aktivacie po ischémii mozgu ako aj

ucast’ oboch proteinov v procese oneskorenej bunkovej smrti v3ak nie je Uplne jasna.

Praca bola podporena APVV grantom ¢. 0245-11.
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TAU PROTEIN AS A PREPETRATOR OF SYNAPTIC IMPAIRMENT
Santosh Jadhav, Norbert Zilka, Michal Novak

Institute of Neuroimmunology, Slovak Academy of Sciences, Dubravska 9, 845 10 Bratislava

Introduction: Synaptic pathology is an early event and a better predictor of cognitive
decline in Alzheimer’s disease (AD). Synaptic anomalies are observed both in early and late
stages of AD, mainly in the hippocampus and cortical areas [1] and in tauopathies [2].
Interestingly, loss of select synaptic proteins well correlates with the cognitive decline in AD
brains [1]. Studies have shown that higher tangle count was associated with abatement in
synaptic proteins in AD [4]. Furthermore, tangle pathology better correlates with synaptic
impairment in AD [5]. Protein truncation is an important pathological modification in human
neurodegenerative diseases [6]. However, the mechanism as to how disease modified tau
protein induces synaptic damage remains elusive.

Materials and methods: 14 months old transgenic rats expressing human truncated
tau 151-391 with 3 repeat regions and corresponding controls were used. Synaptic
fractionation was performed using sucrose gradient centrifugation. Purity of fractions was
assessed using anti-synaptophysin (presynaptic marker) and anti-PSD95 (postsynaptic
marker) antibodies. Analysis of synaptic proteins (synaptophysin, GAP43, PSD95,
neuroligin), cytoskeletal markers (tubulin specific modifications, MAP2, neurofilaments,
drebrin) was performed using immunoblotting. Analysis of amyloid pathway was performed
by immunoblotting (APP) and ELISA (amyloid beta 40 and 42). Electron microscopy was
performed to validate in-vitro results and synaptic vesicle counting.

Results and discussion: We have found that endogenous tau is increased in the
presynaptic fraction (SMF) and is mislocalized to the postsynaptic density (PSD).
Mislocalization of tau to the PSD was accompanied by phosphorylation of the microtubule
binding domain (MTB) (pS262 and pS356), while in the SMF, pT205 and pS404
phosphorylation was enriched. We also observed the presence of highly stable microtubules
only in the SMF. This may be due to the abundance of MTB non-phosphorylated tau
specifically in the SMF. However, in the PSD, the neurofilament proteins were significantly
decreased. Analysis of presynaptic proteins revealed a decrease in synaptophysin and an
increase in bassoon protein. In postsynaptic density, decrease in drebrin E/A was observed.
Electron microscopy confirmed the presence of stable microtubules and also showed decrease
in synaptic vesicles in the terminals. Interestingly, no change in levels of APP and amyloid

beta 42 were observed. However, amyloid beta 40 was decreased in the synaptic terminals of
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transgenic animals suggesting that deregulation of amyloid beta pathway in the presence of
pathogenic tau.

Conclusion: Misfolded protein tau elevates endogenous tau in synapses and induces
its missorting to PSD, stabilizes microtubules, impairs vesicle transport independent of
amyloid beta 42. Moreover, perturbation of amyloid beta pathway occurs downstream of

misfolded truncated tau pathogenesis.

Acknowledgement: The work is supported by grants APVV-0200-11, APVV-0631-07 and
APVV-0603-06.
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DNA VAKCINACIA VOCI VIRUSU CHRIPKY TYPU A

Margareéta Praznovska, Ivan KoSik, Ingrid Krejnusova, Lucia Kotlarova, Gustav Russ,
FrantiSek Kostolansky

Virologicky Ustav SAV, Bratislava

Uvod: Virus chripky typu A (IAV) sposobuje pravidelne respiraéné ochorenia u I'udi.
Jedinou ucinnou ochranou voci virusu chripky je ockovanie. Ockovanie sa musi opakovat
kazdy rok kvéli antigénnym zmendm v povrchovych glykoproteinoch hemaglutinine (HA)
a neuraminidaze (NA). V sucasnosti sa vyskum zameriava aj na pripravu univerzalnej
vakciny, ktora by bola G¢inné proti viacerym subtypom virusu chripky alebo efektivnejSej
ockovacej latky. DNA vakciny predstavuji jednu z moznosti ako dosiahnut’ tento ciel. Maju
nickol’ko vyhod oproti bezne pripravovanym vakcinam, ako je rychla produkcia bez pouZzitia
kuracich embryi, indukujd humoralnu i celularnu imunitu a st pouzite'né na rézne patogény.
V nadej préaci sme sa zamerali na DNA vakcinaciu plazmidom exprimujicim vnatorny protein
IAV PB1 a jej ti¢inkom voci infekcii virusom chripky A/PR/8/34.

Material a metddy: Balb/c mysSi sme imunizovali troma davkami v prvej skupine
plazmidom pPB1, v druhej plazmidom pHA (pozitivna kontrola-PK), v tretej plazmidom
neobsahujicim Ziadny inzert (pTriEx-4) (negativna kontrola-NK) avo Stvrtej PBS (NK).
V kaZzdej davke sme im podali 50 pg DNA na myS v 150 pl PBS v dvojtyzdiovych
intervaloch. Po 3. ddvke DNA vakciny sme stanovili titer protilatok metédou ELISA, ako
antigén sme pouzili purifikat virusu A/PR/8/34 (PR8). Dva tyZdne po 3. davke DNA vakciny
sme my3i intranasalne infikovali virusom PR8 1LDs, (10°PFU). Na 3., 6. a 10. defi po infekcii
(DPI) sme dve mysi z kazdej skupiny usmrtili a odobrali im plica. Z homogenatu pl'uc sme
stanovili infekény titer virusu metddou RCA (rapid culture assay).

Vysledky a diskusia: Po 3. davke DNA vakciny u skupiny pHA a pPB1 sme stanovili
titer protilatok, ktory bol porovnatelny. U NK sa nevytvorili virus Specificke protilatky.
Infekény titer virusu u PK po 3.DPI bol 4x10% U skupiny pPB1 bola jeho hodnota 8x10?,
tento nizky infekény titer naznaCoval protektivny efekt. U NK bol infekény titer virusu
mnohonésobne vy$si na 3.DPI 12x10° - PBS a 25x10° - pTriEx-4, pretoZe sa nevytvorili
Ziadne protilatky, ktoré by chranili mysi pred infekciou.
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Po infekcii virusom PR8 sme sledovali priznaky ochorenia, zmeny v hmotnosti mysi
a prezivanie. DNA vakcinou s plazmidom pPB1 sme dosiahli 100% preZivanie mysi oproti
NK. Okrem toho sme umysi imunizovanej pPB1 nepozorovali Ziadne Klinické prejavy
infekcie, okrem miernej straty hmotnosti, ktora sa po 14.DPI vratila na svoju pdvodnu
hodnotu.
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Obr.2: Zmena hmotnosti mySsi a prezivanie mysi imunizovanych DNA vakcinami a infikovanych
virusom PR8. Skupiny 9 mysi boli sledované denne po 19. DPI

Zaver: Indukovana imunita vo¢i PB1 proteinu zabrénila klinickym prejavom infekcie
aumoznila prezitie mysi infikovanych virusom A/PR/8/34. Mechanizmus protektivneho
ucinku DNA vakciny obsahujucej vnutorny protein PB1 1AV nie je celkom jasny. Imunitne
odpovede navodené prostrednictvom tohto proteinu mézu hrat' vyznamnu ulohu v obrane voci
IAV.

Praca bola podporena grantami: APVV-0250-10, APVV-1605-06, DO7RP-0025-10,
VEGA 2/0117/11, 2/0176/12, 2/0100/13.
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MOLEKULARNA CYTOGENETIKA ARCHAICKYCH
A ODVODENYCH SKUPIN MOTOLIC (TREMATODA)

Marta Bombarova', Marianna Reblanova?, Marta Spakulova®

Parazitologicky Ustav SAV Kosice, 2Gendiagnostica Kosice s.r.o.

Uvod: Motolice  (Trematoda), jedna z parazitickych tried  ploskavcov
(Platyhelminthes), zahinaji dve sesterské linie Aspidogastrea a Digenea. V prvej z nich je iba
80 druhov s viacerymi archaickymi znakmi stavby tela ivyvinového cyklu, naopak
digenetické motolice st poéetnou skupinou s viac ako 18 tisicmi opisanych druhov vratane
vyznamnych I'udskych cudzopasnikov (napriklad rody Schistosoma, Fasciolopsis, Fasciola,
Opisthorchis atd’). Tato praca uvadza nepublikované Udaje o karyotypoch a chromozomalnej
lokalizacii klastrov ribozomalnych génov u parazita ryb Aspidogaster limacoides
(Aspidogastrea) a Styroch druhov echinostomnych motolic vtdkov Echinostoma revolutum,
Echinostoma myigawai, Hypoderaeum conoideum a Echinoparyphium aconiatum (Digenea)
a v kontexte s dostupnymi informéaciami o cytogenetike motolic diskutuje hypotézu o evoldcii
karyotypu v skupine.

Material a metody: Chromozomoveé preparaty boli zhotovené zo Zivych dospelych
alebo larvalnych motolic metodou teplej platne (Bombarova et al., 2007) a farbené roztokom
Giemsa alebo fluorescen¢nou in situ hybridizaciou (FISH) so sondou 18S rDNA (Sahara et
al., 1999).

Vysledky a diskusia: Karyotyp A. limacoides z podtriedy Aspidogastrea sa sklada
z0 6 parov pomerne dlhych chromozémov, z ktorych prvy aposledny st dvojramenné
a ostatné 4 jednoramenné (2n = 12, celkova dizka haploidnej sady TCL = 35,54 um). Klaster
ribozomalnych génov (tj. organizator jadierka, NOR) je lokalizovany na apikalnom konci 3.
paru chromozomov. Pocet chromozémov u motolic podtriedy Digenea bol vyssi, 2n = 22 (E.
revolutum, E. myigawai) alebo 20 (H. conoideum, E. aconiatum). Podobne ako v
pripade archaického A. limacoides, jednoramenné (telocentrické a subtelocentrické) pary boli
podetnejsie ako pary dvojramenné (meta- a submetacentrické) a porovnatelna bola aj dizka
sady chromozémov TCL, ktord vSak medzidruhovo kolisala (TCL = 48,5; 31,0; 23,4; 28,1
um, v poradi ako je uvedené vysSie). Oba druhy rodu Echinostoma mali jediny lokus pre
ribozomalne gény situovany na 3. najdlhSom pare a druh H. conoideum na 8. pare. Prekvapivo
bol posledny druh E. aconiatum charakterizovany dvomi lokusmi rDNA na paroch ¢. 3. a 8.

Zaver: Napriek nedostatocne pocetnym cytogenetickym analyzam v ramci triedy

Trematoda je mozné usudzovat, ze ancestalny pocet chromozomov v archaickej skupine
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v v

Aspidogastrea je dvakrat niZsi (2n=10-14 u 4 doteraz preskimanych druhov) ako u skupiny
Digenea (2n = 20-22 u viacsiny zcca 320 karyologicky opisanych druhov) aZe zmena
pravdepodobne nastala v dobe historickej diferencidcie tychto sesterskych skupin.
Vyznamnym faktom je relativne vysoka miera konzervativnosti karyotypu ilustrovana
stabilnou lokalizaciou ribozomanych génov na paroch chromozomov ¢. 8 a najma ¢. 3, ktora

sa vyskytuje u zastupcov oboch vyvojovych linii motolic.

Praca bola financovana projektom VEGA 2/0168/13 a LPP-0126-07 Agentlury na podporu
vyskumu a vyvoja SR.
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CIRKULACIA A GENETICKA VARIABILITA  ANAPLASMA
PHAGOCYTOPHILUM NA SLOVENSKU

Bronislava Vichova', Viktéria Majlathova®, Maria Novakova', Michal Stanko *#, lvana
Hvis¢ova', Lucia Pangracova®, Tomas Chrudimsky?, Jan Curlik’, Branislav Pet'ko'

Parazitologicky Ustav SAV Kosice!, Ustav Zoolégie SAV Kosice®, Parazitologicky Ustav,
Biologické centrum AV CR, v.v.i’, Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmacie

v Kogiciach*

Uvod: Anaplasma phagocytophilum je obligatne intracelularna gramnegativna
baktéria, patriaca do ¢elade Anaplasmataceae. Humana granulocytdrna anaplazmdza resp.
kliestova horacka prezuvavcov, ochorenie, ktoré vyvolava, ma charakter prirodnej
ohniskovosti. Pévodca cirkuluje v prirodnom ohnisku prostrednictvom vektorov, ktorymi su
KlieSte z rodu Ixodes a kompetentnych rezervoarovych hostitelov (hlodavce, prezavavce).
Analyza viacerych genetickych markerov potvrdila existenciu vyraznej vnuatrodruhovej
variability A. phagocytophilum. U jednotlivych kmenov bola zistena rozdielna vektorova
a hostitel'ska preferencia, geografickd distribucia, patogenita, ako aj zdvaznost' klinickych
manifestacii a priebehu ochorenia. V Eurdpe je epidemioldgia a ekologia anaplazmozy
odlisna od situacie v USA a pripady humannej anaplazmozy su zriedkavejSie. Naproti tomu sa
A. phagocytophilum v Eurépe pomerne Casto vyskytuje v chovoch oviec, kdz a hovadzieho
dobytka a predstavuje zavazny veterinarny problém. Velka variabilita kmenov izolovanych
Z prezuvavcov a nejednoznacnost’ asociacie k hostitel'om poukazuje na to, Ze gény, na zaklade
ktorych je mozné odlisit jednotlivé americké ekotypy, nie st vhodné na detekciu
vnuatrodruhovej variability u europskych izolatov.

Material a metddy: Pomocou PCR amplifikacie fragmentov 16S rRNA a groEL génu
kodujuceho tzv. heat shock operdon anaslednej sekvenac¢nej analyzy bola stanovena
prevalencia a vnutrodruhova geneticka variabilita A. phagocytophilum v kliestoch 1. ricinus
z vegetacie, ako aj u roznych skupin domécich a volne zijacich zvierat z viacerych lokalit na
Slovensku.

Vysledky a diskusia: Pritomnost’ baktérie bola potvrdena v kliestoch I. ricinus na
vsetkych modelovych lokalitach (1,4-5,5%), v krvi a tkanivach réznych druhov vol'ne zijucich
prezavavcov (diviak 16,7%; jelein 17,5%; smec 61,5%; daniel 66,6%; kamzik 3,5%)
a hlodavcov (0,69%) a po prvy krat aj v tkanivach europskeho medved’a hnedého (24,3%).
Porovnanim ziskanych groEL sekvencii sa potvrdila identickost’ izolatov z kliestov a r6znych

druhov zvierat, ktoré sa vSak liSia od izolatov, ziskanych z hlodavcov. Vysledky
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fylogenetickej analyzy potvrdzuji, Ze slovenské/europske hlodavce sa s najvacsou
pravdepodobnost'ou nepodiel'aju na udrziavani a cirkulacii A. phagocytophilum kmetov s tak
vyraznym antropozoondznym potencidlom, ako v pripade USA. Tieto zistenia koreluju aj s
doteraz jedinym potvrdenym pripadom humannej granulocytarnej anaplazmaozy na Slovensku.

Zaver: Vnutrodruhova geneticka variabilita zohrava vyznamnu ulohu v ekologii
A. phagocytophilum, ktora je ovela zlozitejSia ako sa pdvodne predpokladalo. Zistenie
asocidcii jednotlivych genotypov A. phagocytophilum s vektormi a rezervoarovymi hostitel'mi
vyznamnym sposobom prispieva k pochopeniu ekologie a objasneniu zakonitosti cirkulacie

tohto patogéna v prirodnom ohnisku.

Praca bola financne podporend projektmi: LPP 0341-06; APVV 0267-10; VEGA 2/0055/11.
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KONSTRUKCIA MUTANTNYCH VIRUSOV CHRIPKY SO
ZMENENOU FUZOVACIOU AKTIVITOU METODOU REVERZNEJ
GENETIKY

Lucia Kotlarovd', Jaroslav Holly!, Margaréta Praznovska', Ervin Fodor’ a Eva
Vareckova'

Wirologicky Ustav SAV, Bratislava, 2Sir William Dunn School of Pathology, University of
Oxford, Oxford

Uvod: V predkladanej praci sa zaoberame pripravou virusov so zmenenym pH
optimom flzie virusovej a endozomalnej membrény, ktor4 je esencialnym krokom v
replikacii virusu chripky. Na jej spustenie st potrebné konforma¢né zmeny v hemaglutinine
(HA), ktoré su indukované kyslym pH v endozome. Navrhli sme niekol’ko mutacii v HA,
o ktorych predpokladame, Ze sp6sobia zmenu interakcie medzi subjednotkami v trimére HA
s moznym dopadom na zmenu fuzogénneho potenciéalu a nasledne na ich patogenitu in vitro a
in vivo.

Material a metody: Na 3D zobrazenie HA sme pouzili vol'ne dostupny program
PyMOL. V HA exprimovanom expresnym plazmidom sme zaviedli a vymeny spdsobujuce
zmenu Vv interakcii subjednotiek HA triméru.

Virusy boli skonstruované transfekciou 8 plazmidmi pHW2000 — cDNA virusu HIN1
A/WSN/33 a pomnoZzené na MDBK bunkach [1]. Pre potvrdenie mutacii vo viruse sme
izolovani RNA prepisali reverznou transkriptazou do cDNA, ktort sme amplifikovali v PCR
a mutacie potvrdili sekvenacne. Stanovili sme PFU virusov [2], hemaglutinac¢ny titer [3] a
porovnali replika¢nu aktivitu virusov in vitro na MDBK bunkach pocas 72 hodin od infekcie.

Vysledky a diskusia: Mutécie v plazmidoch boli navrhnuté v oblasti HA, ktora je
dolezita pre spustenie konformac¢nych zmien v HA trimére, potrebnych pre aktivaciu
fuzogénneho potencidlu HA. V pozicii aa64 a aa66 na 'ahkom retazci HA (HA2 gp) sme
zaviedli vymenu T64H a V66H, jednotlivo aj ako dvojitd mutaciu. Predpokladali sme, Ze
vizby medzi 'ahkym a t'azkym ret'azcom budu po zavedeni histidinu potrebovat’ nizsie pH na
rozvolnenie vézieb a nasledné spustenie konformacnych zmien, ¢o by malo viest’ k priprave
virusu, ktory nebude tak replikacne aktivny ako divy typ (wt). Znizenie pH optima fizie by
malo sposobit’ vysSiu stabilitu virusu v kyslom pH, ktora je pre virus jedna z
medzihostitel'skych bariér [4, 5]. Virusom sme stanovili PFU/ml a hemaglutinacny titer (Tab.

1) a porovnali sme ich rastové krivky (Graf 1). V pripade virusu s dvojitou mutaciou sme
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zaznamenali takmer o dva logaritmy nizSiu replika¢nu aktivitu ako uwt, ¢o potvrdzuje

predpoklad o dlohe histidinov v tejto oblasti.

Graf 1: Rastova krivka virusov Tab.1: Vzt'ah medzi PFU a HT virusov
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Zaver: Podarilo sa nam pripravit 3 mutantné virusy, z ktorych mutant s dvojitou
vymenou v HA2 gp (T64H, V66H) ma znizenu replikacnu aktivitu in vitro v désledku
zavedenia histidinov. Mutantny virus pravdepodobne potrebuje nizsie pH alebo dlhsi ¢as pre
spustenie konformac¢nych zmien, ¢o moze viest’ k zniZenej replikacnej aktivite. V d’alSej praci
budeme kvalitativne a kvantitativne analyzovat rozdiely medzi pH optimom fuzie
jednotlivych mutantov. Zmena pH optima fazie spdsobena mutaciami v HA moze tiez v
buducnosti sluzit’ ako marker patogenity novo sa objavujucich nielen 'udskych, ale i vta¢ich

virusov chripky typu A. Praca podporené grantom APVV-0250-2010 a VEGA2/0176/12
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VYZNAM SUBSTITUCII K73,78,85R PB1F2 PROTEINU VIRUSU
CHRIPKY TYPU A PRE JEHO BIOLOGICKE VLASTNOSTI

Ivan Kosik, Margaréta Praznovsk4, Gustav Russ
Virologicky Ustav SAV, Bratislava

Uvod: Virus chripky predstavuje vyznamny respiraénych patogén. Roéne infikuje
miliény l'udi a nez pol miliéna ochoreniu podl'ahne. Negativne prejavy infekcie na hostitel'sky
organizmus sa oznacuju ako patogenéza. Mimoriadne ddlezite je identifikovat’ a predikovat’
virusové faktory patogenity. VSeobecne Akceptovanym markerom patogenity je aj
mimoriadne nestabilny neStruktrny protein PB1-F2. Spektrum vlastnosti tohto 10 kDa
proteinu zahfila proinflaméciu, chemoatrakciu neutrofilov, potlacanie interferonovej drahy,
poskodzovanie mitochondridlneho membranového potencialu, interakciu avplyv na
aktivitu virusovej polymerazy. V praci sme sa zamerali na identifikéciu a sledovanie vplyvu
stabilizacie PB1-F2 na jeho biologické vlastnosti.

Materidl a metody: Pomocou PCR sme zmutovali C terminélne lyzinové rezidua
v poziciach 73, 78 a85 v ORF PB1-F2. Expresiu PB1-F2 sme sledovali westernblotom,
konfokalnou mikroskopiou, ubiquitinylovani formu PB1-F2 sme detegovali proximity
ligation assay. Vplyvy mutacii na aktivitu virusovej polymerdzy sme sledovali GFP
reportérovym

Vysledky adiskusia: Lyzinové rezidua predstavuju akceptorové miesta pre
ubiquitinaciu. Ubiquitinylovany protein je nasmerovany do proteazomov na degradaciu.
Nahradenie lyzinovych rezidui by malo tento proces obmedzit’ a viest’ k zvySeniu celkovej
hladiny expresie PB1-F2. Na potvrdenie tejto hypotézy sme porovnali hladinu expresie wt
ako i K73,78,85R variantu PB1-F2 vo westernblote , ¢o potvrdilo enormny vplyv mutécii na
celkovu expresiu (Obr. 1A). Imunofluorescenénd analyza potvrdila zrychlenti akumulaciu

stabilizovanej formy PB1-F2 (Obr.1B).

e oo I---------
e w e |---------

Obrézok 1.: Porovnanie hladiny expresie wt a K73,78,85R formy PB1-F2 (A) a expresna kinetika (B)
PB1-F2 wt a K73,78,85R.
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Aby sme sa presvedcili ¢i je ubiquitinacia PB1-F2 zachovana v stabilizovanej forme PB1-F2,
vyuZili sme proximity ligation assay ktora umoznila sledovanie PB1-F2 S3pecifickej
ubiquitinacie in situ. To potvrdilo kompletn( stratu ubiquitinylovanej formy PB1-F2

v bunkéach transfekovanych lyzinovym mutantom (Obr. 2).

. 2t
PB1-F2 wt PBl-'F24K73,78,85 PB1-F2 Stop3aa (NK) len PLA sig

Obrazok 2.: Fluorescen¢na konfokalna kolokalizacia celkovej hladiny PB1-F2 (zelena farba) a jeho
ubiquitinylovanej formy (Cervené bodky) po transfekcii bunick MDCK wt a K73,78,85R formy PB1-
F2.

Kotransfekciou stabilizovanej formy PB1-F2 s plazmidmi exprimujucimi chripkovu

polymerézu a chripkovy RNA segment kodujuci GFP sa nam podarilo dokazat’, Ze stabilizacia

PB1-F2 ma vplyv aj na aktivitu chripkovej polymerazy (Obr. 3.) OPB1-F2
. K73,78,85R
Kotransfekcia VERO bunkovej linie & N;:(PBl-FZ PK pGFP
ePB1, ePB2, ePA, eNP, pMprGFP .. Nativna
PAGE - -
WE GFP
-1 B-aktin

Obréazok 3.: Analyza vplyvu réznych foriem PB1-F2 na aktivitu chripkovej polymerazy.

Zaver: Zvysend expresia PB1-F2 sa zda byt klu¢ova pre jeho funkcie.

Praca bola podporena grantami: APVV-0250-10, APVV-1605-06, DO7RP-0025-10, VEGA
2/0117/11, 2/0176/12, 2/0100/13.
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CHARAKTERIZACIA SPECIFICITY C-TERMINALNYCH
VAZOBNYCH DOMEN BAKTERIOFAGOVYCH ENDOLYZINOV

Lenka Tisakova!, Veronika Jarabkova?, Andrej Godany™?
! Ustav molekularnej biolégie SAV Bratislava, *Katedra biotechnolégii FPV UCM Trnava

Uvod: Endolyziny su bakteriofagmi kdodované peptidoglykanové hydrolazy, ktoré
vykazuju lokalnu degradaciu hostitel'skej bunkovej steny, a to pri aplikacii zvnutra i zvonka.
Endolyziny z fagov infikujucich Gram-pozitivne baktérie charakterizuje ich modularna
Struktdra - su zlozené aspon z dvoch funk¢ne oddelenych domén: N-terminalnej katalytickej a
C-terminalnej vdzobnej domény. Cielom prace bolo navrhnutie univerzalnej vazobnej
domény endolyzinu, aplikovatelného na viaceré kmene Staphylococcus aureus a
Streptococcus agalactiae, a to na z&klade in silico analyzy Specificity C-terminélnych
viazobnych domén vybranych bakteriofagovych endolyzinov. Ciel'ové baktérie S. aureus a S.
agalactiae patria medzi patogény, kontaminujlice potraviny, sposobujuce zavazné infekéné
ochorenia. Eliminécia tychto patogénov z potravinovych matric je v si€astnosti nevyhnutna
pre zvySenie potravinovej bezpecnosti.

Material a metody: V programe ClustalW2 boli zrovnavané sekvencie SH3
vazobnych domén endolyzinov zo stafylokokovych bakteriofagov (P4W, MSA6, GH15,
FI1200W, A3R, phi812) a zo streptokokoveho bakteriofdga B30. Potom boli identifikovanée
konzervované aminokyseliny a ich koreSpondujlce substiticie. V' programe BLAST na
serveri NCBI boli ziskané grafické znazornenia s identifikaciou funkénych domén. V
programe Lomets na serveri I-Tasser bola vytvorenad predikcia sekundarnej Struktury SH3
véizobnej domény z B30, na zistenie vyskytu a-helixov resp. B-skladanych listov v Strukture
navrhovanej sekvencie. Za ucelom klonovania a expresie sekvencie syntetického génu
kodujuceho univerzalnu vazobni doménu endolyzinu UBD (universal binding domain) v
bunkach Escherichia coli sa pripravila jej restrikéna mapa pomocou programu NEBcutter.

Vysledky a diskusia: Zékladom pre navrhnutie sekvencie syntetického génu,
predstavujuceho univerzalnu vdzobni doménu endolyzinu, boli vybrané sekvencie
endolyzinov z polyvalentnych stafylokokovych fagov a zo streptokokového faga B3O0.
Zrovnania sekvencii ich identifikovanych SH3 vézobnych domén, vykazuju sedem
konzervovanych aa: V10, P15, F24, A27, G30, W52, Y64; a 22 koreSpondujucich zvyskov,
pricom dizka SH3/B30 je 48 aa a ostatnych aa sekvencii endolyzinov je 67 (Obr.l).

Navrhovana nukleotidova sekvencia syntetickeho génu kodujaceho univerzalnu vézobnu
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doménu endolyzinu (UBD), ktora bude rozpoznavat’ bunkové povrchy S. agalactiae resp. S.
aureus s dodato¢ne pridanym Start kodonom ,,ATG* na zaciatku sekvencie (bold):
ATGGTAGAGTCTAAGCCAAACGCAAGTAGCGCTGATAAAGAATTTATCAAGGCA
GGAACTCGTGTAAGAGTTTATGAAAAAGTGAATGGATGGTCACGCATTAACCATC
CAGAGTCGGCGCAATGGGTAGAAGATAACTAC

Zaver: Na z&klade bioinformatickych analyz Specificity C-terminalnych vézobnych
domén z vybranych bakteriofagovych endolyzinov a podl'a online predikcie sekundarnej
Struktary endolyzinu z B30 bola navrhnuta sekvencia syntetického génu kodujuceho
univerzalnu vizobni doménu UBD, optimélnu pre navézovanie na bunkové steny kmetov S.

aureus a S. agalactiae.
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HECADANIE BIOLOGICKY AKTIVNYCH LATOK VPODNOM
METAGENOME

Jana Novakova, Anita Izsikovd, Toma$ Grivalsky, Jana Godocikova, Marian
FarkaSovsky

Ustav molekularnej biolégie SAV Bratislava

Uvod: Rezistencia baktérii na antibiotikd sa stava v stcasnosti velmi velkym
problémom. Na hl'adanie novych, biologicky aktivnych latok, genomicky pristup nestaci,
pretoze vacSina druhov, ktoré sa v prirode nachadzaju, je v laboratornych podmienkach
nekultivovatel'na. Pred niekol’kymi rokmi vznikol novy pristup — metagenomika — ktory, na
rozdiel od genomiky, umoznuje izolovat' a analyzovat' celkovlii geneticki informaciu
obsiahnutd v konkrétnom habitate nezavisle od kultivacie [1]. Ako zdroj metagendmu sliZila
Vv nasom laboratériu pdda, vzhl'adom na skutocnost, ze patri medzi najvacsie zasobarne
mikroorganizmov produkujucich sekundarne metabolity, ako su polyketidy a neribozomalne
peptidy [2].

Materidl a metody: K izolacii environmentalnej DNA sme pristupovali dvoma
spésobmi, priamou a nepriamou metodou. Pri priamej metode izolacie dochadzalo k lyze
buniek v suspenzii s pédnymi cCasticami, pri nepriamej izolacii lyze predchadzala frak¢na
centrifugacia, pri ktorej doSlo k oddeleniu bunick od pddnych castic aich naslednej
imobilizécii v agar6zovych blockoch. Linearizovana environmentalna DNA bola ligovana do
pripraveneho BAC vektora. Ligacné zmesi boli dalej elektroporované do hostitel'skych
buniek Escherichia coli DH5a. Na konstrukciu kniznic s velkym inzertom bolo nevyhnutné
optimalizovat’ protokol pripravy kompetentnych buniek a elektroporacie. V metagenémovych
knizniciach sme hladali biosyntetické gény pre polyketidsyntazy (PKS) a syntazy
neribozomalnych peptidov (NRPS). Na analyzu klonov sme vyuZili dva pristupy — skrining
zalozeny na sekvencnej homologii a funkény skrining. Na izolaciu individuélnych klonov sme
pouzili zried'ovaciu metédu spolu s PCR metddou “touchdown” a koloniovl hybridizaciu.
Ziskané data sme analyzovali pomocou bioinformatickych nastrojov.

Vysledky a diskusia: Pouzitim buniek E. coli DHS5a sme optimalizovali
elektroporaciu velkych fragmentov DNA (BAC) na 4,9 x 10® ktj/ug DNA [3]. Nepriamou
metddou izolécie sme skonStruovali 3 metagendmové kniznice, z ktorych viac ako 50 %
klonov nieslo inzerty s vysokomolekuldrnou DNA. Pomocou priamej metody izoldcie DNA
Z pddy sa nam podarilo navrhnut’ postup izolacie velkych fragmentov DNA (~100 kb).

Analyzovali sme 53 klonov, z ktorych motivy ketoacylsyntaz nieslo 21 klonov. Rdzne
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adenylacné domény neribozomalnych peptidsyntdz niesli 3 klony. Pomocou zavedenia
zriedovacej metdody sa nam prostrednictvom PCR podarilo identifikovat' cast’ klasteru
kédujuceho zmesny sekundarny metabolit polyketid-neribozomalny peptid. Pre funkény
skrining sme vytvorili nového hostitel'a pre metagendémové kniznice. Kmen E. coli sme
modifikovali plazmidmi pFM720 a pFM799 a tak vytvorili kmen FME7 schopny exprimovat’
metylmalonyl-CoA, tRNA achaperény, ktoré st nevyhnutnou sucastou syntézy
sekundarnych metabolitov. Takisto sme pripravili modifikovany kmen Pseudomonas putida
FMP4, v ktorom je integrovany gen trfA z E. coli potrebny na replikdciu BAC vektora
V tomto hostitel'ovi.

Zaver: Optimalizécia pripravy kompetentnych buniek asamotnej elektroporécie,
modifikacie izola¢nych postupov, pouzité skriningové metédy a priprava novych
hostitel'skych organizmov, povedu k zvySeniu efektivity identifikdcie sekundarnych

metabolitov v metagendmovych knizniciach izolovanych z pody.

Pod’akovanie: Praca bola financovana z grantového projektu Humboldtovej nadéacie pod
cislom 3.3 DEU7/1152594.

Referencie:

[1] Handelsman J, et al. (1998) Molecular biological access to the chemistry of unknown soil
microbes: a new frontier for natural products. Chem Biol 5, R245-249.

[2] Novéakovéa J, FarkaSovsky M (2013) Bioprospecting microbial metagenome for natural products.
Biologia 68 (5)

[3] Novékova J, Izsékova A, Grivalsky T, Ottmann Ch, FarkaSovsky M (2013) Improved method for
high-efficiency electrotransformation of Escherichia coli with the large BAC plasmids. Folia
Microbiol 4 (58).
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GUANO NETOPIEROV AKO MOZNY REZERVOAR PATOGENNYCH
MIKROORGANIZMOV

A. VandZzurova %, P. Ba&kor °, P. Javorsky , P. Pristas *?
! Ustav fyzioldgie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice, * Univerzita Mateja Bela, Katedra

bioldgie a ekoldgie, Banska Bystrica

Uvod: Netopiere (Chiroptera) su noéné Zivocichy so schopnostou aktivneho letu.
Pocas dna vyuzivaji pestra skéalu ukrytov, ako napr. veze kostolov, podzemné dutiny,
jaskyne, staré Stélne a podobne. Opakovanym vyuzivanim tychto Ukrytov sa na ich dne
vytvara z vyluCkov netopierov guano. V stucasnosti je dostupnych len vel'mi malo informacii
0 variabilite baktérii spajanych ¢i uz netopiermi, alebo gudnom. Nakol'ko netopiere mozu
sluzit’ ako rezervoar, alebo prenasace viacerych zoonoz, cielom §tidia bolo rozsirit’ poznatky
0 mikroorganizmoch nachadzajucich sa v guane netopierov.

Material a metody: V experimentoch sme analyzovali guano letnej koldnie
netopierov z veze kostola v Slovenskej Cupci. KultivovateI'né mezofilné baktérie rastice na
neselektivnom kultivaénom médiu v aerébnych podmienkach pri 37°C sme identifikovali
pomocou MALDI TOF analyzy proteinovych profilov a klasickymi mikrobiologickymi
technikami. Pre fylogeneticku analyzu sme u vybranych bakterialnych izolatov sekvenovali
gén pre 16S rRNA. Na testovanie biochemickej aktivity sme pouZili BIOLOG GEN Il Micro
Plate testovacie panely. Produkciu oxidazy, ureazy a indolu sme testovali pouzitim
Standardizovanych Kkitov s pouzitim kultdr rastdcich na TSA platniach. Na detekciu
virulentnych faktorov sme pouzili testy na pritomnost’ DNazy, koagulazy, haemolyzu a tvorbu
kapsul. Citlivost vybranych bakteridlnych izolatov na antibiotikd sme testovali pouzitim
diskovej difaznej metddy na Miller-Hinton agarovych platniach.

Vysledky a diskusia: Tridsat nahodne vybranych izolatov z guana netopierov z veze
kostola v Slovenskej Lup¢i tvorili grampozitivne, koagulaza negativne koky, ktoré sme
pomocou MALDI TOF identifikovali prevazne (> 90%) ako izolaty Staphylococcus
nepalensis. Druh S. nepalensis je relativne novy druh tohto rodu pévodne popisany u kdz so
zapalom plac z Himalajskeho regionu [1]. Okrem pdvodného zachytu bol tento druh
detegovany len dva krat a to v I'udskom klinickom materiali [2] a Spanielskej Sunke [3].
NezvycCajne nizka variabilita kultivovatelnych mezofilnych baktérii v Studovanej vzorke
guana je v rozpore s pozorovanou Vvariabilitou baktérii v truse netopierov [4]. Vybrané
bakterialne izolaty sme klasifikovali na zaklade porovnania sekvencii génu pre 16S rRNA.

Fylogeneticka analyza ukazala, Ze vSetky izolaty vykazuji najvysSiu podobnost’ k sekvenciam
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S. nepalensis a S. cohnii. Biochemicka charakterizacia vybranych izolatov potvrdila ich
podobnost’ typovému kmenu S. nepalensis. Na rozdiel od typového kmena testované izolaty
vykazovali pritomnost’ viacerych faktorov virulencie (tvorili kapsuly a vykazovali rezistenciu
voci niektorym antibiotikam). V poslednom obdobi stipol zaujem o Stadium netopierov a to
hlavne kvoli tomu, Ze su spajané s viacerymi infek¢nymi ochoreniami. Zoznam patogénnych
mikroorganizmov, ktoré mozu infikovat l'udi a iné domice a volne zijlice cicavce
prenaSanych netopiermi alebo ich guanom sa tak rozrastol o d’al$i druh.

Zaver: Zo ziskanych vysledkov vyplyva, Ze dominantné kultivovatené mezofilné
baktérie guana netopierov z veze kostola v Slovenskej Cupéi patria do okruhu S. nepalensis.
Ked’ze tieto baktérie su aj humannymi patogénmi a exprimuju viaceré faktory virulencie,
modze tak guano nahromadené v blizkosti, alebo priamo v l'udskych obydliach a stavbéach

predstavovat’ vyznamné zdravotné riziko.

Literatdra:

1. Spergser, J. et al.: Staphylococcus nepalensis sp. nov., isolated from goats of the Himalayan region.
J. Syst. Evol. Microbiol, 53, 6, (2003);

2. Novéakov4, D. et al.: Occurrence of Staphylococcus nepalensis strains in different sources including
human clinical material. FEMS Microbiol Lett, 263, 2, (2006);

3. Fulladosa, E. et al.: Volatile profile and microbiological characterization of hollow defect in dry-
cured ham. Meat Sci, 86, 3, (2010);

4. Di Bella, C. et al.: Enteric microflora in Italian Chiroptera. J. Mt. Ecology, 7, pp. 221-224, (2003).
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SKLADKY NEBEZPECNEHO ODPADU - ENVIRONMENTALNE
RIZIKO ALEBO ZDROJ BIOTECHNOLOGICKY VYUZITELUNYCH
BAKTERII ?

Zuzana Stramova® ?, Anna Vandzurova', Jana Jidova®, Matej Remenar®, Peter Pristas"
3

YUstav fyzioldgie hospodarskych zvierat SAV, Kosice, “Katedra biochémie, Univerzita Pavla
Jozefa Safarika, Kosice, *Katedra bioldgie a ekolégie, Univerzita Mateja Bela, Banska

Bystrica

Uvod: Skladky nebezpedného odpadu predstavuju jednu z najvacsich ekologickych
a environmentalnych zatazi. Na skladke hnedého kalu v Ziari nad Hronom, sa nachadzalo
viac ako 10° metrov kubickych volnych a viazanych alkalickych vod. pH tejto vody bolo
vysSie nez 13 a nachadzalo sa v nej vela tazkych kovov (najma chromu — 50 mg/l). Napriek
vSetkému sa v tejto vode vyskytuje relativne pocetné bakterialna populacia [1]. Cielom naSej
prace bola podrobnejsia charakterizacia izolatov ziskanych z tohto prostredia z hladiska ich
taxonomického zaradenia a produkcie priemyselne zaujimavych enzymov.

Materidl a metddy: Jednotlivé izolaty sme identifikovali pomocou analyzy
proteinovych profilov pristrojom MALDI-TOF Biotyper (Bruker Daltonics, Germany) a
taxonomicky Kklasifikovali pomocou blastn analyzy 16S rRNA sekvencii voc¢i databaze
sekvencii typovych kmenov baktérii a archea. Vlastnosti vybranych izolatov, ako pritomnost’
lipdzy, amylazy, protedzy a celulazy sme stanovili klasickymi biochemickymi
a mikrobi&lnymi postupmi.

Vysledky a diskusia: Kolénie vietkych izolovanych kmefiov rastli na Zivnom agare
¢. 2 pri pH 7 aj pH 11, teda maju alkalotolerantny charakter.

Pomocou MALDI-TOF analyzy sme identifikovali len 4 z 12 izolatov (Tabulka 1), pri
identifikéacii ostatnych sme pouZzili 16S rRNA analyzu. V bakterialnej populacii drenaznej
vody skladky hnedého kalu v Ziari nad Hronom dominuji Gram-pozitivne baktérie, najma zo

skupiny aktinobaktérii.
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TabuPka 1: Identifikicia izolatov z drenaznej vody skladky hnedého kalu v Ziari nad Hronom
a pritomnost vybranych enzymovych aktivit. ® NRI - not reliable identification. * + oznacuje
produkciu daného enzymu.

1 7 - .. b
N '\i/lnil/dloéet Maldi identifikécia 165 rRNA identifikacia Enzymova aktivita
iy druh/skore? blastn best hit/ similarity (%) amylaza celuliza protedza lipaza

Microbacterium
74 NRI hydrocarbonoxydans/99.7 B + + +

Microbacterium testaceum

/1 NRI 99.9 + - - -

i/ 1 NRI Micrococcus lactis/ 100 + - + +

1vV/3 Bamlluslrggiatenum Bacillus megaterium/ 99.7 - + - +

V/1 Micrococeus luteus Micrococcus luteus / 99.6 - + + +
2.244

VI/ 2 NRI Brevundimonas bullata/ 99.6 - + - -

Len 2 izolaty patria ku Gram-negativnym baktéridm rodu Brevundimonas a pravdepodobne su
predstavitelmi nového, alkalotolerantného druhu tohto rodu. Viaceré izolaty exprimovali
enzymové aktivity degradujice viaceré biopolyméry, najcastejSie sme pozorovali produkciu
lipazy. U druhov Microbacterium hydrocarbonoxydans, Micrococcus lactis a M. luteus ide o
prvu detekciu lipazovej aktivity vobec [2].

Zaver: V bakterialnej populécii drenaznej vody skladky hnedého kalu v Ziari nad
Hronom dominuju alkalotolerantné Gram-pozitivne baktérie. U viacerych izolatov sme
pozorovali produkciu amylaz, celuldz, proteaz a lipaz. Predpokladame, Zze po overeni d’al$ich
vlastnosti by boli tieto mikroorganizmy pripadne nimi produkované enzymy vyuzitelné
Vv biotechnologickych procesoch a aplikaciach. Skladky nebezpe¢ného priemyselného odpadu

mozu tak byt’ zdrojom unikatnych mikroorganizmov ¢i nimi produkovanych enzymov.

Literatdra:

[1] Stastny, P. (2005). Projekt revitalizacie dedi¢stva starej vyroby hlinika. In Enviromagazin
1:8-9

[2] Pathma, J., Sakthivel, N. (2013). Molecular and functional characterization of bacteria
isolated from straw and goat manure based vermicompost. In Applied Soil Ecology 70:
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IMOBILIZACIA ANAEROBNYCH MIKROORGANIZMOV
Igor Dolejs'; M. Rebros'; M. Rosenberg*; R. Stloukal?

1Slovenska technicka univerzita, Bratislava, LentiKats a.s., Praha

igor.dolejs@stuba.sk, martin.rebros@stuba.sk

Anaerébne mikroorganizmy rodu Clostridium, ako s C. acetobutylicum,
C. tyrobutyricum a C. butyricum sa podiel’aju na produkcii niektorych priemyselne dolezitych
latok akymi s napr.: acetdn, butanol, etanol, 1,3 propandiol, vodik, kyselina maslova alebo
kyselina octovd. Tato produkcia tzv. biologickou cestou sa v3ak stretdva s niekolkymi
podstatnymi negativami, ako sU napr. nizka produktivita, nestabilita procesu a vysoky
inhibicnym vplyv produktov na metabolizmus mikroorganizmu. Znizenie dosahu tychto
negativ alebo ich uplna elimindciu je mozné dosiahnut pomocou imobilizacie
mikroorganizmov vhodnou technikou. V prezentovanych experimentoch, boli zmieneny
zéstupcovia rodu Clostridium tspesne imobilizovani technolégiou LentiKats®, pogas ktorej sa
bunky ukotvia do nosi¢a SoSovkovitého tvaru, tvorené¢ho polyvinylalkoholovym gélom.
Mikroorganizmy boli schopné prezit tento vysoko stresujuci aerobny proces vdaka
schopnosti tvorit’ spory. Po opatovnom vykli¢eni spor, uz pri anaerobnych podmienkach, bol
sledovany progres pri skrateni doby fermentacie, dosiahnuti vy$$ich vytazkov a dosiahnuti
vysSej stability procesu. Systém fermentacie s takto imobilizovanymi bunkami ma vysoky

potencial byt’ pouzity aj pri vysoko-objemovych procesoch.

Pod’akovanie: Tento prispevok vznikol vdaka podpore Agentury na podporu vyskumu
avyvoja: APVV-0656-11
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ZMENY KINETICKYCH VLASTNOSTI NA K-ATPAZY V MOZGOVEJ
KORE POTKANOV OBOCH POHLAVI VAKUTNEJ FAZE
OCHORENIA DIABETES MELLITUS TYPU 1.

Barbora Kalocayova, Lucia MézeSova, Jana VIkovicova, Veronika Jendruchova,
Norbert Vrbjar
Ustav pre vyskum srdca, Slovenska akadémia vied, Dubravska cesta 9, 840 05 Bratislava 45

Uvod: Predchadzajlce Studie poukazali na zmeny i6nového transportu v organizme
pocas diabetu. Medzi transportné systémy ovplyvnené diabetom patri aj Na,K-ATPaza, ktora
ma kI"aGovi tlohu pri udrZziavani vnutrobunkovej koncentracie sodika a draslika a v mozgu je
sucast'ou hematoencefalickej a hematolikvorovej bariery.

Material a metody: V predloZenej praci sme sa zamerali na charakterizaciu ATP- a
Na-vazbovych miest enzymu 8 dni po vyvolani diabetu mellitus typu 1 v mozgovej koére
potkanov oboch pohlavi kmena Wistar. Ochorenie sme indukovali u 15-tyzdnovych potkanov
jednordzovym intraperitonealnym podanim streptozotocinu (STZ) v davke 65 mg-kg™.
Uginnost’ podania STZ sme overovali stanovenim hladiny glukézy v plazme. Kinetické
vlastnosti Na,K-ATPazy v plazmalemalnej frakcii z mozgovej kdéry sme Studovali v in vitro
podmienkach. Aktivaciu enzymu substratom sme sledovali v koncentra¢nom rozpiti 0,16 — 8
mmol.I'* ATP apre aktivaciu sodikom sme pouzili koncentraéné rozpitie 2 - 100 mmol.I*
NaCl. Kinetické parametre sme vyhodnocovali metédou nelinearnej regresie. Pre Statistické
vyhodnotenie vysledkov sme pouZili test ANOVA.

Vysledky a diskusia: Akatna forma diabetu mellitus typu 1 bola u samcov
sprevadzana zvysenou aktivitou Na,K-ATPazy v pritomnosti nizsich, fyziologicky dolezitych
koncentracii energetického substratu ATP. Tieto zmeny boli vSak malé a nesp6sobili zmenu
kinetickych parametrov Ky, a Vmax. Podobné vysledky sme pozorovali u samcov aj pri
aktivacii enzymu narastajucimi koncentraciami sodika. Pri vyhodnoteni hodnoty Ky, na
zéklade nasich kinetickych merani sme vSak zistili, Ze STZ-indukovany diabetes zapriCinil
pokles tohoto parametra u diabetickych samcov v mozgovej kére potkana v porovnani
s kontrolnou skupinou, ¢o vypoveda o zlepSeni vazbovych vlastnosti enzymu pre sodik
vV podmienkach akttneho 8 dilového diabetu.

U samic akutny diabetes mellitus spdsobil pokles aktivity Na,K-ATPazy pri vSetkych nami
sledovanych koncentraciach ATP, ale tento pokles bol relativne maly a neodzrkadlil sa

Vv zmene parametrov Ky ani Vmax. Pri aktivacii enzymu stapajacimi koncentraciami sodika
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sme opét’ pozorovali maly pokles aktivity u diabetickych samic, ktory sa prejavil vo forme
sice Statisticky vyznamného, ale iba 15%-neho poklesu hodnoty Kya,, ¢o vypoveda o zlepSeni
vazbovych vlastnosti enzymu pre sodik v podmienkach akatneho 8 diiového diabetu.

Zaver: V podmienkach akutneho diabetu mellitus typu 1. sme zistili r6znorodq,
pohlavne zavislu adaptaciu enzymu Na,K-ATPazy v kére mozgu potkanov. Kym u samcov
diabetes spdsobil mierne zvysenie aktivity enzymu, u samic sme pozorovali mierny pokles
aktivity enzymu. Pohlavne zavisly rozdiel sa prejavil najmé v zhorSenej schopnosti viazat’
ATP u samic bez ohl'adu na fyziologicky stav, u kontrol aj u diabetickych samic, ako na to
poukazuje zvySenie hodnoty K, v porovnani so zodpovedajucimi experimentalnymi

skupinami samcov.

Tato praca bola podporena Slovenskou grantovou agentirou VEGA: 2/0141/13.
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PRIPRAVA NANOSTRUKTUROVANYCH POVRCHOV AICH
VYUZITIE V MEDICINSKEJ DIAGNOSTIKE PROTEINOVYCH
MARKEROV

Tomas Bertok®’, Jan Tka&
Chemicky Gstav SAV, Dibravska cesta 9, Bratislava 845 38, SR
“chemtobe@savba.sk

Uvod: V slvislosti s rozvojom poznania glykanovych Struktdr astadia ich
fyziologickych a patofyziologickych funkcii sa Coraz CastejSie objavuje v odbornej literatire
termin  glykoproteomika. Priblizne 70% vSetkych eukaryotickych proteinov je
glykozylovanych, pricom glykany zohravaji vyznamna ulohu pri komunikacii a adhézii
buniek, pri virusovej infekcii, dozrievani erytrocytov, ¢i nadorovych a inych ochoreniach. Ich
kombinatoricky potencidl zaroven prevySuje potencidl nukleovych kyselin aj proteinov,
pricom glykany ovplyviluji nie len priestorovi Struktiru a funkciu biomolekul ktorych su
stiCast'ou, ale aj ich chemické vlastnosti (napr. v pripade proteinov odolnost’ vo¢i proteazam).
Tato praca je zamerana na vyvoj nanostruktdrovanych biosenzorov zaloZenych na stanoveni
glykoproteinov ako markerov réznych ochoreni.

Material a metody: Pri priprave biosenzorov sa pouzilo niekol’ko lektinov s roznou
Specificitou voc¢i relevantnym glykanovym Struktiram. Bol aplikovany elektrochemicky
spbsob detekcie (prevazne s vyuzitim elektrochemickej impedanénej spektroskopie), zaroven
vSak ako referencné a zobrazovacie metdody na d’alSiu charakterizaciu povrchu posluzili aj
cyklicka voltametria, povrchova plazménova rezonancia, QCM (quartz crystal microbalance),
XPS (X-ray photoelectron spectroscopy), AFM (atomic force microscopy), skenovacia
elektronova mikroskopia a proteinovd microarray. Vzorky boli pripravené rozpustenim
daného glykoproteinu vo vhodnom roztoku, jeho pridavkom do séra pacientov, pripadne
vzorky predstavovali séra zdravych l'udi a I'udi s reumatoidnou artritidou.

Vysledky a diskusia: VyuZitim tzv. samousporiadanych monovrstiev tiolov na zlatom
povrchu sa pripravili dva typy povrchov — 2-rozmernd (na planarnej Au elektrode) a 3-
rozmernd konfiguracia (na medzivrstve zlatych nanocastic) pre kovalentni imobilizaciu
lektinu, priCom sa dosiahli detekéné limity vo femto- aZ attomolarnych koncentracidch
glykoproteinu vo vzorkach. Takto pripravené povrchy vsak vykazovali vysokt troven
viazania ne$pecifickych molekul. Dalsie potladenie nespecifickych interakcii sa uskutoénilo
pomocou novosyntetizovaneho zwitterionoveho tiolu na baze kyseliny lipoovej

a sulfobetainu. Vo vzorkéch T'udskych sér sa pomocou suboru troch lektinov merala odozva
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na glykanové Struktury pritomné na ludskych IgG protilatkach pocas roznych Stadii
ochorenia. Vyuzitie prave elektrochemického detekéného konceptu (bez vyuzitia znaciek) je
extrémne citlivy a pomerne lacny spdsob detekcie s jednoduchou miniaturizaciou vysledného
senzora, ¢o ho robi vyuZzitelnym v medicinskej praxi.

Zaver: V tejto praci sa podarilo jednoznaéne preukazat vyznam glykanov pre
medicinsku diagnostiku, ako aj vyznam lektinov ako biorozpoznavacich molekul pre tento
ucel. NavySe sa podarilo navrhnit’ povrch vysoko odolny voci neSpecifickym interakciam,
ktoré predstavuju vyznamny problém pri konstrukcii afinitnych biosenzorov a podarilo sa
jednoznac¢ne odlisit’ séra chorych pacientov od sér zdravych l'udi. Tym sa vyvinula nova,
ultracitliva metdda pre spolahlivi diagnostiku ochoreni sprevadzanych zmenou glykozylacie

proteinov v l'udskej krvi, pripadne inych komplexnych vzorkach.
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VYVOJ AVYUZITI MICROARRAY JAKO LEKTINOVEHO BIOCIPU
PRO CHARAKTERIZACI GLYKANOVYCH STRUKTUR
U KOLOREKTALNIHO KARCINOMU

Alena Sediva’, Olgica Nedi¢?, Peter Gemeiner®, Jaroslav Katrlik*

YInstitute of Chemistry, Slovak Academy of Sciences, Department of Glycobiotechnology,
Dubravska cesta 9, 845 38 Bratislava, Slovakia

’Institute for the Application of Nuclear Energy, University of Belgrade, Benatska 31b,

Zemun, Serbia

Uvod: Sacharidy hraji vyznamnou roli ve viech forméach Zivota. Jsou zapojeny do
vetsiny biologickych jevll (bunécna interakce, bunécna smrt, transdukce signalu, zanétlivé
procesy, rakovinové metastaze, bakterialni a virove infekce, atd.). Sacharidy také slouZi jako
zdroj energie, které jsou soucasti koenzymi a ¢asti nukleovych kyselin. Glykany a jejich
konjugaty s proteiny alipidy hraji kli¢ovou roli v imunitnim aendokrinnim systému,
srazlivosti krvi, atd. Odstranéni nebo zména cukerného fet€zce muze ovlivnit funkCnost
glykoproteinu. To znamena, ze proteinova glykosylace, vazba sacharida s aminokyselinami
bilkovin, ma kli¢ovou roli v biologickych funkcich a ovliviiuje tak celou fadu fyziologickych
procesti. Interakce mezi lektinem a glykanem jsou rozhodujici pro rizné biologické procesy
(napf. nativni lektiny ucastnici se zanétu). Sacharidy, jejich konjugaty s proteiny a lipidy
a procesy s nimy spojenymi se ucastni mnoha fyziologickych funkci a hraji tak rozhodujici
roli v riznych biologickych udalostech od bunééné komunikaci az k bunééné smrti.
Proteinovd glykosylace hraje vyznamnou roli v tadé procesech jako je nadorové bujeni,
poruchy imunity, rakovina a mnoho dalSich.

Material a metody: Lektinova a glykanova microarray se pouZiva k charaterizaci
sacharido-proteinovych interakci. Microarray je vysoce citliva metodu, kterda umoziuje
detekci glykoproteinu o nanomolérnich koncentracich aztoho divodu je vhodnd pro
glykoproteinové testovani. Vyznamnou vyhodou této techniky je pomérné rychlé spracovani a
vyhodnoceni obrovského mnozstvi vzorki.

Béhem méteni byly nastaveny rtizné laboratorni podminky a byl sledovan jejich vliv
na vysledky. Vzorky byli nanaSeny na epoxidové sklicko za snizené laboratorni teploty a
proménlivé relativni vlhkosti vzduchu. Po naneseni vzorkl nasledoval krok tzv. odpocinku,
kdy nesmi dojit k Zadné manipulaci s vzorky, aby doslo k spravnému navazani vzorky na
povrchu sklicka. Po fazi odpocinku nasleduje krok fixace, kdy se celé sklicko s vzorky ponofti

do 1 M ethanolaminu. Nasleduje promyti sklicka a nasazeni specidlni masky, ktera slouzi
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k naneSeni lektini. Po dobé navazovani lektinu na piislusnou glykanovou struktur, dochazi
k opétovnému promyvani sklicka a naslednym naneSenim fluorescen¢niho barviva. Takto
pripravené sklicko se vzorky se naskenuje a vyhodnoti zjisténé vysledky.

Vysledky a diskuze: V prvni fazi experimenti bylo optimalizovano méfeni na
microarray, aby se v druhé fazi mohlo pfistoupit k samotnému méfeni, kde se budou sledovat
rozdily mezi vzorkami sér a tkani u zdravych a nemocnych pacienti s kolorektalnim
karcinomem.

Zavér: Cilem bylo navrhnout a pfipravit lektinovy bioCip pro sledovani interakci
lektin-glykan. K tomuto ucelu byla piednostné pouzita metoda microarray, ktera bude
doplnéna o dalsi techniky jako povrchova plasmonova resonance, elektrochemické, western

blot nebo ELLA.

Tato prdce byla podporena projekty APVV SK-SRB-0041-11 a COST CM 1101.
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MIKROBIALNY BIOSENZOR NA MONITOROVANIE BAEYEROVEJ-
VILLIGEROVEJ BIOOXIDACIE

Andrea Schenkmayerova, Marek Bucko, Peter Gemeiner, Jaroslav Katrlik

Oddelenie glykobiotechnoldgie Chemicky Ustav SAV Bratislava

Uvod: Baeyerove-Villigerove (BV) oxidécie sa ¢asto uskuto¢iiuji pouzitim E. coli s
nadexprimovanym enzymom zo skupiny BV monooxygendz. Tie umoziuju selektivnu
oxidaciu ketonov na estery alebo laktony vyuZzivané vo farmaceutickom priemysle. Aj ked’
boli vyvinuté spektrofotometrické metody na sledovanie aktivity BVMO, priebeh reakcie sa
zvyCajne monitoruje plynovou chromatografiou. My sme sa rozhodli pripravit’® biosenzor,
ktory je rozmerovo maly, umoznuje rychle monitorovanie, 'ahko sa pripravuje a je lacny.

Material a metddy: Rekombinantné E. coli s nadexprimovanou cyklopentanon
monooxygenazou (CPMO, EC 1.14.13.16) z Comamonas sp. NCIMB 9872 sa ako
biorozpoznéavacia zlozka imobilizovali do gélovych membran vzniknutych polyelektrolytovou
komplexaciou alginatu sodného, sulfatu celuldzy a poly(metylén-ko-guanidinu). Membrana sa
prichytila na povrch miniaturizovanej kyslikovej elektrody umoziujicej velmi rychle
merania s nizkym Sumom (Obr.1). Merala sa odozva na (z)-cis-bicyklo[3.2.0]hept-2-én-6-6n
(CBCH). Kazdé¢ meranie sa uskutocnilo 3 krat avypocitali sa smerodajné odchylky

nameranych hodnét.

temperovanej
vody

— Pt
Ag/AgCI

+~—t+—— roztok KCI

-~ O-kriZok

< teflénova membrana
= PEC membrana

elasticka memorana  Qlyr 1 Schéma biosenzora.

Vysledky a diskusia: Biosenzor umoznil od¢itanie signalu analytu do 30 s od jeho
pridavku a pre CBCH bol linearny rozsah kalibra¢nej krivky 8-130 uM a citlivost’ 1,8 nA/uM
(Graf.1A). Nebola zaznamenana odozva na Ziadny z testovanych interferentov (ampicilin,
glukdza, kyselina citronova a octova, produkty reakcie). Pocas jedného tyzdia skladovania pri

4°C nebol pozorovany pokles citlivosti biosenzora. Vyvinuty biosenzor bol pouZzity pri off-
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line monitorovani celého priebehu BV biooxidacie a vysledky boli porovnané s referen¢nou

analyzou plynovou chromatografiou (GC) (Graf.1B).

A el B 4 g, =0.74655.c,, +0,35373
-200 4 ),4" 4 4 Ri=0ssi73 T
1 ey E-\ - = e
-250 o S TG E 2] t
- r 3 aw B
o I AN 8
-300 4 el \. % ol o
—_ =] | L s, . T "o 1 2 3 a
350 - E | S
= » 200 o 5 =
J T | 7 ~3 0N
-400 I £ - 1 AN
i/‘-" = 1004 Ve \\ \!\
— | =7 al=185893c- 223533 ) ) NN
4504 7 A e L —=— biosenzor 2\
1 0 50 100 150 200 04| o GC 0
¢ [uM] ) i
-500 T T T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 0 1 2 3 4 5 6
t[s] t[h]

Graf.1A. Signal biosenzora ako funkcia koncentracie CBCH s vlozenou kalibra¢nou krivkou. B.
Koncentracia substratu v realnych vzorkdch z biooxidacie merand biosenzorom a GC s vloZenou
korela¢nou zavislost'ou.

Zaver: Bol wvyvinuty prvy biosenzor na baze rekombinantnej E. coli
s nadexprimovanou CPMO. Jeho analytické charakteristiky ako rychlost’ odpovede, linearny
rozsah, citlivost’, reprodukovatel'nost’ a stabilita spolu s ispeSnym meranim reélnych vzoriek

ho predurcuji na monitorovanie BV biooxidacii.

Literatdra:

Schenkmayerova A., Bucko M., Gemeiner P., Katrlik J.: Microbial monooxygenase
amperometric biosensor for monitoring of Baeyer-Villiger biotransformation. Biosensors and
Bioelectronics 50 (2013) 235-238.

Pod’akovanie: Tato praca bola podporovana Agentlrou na podporu vyskumu a vyvoja na
zdklade zmluvy ¢ APVV-0302-10 a Vedeckou grantovou agentirou MS SR a SAV VEGA
(grant ¢. 1/0229/12). Tato publikacia vznikla vdaka podpore v ramci operacného programu
Vyskum a vyvoj pre projekt: Aplikovany vyskum v oblasti priemyselnej biokatalyzy, kod ITMS:
26240220079, spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regionalneho rozvoja.
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CELOBUNKOVA BIOKATALYZA S REKOMBINANTNOU
MONOAMINOXIDAZOU

Petra Zajkoska', Martin Rebro§', Michal Rosenberg®, Nicholas J. Turner?
Ustav biotechnoldgie a potravinarstva, Fakulta chemickej a potravinarskej technolégie STU

v Bratislave, “Manchester Institute of Biotechnology, University of Manchester

Uvod: Monoaminoxidaza (MAO) je biokatalyzator novej generécie, ktory katalyzuje
selektivnu biooxidaciu primarnych, sekundarnych i terciarnych aminov na prislusné iminy
(modelovy priklad Obr. 1), pricom v kombinécii s vhodnym chemickym redukénym ¢inidlom
dochadza k produkcii chiralnych aminov z racemickej zmesi. V porovnani s povodnym
enzymom z A. niger ma rekombinantny mutant MAO-N D5 exprimovany v E. coli
BL21(DE3) vysSiu substratovu Specificitu a (S)-enantioselektivitu.

CONH /M’m\' C@“

FAD FADH,

HEOQ = 02

Obr. 1: Biotransformécia 3-azabicyklo[3,3,0]oktan HCI na imin katalyzovand MAO

Produkty alebo intermediaty biokatalyzy pomocou MAO sa vyuZivaju napr. pri vyrobe
Cistych chemikalii, vo farmaceutickom a agrochemickom priemysle. Celobunkova
biokatalyza v kombinacii s imobilizacnymi technikami vedie k vyvoju recyklovatenych
biokatalyzatorov, ktoré zlepsuju ¢asova a ekonomicku efektivitu procesu.

Material a metddy: Laboratorna produkcia E. coli BL21(DE3) exprimujucej MAO-N
D5 bola optimalizovand z bani¢kovej urovne na uroven laboratornych fermentorov
s regulovanym mieSanim, pH a DO rezimom v LB médiu pri 30 °C pocas 20 h fermentacie.
Dalsim procesnym krokom bola imobilizacia takto pripravenej biomasy pomocou LentiKats®
technolégie na laboratornej, ako aj priemyselnej Udrovni. Aktivita celobunkového
imobilizovaného biokatalyzatora bola testovana pri opakovanych biotransforméciach a taktiez
dlhodobo, pricom modelovym substratom bol sekundarny amin 3-azabicyklo[3,3,0]oktan
HCI. Priebeh biotransformécie bol monitorovany pomocou GC-FID.

Vysledky a diskusia: Optimalnymi podmienkami na produkciu a expresiu MAO-N
D5 v E. coli BL21(DE3) st 10 % DO apH 7. Po 20 h bani¢kovej kultivacii dosiahlo ODggo
hodnotu ~4,4 a pociato¢na Specificka aktivita 123 mgproduk/Jocw. Pri regulovanej fermentacii

bolo vysledné OD600 ~8 pri nizSej pociatocnej Specifickej aktivite (97,6 mgproduk/Ipcw), €0
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viedlo k skrateniu ¢asu biotransformacie zo 7 na 4 hodiny pri pouziti biomasy z 50 ml
fermentacného média. Po sérii optimalizaénych krokov na laboratérnej urovni bolo
priemyselne imobilizovanych 15 gpcw nha liter polyvinylalkoholového gélu pomocou
technolégie LentiKats®. Priemyselné imobilizaty $oSovkového tvaru vykazovali stabiln(
aktivitu pocas cyklu 6 biotransformécii. Pociato¢nti aktivitu si zachovali aj pocCas testov
dlhodobej skladovacej stability, ked'ze po 13 mesiacoch od imobilizécie doslo len k 3,6 %
poklesu ich aktivity. Pri opakovanych biotransforméciach v3ak aktivita klesala vyraznejSie
V porovnani s ¢erstvo pripravenymi imobilizatmi.

Zaver: Optimalizaciou fermenta¢ného procesu sa dosiahla efektivnejSia produkcia
aktivnej biomasy exprimujucej monoaminoxidazu. Jej aktivita bola potvrdena vo volnej aj
imobilizovanej forme. Celobunkovy imobilizovany biokatalyzator je vhodny na opakované

pouZitie pri biotransformacii aminov a taktiez na dlhodobé skladovanie.

Pod’akovanie: The research leading to these results has received funding from the
European Union Seventh Framework Programme BIONEXGEN under grant agreement n°
266025. This work was co-funded by the Slovak Research and Development Agency under
contract No. DO7RP-0042-11.
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LUDSKY SRDCOVY RYANODINOVY RECEPTOR: STRUKTURNE
STUDIE N-TERMINALNEJ OBLASTI

Lubomir Borkoe?®, Vladena Bauerova-Hlinkova?, Jilius Kostan®, Eva Hostinova®, Juraj
Gasperik? Vladimir Pevala®, Lubica Urbanikova®, Alexandra Zahradnikova® a Jozef
Seveik®

2 Ustav molekularnej biolégie, SAV, Bratislava,  Laboratéria Maxa F. Perutza, Vienna,

Austria

Ludsky ryanodinovy receptor 2 (hRyR2) je i6novy kanal sarkoplazmatickej membrany
buniek myokardu [1, 2]. Jeho tlohou je transportovat Ca’* iény zo sarkoplazmatického
retikula do cytoplazmy kardiomyocytov ako désledku elektrochemickej stimulécie v ramci
tzv. excitatno-kontrakcnej masinérie. Ludsky RyR2 je rozmerny homotetramér pozostavajuci
z podjednotiek s molekulovou hmotnostou ~ 560 kDa [3]. N-terminalna (ak. ~ 1-655)
acentralna (ak. ~2100-2500) oblast’ st zapojené do regulacie vratkovania kanala [4]
a mutécie v tychto oblastiach si spajané s niekol’kymi srdcovymi ochoreniami (napr. CPVT,
ARVD2).[5]. Pre pochopenie mechanizmu vratkovania a zlyhavania funkcie hRyR2 je
dolezité¢ poznat Struktaru klaCovych regulacnych oblasti a v idedlnom pripade aj celého
homotetraméru. Cielom dolu uvedenych projektov je priniest nové poznatky o Struktire
vybranych oblasti hRyR2 v spojeni s ich funkciou v ramci celej molekuly.

MOj prispevok prezentuje Strukturne Studie fragmentu hRyR2 1-606. Tato oblast,
niekedy oznaCovand ako tzv. mutacny ,hotspot®, zahfna 23 substitucnych a dve dele¢né

mutécie (http://www.fsm.it/cardmoc) spojené s ochoreniami srdca, ¢o indikuje vyznam pre

funkciu receptora. Struktira fragmentu hRyR2 1-606 bola uréena rontgenovou
krystalografiou. Ako komplementarna metdoda bola pre uréenie tvaru molekuly z roztoku
(Struktary s nizkym rozliSenim) pouZitd metdda nizko-uhlového rozptylu réntgenového
Ziarenia (SAXS). Vzorky pre krystalizaciu a SAXS boli pripraveneé izoléciou z lyzatu E.coli
BL21 DE3 a purifikaciou afinitnou chromatografiou (IMAC) v kombinacii s gélovou
filtraciou. Kvalita vyslednych vzoriek bola testovand pomocou SDS a nativnej PAGE,
analyzy krivky topenia (,,thermal shift assay“,TMF) a dynamickeho rozptylu svetla (DLS).
Uspesnou krystalizaciou boli ziskané difraktujuce krystaly, z ktorych boli namerané difrakéné
data z rozlisenim 2,4 A [6]. Model hRyR2 1-606 bol vytvoreny pouZitim balika programov
CCP4 a fazovy problém bol rieSeny molekularnou ndhradou na zaklade homologickej kralicej
RyR1 Struktdry (PDB ID: 2X0OA). SAXS model bol vytvoreny pomocou programov balika
ATSAS 2,5.
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Porovnanie Struktdry hRyR2 1-606 s dostupnymi Struktdrami pribuznych molekul
(kralici RyR1, PDB ID: 2XOA ainozitol 1,4,5-trifosfatovy receptor, PDB ID: 3UJO)
potvrdilo konzervovanost troch pritomnych domén, ako aj oblasti s potencidlnym regulaénym
vyznamom. SAXS model hRyR2 1-606 obsahoval oblasti chybajuce v modeli ziskanom
rontgenovou krystalografiou, ¢im komplementoval dosiahnuté vysledky.

Struktarny model hRyR2 1-606 je prvou $trukturou Pudského RyR2 v rozsahu 600
aminokyselin, ¢im poskytuje priestor pre d’alSie $trukturne analyzy spojené s analyzou

mutacii a stadiom regulacie priamo na modeli Struktary l'udského proteinu.

Podakovanie: Tato praca bola podporend grantmi Slovenskej grantovej agentury

VEGA 2/0131/10 a Agentury na podporu vyskumu a vyvoja APVV-0628-10.
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PROBLEMATIKA VYSKYTU BAKTERIi REZISTENTNYCH VOCI
ANTIBIOTIKAM V KALOCH A ODPADOVYCHVODACH NA

SLOVENSKU

L. Birosoval, T. Mackul’ak?, 1. Bodik?
'0ddelenie vyzivy a hodnotenia potravin, Ustav biochémie, vyZivy a ochrany zdravia,
FCHPT, STU Bratislava, 20Oddelenie environmentalneho inzinierstva, Ustav chemického

a environmentalneho inzinierstva, FCHPT, STU Bratislava

Uvod: Od objavu antibiotik zadalo neimerne narastat nielen ich pouzivanie
Vv klinickej humannej, ¢i veterinarnej praxi, ale aj ich diseminacia do prostredia. Rovnako aj
pouzivanie dezinfekénych a biocidnych latok sa rozSirilo z nemocni¢nych zariadeni do
domacnosti. Antibiotika a biocidy sa dostavaju dalej do odpadovych vod, do Cistiarni
odpadovych vod (COV), kde mnohé z nich nestihna byt biodegradované a mozu sa $irit’ do
biosféry. Subinhibiéné koncentracie tychto latok v COV navyse do znaénej miery ovplyviiuji
rezistenciu bakterii kalu, ktory sa naslednym spracovanim tiez dostava do biosféry atym
prispieva k Sireniu determinantov rezistencie voci antibiotikam. Nasim cielom bolo stanovit’
vyskyt koliformov a enterokokov odolnych voéi antibiotikam v kaloch a odpadovych vodéach
z COV na Slovensku.

Material a metody: Vzorky stabilizovaného kalu a odpadovej vody pritekajucej na
COV boli v sterilnej skimavke transportované do laboratéria a nasledne nariedené v BHI
médiu. Vzorky boli kultivované na selektivnych diagnostickych médiéch s bez antibiotika. Po
inkubacii sa zhodnotil pocet koloniotvornych jednotiek a vyjadrilo sa percento rezistentnych
kmenov.

Vysledky adiskusia: Rezistentné baktérie boli stanovované vo vzorkach
stabilizovaného kalu z troch mestskych COV na Slovensku v dvoch roénych obdobiach (zima
a leto). Pocet koliformov sa pohyboval od 70 — 80% a enterokov 30-50% z celkového poctu
aerobov. Co sa tyka rezistencie vo¢i antibiotikdm, t0 sme zaznamenali iba v pripade
koliformnych baktérii. Prevazna vidcSina tychto baktérii v stabilizovanom kale bola
rezistentna najma voéi ampicilinu, v niektorych pripadoch to bolo az 98% koliformov.
V pritokovej vode sme tiez zachytili priblizne polovicu ampicilin rezistentnych kmenov, ¢o
moéze byt aj dosledok pritomnosti odpadovej vody z nemocnic. Rezistenciu sme vSak
zachytili aj vo¢i gentamicinu a ciprofloxacinu uviac ako polovice kmenov, ¢o nie je

prekvapujuce nakolko v zimnom obdobi boli v odpadovych vodach stanovené vysoké
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koncentracie prave ciprofloxacinu. Tieto subinhibicné koncentracie antibiotik do znacnej
miery mézu ovplyvnit' vznik rezistencie spolu s mobilnymi genetickymi determinantami
nesticimi gény rezistencie, ktoré sa do COV dostavaji v odpadovej vode.

Zaver: Nadmerné uZzivanie antibiotik ma za néasledok ich zvySend koncentraciu
v odpadovych vodach azarovei aj vCOV kde moézu ovplyvnit odolnost baktérii
aktivovaného kalu voc¢i antibiotikdm. Nakolko Ccistiarensky kal sa na Slovensku podla
nariadenia vlady aplikuje najma do pody, prispieva sa takymto spracovanim k diseminacii

nielen antibiotik ale najma genov rezistencie do prostredia.

Pod’akovanie: Prdca vznikla za financnej podpory Agentiry pre podporu vedy a vyskumu
APVV-0122-12
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ZVYSENA CYTOTOXICITA MITOXANTRONU NAVODENA
VPLYVOM PROADIFENU V BUNKACH LUDSKEJ
PROMYELOCYTOVEJ LEUKEMIE

Lucia Hilovska, Rastislav JendZelovsky, Zuzana JendzZelovska, Jaromir Mikes, Peter
Fedorocko
Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedecka fakulta, Univerzita Pavla Jozefa

Safarika v Kosiciach

Uvod: Castou komplikiciou chemoterapeutickej lie¢by je znizujuca sa senzitivita
nadorovych buniek voci aplikovanému lieCivu, ¢o napokon vedie ku vzniku mnohopocetnej
liekovej rezistencie (MDR). Vyznamnym mechanizmom zodpovednym za MDR je zniZenie
intracelularnej koncentracie lieCiva az na netc¢inni hladinu prostrednictvom membranovych
transportnych proteinov (ABC transportéry). Latky schopné inhibicie ABC transportérov by
mohli zlepsit’ GC¢innost’ terapie. Nesteroidné antiflogistikd su vyuzivané ako analgetika,
antipyretika a latky s protizapalovym uc¢inkom. Okrem toho st schopné aj chemosenzitizacie
nadorovych buniek v désledku ovplyvnenia aktivity ABC transportérov, ¢o napokon vedie
K posilneniu cytotoxického ucinku chemoterapeutik. Cielom tejto prace bolo analyzovat
vplyv  kombinovaného ucinku NSAIDs (proadifen) na vyslednii cytotoxicitu
chemoterapeutika (mitoxantron — MTX) v bunkach l'udskej promyelocytovej leukémie.

Material a metody: Ako experimentalny model boli pouzité bunkové linie I'udskej
promyelocytovej leukémie (HL-60 — citliva vo¢i MTX a cBCRP subklon — rezistentna voci
MTX). Uginok proadifenu na vyslednii cytotoxicitu chemoterapeutika bol stanoveny na
zédklade zmien metabolickej aktivity bunick (MTT test), kombina¢ného indexu azmien
mitochondridlneho membranového potencidlu — MMP, externalizacie fosfatidylserinu
a bunkového cyklu (analyzované pomocou prietokového cytometra — BD FACSCalibur).

Vysledky adiskusia: Ovplyvnenie efektivity chemoterapie prostrednictvom
proadifenu je mélo preskimané. Vysledky dosiahnuté v naSich laboratoridch poukazuju na
nesteroidné antiflogistikum, proadifen, ako na d’alSiu latku schopnu inhibovat’ aktivitu ABC
transportérov. Predinkubacia buniek s proadifenom (24 hod) zvysila cytotoxicitu
mitoxantronu v pripade oboch bunkovych linii, avSak vyraznejSie zmeny sme pozorovali pri
bunké&ch rezistentnych. Pomocou programu CalcuSyn a na zaklade kombina¢ného indexu sme
zistili, Ze proadifen ma v pripade buniek HL-60 aditivny az synergicky 0G¢inok, pri¢om
v pripade ¢cBCRP subklonu je ucinok vylu¢ne synergicky. V pripade analyz uskuto¢nenych
prietokovou cytometriou (zmeny MMP, externaliz&cie fosfatidylserinu a zmeny bunkového
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cyklu) sme signifikantné zmeny v désledku kombinovanej terapie pozorovali najma pri
rezistentnych bunkéch. Na zaklade tychto poznatkov je mozné predpokladat’, Ze proadifen by
mohol byt schopny potlacit’ rezistenciu nadorovych buniek a zvysit' ucinnost’ vybraného
chemoterapeutika, mitoxantronu.

Zaver: Tato praca poukazuje na proadifen, ako na nesteroidné antiflogistikum
schopné modulovat vysledni cytotoxicitu pouzitétho chemoterapeutika v in vitro
podmienkach. Na zéklade tychto vysledkov je mozné predpokladat, Ze proadifen zvySuje
cytotoxicitu mitoxantronu, avsak na odhalenie presného mechanizmu buda potrebné dalSie

analyzy.

Tato praca bola podporovana Vedeckou grantovou agentirou MSVVaS SR a SAV ¢ VEGA
1/0626/11 a Naddciou Vyskum rakoviny ¢. 0-12-102/0001-00.
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BIOTECHNOLOGICKA PRODUKCIA PRIRODNYCH AROM
SVYUZITIM ENKAPSULOVANYCH BIOKATALYZATOROV

Aniké Illésova'’, Marek Bucko', Alica Vikartovska', Peter Gemeiner®
Chemicky Gstav SAV, Dibravska cesta 9, Bratislava 845 38, SR

“chemilan@savba.sk

Uvod: Chutové avonné latky boli vzdy predmetom zaujmu a uplatnenie si nasli
v roznych odvetviach priemyslu. V stcasnosti prevlada trend produkcie tychto arom pomocou
biotechnologie, ktora spociva v zapojeni mikroorganizmov do vyrobného procesu. Takto
ziskané produkty maju prirodny charakter a na svetovom trhu arém st vyhladavanejsie ako
ich chemicky syntetizované ekvivalenty. Baktéria Gluconobacter oxydans je gram-negativna
aerobna baktéria z rodu Acetobacteraceae. Prirodzene sa vyskytuje na miestach bohatych na
cukor, napr. na ovoci. V priemysle sa vyuziva kvoli svojej nelplnej oxicadii alkoholov na
prisludné karboxylové kyseliny. Metabolizmus baktérie sme v tejto préci vyuzili na produkciu
kyseliny fenyloctovej, ktora je zlozkou medovej aromy. Biokonverzia je dvojstupiiova,
vyuziva dve membranovo viazané dehydrogenazy na produkciu kyseliny fenyloctovej. Tato
praca je zamerand na optimalizciu konverzie a overenie operacnej stability imobilizatov.

Material a metody: Enkapsulacia biokatalyzatora prebiehala na enkapsulatore
so vzduchovou tryskou. Pri enkapsulacii bol pozity Specialne tvarovany viacslu¢kovy reaktor,
ktory  zabezpe¢il uniformitu kapsul aprecizne kontrolovanie reakéného  Casu
polyelektrolytovych roztokov. Analyza latok prebiehala na vysokouUcCinnej kvapalinovej
chromatografii. Struktra a velkost’ kapsul, rovnako ako samotny Gluconobacter oxydans
boli pozorované pomocou rdznych mikroskopickych technik ako opticky mikroskop,
mikroskop atomarnych sil (AFM) a skenovacia elektronova mikroskopia (SEM).

Vysledky a diskusia: Po optimalizacii z&kladnych parametrov biokonverzie sa
pripravili imobilizaty. Enkapsulované baktérie boli porovnané svolnymi baktériami.
Zavedenie kroku imobilizacie do vyrobného procesu umoziuje opakované vyuzitie baktérii
bez pripravy nového inokula, kontinualiziciu procesu aodpada tiez nutnost’ separacie
biokatalyzatora od produktu. V porovnani svolnymi bunkami enkapsulované preparaty
vykazali dlhSiu zivotnost’ a vyrazne zvySenu opera¢nu stabilitu s miernym poklesom aktivity.

Zaver: V tejto praci sa jednoznacne podarilo preukazat’ pozitivny vplyv enkapsulacie
baktérie Gluconobacter oxydans pri vsadzkovej produkcii kyseliny fenyloctovej, z hl'adiska
zvysenej ochrany voci toxickému ucinku substratu na bunky, ako aj zvySenia operacnej
stability a dlhodobého zachovania aktivity buniek. Takto optimalizovany proces je vhodny na
produkciu bioarom aj v priemyselnom meradle.

Pod’akovanie: Tato praca bola podporovand Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na
zdklade zmluvy ¢ APVV-0302-10 a Vedeckou grantovou agentirou MS SR a SAV VEGA
(grant ¢. 1/0229/12). Tato publikacia vznikla vd'aka podpore v ramci operacného programu
Vyskum a vyvoj pre projekt: Aplikovany vyskum v oblasti priemyselnej biokatalyzy, kod ITMS:
26240220079, spolufinancovany zo zdrojov Europskeho fondu regionalneho rozvoja.
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SYNTEZA CTP IN VITRO KASKADOU ENZYMOVYCH REAKCII

Klaudia Talafova, Eva Hrabéarova, Jozef Nahéalka
Chemicky ustav SAV — Centrum glykomiky Bratislava, Centrum excelentnosti pre bielo-zelenu

biotechnoldgiu Nitra

Uvod: Biokatalyza v ramci konceptu ,,zelenej chémie* by mala v budtcnosti nahradit’
chemické procesy vyZadujuce extrémne podmienky (napr. vysoka teplota, tlak, toxickeé kovy).
V stcasnosti je vSak obmedzena prevazne na jednokrokovi konverziu izolovanymi enzymami
alebo celymi bunkami, o velakrat nevyhovuje poziadavkdm priemyslu. Preto sa objavuju
snahy o organizovanie enzymov do in vitro metabolickych drah. Inkluzne telieska (IB) maju
vel’ky potencidl pre vyuzitie v biokatalyze ako prirodzene imobilizované enzymy, l'ahko
izolovatelné, stabilné, s dobrymi procesnymi vlastnostami. Cielom naSej prace bolo
navrhnit” vhodny sposob syntézy CTP in vitro. Reakcia pozostavala z kaskady reakcii
katalyzovanych enzymami, a to polyfosfatizou (PPX), cytidylatkinazou (CMK)
a polyfosfatkinazou (PPK) (Obr. 1). Prebiehali dve nezavislé reakcie, v jednej boli PPX,
CMK a PPK vo forme IB, v druhej bola PPX v solubilnej forme.

CMK PPK
CMP T CDP TT; CTP
¢ Py n Pn-l

fosfatove sklo

Obr. 1: Schéma syntézy CTP in vitro spriahnutim troch enzymov.

Material a metody: Gény pre PPK, CMK aPPX zo Silicibacter pomeroyi boli
naklonované do vektora pET-34b(+), resp. PPX aj do vektora pET-51EK/LIC a exprimované
v hostitel'skom kmeni E.coli BL21 (DE3). Enzymy boli izolované neionovym lytickym
detergentom. Prvou fazou bolo Stiepenie fosfatového skla pomocou PPX (50 mM MgCl,, pH
7,8) pri 30°C pocas 12 hodin. Nasledne sa pridala reakénd zmes (15 mM CMP, 5 mM CTP,
15 mM MgCl,). V ¢asovych intervaloch sa pridavalo 15 mM CMP a 15 mM MgCl,. Jeden
cyklus prebiehal 24 hodin pri 30°C a udrziavalo sa pH 7,8-8. Na konci cyklu sa po
centrifugécii odobrala polovica objemu supernatantu a pridala sa nova reak¢na zmes (15 mM
CMP, 15 mM MgCl,). Vysledky boli ziskané analyzou vzoriek pomocou HPLC.

Vysledky a diskusia: Experiment ukazuje syntézu CTP in vitro spriahnutim reakcii
katalyzovanych troma enzymami (PPX, CMK aPPK), priCom substratom je CMP
a nerozpustné fosfatové sklo. PPX zo S. pomeroyi ma endofosfatazovt aktivitu (ako zatial

prva u prokaryotov), a teda hydrolyzuje fosfatové sklo na kratSie solubilné retazce, z ktorych
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PPK odstepuje fosfat a syntetizuje CTP z CDP. Nerozpustnost’ IB bola vyuzita na opakované
pouZitie enzymov vo viacerych cykloch reakcie. Recyklacia bola moZzna aj
pouZzitim solubilnej PPX, ktora zrejme zostala naviazana vazbovou doménou na svojom
nerozpustnom substrate. Prebehlo 10 cyklov, pricom vytazok CTP bol najvyssi pri IB PPX

po piatom a pri solubilnej PPX po piatom a Siestom cykle. V d’alsich vytazok CTP postupne
klesal (Obr. 2).

@ IB PPX

i solubilna
PPX

pridavany substrat [%6]

Vytazok CTPvzhPadom
na konstantne

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Pocet cyklov

Obr. 2: Porovnanie kone¢ného vytazku CTP v jednotlivych cykloch.

Zaver: Spriahnutim reakcii katalyzovanych enzymami PPX, CMK a PPK dochadza k
efektivnej syntéze CTP in vitro, pricom enzymy je mozné opakovane pouzit' vo viacerych
cykloch uvedenej reakcie. CTP moéze byt nasledne vyuzity v d’alSich reakciach, napriklad na

pripravu kyseliny CMP-sialove;j.

Pod’akovanie: Program Vyskum a vyvoj pre projekt: Centrum excelentnosti pre bielo-zelenu
biotechnoldgiu, ITMS 26220120054, spolufinancovany z ERDF.
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@ ProScienceTech

Efektivne laboratérium je nasSa priorita

Kl'Géom k uspechu akéhokolvek vedecko-vyskumného projektu je optimalne technologické
a materidlové vybavenie. ProScience Tech pontka komplexné sluZzby pre roéznorody typ
vyskumnych €innosti, od zdkladného aZ po aplikovany vyskum, na drovni akademickych institdcii aj
komercnych spolo¢nosti.

Vlybudovanie kvalitného zdzemia vyskumu si vyZaduje komplexny pohlad. ProScience Tech
vystupuje v  pozicii integratora rieSeni technologického a materidlového vybavenia.
To, Ze neprezentujeme jednu znacku, platformu alebo technoldgiu, nam déva potrebnd nezavislost’
a schopnost’ priniest’ zdkaznikovi optimalne rieSenie v akejkol'vek oblasti vyskumu.

Pristrojové vybavenie
a technologie
Strategicke poradenstvo Spotrebny material
a komplexné sluzby

ProScienceTech r__

&

¢

Sluzby

Audit procesov

Prieskum trhu a vyhodnotenie

Poradenstvo a referencie v oblasti vyskumnych technoldgii
Strategické poradenstvo

Realizacia dodavok

Transfer technolégii

Pre priame konzultdcie nav3tivte prosim naSu strdnku www.prosciencetech.sk

inského 20, 811 05 Bratislava




Vas partner
vo vede, vyskume a diagnostike

Sirokd skdla reagencii a kitov pre :

Genomiku
Proteomiku
Bunkovu bioldgiu

v
v
v
v" Molekularnu bioldgiu

www.roche-applied-science.com
www.roche-diagnostics.com

vladislav.cucak@roche.com
(tel: +421 918 707 774)

Spickové systémy pre :

>

Real-Time PCR

» Automatizovanud extrakciu NK

>
>
>

Next-Gen Sekvenovanie DNA
Bunkovu bioldgiu
Sequence Capture - Microarray




DIAGNOSTICKA PRE

LABORATORNE PRISTROJE

SPOTREBNY A PODPORNY
MATERIAL

Ponukame Vam Siroku skalu kvalitnych
laboratérnych pristrojov, pomocok,
diagnostickych suprav a spotrebného
materialu, z ktorého vyberame:

# - |
\‘,;J \QJ Iwi'f‘l \a:‘ "4 L [

www.ecomed.sk email:ecomed@
isternet.sk tel:041/5006744.45
fax:041/5006746






Sigma® Life Science has the antibody
for your research needs.

Find your antibody:

To order, contact:

Sigma-Aldrich Ceska republika
Phone: +420 246 003 200
czeorders@sial.com

Sigma-Aldrich Slovensko
Phone: +421 02/555 71 562
svkorders@sial.com

*Experimental results must be submitted via the Antibody Bioguarantee Form within 12
months of the date of purchase. All required fields of the Antibody Bioguarantee Form must be
completed. Refunds and replacements contingent to claim review by technical service team.
Credit covers the cost of antibody. Product replacements depend on product availability.

©2013 Sigma-Aldrich Co. LLC. All rights reserved. SIGMA and SIGMA-ALDRICH are trademarks of
Sigma-Aldrich Co. LLC, registered in the US and other countries. Where bio begins is a trademark
of Sigma-Aldrich Co. LLC.

SIGMA-ALDRICH" Where

Life Science

she314

begins™




Hameln rds a.s., Modra, Slovakia

Research and Development activities of Hameln rds, a.s. are focused on following areas:

API’s development and research

Pharmaceutical development (analytical and galenical development)
Biological research

Biomedicinal research

API’s development and research is focused on the development and optimisation of
API synthesis at the laboratory level. Moreover, the work is focused on the development
and improvement of the purification process in order to produce the final laboratory
batches of API, qualification and synthesis of possible impurities during API synthesis
in order to prepare all documents required for the compilation of European DMF (Drug
Master File) for the synthesised API.

Analytical development and research includes development of analytical methods in
accordance for registration documentation and corresponding Pharmacopoeia. All
methods are validated according to ICH. We can provide stability testing for all dosage
forms. Batch release to the European market is performed by our own Qualified Person.
Galenical development and research is focusing on the development of solid, semi-
solid and liquid dosage forms as well as lyophilisates. This includes pre-formulation
studies, development of dosage forms, production of laboratory batches and preparation
of documentation required for submission and registration.

Biological research is mostly focused on development activities which require the use
of different test systems (cells, in vitro systems, experimental animals, etc.). These
activities are performed as part of the development of new drugs, evaluation of drug
safety, safety of chemical substances, food additives or medical devices. Furthermore,
these include evaluation of efficacy of substances at the cellular and sub-cellular level,
preclinical evaluation of drug efficacy with focus on pharmacology and
pharmacokinetics, evaluation of in vivo safety of drug and its toxicity as a function of
dosing and route of administration.

Biomedicinal research is focused on clinical evaluation of drug safety, at the moment
mostly in the field of Bioequivalence and phase Il studies.



SK: 0800 124 683
biotech@biotech.sk

www.biotech.sk
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...Digitalna mikroskopia
na mikroplatnickach...

Think Possible
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eppendorf

Eppendorf Tubes® 5.0 mL
Vyziadajte si vzorku zdarma na: eppendorf@eppendorf.sk

Chybajuci medziclanok

5 ml skiimavka ma vsetky vyhody svojich mensich pribuznych , eppendorfiek”.




Thermo FiSher The world leader
SCIENTIFIC in serving science

August 5, 2013

Vec: Fermentas GmbH in St. Leon -Rot Germany changing legal entity name to
Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH effective September 2, 2013

Vazeny zakaznik,

Radi by sme Vas informovali, Ze Fermentas GmbH, nas pravny subjekt v St. Leon-Rot Germany, bude
premenovany na Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH od 2.Septembra 2013.

Nazov sa meni z globalneho hladiska zjednotit naSe Thermo Scientific molekularno-biologické
produktové linie a vyhoviet zakaznickym poziadavkam zjednoduSenim zlozitosti naSej organizacie. Tato
zmena zahfna integraciu nasledujucich piatich molekularno-biologickych linii:

« ABgene — PCR a gPCR produkty

e Finnzymes — PCR a gPCR produkty

« Fermentas — enzymy a produkty pre molekularnu biolégiu
« Dharmacon — RNAI a syntetizovana RNA

« Open Biosystems — RNA a génova expresia

Srdeéne Vas ziadame, aby ste aktualizovali a zahrnuli tito zmenu do 2. Septembra 2013 vo Vasom
uétovnom, nakupnom a s nimi spojenymi_systémami.

Radi by sme boli aby objednavky, dodavky tovarov a faktary boli spracovavané nadalej bez meSkania a
preto Vas prosime dajte tento list na vedomie relevantnym oddeleniam ako napriklad oddelenie nakupu a
oddelenie uétovnictva.

V3etky ostatné tdaje firmy (ako napriklad, adresa, ICO, ICDPH, &islo Uétu, a kontaktné informécie)
zostavajl nezmenené.

Ak méte zmluvu, kde je Fermentas GmbH ako zmluvna strana, zmluva bude pokracovat.

Proim zoberte na vedomie: Ak mate obchodny vz _tah s niektorym inym pravnym subjektom  Thermo Fisher
Scientific, Fisher Scientific __alebo distribdtorom _, tato zmena neovplyn fiuje VaSe obchodovanie s tym _ito
pravnymi_subjektami.

Ak méte dalSie otazky ohfadom zmeny nazvu, prosim Vas kontaktuje Angelika Mertens, manager pre
pravne zalezitosti, angelika.mertens@thermofisher.com

Na vSetky dalSie otdzky Vam rad odpovie nas zakaznicky servis cs.molbio.eu@thermofisher.com

tel. 00800 222 00 888.

Dakujeme za Vasu spoluprécu.

S pozdravom,

Dr. Frank Schestag
General Manager
Thermo Fisher Scientific

Aby sa prediSlo omeSkaniam — prosim zmente st €astnu verziu dat do 2. septembra  2013.

Dakujem.
Molecular Biology Fermentas GmbH General Managers www.thermofisher.com
Opelstrale 9 Dr. Frank Schestag
68789 St.Leon-Rot / Germany Piet van der Zande
00800 222 00 888 toll free Dr. Ralf Schlegel

00800 222 00 889 fax HRB 351099 Mannheim
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	Sekcia I
	Xenobiotiká a vzťahy medzi štruktúrou a účinkom látok
	Katarína Kliková1, Andrea Štefaniková1, Ivana Pilchová1, Katarína Klačanová1, Jozef Hatok1, Peter Račay1
	1Ústav lekárskej biochémie, JLF UK, Martin
	Výsledky a diskusia: Na základe MTT testu sme zistili, že MM pri 0,5 μmol/l, PFT-µ pri 17,5 μmol/l a 17-AAG pri 5 μmol/l a vyšších koncentráciách viedli k významnému zníženiu relatívneho prežívania HL-60 už po 24 hodinách. Po 48 hodinovom pôsobení MM ...
	Záver: Cieľom súčasného biomedicínskeho výskumu je, okrem iného, objasniť mechanizmus rezistencie leukemických buniek na cytostatiká ako aj vývoj nových liečiv a postupov. Ukazuje sa, že jednou z možných perspektív liečby hematologických ochorení myel...
	Táto práca vznikla za podpory projektu APVV-0245-11.
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	Biochémia a biofyzika biologických membrán
	Sekcia III
	Molekulárna, celulárna biológia a mikrobiológia
	Sekcia IV
	Enzymológia a proteomika
	Ľudský ryanodínový receptor 2 (hRyR2) je iónový kanál sarkoplazmatickej membrány buniek myokardu [1, 2]. Jeho úlohou je transportovať Ca2+ ióny zo sarkoplazmatického retikula do cytoplazmy kardiomyocytov ako dôsledku elektrochemickej stimulácie v rámc...
	Môj príspevok prezentuje štruktúrne štúdie fragmentu hRyR2 1-606. Táto oblasť, niekedy označovaná ako tzv. mutačný „hotspot“, zahŕňa 23 substitučných a dve delečné mutácie (http://www.fsm.it/cardmoc) spojené s ochoreniami srdca, čo indikuje význam pre...
	Porovnanie štruktúry hRyR2 1-606 s dostupnými štruktúrami príbuzných molekúl (králičí RyR1, PDB ID: 2XOA a inozitol 1,4,5-trifosfátový receptor, PDB ID: 3UJ0) potvrdilo konzervovanosť troch prítomných domén, ako aj oblastí s potenciálnym regulačným vý...
	Štruktúrny model hRyR2 1-606 je prvou štruktúrou ľudského RyR2 v rozsahu 600 aminokyselín, čím poskytuje priestor pre ďalšie štruktúrne analýzy spojené s analýzou mutácii a štúdiom regulácie priamo na modeli štruktúry ľudského proteínu.
	Poďakovanie: Táto práca bola podporená grantmi Slovenskej grantovej agentúry VEGA 2/0131/10 a Agentúry na podporu výskumu a vývoja APVV-0628-10.
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