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Spomienka na prof. Ing. Ludovita Drobnicu, DrSc.

Narodil sa 30. septembra 1930 v Trnave. Po skonceni
vysokoSkolského Studia v Brne v roku 1953 nastupil na Katedru
technickej mikrobiologie a biochémie Chemickej fakulty
Slovenskej vysokej Skoly technickej v Bratislave. Tu preSiel
vSetkymi ucitelskymi stupriami. Na fakulte patril medzi prvych
vedeckych aSpirantov. Hodnost kandidata vied ziskal uz 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 a$pirantov). 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 Skolu tykajucu sa problematiky mechanizmu GcCinku
prirodnych a syntetickych latok a vztahov medzi ich Struktarou, ucinnost’ urc¢ujucimi fyzik alno-
chemickymi vlastnostami a biologickymi aktivitami, a to s ohladom na farmaceuticko-
medicinske, polnohospodarsko-potravinarske i chemicko-ekologické aspekty pouZitia
(aplikécie v praxi). Tazisko jeho zaujmu sa v tomto smere sustredilo na izotiokyanéty a ich
prirodné prekurzory, predov$etkym glukozinolaty. Pod jeho vedenim na stovkach prirodnych
i novosyntetizovanych derivatov boli Studované chemické, biochemické i fyziologické
parametre interakcii s enzymami a inymi izolovanymi biokomponentami, subcelularnymi
partikulami, bunkovymi i nadcelularnymi modelmi a to tak z oblasti mikrobialnej, rastlinnej,
resp. Zivo¢isnej rise. Prislusné zistenia boli predmetom vy$e 100 publikacii, 52 patentov, viac
ako 200 vystupeni na vedeckych konferenciach, z nich viaceré prof. Drobnica ako
medzinarodné 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 v praxi ako veterinarneho lieciva.
Bohuzial z dévodu pred¢asnej smrti sa mu uz nepodarilo dokoncit a vydat’ monografiu The
biology of -NCS group.

Okremizotiokyanatovej problematiky prof. Drobnica so svojimi kolegami a aspirantami venoval
pozornost vyskumu réznych xenobiotik, regulacii energeticko-uhlikového metabolizmu,
dimorfizmu kvasiniek, nadprodukcii primarnych metabolitov, imobilizovanym biosystémom,

prezZivaniu mikroorganizmov v nepriaznivych (stresovych) podmienkach, atd.
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Viysledkom tychto vyskumnych aktivit bola minimalne dalSia stovka vedeckych prac
v renomovanych ¢asopisoch a mnohé dalSie publikacné produkty. Spominané témy sa stali
zakladom celozivotného vyskumu jeho Ziakov, z ktorych mnohi st 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 zahrani¢nych vedeckych spolo¢nostiach, v odbornych komisiach pre obhajoby dizertacnych
prac, vo vedeckych a edi¢nych radach ustavov a vydavatelstiev, tuzko 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 predstav experimentalnymi cestami. Bol velmi naro¢ny na
rozsah, hibku, kvantitu i kvalitu experimentalnej prace. Vyznacoval sa obrovskou
neunavnostou a nad$enim v laboratérnej ¢innosti, kritickym pohlfadom k nameranym udajom
a velkou opatrnostou pri formulovani zaverov. Vyznamnou pre jeho pracu bola vysoka
kooperativita. Spolupracoval s obrovskym mnoZstvom partnerov na svojom pracovisku,
vramci Bratislavy, Slovenska i na medzinarodnej urovni. Perfektne vedel organizovat
a vykonavat' kolektivnu pracu. Okrem interdisciplinarneho pristupu k rieSeniu vedecko-
vyskumnych ¢innosti sa vyznacoval tiez schopnostou prepajat’ 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 biotechnologicku prax, atd.

Prof. Drobnica bol vynimocny tiez ako pedagdg. Vdaka svojej charizmatickej osobnosti vedel
zaujat kazdého posluchaca. Nikdy nelutoval ¢as straveny so Studentmi a aSpirantami.
Majstrovsky vedel zapalit zaujem o vedu a nasmerovat’ dané schopnosti. Kazdého vedel
povzbudit, poradit mu, pomoct. Absolventi sa k nemu vracali dlho po skonc¢eni Studia. Dodnes
nariho spominaju ako na nezabudnutelny vzor pracovitosti a fudskosti. Jeho vedecka $kola
ma punc vysokej kvality. Velmi dblezitou crtou jeho osobnosti bola nekonformnost,
nebojacnost’ a schopnost’ byt sebou samym. Tieto vlastnosti mu v ¢asoch totality spdsobili
nemalo tazkosti i problémov a v kone¢nom désledku i pred¢asnu smrt. Az do nej vSak bol
verny zasadam nezmieritelnosti s pokrytectvom, povySenectvom, aroganciou moci,
obmedzovanim slobody a demokracie, pétolizacstvom. Typicky pre neho bol pritom
altruizmus, Zi¢livost, optimizmus, pozitivhe myslenie. V kazdom pripade vsak zmyslom i
odkazom jeho Zivota bola praca pre vedu a vychovu. Bola mu zdrojom poteSenia pre seba a

uzito¢nosti pre ostatnych.
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PROGRAM:
+ 1. Den: 2. 9. 2021 ($tvrtok)

Registracia u€astnikov pocas celého dna (od 11:30)

12:30 —14:00

14:00 — 14:45

OBED (Lunch)

Otvorenie + plenarna prednaska: Dusan Zitian: ,,Geneticky
podmienené spravanie hmyzu a ¢loveka su v mnohych pripadoch

vel'mi podobné.“

Sut'az mladych vedeckych pracovnikov

Sekcial
Predseda:
15:00 — 15:15
15:15 — 15:30
15:30 — 15:45
15:45 — 16:00

Xenobiotika a vzt'ahy medzi Struktirou a u€inkom latok

Albert Breier, Zdenka Sulova

Zuzana Majercikova: /n vitro Studium rezistencie glioblastomovych buniek
na temozolomid

Lubos$ Janotka: Zmeny apoptotickych drah v bunkovej linii MOLM-13 po
indukcii rezistencie na hypometylacné €inidla

Pavol Stefik: MoS: nanokonjugaty $pecificky interagujice s CD33
receptormi buniek akutnej myeloidnej leukémie

Jana Kubickova: Sledovanie cytotoxického u€inku
fenantrochinolizidinovych derivatov na L1210 bunky v zavislosti od expresie
P-glykoproteinu

16:00 — 16:30 PRESTAVKA NA KAVU (Coffee break)

16:30 — 16:45
16:45 — 17:00
17:00 - 17:15
17:15-17:30

Tomas Kyca: Uginok bortezomibu na P-gp negativnu a pozitivhu bunkovu
liniu L1210

Eva Kocianova: Potencialna suvislost medzi metabolickymi preferenciami
testikularnych nadorovych buniek a ich citlivostou na cisplatinu

Marian Babin€ak: Skyrin — od indukcie apoptézy po zvratenie rezistencie
na TRAIL

Szilvia Kontar: Vplyv izotiokyanatov na mechanizmy bunkovej smrti
v mySich leukemickych bunkach.

POSTEROVA SEKCIA (17:30-18:30)

Predseda:

Maria Balazova + cela komisia

18:30 — 20:00 VECERA (Dinner), neformélna diskusia (sociable discussion)
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+ 2. Deii: 3. 9. 2021 (piatok)
7:30 —9:00 RANAUJKY (Breakfast)

Sut'az mladych vedeckych pracovnikov

Sekciall Molekularna, celularna biolégiaa mikrobiolégia

Predseda: Imrich Barak, Maria Balazova

9:15-9:30 Eduard Gondas: Katabolizmus leucinu — potencialny zdroj acetyl-CoA pre
nadory ludského mozgu

9:30 — 9:45 Lucia Pazitna: Glykoprofilacia sér a plazmy vzoriek tehotenskej cukrovky
pomocou na lektinoch zaloZenej microarray

9:45 - 10:00 Jan Viglas: Peptaiboly Trichoderma atroviride — produkcia a potencialna
biologicka aktivita vo€i mikroorganizmom a nadorovym bunkam

10:00 — 10:15  Livia Petriskova: Substratova Specificita esterifikacnych enzymov Are1p a
Are2p

10:15-10:30 Matej Medla: Charakterizacia myoinhibi€¢ného peptidu a jeho receptorov u
klieSta Ixodes ricinus

10:30 - 10:45 Daniela Krajéiova: Stidium produkcie kyseliny punikovej v kvasinke
Schizosaccharomyces pombe

10:45 — 11:00 PRESTAVKA NA KAVU (Coffee break)

Sekciall Molekularna, celularna biolégiaa mikrobiolégia

Predseda: Jan Malinsky, Peter Racay

11:00 —11:15  Alexandra Pitelova: Delécia génov homologickej rekombinacie je
u S. pombe sprevadzana rozsiahlou zmenou génovej expresie a celkove
Struktury chromatinu

11:15-11:30 Vanda Klocklerova: Identifikacia, expresia a funkcia peptidov pribuznych
tachykininu a ich receptorov u klieSta Ixodes ricinus

11:30 — 11:45 Maria Brodinanova: Ako méze deficit hor¢ika zasahovat do odpovede
buniek na stres endoplazmatického retikula?

11:45 —12:00  Lucia Sofrankova: Ceramidy s kratkym acylovym retazcom a ich vplyv na
leukemické bunky

12:00 —12:15  Paulina Pidikova: Denny profil expresie komponentov biogenézy miRNA a
prekurzorovych miRNA pre-miR-30c a pre-miR-34a v suprachiazmatickych
jadrach hypotalamu, srdci, peeni a obliCkach potkana

10
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1215 -12:30  Zoltan Polozsanyi: Vesnovka obyCajna ako potencialny zdroj prekurzorov
izotiokyanatov

12:30 — 14:00 OBED (Lunch)

Sekciall Molekularna,celularna biolégiaa mikrobiolégia (pokracovanie)

Predseda: Boris Lakatos, Petra Olejnikova

14:.00 — 14:15  Klara Cverenkarova: Porovnanie vybraného ¢revného rezistbmu zdravych
ludi a pacientov s ochorenim pecene

14:15 - 14:30 Helena Galadova: Molekulové a katalytické vlastnosti myrozinazy izolovanej
z Lepidium  sativum  prostrednictvom celulézového  sorbentu
s imobilizovanym sulforafanom

14:30 — 14:45 Paulina Kanovic¢ova: Potencialny vplyv fosfatidylglycerolu na manifestaciu
Barthovho syndromu

14:45 -15:.00 Monika Krahulcova: Prevalencia rezistentnych koliformnych baktérii
v potravinach typu sushi na Slovensku

15:00 — 15:15  Kristina Macova: The development of new molecular tools for studying
senescence-like phenotype in neurons

15:15 -15:45 Komeréna prezentacia

15:45 - 16:00 PRESTAVKA NA KAVU (Coffee break)

Sekcialll Biotechnolégie

Predseda: Martin Rebros, Stanislav Stuchlik

16:00 — 16:15  Maria Blahova: Extracellular maltooligosaccharide-forming amylase from
Pseudomonas sp. strain MPA-2

16:15 - 16:30 Tatiana Petroviéova: Rekombinantné polymerazy vyuZitelné v diagnostike
virusovych ochoreni.

16:30 — 16:45 Veronika Kazimirova: Rekombinantna produkcia a kaskadova aplikacia
enzymov lipoxygenazovej drahy

16:45 -17:00 Anna BISakova: Detekcia protilatok voci aberantnym glykanom

17:00 —17:15  Vladimir Krasnan: Produkcia rekombinatnych enzymov vyuzivanych
v diagnostike COVID-19

19:00 VECERA (Dinner), neformalna diskusia (sociable discussion)

11
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+ 3. Den: 4. 9. 2021 (sobota)

7:30 —9:00 RANAUJKY (Breakfast)
9:30 —11:00 Zasadnutie poroty (Jury meeting)

11:15 — 12:00 Vyhlasenie vysledkov sut'aze mladych vedeckych pracovnikov
a ukoncenie 11. roénika Drobnicovho memorialu

12:00 — 13:45 OBED (Lunch), Odchod (Departure)

12
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ZBORNIK PRISPEVKOV
Prednasky
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Sekcia | Xenobiotika a vztahy medzi Struktarou a uc¢inkom latok

Sledovanie cytotoxického uéinku fenantrochinolizidinovych
derivatov na L1210 bunky v zavislosti od expresie P-glykoproteinu

Jana Kubic¢kova', Katarina Elefantova', Petra Olejnikova’, Boris Lakato$', Albert
Breier'2, Zdena Sulova?

1 Ustav biochémie a mikrobiolégie FCHPT STU, Radlinského 9, 81237 Bratislava,
Slovensko

2 Ustav molekularnej fyziolégie a genetiky, Centrum biovied SAV, Dubravska cesta 9,
841 04 Bratislava, Slovensko

K zavaznym problémom sucasnej mediciny patri vyvoj rezistencie na chemoterapeutika
pouzivané pri lieCbe onkologickych ochoreni na zaklade ich selek¢ného tlaku na bunky ¢o
spbsobuje, ze prevaZia bunky so zniZzenou citlivostou. U neoplastickych buniek dochadza
k rozvoju viacliekovej rezistencie najCastejSie v dosledku zvySenej expresie P-glykoproteinu
a manifestacie jeho efluxnej aktivity. P-glykoprotein (ABCB1) je &lenom rodiny ABC
transportérov, ktory zabezpec€uje eliminaciu mnozstva Strukturne a biologicky odliSnych latok
z vnutrobunkového priestoru. Z tohto dévodu sa pristupuje k hladaniu a priprave novych
biologicky aktivnych latok, ktoré by mali chemoterapeuticky ucinok, pripadne by prispeli
k zvySenému uCinku uz existujucich lie€iv bezne pouzivanych pri lieCbe onkologickych
ochoreni, no zarover by nezvySovaliriziko zvySenej expresie P-glykoproteinu.

V prirode sa vyskytuje viacero rastlinnych alkaloidov, z ktorych napr. chinolizidiny, zname aj
pod nazvom lupinové alkaloidy maju majoritné zastupenie u rastlin Cefade Lupinus,
Leguminosae a Faraceae. Rastlinné chinolizidiny ako také reprezentuju Siroki a dobre
preStudovanu skupinu latok s rozmanitou biologickou aktivitou. Na zaklade svojich u€inkov
nachadzaju Siroké vyuzitie v tradi€nej, ale aj alternativnej medicine pri lie€be mnohych
ochoreni. Vdaka svojej Strukture, ktora je vhodna na chemickumodifikaciu, sa opat’ dostavaju
do popredia pri vyvoji novych lie€iv, ktorych ciefom je zvyraznit ucinky rastlinnych alkaloidov
pre potencialne vyuzitie v modernej medicine. Jednou zo skupin takychto latok su
fenantrochinolizidinové alkaloidy s beznou pentacyklickou Strukturou, kde je fenantrénovy
kruh konjugovany s chinolizidinom. Vyhodou fenantrochinolizidinov su dékazy, Zze ucinkuju na
Siroké spektrum potencionalnych biologickych cielov. Prikladom je antiproliferativny ucinok
spojeny so znizenou aktivitou proteinov regulujucich bunkovy cyklus, a to konkrétne cyklinov
a kinaz zavislych na cyklinoch. Pri inych chinolizidinoch bola zase popisana inhibicia DNA
topoizomerazy |, ¢o viedlo zastaveniu bunkového cyklu vo faze GO/G1. Mechanizmus ucinku
fenantrochinolizidinov je dobre znamy a najma& odliSny od beZne pouzivanych
chemoterapeutik.

V naSej praci sme sa zamerali na sledovanie potencionalneho cytotoxického uc€inku
novosyntetizovanych derivatov chinolizidinu  (tienochinolizidinové derivaty a (epi-)
benzoanalégy fenantrochinolizidinovych alkaloidov) vo vztahu k expresii P-glykoproteinu.
Pouzili sme P-glykoprotein negativhe L1210 bunky (S) aich P-glykoprotein pozitivne varianty
(R a T). Podarilo sa nam identifikovat najucinnejsi (IC50=13 uM) derivat 2,3,4,6,11,11a-
hexahydro-1H-benzo[b]quinolizin, ktory pdsobil letdlne na bunky, bez ohfadu na to, ¢i bunky
exprimovali P-glykoprotein alebo nie.

Pod’akovanie: Pracu podporili projekty: APVV-19-0093 a APVV-19-0094, VEGA 2/0070/19,

VEGA 1/0697/18, ITMS 26230120009 a projektu Grantovej schémy na podporu excelentnych
timov mladych vyskumnych pracovnikov STU.

14



Drobnicov memorial 11. rocnik, Chata Trubarka, Trenéin - Kubrica, 2. — 4. september 2021
Sekcia | Xenobiotika a vztahy medzi Struktarou a uc¢inkom latok

MoS: nanokonjugaty Specificky interagujuce s CD33 receptommi
buniek akutnejmyeloidnejleukémie

Pavol Stefik!, Adriana Annu$ova23, Boris Lakato$!, Katarina Elefantova®, Lucia
Sofrankova’, Monika Hofbauerova?, Anna Kalosi®, Matej Jergel?3, Eva Majkova?3,
Peter Siffalovi¢23

1 Ustav biochémie a mikrobiolégie, Fakulta chemickej a potravinarskej technoldgie,
Slovenska technicka univerzita v Bratislave, Radlinského 9, 812 37 Bratislava, Slovenska
republika

2 Slovenska akadémia vied, Fyzikalny ustav, Oddelenie multivrstiev a nanostruktur,
Dubravska cesta 9, 845 11 Bratislava, Slovenska republika

3 Centrum pre vyuZitie pokrocilych materialov, Slovenska akadémia vied, Dubravska cesta
9, 845 11 Bratislava, Slovenska republika

Akutna myeloidna leukémia (AML) predstavuje zavaznu formu rakoviny, pre ktoru je
charakteristicka nekontrolovatelna proliferacia nezrelych myeloblastov hromadiacich sa
v kostnej dreni alebo periférnej krvi[1,2]. NajbeznejS§im spdsobom terapie AML je systémova
chemoterapia, ktora v8ak zasahuje aj zdravé bunky, ¢o méze viest k rdbznym vedlajSim
u€inkom. Z tohto dévodu sa stavaju Coraz viac popularne terapeutické metddy cielene
ovplyvnujuce len nadorove bunky.

Spomedzi znamych dichalkogenidov prechodnych kovov sa z hladiska potencialneho vyuzitia
v diagnostike a terapii nadorovych ochoreni venuje najvacsSia pozornost sulfidu
molybdenicitétmu (MoS:2) [3]. Ide o latku s charakteristickou vrstevnatou Strukturou, ktora je
dostupna ako mineral molybdenit [4], z ktorého je mozné pripravit nanomaterialy exfoliacnymi
metddami. Inou alternativou je priprava MoS:2 nanomaterialov synteticky z réznych substratov
obsahujucich molybdén a siru [3]. Na zvySenie biokompatibility a koloidnej stability vyzaduju
nanomaterialy na baze MoS2 vhodnu funkcionalizaciu, ktora v sebe zvykne zahfnat’ aj vazbu
tumor-rozpoznavajucich prvkov akymi su napriklad protilatky alebo ligandy receptorov, ktoré
nadorové bunky v porovnani so zdravymi bunkami (nad)exprimuju [5,6].

V ramci tejto prace sa nam uspesSne podarilo pripravit MoS2 nanovlo¢ky z krystalického MoS:
metddou exfoliacie v kvapalnej faze, ktoré sa dalej funkcionalizovali anti-CD33 protilatkou.
Tato protilatka sa viaze na CD33 receptory exprimované na povrchu buniek linie SKM-1, ktoré
sluzili ako biologicky model AML. Pomocou laserovej skenovacej a Ramanovej konfokalnej
mikroskopie sa potvrdila uspesnost’ internalizacie MoS2 nanokonjugatov a ich pritomnost’ na
povrchu buniek, ako aj v ich intracelularnom priestore. S vyuZitim prietokovej cytometrie sa
podarilo sledovat’ prijiem MoS:2 nanokonjugatov bunkami a dokazat, Ze MoS:2 nanokonjugaty
funkcionalizované anti CD33 protilatkou interagovali s bunkami SKM 1 Specificky v porovnani
s MoS:2 nanokonjugatmi funkcionalizovanymi anti GPC3 protilatkou (pritomnost GPC3
receptorov nebola dosial u buniek akutnej myeloidnej leukémie zdokumentovana). V kontexte
pozitivnych vysledkov z kratkodobého vplyvu MoS2 nanokonjugatov na viabilitu buniek SKM-
1 mbézeme preto konstatovat, Zze pripravené MoS2 nanokonjugaty predstavuju potencialne
AML 3pecifické nanonosice lie€iv.
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In vitro studium rezistencie glioblastomovych buniek na
temozolomid
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Uvod: Temozolomid (TMZ) je Ustne podavané alkylaéné &inidlo, ktoré je spolu
s chirurgickym zakrokom a radioterapiou sucastou Standardnej lie€by mozgovych nadorov
[1]. Jeho cytotoxicky efekt spoCiva v metylacii DNA a tvorbe aduktov [2]. Pritomnost tychto
aduktov spésobuje generovanie jednoviaknovycha dvojvlaknovychzlomov DNA s naslednym
kolapsom replikaCnej vidlice, ¢o vedie k zastaveniu bunkového cyklu a kon¢i sa bunkovou
smrtou. Problémom vSak je, Ze vacsina pacientov na terapiu TMZ nereaguje vdbec. Bud su
mozgové malignity prirodzene na TMZ rezistentné alebo déjde k ziskaniu rezistencie. O6-
metylguanin-DNA-metyltransferaza (MGMT) je enzym, ktory v jednom kroku odstrarfiuje
metylové skupiny z DNA aduktov a tym zabranuje toxickému ucinku TMZ [3,4]. V sucasnosti
je identifikovanych viacero potencialnych chemoterapeutik pre terapiu glioblastému. Jednym
z nich je Adavosertib (MK-1775) — vysoko Specificky, nizkomolekulovy inhibitor kinazovej
aktivity Wee1 [5]. Wee1 je kindza zodpovedna za kontrolu progresie bunkového cyklu z G2
do M fazy [6]. Antiproliferacny efekt Adavosertibu v suasnosti klinicky testovaného, vyvola
zastavenie bunkového cyklu a naslednu apoptézu [5]. V kombinacii s TMZ, ktory sa v lieCbe
glioblastdmu vyuZiva akojediné chemoterapeutikum, ma potencial zosilnit’ jeho toxicky ucinok
a zaroven redukovat rast nadorového tkaniva.

Material a metody: Ludské nadorové bunkové linie glioblastému (T98G a U87) boli za
opakovaného oSetrenia TMZ kultivované pri Standardnych in vitro podmienkach. PoZadovanu
rezistenciu bunkovej linie U87 na TMZ sme stanovili expresiou MGMT pomocou kvantitativnej
real-time PCR a imunodetekénymi metddami. Nasledne sme pozorovali efekt monoterapie
TMZ, MK-1775 a ich dvojkombinacie na prezivanie rezistentnych a kontrolnych
glioblastbmovych bunkovych linii. Relativhu mieru prezivania buniek sme hodnotili
kolorimetricky s vyuzZitim MTT testu. Glioblastomova bunkova linia T98G bola pouZita ako
kontrolna bunkova linia charakteristicka vysSou expresiou MGMT.

Vysledky: Detekciou relativnych hladin mRNA pomocou RT-PCR sme u U87 buniek
dihodobo oSetrenych TMZ identifikovali zvySenie expresie MGMT oproti kontrolnym U87
bunkam kultivovanym v Cistom kultivatnom meédiu. Hladina mRNA u tychto buniek bola
porovnatelna s T98G bunkovou liniou, ktora vykazujerelativne vysokuexpresiu génu MGMT.
Rezistenciu pévodne na TMZ senzitivhych U87 buniek potvrdzuju obdobné vysledky ziskané
Western blot analyzou, kedy sme pritomnost’ proteinu MGMT zistili iba u U87 buniek dlhodobo
kultivovanychs TMZ. Naopak, u T98G sme MGMT identifikovali ako u kontrolnej (neoSetrenej
s TMZ), tak aj u rezistentnej linie (oSetrenej s TMZ). Po oSetreni U87 rezistentnych (U87-R)
buniek temozolomidom, MK-1775 a ich dvojkombinaciou sme vSak signifikantny rozdiel
v prezivani oproti kontrolnym U87 nezaznamenali.

Zaver: NaSe dosiahnuté vysledky potvrdzuju navodenie rezistencie glioblastomovej linie
U87 na temozolomid expresiou O6-metylguanin-DNA-metyltransferazy. Je vSak nevyhnutné
doplnenie informaciio mechanizme ziskanej rezistencie dalSimi Specifickymi markermi.

Literatara:
1 Yang LJ a kol (2014) Temozolomide and radiotherapy for newly diagnosed glioblastoma multiforme:
a systematic review. Cancer Invest 32:31-36.
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Nadorové ochorenie semennikov sa radi medzi raritné malignity, avSak u muzov
v produktivnom veku ide o najCastejSie diagnostikované nadorové ochorenie [1,2].
V poslednych desatrogiach incidencia tohto ochorenia narasta [3]. Casty vyskyt
germinativnych nadorov semennikov (TGCT)v mladom veku popiera vSeobecnu tedriu vzniku
nadorov, podla ktorej je riziko vzniku nadorového ochorenia priamo umerné veku Cloveka.
Predpoklada sa, Zze uZz poas vnutromaternicového vyvinu je plod vystaveny rizikovym
faktorom, ktoré moézu viest' k vzniku ochorenia. Vdaka zlepSeniu diagnostiky a terapie ma
vacsina pacientov priazniva prognézu. Velmi ucinna je terapia pomocou cisplatiny, ktora
pbsobi ako cytostatikum. AvSak v klinickej praxi sa vyskytuju pripady, kedy su pacienti
rezistentni na lieCbu cisplatinou [4].
Paradoxom je, Ze hoci sa nadorové bunky semennikov pouZivaju ako model v réznych
studiach, ich metabolizmus zatial nebol popisany. Domnievame sa, Ze existuje suvislost medzi
metabolizmom tychto nadorovych buniek a ich citlivostou na cisplatinu. V naSom vyskume sa
preto zameriavame na zvySenie citlivosti rezistentnych buniek na cisplatinu, pri€om sledujeme
metabolické stratégie tychto nadorovych buniek.
Z nasich preliminarnych dat sa javi, Zze na cisplatinu senzitivne a rezistentné nadorové bunky
[5] maju rozdielny metabolizmus. Pomocou metddy Western blot sme detegovali enzym laktat
dehydrogenaza A (LDHA) v senzitivnych bunkach NTERA-2, ktory premieria pyruvat na laktat
a je spajany s glykolytickym metabolizmom. Tento enzym je pritomny v réznych typoch
nadorovych buniek a je Casto asociovany s agresivnym fenotypom nadorov a nadorovou
hypoxiou [6]. Zaroven senzitivne bunky NTERA-2 exprimovali aj B a C izoformy LDH, ktoré
katalyzuju opaénu reakciu a premiefiaju laktat na pyruvat. Na rozdiel od senzitivnych buniek,
rezistentné bunky NTERA-2 exprimuju len B a C izoformy LDH. Hoci sme u rezistentnych
buniek NTERA-2 nezaznamenali expresiu LDHA, v médiu odobratom z tychto buniek sme
v hypoxickych podmienkach namerali zvySené hladiny laktatu. Preto predpokladame, Ze na
produkcii laktatu sa mézu podielat aj izoformy LDHB alebo LDHC, ¢o sa pokusime zistit
pomocou vytvorenia knockoutov jednotlivych LDH izoforiem metédou CRISPR. Taktiez sme
zistili, Ze testikularne nadorové bunky rezistentné na cisplatinu maju zvysené hladiny
dychacich komplexov a tiez prijimaju viac glutaminu. Z tychto vysledkov sa preto javi, Ze
senzitivne bunky maju glykolytickejsi metabolizmus v porovnani s rezistentnymi bunkami,
ktoré preferuju oxidativny metabolizmus. KedZe u senzitivnych a rezistentnych buniek sme
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zaznamenali rozdiely v metabolizme, predpokladame, Ze tieto rozdielne metabolické stratégie
by mohli suvisiet s ich citlivostou na cisplatinu. Kombinaciou vhodnych metabolickych
inhibitorov s cisplatinou, ako oxamat (inhibitor LDH) a diazoxid (inhibitor dychaciehokomplexu
I1), sa nam v preliminarnych experimentoch podarilo zvysit' citlivost’ rezistentnych buniek na

cisplatinu. Predpokladdame, Ze objasnenie metabolickych stratégii nadorov semennikov
pomé&ze najst noveé spdsoby liecby tohto ochorenia.
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Zmeny apoptotickych drah v bunkovej linii MOLM-13 po indukcii
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Hypometylacné latky (HMA) 5-aza-2'-deoxycytidin (DAC) a 5 azacytidin (AZA)
predstavuju schvalené lie€iva na lieCbu myelodysplastického syndrému a akutnej myeloidne;j
leukémie (AML). Tieto dve latky sa pouzivaju najma pri lieCbe starSich, vysoko-rizikovych
pacientov nevhodnych na Standardnu intenzivnu terapiu [1]. LieCba pomocou HMA vedie
k zlepSeniu viacerychklinickych parametrov, kvality Zivota aj celkovej doby preZitia pacientov.
Najvacsim nedostatkom pri terapii HMA predstavuje pritomnost’ primarnej rezistencie u velkej
Casti pacientov, navySe u pacientov, ktori spoCiatku na lieCbu odpovedaju dochadza ¢asom
k strate odpovede [2 - 4]. Napriek tomu pre mnohych pacientov HMA predstavuju najvhodnejsi
spOsob terapie a kazdym rokom stupa podiel pacientov lieCenych prace HMA [5]. Z tohto
dévodu je hlavnym ciefom naSej prace prave studium mechanizmov rezistencie vo€i HMA.

Z tohto dévodu sme sa rozhodli Studovat prave rozvoj rezistencie voCi HMA. V nasej
Studii sme ako model pre studium AML pouzivali fudsku bunkovu liniu MOLM 13, z ktorej sme
nasledne pripravili nasledujuce dva varianty sublinii: (i) bunky MOLM-13/DAC rezistentné voci
DAC a (ii) MOLM-13/AZA rezistentné voCi AZA. Obe sublinie boli ziskané Sestmesacnym
selekénym tlakom postupnym zvySovanim koncentracie bud DAC alebo AZA v kultivacnom
meédiu. Zaujimavym vysledkom naSej prace je, Ze u rezistentnych sublinii MOLM 13/DAC
(rezistentna voc€i DAC, priblizne 50-nasobny narast IC50), respektive MOLM-13/AZA
(rezistentna vocCi AZA, priblizne 20-nasobny narast 1C50) sme nepozorovali rozvoj cross-
rezistencie. Pouzitim fluoresceinu konjugovaného s anexinom V a propipidium jodidu sme
pozorovali apoptoticky spdsob bunkovej smrti u materskej linie MOLM-13 po ovplyvneniDAC
alebo AZA, a u sublinii MOLM-13/DAC po ovplyvneni AZA a MOLM -13/AZA po ovplyvni
DAC. U apoptotickych buniek sme dalej pomocou farbicky JC 1 (5,5',6,6'-tetrachlor-1,1',3,3'-
tetraetyl-imidokarbocyaninjodid) detegovali znizenie mitochondrialneho membranového
potencialu.

Nakolko jednym z moznych mechanizmov rozvoja sekundarnej rezistencie je
deregulacia apoptotickych drah [6], charakterizovali sme uroveni metylacie prométorovych
oblasti pre 22 génov kédujucich proteiny regulujuce apoptotické drahy a vztah tejto metylacie
k expresii prislusSnych génov. Okrem toho sme sa zamerali na stanovenie urovni expresie a
aktivity proteinov vnutornej a vonkajSej drahy apoptdzy. U rezistentnych sublinii sme
pozorovali viacero zmien pri regulacii apoptotickych drah v odpovedi na pritomnost HMA
v porovnani so senzitivnou materskou liniou.

Literatura:

[1]1 D. P. Steensma, “Myelodysplastic syndromes current treatment algorithm 2018,” Blood Cancer J.,
vol. 8, no. 47, 2018

[2] S. C. Navada et al., “Clinical development of demethylating agents in hematology,” J. Clin. Invest.,
vol. 124, no. 1,s. 4046, 2014

21



Drobnicov memorial 11. rocnik, Chata Trubarka, Trenéin - Kubrica, 2. — 4. september 2021
Sekcia | Xenobiotika a vztahy medzi Struktarou a uc¢inkom latok

[3] P. Fenaux et al., “Efficacy of azacitidine compared with that of conventional care regimens in the
treatment of higher-risk myelodysplastic syndromes: a randomised, open-label, phase Ill study,’
Lancet Oncol., vol. 10, no. 3, s. 223-232, 2009

[4] H. M. Kantarjian et al., “Multicenter, randomized, open-label, phase Il trial of decitabine versus
patient choice, with physician advice, of either supportive care or low-dose cytarabine for the
treatment of older patients with newly diagnosed acute myeloid leukemia,” J. Clin. Oncol., vol. 30,
no. 21, s. 2670-2677, 2012

[5]A. Osterroos et al., “Real-world dataon treatment patterns and outcomes of hypomethylating therapy
in patients with newly diagnosed acute myeloid leukaemia aged = 60 years,” Br. J. Haematol., vol.

189, no. 1, s. e13-e16, 2020
[6] T. Cluzeau et al., “BCL2L10 is a predictive factor for resistance to azacitidine in MDS and AML

patients.,” Oncotarget, vol. 3, no. 4, s. 490-501, 2012

Pod’akovanie: Tato Studia bola podporena grantami APVV-19-0093, APVV-19-0094, VEGA
2/0057/18, VEGA 2/0070/19, VEGA 2/0171/21 a MVTS COST CA17104..

22



Drobnicov memorial 11. rocnik, Chata Trubarka, Trenéin - Kubrica, 2. — 4. september 2021
Sekcia | Xenobiotika a vztahy medzi Struktarou a uc¢inkom latok
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Nadorové bunky maju schopnost sa postupom ¢&asu adaptovat na rdzne
chemoterapeutikd, ktoré mézu mat rozlicnu Strukturu, alebo mechanizmus u€inku. V tychto
pripadoch hovorime o rozvoji tzv. mnohopocetnej liekovej rezistencii (z ang. nazvu multidrug
resistance - MDR) (S.B. Kaye, 1988). Jednym z mechanizmov, ktory sa podiela na rozvoji
fenotypu MDR patri expresia transportnych pump z rodiny ABC - tzv. rodina ABC
transportérov (Krishna a Mayer, 2000). Jednym z najlepSie prestudovanych transportérov je
P-glykoprotein (P-gp), medzi ktorého funkciu patri ovplyviovanie permeability plazmatickej
membrany nadorovych buniek, s ¢&im je spojeny transport chemoterapeutik do
extracelularneho priestoru, a teda bunky aj v pritomnosti roznych chemoterapeutik maju
schopnost prezivat - rezistencia nadorovych buniek (Juliano a Ling, 1976). Ako
experimentalny model nam posluzili bunky mysSej leukemickej linie L1210. VyuZivali sme tri
varianty tychto buniek, neexprimujuce P-gp (senzitivhe, S) a exprimujuce P-gp (rezistentné,
R - ziskané postupnou adaptaciou na chemoterapeutikum vinkristin ; transfekované, T -
senzitivne s transfekovanym plazmidom kédujucim fudsky P-gp) (Polekova a kol., 1992). Pre
ucinok niektorych chemoterapeutik je charakteristicka akumulacia nespravne zloZenych
proteinov, ktoré podliehaju ubikvitinacii a naslednej proteazomalnej degradacii. V pripade
akumulacie nespravne zloZzenych proteinov dochadza k aktivacii tzv. odpovedi na nespravne
ZloZené proteiny, pre ktoru je charakteristicka zvySena expresia molekularnych Saperénov
(napr. GRP78/Bip) (Avril a kol., 2017). Zistili sme, Ze P-gp exprimujuce bunky L1210 su
rezistentnejSie na (inhibitor N-glykozylacie ) tunikamycin, induktor stresu endoplazmatického
retikula (Seres a kol., 2020). V nasSej praci sme sa zamerali na ucinok bortezomibu (inhibitora
proteazému) ako potencionalneho induktora stresu ER (Takenokuchi a kol., 2015) a sledovali
sme jeho ucinok na nas experimentalny model buniek v suvislosti s jeho efektom na viabilitu
S, R a T buniek v koncentraciach nepresahujucich 10 nM. Pozorovali sme zvySeny podiel
bunick v G2/M faze bunkového cyklu. Dalej sme pozorovali aj zvy$enie hladiny
polyubikvitinovanych proteinov (prostrednictvom vazby cez lyzin K48) a znizenie génovej
expresie cyklinov, cyklindependentnych kinaz. Dalej sme sa zamerali na expresiu regulatorov
bunkového cyklu rodiny Cip/Kip a niektorych deubikvitindz uc¢inkom bortezomibu. R bunky
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navySe exprimovali vy$Sie hladiny génov kodujucich komponenty 26S proteazomu a rovnako
aj Saperonu Hsp90, ktory je zapojeny do kompletovania 26S proteazému.
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Skyrin — od indukcie apoptoézy po zvratenie rezistencie na TRAIL
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Skyrin (SKR) je prirodna biomolekula vyskytujuca sa v Hypericum spp. Tato molekula
s bisantrachinénovou Strukturou sa prirodzene vyskytuje vo velkom mnozstve réznych hub,
lisajnikov a rastlin. Hoci bola cytotoxicita SKR testovana na viacerych fudskych a zvieracich
bunkovych liniach, presny mechanizmus u€inku SKR dosial nie je znamy.

Na stanovenie vplyvu SKR na bunkové linie kolorektalneho adenokarcinomu sme
v nasich experimentoch pouZili bunkové linie HCT 116, HT-29 a SW620. Nakolko je prostredie
solidnych tumorov €asto hypoxické, na zvySenie robustnosti nami ziskanych vysledkov sme
vSetky experimenty uskuto€nili paralelne v hypoxickych (1% kyslika) a v normoxickych
podmienkach (20% kyslika). Vykonané boli testy metabolickej aktivity buniek (MTT assay),
stanovenie celularity, viability, mnozZstva apoptotickych a mftvych buniek, fazy bunkového
cyklua klonogénnej schopnosti tychto buniek. Dalej bola vykonana komparativna proteomicka
analyza nasledovana bioinformatickou analyzou ziskanych dat a ich verifikaciou s vyuzitim
RT-gPCR.

SKR mal negativny efekt na nadorové bunkové linie HCT 116 a HT-29 v hypoxickych a
normoxickych podmienkach. Efekt SKR na bunkovu liniu HCT 116 bol vyraznejsi, ¢o sa
prejavilo znizenou metabolickou aktivitou (MTT assay), celularitou a akumulaciou buniek v G1
faze bunkového cyklu. Zaznamenali sme taktiez signifikantny narast mnozstva apoptotickych
buniek v hypoxii aj normoxii. Na zaklade vysledkov z komparativnej proteomickej analyzy
(kompletné data su dostupné prostrednictvom databazy ProteomeXchange s identifikatorom
PXD019995) sme bioinformatickou analyzou zistili, Ze SKR signifikantne upreguluje Receptor
smrti 5 (DR5; Death receptor 5; TNFRSF10B, UniProt O14763). Tieto zistenia sme potvrdili aj
s vyzitin RT-gPCR. Narast mnozZstva tohto receptora na TRAIL je spojeny so zvratenim
rezistencie na TRAIL v hypoxii ako aj pri TRAIL rezistentnych bunkovych liniach (HT-29 a
SW620). Na zaklade tychto vysledkov predpokladame, Zze SKR méze byt vyuzity ako
protinadorové lieCivo respektive ako adjuvans pri lieCbe zacielenej na receptory TRAIL.

Pod’'akovanie: Tato pracavznikla s podporou: APVV-18-0125, VEGA 1/0022/19 a projektu
OPENMED (ITMS2014+: 313011V455) spolufinancovaného zo zdrojov ERDF.
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Vplyv izotiokyanatov na mechanizmy bunkovej smrti v mysSich
leukemickych bunkach.
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Izotiokyanaty, ktoré su produktami hydrolytického Stiepenia glukozinolatov, su schopné

inhibovat' iniciaciu, resp. progresiu rakoviny in vivo aj in vitro. Indukuju detoxifikaciu
karcinogénov, zastavenie bunkového cyklu, aktivaciu apoptdzy, resp. iného typu bunkovej
smrti a inhibuju angiogenézu a metastazovanie nadorovych buniek.
Cielom experimentalnej prace bolo nadviazat na vysledky ziskané sledovanim vplyvu
sulforafanu (SFN) a alylizotiokyanatu (AITC) na mysSie leukemické bunkové linie L1210/S
(parentalna bunkova linia), ako aj na dve sublinie s P-gp pozitivnym fenotypom L1210/R a
L1210/T (odvodené od parentalnej bunkovej linie). Na zaklade zisteni, ze tieto dva
izotiokyanaty v testovanych bunkovychliniach nespbésobuju vyrazny nastup apoptézy, sme sa
zamerali na analyzu indukcie iného typu bunkovej smrti — autofagie. Sledovali sme zmeny
v expresii 16 kDa a 18 kDa proteolytického produktu proteinu LC3B. Detekcia sa uskutoCnila
analyzou produktov proteolytického Stiepenia proLC3 proteinu (LC3B | a LC3B Il) pomocou
metddy Western blot. V P-gp negativnej parentalnej bunkovej linii L1210/S, ako aj v oboch P-
gp pozitivnych bunkovych variantoch sme potvrdili pritomnost cytosolickej (18 kDa) aj
membranovo-viazanej (16 kDa) formy LC3B proteinu. ZvySujuca sa koncentracia oboch
pouzitych ITC mala za nasledok vyrazné zmeny v ich hladinach.

Metodou prietokovej cytometrie sme pomocou lyzotrackera (LTG), ktory ma afinitu ku

kyslym bunkovym kompartmentom, detegovali pritomnost autofagolyzozémov v bunkach.
VySSie koncentracie SFN a AITC spdsobili vyrazny narast signalu fluorescencie LTG, ktory
zodpoveda zvySenému objemu Struktar s kyslym prostredim v bunkach. Indukciu autofagie
sme nasledne potvrdili aj konfokalnou mikroskopiou. Na vizualizaciu autofagolyzozomalnych
Struktur sme pouzili monodanzylkadaverin (MDC), farbi€ku, ktora emituje modru fluorescenciu
a prednostne sa akumuluje v autofagickych vezikulach. Proces autofagie vplyvom SFN
prebiehal vo vSetkych bunkovych variantoch, v pripade AITC je MDC intenzivnejSie
zadrziavany v L1210/S bunkach, ¢o koreSponduje s vysledkom detekcie proteolytickych
produktov LC3 proteinu Western blot metddou.
Uvedené experimenty boli realizované pouzitim komercne dostupného SFN (Merck), avSak
v dalSej praci sme sa zamerali na sledovanie inhibi€ného efektu SFN po hydrolytickom
Stiepeni laboratérne izolovaného glukozinolatu — glukorafaninu, ktory je jeho prirodzenym
prekurzorom. Na enzymaticku konverziu glukorafaninu na SFN sme pouzili rekombinantne
pripravenu myrozinazu [1]. Cytotoxicky efekt ziskaného biologicky aktivheho SFN, ktory
efektivne zniZzoval metabolicku aktivitu testovanej bunkovej linie L1210/S sme stanovili MTT
testom.
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Delécia génov homologickej rekombinacie je uS. pombe
sprevadzana rozsiahlou zmenou génovej expresie a celkovej
Struktury chromatinu
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Bratislava, Slovenska republika;

Sucasne prebiehajuce projekty suvisiace s novoobjavenym proteinom Dbl2 v bunkach
kvasinky Schizosaccharomyces pombe, su zamerané najma na objasnenie jeho funkcie.
Z predchadzajucich experimentov je zname, Ze Dbl2 sa podiela najma na spravnom priebehu
mitdézy, meidézy a lokalizacii helikazy Fbh1, ktora je dblezitd v procese homologickej
rekombinacie, najma v priebehu odstrafovania proteinu Rad51 z Rad51-ssDNA filamentu.
Analyza protein-proteinovych interakcii prostrednictvom kvasinkového dvojhybridného
systému ukazala v pripade Dbl2 zaujimavy jav, a to, ze fuzia génu dbl2 a GAL4 DNA-viaZucej
domény spusta expresiu reportérového génu. Tento objav naznacoval funkciu proteinu Dbl2
VvV génovej expresii.

Vysledky transkriptomickych analyz ukazali, Ze delécia génov homologickej
rekombinacie je v bunkach S. pombe sprevadzana zmenou v expresii mnohych lokusov,
ktorych expresia je za normalnych okolnosti vefmi nizka. V bunkach S. pombe je represia
génovej expresie zabezpeCovana viacerymi spésobmi. NasSim hlavnym ciefom preto bolo
identifikovat' drahu veducu k utimovaniu génovej expresie, v ktorej participuje aj protein Dbl2.
NaSe zistenia naznaCuju mechanizmus, akym sa méze protein homologickej rekombinacie
podieflat aj na systematickej regulacii génovej expresie. Taktiez sme ukazali, Ze delécia génu
dbl2 v bunkach S. pombe ovplyviuje stabilitu nukleozémov v okoli za€iatkov transkripcie, ¢o
naznacuje zapojenie proteinu Dbl2 v procese destabilizacie nukleozomov a celkovej zmeny
architektury  chromatinu, vratane zmien v Strukture transkriptne neaktivheho
heterochromatinu.

Pod'akovanie: Tato praca vznikla s podporou projektov: APVV-18-0219, VEGA 2/0034/19 a
Doktogrant APP0171.
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Peptaiboly Trichoderma atroviride — produkcia a potencialna
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Kratke bioaktivhe peptidy sa dostali do popredia vedeckého zaujmu najma kvéli narastu
rezistencie voci antibiotikam (mikroorganizmy) a chemoterapeutikam (nadorové bunky).
Existuju rozsiahle Studie zaoberajuce sa moznym antimikrobialnym potencidlom Zivoc¢iSnych
peptidov [1]. Av8ak tento typ metabolitov je mozné najst aj v riSi hub. Trichoderma sp. je
producentom sekundarnych metabolitov nazyvanych peptaiboly, peptidov dlhych 4-21
aminokyselin s obsahom nekanonickej aminokyseliny a-aminoizomaslovej. V tejto praci sme
analyzovali produkciu peptaibolov Trichoderma atroviride O1 s naslednym posudenim efektu
tychto peptidov na rast gram-pozitivnych baktérii a na proliferaciu nadorovych buniek. V zmesi
vyizolovanych metabolitov sme detegovali atroviridiny (19-zvySkové peptaiboly), pri€om ich
produkcia korelovala s expresiou génu pre peptaibol syntazu. Vrchol produkcie bol dosiahnuty
v stacionarnej faze rastu vlaknitej huby. Aktivita extraktov peptaibolov ziskanych z tohto bodu
kultivacie silne potlacila rast modelovych baktérii, pri€¢om rast meticilin-rezistentného kmernia
Staphylococcus aureus bol potlaceny pod uroveri 10 % v porovnani s kontrolou. Inhibiciu rastu
baktérie peptaibolmi sme dokazali modulovat pridavkom kyseliny lipoteichovej do kultivaéného
meédia. Pridavok sérovych proteinov nemal vyznamny efekt na eliminaciu inhibi€ného ucinku.
V sucasnosti sa na bioaktivhe peptidy nehladi len ako na prostriedky, ktoré by mohli mat
vyznamnu antimikrobiolalnu aktivitu, ale aj ako alternativy v boji s nadorovymi bunkami
rezistentnymi voCi chemoterapeutikdm [2]. Preto sme sledovali efekt peptaibolov na
proliferaciu bunkovych linii MCF-7 a HOC a ich paklitaxel- (MCF-7/PAC) a doxorubicin-
(HOC/ADR) rezistentnych sublinii. Peptaiboly ovplyvnili proliferaciu buniek v 2D modeli a
ovplyvnili vefkost a tvar bunkovych linii v 3D modeli. Nade vysledky objasiuju kinetiku
produkcie peptaibolov T. atroviride O1, ako aj ich potencial v oblasti antimikrobialnych peptidov
a zlu€enin s protinadorovym potencialom.
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Potencialny vplyv fosfatidylglycerolu na manifestaciu Barthovho
syndromu
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Mitochondridlne membrany pozostavaju z mozaiky velkého mnoZstva proteinovych

komplexov, ktoré su vnorené do lipidovej dvojvrstvy tvorenej prevazne fosfolipidmi. Medzi
tieto proteiny patria najma komplexy dychacieho retazca, ATP syntadza, prenasace
metabolitov a proteinové transportéry. NajznamejSim mitochondridlnym fosfolipidom je
kardiolipin (CL), ktory sa vdaka svojim Specifickym vlastnostiam (dva zaporné naboje, konicky
tvar, Styri zvySky mastnych kyselin) priamo podiela na fungovani mitochondrialnych
membranovych proteinov. Okrem tvorby ATP sa podiela aj na mitofagii, €i apoptoze. Z tohto
dévodu boli poruchy metabolizmu CL asociované s mnohymi civilizaénymi ochoreniami [1].
Barthov syndrém (BTHS) je zavazné dedicné ochorenie, priamo spdsobné nedostatkom CL.
Vznika v dosledku mutacie v géne TAZ, ktory koduje transacylazu tafazzin, délezitu pre
proces remodelingu CL. Porucha remodelingu vedie k akumulacii monolyzokardiolipinu
(MLCL) a k poklesu celkového mnozstva CL. Kvasinkovy model BTHS taz7A bol pouzity vo
viacerych publikaciach, ktorych vysledky vyznamne prispeli k nasim poznatkom o tomto
ochoreni [1]. Kvasinky v8ak v porovnani s cicav€imi bunkami obsahuju mensie mnozstvo
prekurzoru CL — fosfatidylglycerolu (PG), ktory je v pripade cicav€ich buniek s prerusenym
TAZ génom akumulovany [2]. KedZe je PG minoritny mitochondridlny fosfolipid, ¢asto je
mnohymi autormi prehliadany. MnoZiace sa dbkazy vSak poukazuju na to, Zze je nielen
schopny pInit’ niektoré funkcie chybajuceho CL, ale Ze sa sam podiela na aktivite niektorych
mitochondridlnych proteinov, napr. cytochrom c oxidazy [3].
MnozZstvo PG v kvasinkovych mitochondriach je regulované na udrovni jeho syntézy
fosfatidylglycerolfosfat syntazou Pgs1 a PG Specifickou fosfolipazou C Pgc1. PreruSenie génu
PGC1vedie k akumulacii PG v mitochondriach, ale aj vinych membranach, ako je napriklad
ER [3]. S cielom pripravit kvasinkovy model BTHS, s lipidovym profilom podobnejSim
k cicav€im modelom BTHS, sme zostrojili dvojity mutant pgc1Ataz1A, ktory mal znizené
mnozstvo CL a okrem MLCL akumuloval aj PG. Napriek prvotnym oCakavaniam, akumulacia
PG spésobila dalSie zhorSenie defektov pozorovanych v jednoduchom mutante taz1A. Medzi
tie patria naruSena morfolégia mitochondrii a znizena funkcia oxida¢nej fosforylacie. V taz1A
sme tiez pozorovali zmenenu regulaciu syntézy a degradacie PG, s ciefom vyhnut sa jeho
akumulacii. Tieto vysledky nam poskytuju novy pohlad na ulohu PG v mitochondriach a
zaroven efektivnejSi kvasinkovy model pre studium BTHS. MnozZstvo PG sme sa pokusili
navySit aj pridanim kyseliny valproovej (VPA), u ktorej bolo popisané, Ze zvysuje aktivitu Pgs1
a tym syntézu PG. VPA je lieCivo s pleiotropnym ucinkom na bunky, ktoré sa uz niekolko
desiatok rokov pouziva na lieCbu epilepsie a bipolarnej poruchy [4]. V podmienkach
podporujucich biogenézu mitochondrii sme sice nepozorovali vplyv VPA na mnozstvo PG
alebo CL, avsak kultivacia taz1A a dvojittho mutanta pgc 1Ataz1A s VPA viedla k zlepSeniu
niektorych mitochondrialnych funkcii. Vyznam $tudia vplyvu VPA na mitochondrie spoCiva aj
v pribudajucich vyuZzitiach tohto lieCiva, medzi ktoré patri chemoterapia a lieCba virusovych
ochoreni [5].
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Kvasinky, ako mikroorganizmy rastuce na zivo€isnych a rastlinnych substratoch, su
periodicky vystavované prostrediu s obmedzenym mnozZstvom kyslika — hypoxii. Kedze
niektoré bunkové procesy su na kysliku zavislé, kvasinky si vyvinuli rézne adaptacné
mechanizmy ako hypoxicky stres kompenzovat. Jednym z takychto mechanizmov je
schopnost importovat esencialny membranovy lipid — sterol, ktorého biosyntéza je
v podmienkach bez kyslika inhibovanda, alebo nemozna. Kvasinky dokazu utilizovat’ rézne
steroly pri¢om ich osud v bunke pravdepodobne zavisi od ich Struktury. Niektoré Struktury ako
napriklad cholesterol su esterifikované a uloZené v lipidovych partikulach, na rozdiel od
exogénne prijatého ergosterolu, ktory je esterifikovany len vo velmi malej miere [1].
V kvasinkach katalyzuju tvorbu steryl esterov proteiny Are1p a Are2p [2]. Tieto enzymy maju
réznu aktivitu v aerdobnych a anaerdbnych podmienkach [3]. NaSa hypotéza je, Ze miera
esterifikacie mdze sluzit ako marker kompatibility prijatych sterolov. Viac esterifikované steroly
ako napriklad cholesterol su uloZzené do lipidovych partikul, zatial €¢o nativny ergosterol nie je
esterifikovany, ale je inkorporovany do membran [1].

Cielom nasho experimentu bolo zistit' Specificitu esterifikatnychenzymov Are1p a Are2p
voCi réznym sterolom v anaerobiéze. VyuzZili sme kvasinkovy kmen Saccharomyces
cerevisiae, ktory ma deléciu vo vSetkych Styroch esterifikatnych enzymoch
(Aare1Aare2Alro1Adgal; LD-less mutant, niekde tiez nazyvany QM mutant) a nesie plazmid
s nadexprimovanym Are1p alebo Are2p a ako kontrolu Standardny kmen (WT) a QM bez
pritomnosti plazmidov. Tieto kmene sme anaerébne kultivovali 24 hodin v médiach
suplementovanych réznymi sterolmi a ich kombinaciamia nasledne sme analyzovali neutralne
lipidy pomocou TLC.

V pripade kmenov s nadexprimovanymi esterifikatnymi enzymami Are1p alebo Are2p
sme nezaznamenali vefké rozdiely navzajom a ani v porovnani s kontrolou, bunkami
Standardného kmeria. Oba kmene rastli na v8etkych steroloch a vo vyssej miere esterifikovali
cholesterol a sitosterol, ¢o naznaCuje, Zze enzymy Are1p a Are2p maju podobnu substratovu
preferenciu pre externe prijaté molekuly sterolov v anaerobi6ze. Prekvapivo ani nadexpresia
aerobnej verzie esterifikatného enzymu Are2p nezabezpecila esterifikaciu externe prijatého
ergosterolu v anaerobioze.
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Porovnanie vybraného ¢&revného rezistomu zdravych ludi a
pacientovs ochorenim pe€ene
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Uvod: Okrem mikroorganizmov priaznivo vplyvajicich na zdravie jedinca sa v &revnej
mikrobiote ¢loveka m&zu nachadzat’ aj baktérie rezistentné voci antibiotikam. Ich pritomnost
mo&ze byt ovplyvnena viacerymi faktormi, ako stravou, uzivanim antibiotik, vekom a celkovym
zdravotnym stavom hostitela. Cielom tejto prace preto bolo porovnat vyskyt vybranych génov
rezistencie voci antibiotikam v celkovej DNA izolovanej zo stolice zdravych ludi a pacientov
s ochorenim peCene. Pre amplifikaciu boli zvolené gény rezistencie kodujuce produkciu
Sirokospektralnych betalaktamaz blaTEM, blaSHV a blaOXA, ktoré sa vyskytuju u baktérii
z Celade Enterobacteriaceae a spdsobuju rezistenciu vocCi cefalosporinom 3. generacie.
Dalsim testovanym génom rezistencie bol vanA, vyskytuijuci sa u rodu Enterococcus, ktory
spbsobuje rezistenciu voc€i vankomycinu a teikoplaninu. Uvedené gény rezistencie
predstavuju zna¢nu hrozbu pre verejné zdravie kvoli ich moznosti Sirenia na plazmidoch a
vzniku komplikacii pri lie€be infekcii. Taktiez baktérie nesuce tieto gény su beznou sucast'ou
¢revnej mikrobioty Cloveka.

Materialy a metody: Celkova DNA bola izolovana zo vzoriek lyofilizovanej (zdravi [udia)
alebo Cerstvej stolice (pacienti) pomocou komer¢nej supravy na izolaciu genomickej DNA.
Gény rezistencie blaTEM, blaSHV, blaOXA a vanA boli amplifikované pomocou
optimalizovanych PCR a ich pritomnost bola vyhodnotena gélovou elektroforézou (Dallenne a
kol., 2010; Depardieu, 2004). Vzorky stolice zdravych fudi pochadzali od 122 osdb (61 Zien,
61 muzov) z Bratislavy vo veku 20 az 60 rokov. Subor stolic pacientov tvorilo 45 vzoriek od 35
pacientov (12 Zien, 23 muzZov) vo veku 19 az 66 rokov z Hepatologického,
gastroenterologického a transplantacného oddelenia Il. Internej kliniky SZU. V ¢ase odberu
vzorky 28 pacientov uzivalo antibiotika.

Vysledky: U zdravych oséb bola zistena pritomnost min. jedného génu rezistencie u
50,8 % vzoriek celkovej DNA. U pacientov sa gény rezistencie vyskytovaliv 68,9 % vzoriek.
NajCastejSie sa u zdravych oséb vyskytovali gény blaTEM a vanA (32,8 a 24,6 %), blaOXA a
blaSHV boli zastupené v nizSej miere (8,2 a 0,8 %). V celkovej DNA od pacientov zhodne
prevladala pritomnost' tychto génov, avsak v poradi vanA a blaTEM (43,8 a 22,9 %). Pri vanA
sme zaznamenali vyrazny narast pozitivnych vzoriek u pacientov. Taktiez aj gény blaOXA a
blaSHV sa vyskytovali v znatne vy$Sej miere ako u zdravych oséb (20,8 a 12,5 %). Pri
vyhodnoteni podfa pohlavia, u zdravych Zien prevladal vyskyt génov blaTEM, vanA a blaSHV
au muzov blaOXA. V pripade pacientov - Zien sa v celkovejDNA vyskytovaliviac gény blaTEM
a blaSHV au pacientov — muzov gény vanA a blaOXA. Gény rezistencie sa vyskytovaliv 71,4
% vzoriek celkovej DNA zo stolice pacientov, ktori boli lie€eni antibiotikami, €¢o naznacuje, ze
ich uZivanie méze mat vyrazny vplyv na ¢revny rezistom.
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Zaver: Sledované gény rezistencie voci antibiotikam boli pritomné v stolici pacientov, ale
aj zdravych os6b. Vo vysSej miere sa vyskytovali u pacientov s ochorenim pecene, pricom
vacsina z nich v dobe odberu vzorky uzivala antibiotika. Takisto podla vysledkov tejto prace aj
ochorenie peCene a celkovy zdravotny stav jedinca vplyvaju na vyskyt génov rezistencie.
Hospitalizacie tychto pacientov vedu k ich zvySenému kontaktu s baktériami v nemocnici, ktoré
su Casto vysoko rezistentné voci antibiotikam a mozu sa stat’ su¢ast'ou ich ¢revnej mikrobioty
aj s génmi rezistencie, ktoré obsahuju. Vysledky vSak ukazuju, Zze gény rezistencie su aj
beZnou suc€astou Erevného mikrobiomu zdravych fudi.
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Katabolizmus leucinu — potencialny zdroj acetyl-CoA pre nadory
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Uvod: Transformovany metabolizmus mozgovych nadorovych buniek zavisi od
dostupnosti vhodnych substratov z ich prostredia, ale zaroven aj od prechodu substratov
hematoencefalickou membranou (1). Popri glukdze su na udrzanie bunkového metabolizmu
nadorovych buniek potrebné aj esencialne aminokyseliny, prifom metabolizmus aminokyselin
s rozvetvenym retazcom (BCAA) je spajany s proliferaciou, metabolizmom aj tumorigenézou
(2). Nadorové bunky nadmerne exprimuju transportéry pre import BCAA zo svojho
mikroprostredia, tym padom aj leucinu, ¢o vedie ku moznosti ich intracelularneho katabolizmu
(3). Prvou reakciou v metabolizme Leu je jeho reverzibilna transaminacia 2-oxoglutaratom na
2-oxoizokaproat a glutamat (4). Nasledne méze 2-oxoizokaproat vstupit’ do ireverzibilnej Casti
katabolizmu, za ktoru je zodpovednych niekolko enzymov. Medzi ne patri aj 3-metylkrotonyl-
CoA karboxylaza (MCC), unikatny enzym ireverzibilnej katabolickej drahy Leu (5). Koncovym
metabolitom metabolizmu Leu sa stdva ketolatka, acetoacetat, ktora je zdrojom 2 molekul
acetyl-CoA. Acetyl-CoA mdze vstupovat bud do Krebsovho cyklu a spolupodielat sa na
energetickom metabolizme bunky, alebo byt pouzity na syntézu mastnych kyselin,
cholesterolu alipidov. Acetyl-CoA je tiez substratom pre acetylazy, ktoré maju regulacny efekt.
Napriklad histon acetylazy vplyvaju na epigeneticku regulaciu expresie génov (6).

Material a metddy: Ludské nadorové bunkové linie (SW1088, A172, SH-SYSY) boli
prvotne podrobené metabolomickej analyze pomocou 1H-NMR, z dbévodu sledovania
schopnosti vychytavania esencidlnych latok z kultivatného média. Nasledne sme sledovali
pomocou kvapalinovej chromatografie spojenej s hmotnostnou spektrometriou (HPLC-MS)
metabolizmus (13C) Leu nadorovymi bunkovymiliniami a vznikajuce metabolity obohatené o
13C izotop uhlika. Na stanovenie expresie MCC, sme tiezZ pouZili imunodetekéné metddy, ako
Western blot a imunocytochémiu. Okrem toho pomocou analyz s imunohistochemickym
znacenim sme sledovali pritomnost MCC v homogenatoch z fudskych mozgovych nadorov.
Vysledky: Vysledky naSej metabolickej analyzy poukazuju na to, Ze nadorové bunky
vychytavaju z kultivatného média vo vysokej miere rozvetvené aminokyseliny. Pomocou
HPLC-MS sme kvantifikovali, Ze nadorové bunkové linie metabolizuja 13C Leu z média.
Okrem toho nadorové bunkové linie uvolnili do média niekolko zlu€enin obohatenych o atomy
13C, ako napriklad 2-oxoizokaproat a citrat. Pritomnost Specifického enzymu (MCC)
zodpovedného za ireverzibilny metabolizmus Leu, sme detegovali v fudskych nadorovych
bunkovych liniach astrocytomu, glioblastomu a neuroblastomu. Zaroven pomocou analyzy
dot-blot demonstrujeme, Ze enzym MCC je tiez pritomny v homogenatoch z [udskych
mozgovych nadorov.

Zaver: Nami ziskané vysledky poukazuju na fakt, Ze nadorové bunky metabolizuju
leucin. Leu je vyuzivany na proteosyntézu, ale aj ako zdroj aminoskupiny na syntézu
aminokyselin a nukleotidov. Suasne vSak Leu moéze vstupovat do ireverzibilného
katabolizmu, kde je zdrojom uhlikovej kostry pre vznik molekul acetyl-CoA. Acetyl-CoA sa
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mézZe zapdjat nie len do energetického metabolizmu bunky, ale aj na syntézu mastnych
kyselin, choresterolu a lipidov (6). Okrem toho acetyl-CoA je substratom pre rézne acetylazy
v bunke, napriklad pre histon acetylazy, ¢im mdze vplyvat na epigeneticku regulaciu génovej
expresie. Analogicky je mozné predpokladat, Ze pritomnost’ resp. expresia MCC v ludskych
mozgovych nadoroch vyuziva Leu ako zdroj acetyl-CoA.
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Vesnovka obyc&ajna (Cardaria draba) ako druh Celade Brassicaceae je producentom
dvoch majoritnych glukozinolatov (GLSs) — glukorafaninu a sinalbinu, ktorych hydrolyzou
pésobenim myrozinaz (B-tioglukozidaz) vznikaju biologicky aktivne zlu€eniny, predovsetkym
izotiokyanaty. Je zname, Ze izotiokyanat sulforafan vznikajuci po hydrolyze glukorafaninu ma
chemoprotektivne, antikancerogénne a antimikrobidlne ucinky. Po chemickej stranke su
izotiokyanaty reaktivne elektrofilné zluCeniny, ¢o nam dava ideu generovat ich in situ a
nasledne sledovat’ biologicky u€inok. Naplriou prace bola optimalizacia izolacie intaktnych
GLSs a separacie individualnych GLSs z vesnovky obyc&ajnej, pricom chromatografické
techniky sa ukazali byt ako najefektivnejSie. Naidentifikaciu a kvantifikaciu sa vyuzili dostupné
analytické metddy (Zic-HILIC, NMR a MALDI-TOF). Ukazalo sa, Ze najviac glukorafaninu je
v listoch a kvetoch, pri¢om najmenej v stonke a koreni. Naopak, zastupenie sinalbinu bolo
najviac v korefioch, menej v kvetocha listoch. Vytazky sinalbinu v porovnani s glukorafaninom
boli vSak dvoj- az Stvornasobne vyssie. Neoddelitelna sucast tvorila aj priprava enzymového
preparatu obsahujuci aktivnu myrozinazu. Biologicky ucinok produktov hydrolyzy sa sledoval
na vybranych mikrobidlnych modeloch. Sulforafan vykazoval podobné inhibi¢né ucinky na
prokaryotické aj eukaryotické mikrobialne modely (ICso = 0,2 mmol/L). Produkty hydrolyzy
sinalbinu nevykazovaliZiadne u€inky na rast mikroorganizmov, hoci sinalbin rovnako podliehal
hydrolyze (uUbytok sinalbinu v reakénej zmesi sledovany pomocou Zic-HILIC).

Pod’akovanie: Praca bola podporena projektami APVV-16-0439 a ITMS 26230120006.
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Sfingolipidy, vratane ceramidu a sfingozin-1-fosfatu, su bioaktivne mediatori, ktoré sa
podielajd na délezitych bunkovych procesoch. Reguluju prezivanie i smrt buniek
prostrednictvom dynamickej rovnovahy. Ceramidy patria do druhej najvacsej skupiny
membranovych lipidov. Predstavuju rodinu viac ako 200 Strukturne pribuznych sfingolipidov.
Su tvorené sfingoidovou bazou a mastnou kyselinou spojenou prostrednictvom amidovej
vazby. Ceramid typicky indukuje zastavenie rastu a apoptézu buniek. Jeho fosforylované alebo
glykozylované derivaty naopak zohravaju klu€ovu ulohu v preZiti a proliferacii. Intracelularne
hladiny ceramidu su za normalnych podmienok udrzZiavané na nizkej urovni, ale niektoré
patologické stavy naruduju metabolizmus ceramidu, ¢o vedie k jeho akumulacii a poskodeniu
buniek. Takéto zvySenie koncentracie ceramidu by bolo ziaduce v rakovinovych bunkach,
v ktorych by mohlo vyvolat programovanu bunkovu smrt. Neoplastické bunky su vSak ¢asto
chranené pred nepriaznivymi u€inkami ceramidu zvySenou expresiou alebo aktivitou enzymov
zapojenych do premeny ceramidu na menej Skodlivé druhy sfingolipidov (1,2).

Cielom tejto prace, bolo zistit'” u¢inok ceramidov s kratkym acylovym retazcom (C2, C6
a C8) na prezivanie mySacich leukemickych buniek L1210. Tento model tvoria tri sublinie:
S bunky, ktoré su P-glykoprotein negativhe a liekovo-senzitivne bunky; R bunky ziskané
selekciou S buniek na vinkristin, liekovo-rezistentné bunky, ktoré exprimuju P-gp, a T bunky,
ktoré vznikli transfekciou S buniek génom kédujucim fudsky P-gp.

Uginnost exogénne pridavanych ceramidov potladit rast buniek L1210 je v smere
C6>C8>C2. Ceramidy maju vyraznejSi vplyv na subliniu S ako na R a T. Pri pouziti
najucinnejsieho ceramidu C6, pri nami zvolenej najvys$Sej koncentracii 30 uM doslo k poklesu
viability na hodnotu < 3 %. Najvyssi u€inok ceramidov sme zaznamenali po 18-24 hodinovej
inkubécii. PrediZzenie doby inkubacie vedie k zvy$enému podielu buniek v G1 faze. Zasah do
metabolizmu sfingolipidov prostrednictvom inhibitorov ceramidazy (n-oleyletanolamin - NOE)
a ceramidsyntazy (fumonizin B1 - FB1) v koncentracii 1 a 10 yM nemal vplyv na viabilitu
buniek. V kombinacii inhibitorov s ceramidmi bol ucinnejSi FB1 ako NOE, najvacsiu ucinnost
dosahoval ceramid C6 o koncentracii 5 uM, v kombinaciis FB1 o koncentracii 10 uM. NOE sa
prejavil ako slaby inhibitor a ani v koncentracii 100 uM neznizil viabilitu buniek pod 60 %.
Inhibitory ceramidazy karmofur a D-eMAPP v koncentracii 50 yM maju vysoky cytotoxicky
uc€inok na bunky a znizili viabilitu pod 20 %.
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Denny profil expresie komponentov biogenézy miRNA a
prekurzorovych miRNA pre-miR-30c a pre-miR-34a
v suprachiazmatickych jadrach hypotalamu, srdci, peceni a
oblickach potkana
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Mikro RNA (miRNA) su kratke nekodujuce RNA, regulujuce expresiu génov na post-
transkrip&nej urovni, cez ich vazbu na ciefovid mRNA. Biogenéza miRNA pozostava z dvoch
krokov. Primarny transkript miRNA je procesovany este v jadre enzymom Drosha a kofaktorom
DGCRS (DiGeorge critical region 8), pricom vznika prekurzorova miRNA (pre-miRNA). Po
transporte do cytoplazmy je pre-miRNA procesovana enzymom Dicer [1].

Expresia viacerych miRNA je modulovana angiotenzinom Il (Angll), ktory je hlavnou vykonnou
zlozkou renin-angiotenzinového systému (RAS) regulujuceho tlak krvi [2]. Zaroverh miRNA
podliehaju aj kontrole sprostredkované cirkadiannym systémom (CS), ktory generuje
endogénne rytmy s priblizne 24h periédou. Centralny oscilator CS je lokalizovany
v suprachiazmatickych jadrach hypotalamu (SCN) a cez neuralne a humoralne drahy
koordinuje Cinnost’ periférnych oscilatorov lokalizovanych vo vSetkych ostatnych tkanivach.
Molekularny mechanizmus generovania cirkadiannych oscilacii je zlozeny na koordinovanej
expresii hodinovych génov per a cry a transkripnych faktorov CLOCK a BMAL1 [3].
Regula¢ny vplyv CS na expresiu génov méze byt mediovany aj prostrednictvom miRNA [4].
Cielom naSej prace bola analyza vplyvu podavania Ang Il na 24h profil expresie komponentov
biogenézy miRNA dicer, drosha a dgcr8, prekurzorovych miRNA pre-miR-30c a pre-miR-34a,
mMRNA hodinového génu per2 a transkripného faktora clock v SCN, srdci, pe¢eni a oblickach.
V experimente boli pouZité samce potkana (Wistar, n=54), ktoré boli na zaCiatku pokusu
rozdelené do dvoch skupin. Experimentalnej skupine (Angll) bol podavany Angll
prostrednictvom osmotickych minipumpiCiek a zvieratd z kontrolnej skupiny (K) podstupili
sham operaciu. Po 28 dnioch infuzneho podavania Angll prebiehal odber tkaniv v 4h
intervaloch v priebehu 24 h. Z tkaniv bola nasledne vyizolovana mRNA. Expresia génov bola
analyzovana pomocou real-time PCR a $tatisticky vyhodnotena kosinorovou analyzou.

V pec€eni sme pozorovali rytmicku expresiu per2, clock, dgcr8 a pre-miR-30c v K aj Angll
skupine (P<0,01). Podavanie Angll viedlo k indukcii rytmickej expresie pre-miR-34a (P<0,05)
a fazovému posunu rytmu dopredu pri expresii per2 (P<0,01).

V srdci analyza ukazala signifikantny rytmus v expresii per2 (P<0,01) a clock (P<0,01).
Expresia dgcr8 bola rytmicka v K skupine (P<0,01), podavanie Angll viedlo k strate rytmicity.
Pre-miR-34a vykazovala trend k rytmicite v K aj Angll skupine (P=0,08) a v expresii pre-miR-
30c sme pozorovali trend k rytmicite v K skupine (P=0,07) a signifikantny rytmus v Ang Il
skupine (P<0,05). Po podavani Angll sa tiez signifikantne zniZil mezor rytmu per2 a nastal
jeho fazovy posun dopredu (P<0,01).

V oblickach bola signifikantne rytmicka expresia clock, per2, dgcr8 a pre-miR-30c v K skupine
(P<0,05), pricom po podavani Angll zostal tento rytmus zachovany len pri per2 a pre-miR-30c
(P<0,05). V Ang Il skupine sme tiez pozorovali zvySenie mezoru rytmu pre-miR-30c (P<0,01).
V SCN sme pozorovali signifikantny rytmus v expresii per2 a to v K aj Angll skupine (P<0,01).
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NasSe vysledky ukazuju, Zze z analyzovanych komponentov biogenézy miRNA mal rytmicku
expresiu najma kofaktor DGCRS8 v periférnych oscilatoroch, pricom rytmus v oblickach a srdci
bol responzivny na Angll. Vplyv Angll bol najvyraznejsi v oblickach, kde podavanie Angll bolo
asociované so stratou rytmickejexpresie clock a dgcr8 a so zvySenim mezoru rytmu v expresii
pre-miR-30c. Ziskané vysledky naznacuju, ze vplyv cirkadianneho systému a RAS na
biogenézu miRNA je tkanivovo Specificky a pravdepodobne interaguje s dalSimi regulaCnymi
faktormi.
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Identifikacia, expresia a funkcia peptidov pribuznych tachykininu a
ich receptorovu kliest'a Ixodes ricinus
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Neuropeptidy su vyznamné signalne molekuly mnohobunkovych organizmov fungujuce
ako rastové faktory, neuromodulatory, neurotransmitery, hormoény a zu€astriuju sa takych
procesov akymije rast, vyvoj, ekdyzia, diuréza, travenie, atd. Nataliziny (NT) a tachykininy
(TK) su konzervované neuropeptidy pévodne identifikované u viacerych druhov hmyzu.
Nataliziny boli identifikované ako peptidy pribuzné tachykininom a TK receptor (TKR) 86C
muchy D. melanogaster bol neskor popisany ako NT receptor (NTR). NT u hmyzu zohravaju
ulohu v natalite a plodnosti [1, 2], zatial ¢o TK su pleiotropné peptidy s funkciou od regulacie
metabolizmu lipidov [3], diurézy [4], modulacie olfaktorického vnimania a pohybovej aktivity
[5], ai. Gény kodujuce NT a TK a ich receptory boli identifikované aj u roztoa vciel (V.
destructor), ale ich funkcia zatial nebola popisana [6]. V naSej praci sme prostrednictvom
bioinformatickej analyzy identifikovali gény kédujuce NT a TK a ich receptory u klieSta Ixodes
ricinus. Tk gén koduije tri pribuzné peptidy, ktorych existenciu sme aj experimentalne overili.
Vsetky tri peptidy sme nasledne vyuzili na in vitro charakterizaciu potencialneho TKR v CHO
bunkach. Gén nt kéduje dva NT peptidy, ktoré oba aktivuju jediny NTR. Transkripty nt a tk
génov sme lokalizovali metédou hybridizacie in situ a zodpovedajuce neuropeptidy
imunohistochémiou v syngangliu/mozgu klieStov. Zarovern sme charakterizovali expresiu NTR
a TKRvo viacerychorganoch kliestov metédou RT gPCR. TKR je exprimovany najma v CNS,
Creve a ovariach, zatial €¢o NTR v syngangliu a ovariach a pohlavnych organoch samcov. Na
potlaCenie expresie peptidov a receptorov, a s tym spojené urcenie ich funkcie, sme vyuzili
metddu RNA interferencie.
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Molekulové a katalytické vlastnosti myrozinazy izolovanej
z Lepidium sativum prostrednictvom celulézového sorbentu
s imobilizovanym sulforafanom
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Kla€ovou zlozkou unikatneho obranného systému rastlin voci Skodcom je enzym
myrozinaza, ktory Stiepi tioglykozidovu vazbu v glukozinolatoch za vzniku viacerych toxickych
produktov, ako su nitrily, epitionitrily, tiokyanaty, izotiokyanaty a oxazalin-2-tiény (1). Tento
enzym sa nachadza v rastlinach z ¢elade Brassicaceae (2) a v niektorych druhoch hmyzu (3).
Enzymy s myrozindzovou aktivitou sa nachadzaju aj vo vlaknitych hubach (4). Spolo¢ne
s glukozinolatmi su su€astou alelopatickych interakcii medzi rastlinami a v dneSnej dobe sa
vyuzivaju v ekologickom polnohospodarstve pri ochrane uZitkovych plodin vocCi réznym
patogénom (5). NajvyznamnejSim produktom degradacie su izotiokyanaty, z ktorych najviac
sflubnym kandidatom je sulforafan. Je o flom zname, Ze svojim pbsobenim aktivuje
detoxifikatné enzymy druhej fazy, ¢im vyrazne pomaha pri prevencii a lie€be niektorych
druhov rakoviny (6). Tato praca pojednava o purifikacii myrozinazy z Lepidium sativum
pomocou 3pecificky navrhnutom celul6zovom nosi¢i s kovalentne viazanym sulforafanom
prostrednictvom trietylaminového ramienka. SuCasne popisuje molekulové a katalytické
vlastnosti izolovanej myrozinazy prostrednictvom zakladnych poZiadaviek na teplotu a pH,
substratovej Specificity, aktivaciu v pritomnosti kyseliny L-askorbovej a ucinku vybranych
glykozidazovych inhibitorov. Rovnako sme sa s vyuZitim hmotnostnej spektrometrie pokusili
nami izolovany enzym identifikovat.
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Ako méze deficit hor€ika zasahovat’ do odpovede buniek na stres
endoplazmatickéhoretikula?
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Uvod: Stres endoplazmatického retikula (ERS) je povaZovany za sUéast patogenézy
neurodegenerativnych, kardiovaskularnych, metabolickych a nadorovych ochoreni. Do
rozvoja a progresie viacerych z tychto choréb je zapojena aj narusend homeostdza Mg
v organizme. Vzajomna interakcia tychto faktorov nemusi byt zavisla len na skuto¢nosti, Zze
jednou zo zasobarni Mg?* v bunke je prave ER [1]. Tento druhy najzastupenejsi intracelularny
katién sa totiz zuCastiuje na viacerych ubikvitarnych procesoch, na ktorych ER participuje.
Vlumene ER dochadza k N-glykozylacii — délezitej posttranslacnej modifikacii proteinov.
Glykozylacia proteinov je délezita nie len pre ich spravnu priestorovu Strukturu, ale aj bunkovu
lokalizaciu a funkciu. N-glykozylované proteiny sa napriklad zucastfiuju na distribucii organel,
synaptickom prenose, vyvine nervového tkaniva, ¢i bunkovej adhézii [2]. Pre Studium ERS na
bunkovych a zvieracich modeloch sa €asto vyuzZivaju chemické induktory tohto stavu. Medzi
ne patri aj tunikamycin (TM) inhibujuci aktivitu eukaryotického enzymu UDP-N-
acetylglukozamin:dolichol-fosfat N-acetylglukozaminfosfotransferaza (GPT), ktory je klu€ovou
sucastou syntézy oligosacharidového prekurzora [3]. Tento prekurzor je nasledne dalSou
enzymatickou reakciou pripajany na asparaginové zvysky nascentnych polypeptidov. GPT,
vyuziva ako kofaktor ién Mg?* [4], podobne ako stovky dalSich bunkovych enzymov. Napriek
nespornému vyznamu Mg pre ludsky organizmus, prijima tento prvok vo svojej strave
v odporuc¢anej dennej davke iba 49 % dospelej americkej populacie [5]. Deficit Mg je vo
v8eobecnosti podceniovanym rizikovym faktorom mnohych ochoreni [6], €oho pri€inou mdze
byt aj nie celkom spolahliva metdéda posudzovania Mg homeostazy organizmu z koncentracie
celkového Mg v krvnom sére.

Ciel: Hlavnym ciefom nasej prace je charakterizovat mozny dopad nedostatku hor&ika
na proces odpovede buniek na ERS vyvolany inhibitorom N-glykozylacie proteinov.

Metody: Relativnu viabilitu buniek HEK293 s regulovanou nadexpresiou génu SLC41A1
(kédujuceho Na*/Mg?* vymennik, zodpovedny najma za vyplavovanie Mg?* z buniek [7])
vystavenych experimentalnym podmienkam (2 pmol/L TM, 1 pg/mL tetracyklina 0 - 3 mmol/L
MgClz) sme analyzovali kolorimetrickym MTT testom. Morfologické zmeny na bunkach sme
sledovali svetelnym mikroskopom v rezime fazového kontrastu. Na semikvantifikaciu zmien
sledovanych proteinov sme pouZili Standardnu elektroforetickl separaciu s naslednym
western blotom, pripadne kolorimetrickym stanovenim obsahu glykoproteinov.

Vysledky: Vplyv TM na zmenu viability buniek je zavisly od intracelularnej koncentracie
Mg?*. Po vycerpani Mg?* z bunky nedochadza k dalSiemu zniZzovaniu prezZivania buniek
v pritomnosti TM. Bunky na deficit Mg?* v kultivaGnom médiu reaguju vytvaranim pocetnych
zhlukov a Ciasto€nou stratou kontaktu s povrchom kultivacnej flase. Podobné morfologické
zmeny pozorujeme aj pri kultivacii buniek v pritomnosti TM. Doposial ziskané vysledky
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z porovnania kvantitativnych zmien glykoprotedmu v Studovanych podmienkach nesvedCia o
narusenej glykozylacii v nepritomnosti Mg?*.

Zaver: Aktivita klu€ového enzymu v procese N-glykozylacie proteinov, vyuzivajuceho
Mg?* ako kofaktor, je utimena kompetitivnym inhibitorom — TM. Naru$enim tohto procesu
dochadza k poklesu bunkovej viability. To v8ak neplati v podmienkach radikalne zniZzenej
intracelularnej koncentracie Mg?*. Nasim cielom preto ostava blizSie charakterizovat Glohu
Mg?* v mechanizmoch zasiahnutych pritomnostou TM.
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Uvod: Rozsiahle uZivanie antibiotk v humannej a veterinarnej sfére prispelo k narastu
rezistentnych kmeriov baktérii v environmente. Problém Sirenia a vyskytu rezistencie voci
antibiotikam nepozna hranice a potravinovy retazec mézZe predstavovat transportny
medzi¢lanok rezistentnych baktérii a génov rezistencie smerujucich ku ¢loveku (1). Trendy
suCasného stravovania preferuju surové, neopracované potraviny, kam zaradujeme aj
potraviny typu ,sushi‘. Ich mikrobialna stabilita je poloZzena na hygienickych postupoch
spracovania. Priamy désledok horizontalneho Sirenia génov je spojeny s pritomnostou
rezistentnych patogénov a génov rezistencie v potravinovych matriciach, kde sa ku
konzumentovi dostavaju prostrednictvom procesu travenie (2), o méze viest k zvySeniu
prevalencie rezistentov v fudskom mikrobiome. Su€asny vyvoj rezistencie u potravinovych
patogénov je predmetom obav. Problém rezistencie si Ziada interdisciplinarny pohlad, ktorého
zaverom je koncept oznaCovany ako ,jedno zdravie® uvedomujuci si blizke prepojenie
[udského zdravia, polnohospodarstva, zvierat a Zivotného prostredia (3, 4).

Material a metody: Ako vzorky boli pouzité kusky ryb z 58 pokrmov sushi, odobranych
z 13 prevadzok v Bratislave. Monitorovanymimikroorganizmamiboli koliformné baktérie, ktoré
boli sledované pomocou Chromocult Coliform agaru (VWR, Nemecko) pri 37° C, po dobu
24 hod. Na detekciu rezistentnych kmeriov boli do agaru pridané koncentracie réznych
antibiotik: ampicilin, gentamycin, ciprofloxacin, chloramfenikol (EUCAST, 2020), tetracyklin
(CLSI, 2020). Rezistentné bakterialne kmene boli nasledné odizolované a identifikované
pomocou hmotnostného spektrometra MALDI-TOF (Brucker, Nemecko). U rezistentnych
izolatov bola nasledne detegovana nadprodukcia efluxnych pump prostrednictvom Agar
Cartweelovej metddy s pouzitim etidiumbromidu.

Vysledky adiskusia: Koliformné baktérie sa pohybovali v rozmedzi 0,0 - 4,33 log KTJ/g.
Rezistentné baktérie boli prevazne zaznamenané v pripade pouzitia antibiotika ampicilin. Iba
v jednej prevadzke bola zaznamenali rezistenciu vo i ciprofloxacinu. V 5 prevadzkach bola
detegovana rezistencia voCi gentamycinu. Rezistencia voci tetracyklinu bola zaznamenana u
10 vzoriek v rozmedzi 1,95 - 3,74 log KTJ/g. V 6 vzorkach sushi ryb neboli detegované celkové
ani rezistentné koliformné baktérie. Uspesne sme identifikovali 96 rezistentnych koliformnych
baktérii. Prevazne boli identifikované baktérie rodu Enterobacter spp. (40 %) a Klebsiella spp.
(25 %). Dve baktérie boli identifikované ako E. coli odizolované z antibiotickych misiek
s pridavkom ampicilinu a gentamycinu. Oba rezistentné kmene pochadzali zo vzoriek
odobranych z jednej prevadzky. Dalsie Uspe$ne odizolované a identifikované kmene boli
napriklad Serratia liquefaciens, Raoultella spp., Cronobacter sakazakii a dalSie. Nadprodukcia
efluxnych pump bola zaznamenana u 2 rezistentnych kmeriov E. cloacae.

Zaver: Rezistentné kmene baktérii sa nachadzaju ubikvitne v environmente,
nevynimajuc potravinovy retazec. S narastom zaujmu fudi o zdravy Zivotny Styl rastie aj
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zaujem o tzv. zdravé potraviny, kam patria aj ryby ako hlavna zloZka sushi pokrmov. Bezny
konzument si Castokrat neuvedomuje mozné rizikéa spojené s konzumom tychto tepelne
neopracovanych potravin. Dékazom je pritomnost koliformnych baktérii Klebsiella spp. a E.
coli vo vzorkach sushi. Kedze problematika rezistencie nepozna hranice mézu tieto
potravinové patogény predstavovat zdroj génov rezistencie obohacujuci ¢revny rezistom
Cloveka.
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Vyskum a diagnostika ochoreni neustale postupuje mifovymi krokmi. Jednym
z ochoreni, ktoré si Ziada nadu pozornost je diabetes mellitus. Podla WHO niektorym z typov
cukrovky v suCasnosti trpi priblizne 422 miliénov ludi a predpoklada sa, ze toto Cislo bude dalej
narastat’ [1]. Jednym z typov diabetu je aj gestaCny diabetes mellitus (GDM), teda tehotenska
cukrovka. Ide o naj¢astejSie sa vyskytujucu metabolicku poruchu poéas tehotenstva, ktora po
pbérode zvyCajne samovolne odoznie [2]. Av8ak aj napriek tomu ju nemozno brat na lfahku
vahu, pretoZze so sebou prindSa zdravotné komplikacie pre matku aj dieta nielen pocas
tehotenstva, ale aj po nom. V praxi zauzZivanym diagnostickym nastrojom je oralny
glukézotoleranény test, ktory je véak pomerne zdihavy. V zaujme skratenia ¢asu diagnostiky a
Zlepsenia komfortu pacientiek sa neustale hfadaju nové biomarkery, pomocou ktorych by bolo
mozné toto ochorenie odhalit’ skor. Ako sfubné sa javia glykany, zlozené cukry zabezpecujuce
délezité ulohy v organizme. Ich zloZenie je ovplyvnené réznymi faktormi, medzi ktoré patri aj
nastup réznych ochoreni. Podla nedavnych studii je mozné na zaklade glykanového zloZzenia
sér a plazmy odlisit jedincov s diabetom typu 1 [3]. Aj na zaklade tychto zisteni je mozné
predpokladat, Zze glykany maju potencial indikovat GDM.

V praci sme sa zamerali na porovnanie N-glykanovych profilov sér a plazmy tehotnych
Zzien s GDM, T1DM a zdravych tehotnych Zien. Glykanové profily jednotlivych typov vzoriek
boli ziskané metddou na lektinoch zalozenej microarray [4]. Jednotlivé vzorky boli
bezkontaktnym spoterom nanesené na microarray substraty. Ako biorozpoznavaci prvok boli
pouzité lektiny s roznou Specificitou, ktoré zabezpecili rozpoznanie Sirokého spektra Struktur.

Na zaklade vyhodnotenych dat mézeme konstatovat, ze nami pouzita metdda je vhodna
na sledovanie glykozylagnych zmien v sére a plazme vzoriek GDM. Dal$im krokom bude
analyza trombocytov a izolovaného fibrinogénu a namerané data zo vSetkych typov vzoriek
budu vzajomne porovnané s ciefom najst’ potencialne glykanové biomarkery.
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Charakterizacia myoinhibi€éného peptidu a jeho receptorovu kliesta
Ixodesricinus

Matej Medla, Ivana Daubnerova, JurajKoci, Ladislav Roller, Mirko Slovak, Dusan
Zithan

Ustav zoolégie, SAV, Dubravska cesta 9, 84506, Bratislava, Slovensko

Neuropeptidy su velkd a mimoriadne rozmanitd skupina signalnych molekul
v mnohobunkovych organizmoch. Prostrednictvom vazby na receptory spriahnuté s G
proteinmi (GPCR) zohravaju ulohu neuromodulatorov — su zapojené do regulacie Sirokej Skaly
biologickych procesov, ako napriklad: priem potravy, rast, reprodukcia, zvliekanie a
cirkadianny rytmus. AvSak v dnednej dobe mame aj napriek pokro€ilym metédam molekularnej
biologie iba malo vedomosti o identite jednotlivych neuropeptidov, ich funkcii a priebehu
expresie vo vektoroch prenasajucich patogény — klieStoch Ixodes ricinus.

V na$ej studii sme sa zamerali na signalnu drahu myoinhibi¢ného peptidu (MIP)u Ixodes
ricinus. Po identifikacii sekvencie MIP sme kodujuci usek klonovali do pGEM-T vektorov.
Nukleotidovu a aminokyselinovu sekvenciu sme pouZili na navrh in situ hybridizacnej proby
a Specifickej protilatky na fluorescenénu imunohistochémiu. MIP sme detegovali
predovsetkym v centralnej nervovej sustave klieStov — synganglione, v inervacii slinnych Zliaz,
zadného €revaa pohlavnych organov. Na zaklade sekvencnej homolégie u pribuznych druhov
sme vyhladali dva potencialne GPCR receptory (MIPR1 a MIPR2), ktorych senzitivitu
a Specificitu sme detegovali pomocou bioluminiscenénej receptorovej eseje. Oba receptory
boli 3pecifické a aktivované radovo v nanomolarnych koncentraciach peptidu. Pomocou
kvantitativnej real-time PCR (qRT-PCR) sme zmerali expresny profil oboch receptorov vo
vybranych Stadiach klieSta v tkanivach inervovanych MIP, na zaklade imunohistochemického
farbenia. Na zistenie funkcie MIP signalnej drahy sme pouzili metédu RNA interferencie
(RNAI).

Podla vysledkov, predovSetkym zfarbenia a RNAi experimentov, naSe zistenia
napovedaju, Zze MIP signalna draha ma uplatnenie pri cicani krvi a je zapojena do regulacie
procesov prebiehajucich v pohlavnych organoch kliestov Ixodes ricinus.

Klacoveé slova: myoinhibi€ny peptid, GPCR, Ixodes ricinus, RNA interferencia
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Stadium  produkcie kyseliny punikovej v  kvasinke
Schizosaccharomyces pombe

Daniela Krajéiova, Roman Holi¢

Ustav biochémie a genetiky Zivodichov, CBv SAV, Dubravské cesta 9, 84005 Bratislava,
Slovenska republika

Kyselina punikova (PuA) je suCastou oleja semien granatovnika (Punica granatum) a
obyc€ajne sa pouziva ako pridavok do kozmetiky ajedla. S pribudajucimi Studiami o pozitivnych
vlastnostiach tejto mastnej kyseliny (protinadorové, protiobezitné, protizapalové a
protidiabetické) sa zvy3uju globalne poziadavky na jej produkciu[1]. P. granatum ako jej hlavny
zdroj obsahuje 60 — 80 % (w/w) PuA z celkového mnoZstva oleja. Rastie vSak iba v tropickych
oblastiach s obmedzenou vysadbovou plochou. Poskodenie Skodcami a klimatické zmeny
mézZu navyse znizit vytaznost oleja z tejto rastliny. Preto je ponuka PuA obmedzena a
zaujimava je jej alternativna vyroba. Mikroorganizmy s rychlym rastom a jednoduchou
kultivaciou su tak atraktivna volba pre jej industrialnu produkciu.

PuA je syntetizovana postupnou premenou kyseliny olejovej (OA) na kyselinu linolovu (LA) a
nasledne PuA. Konverziu OA na LA katalyzuje enzym FAD2 s delta-12 desaturazovou
aktivitou. FADX konjugaza dalej konvertuje tuto dvojitu vazbu na 2 dvojité vazby v poziciach
11 a 13. Okrem toho ako bifunk&ny enzym zaroven disponuje aj slabou FAD2 aktivitou [2].
Kvasinka Schizosaccharomyces pombe obsahuje az 80 % OA z celkovych mastnych kyselin
a preto je vhodnym kandidatom pre produkciu PuA. Heterolégnou expresiou PgFADX
pripadne jeho koexpresiou s PgFAD2 sa podarilo dosiahnut' produkciu PuA na uroven 19,6 %
respektive 25,1 % z celkového obsahu mastnych kyselin [1].

Modifikovany kmer produkujuci PuA vsak vykazuje nizSiu schopnost rastu ako divy kmen.
Rozhodli sme sa preto urobit’ niekolko experimentov na blizSiu charakterizaciu rastu a viability
buniek. Pouzitim fluorescencnej mikroskopie sme porovnavali DNA jadra a septa vybranych
kmenov. Vysledky naznaCuju, Ze znizeny rast produkujuceho kmeria méze suvisiet
s poruchami bunkového delenia.

Literatura:

[1] Garaiova M., Mietkiewska E., Weselake R. J., et al. (2017) Appl. Microbiol. Biotechnol. 101(21), p.
7913

[2] HolicR., Xu Y., Caldo K. M. P, et al. (2018) Appl. Microbiol. Biotechnol. 102(8), p. 3537

Pod'akovanie: Praca vznikla vd'aka finanénej podpore grantu VEGA 2/0012/20.

49



Drobnicov memorial 11. rocnik, Chata Trubarka, Trenéin - Kubrica, 2. — 4. september 2021
Sekcia Il Molekularna, celularna biolégia a mikrobiolégia

The development of new molecular tools for studying senescence-
like phenotype in neurons

Kristina Macova, Dominika Friova

Institute of Neuroimmunology, Slovak Academy of Sciences, Dubravska cesta 9, 84510
Bratislava, Slovakia

Senescence is an important cellular mechanism that prevents the proliferation of damaged
and potentially malignant cells. It is usually activated by a persisting presence of DNA damage,
reactive oxygen species, strong mitogenic or oncogenic signaling, loss of certain tumor
suppressors, mitotic stress or stalled DNA replication (1,2). The long-term existence of these
factors in cells threatens the preservation of genome integrity. Therefore, senescence is an
essential process for the body's ability to maintain overall health and homeostasis. For a long
time, it was believed that this response occurs only in replication-competent cells, due to their
limited proliferation capacity. However, recent studies have shown that postmitotic, fully
differentiated cells, like neurons, can also initiate a senescence-like phenotype, which includes
elevated levels of cyclin-dependent kinase inhibitors p16'NK4a and p21Wat-1/Ci1 " increased
senescence-associated 3 galactosidase activity as well as production of various inflammatory
molecules (3,4).

Even though senescence works primarily as a tumor-suppressor mechanism, multiple
recent studies have suggested that it might also be one of the main causes of aging and a
factor influencing the onset and progression of neurodegenerative diseases such as
Alzheimer's and Parkinson's disease. Despite finding senescence-associated hallmarks in
tissues of patients with these conditions, it is not clear yet, whether their elevated levels in
neurons are part of pathological processes (2,5). To be able to study the involvement of
neuronal senescence-like phenotype in neurodegeneration, we first need to have effective
tools.

Our aim is to generate reliable senescence reporters and provide missing tools, that can
be used to research the correlation between senescence induced in neurons and
neurodegeneration. We will prepare donor DNA constructs containing fluorescence-based
tandem-dimer Tomato or a glow-type luminescent luciferase NanolLuc in-between two
homology arms. Next, we will employ a CRISPR/Cas9 targeting technique to modify the
genome of human neuronal progenitor cells. The generated constructwill be inserted into exon
1 of genes encoding p16'NK4a or p21Wat/Ciet through a homology-directed DNA repair
mechanism in cells. With this approach, we will create four different senescence reporters that
are highly specific and stable in human neurons.

The growing interest in studying senescence has boosted our knowledge of its role in
aging and age-related diseases. Our ultimate goal now is to fully understand the role of
senescence in neurodegeneration and also the impact of neuronal senescence-like phenotype
on the pathogenesis of diseases. Reporters created in our laboratory will help us explore this
newly evolving and exciting part of the neuroscientific field.

Keywords: senescence, neurodegeneration, neurons, reporters, CRISPR/Cas9, p16'Nk4a,
p21Waf—1/Cip1
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Produkcia rekombinatnych enzymov vyuzivanych v diagnostike
COVID-19

Vladimir Krashan, Tatiana Petrovicova, Zuzana Hegyi, Martin Rebro$

Ustav biotechnolégie, FCHPT STU, Radlinského 9, 81237 Bratislava, Slovensko

Produkcia rekombinantnych enzymov ma v su€asnosti Siroké uplatnenie v mnohych

priemyselnych odvetviach. Vyuzivané su najma lahko kultivovatelné a nenaroCné druhy
mikroorganizmov exprimujuce viozeny gén cielového enzymu. KluCovym faktorom pre
aplikaciu enzymov je v8ak dobre zvladnuta velkokapacitna produkcia a izolacia dostato¢ného
mnozstva produktu [1,2]. Jedno z odvetvi vyznamne vyuZivajuce rekombinantné enzymy je
laboratérna diagnostika réznych ochoreni, momentalne prave prebiehajuca pandémia virusu
COVID-19. Na detekciu koronavirusu sa masivne vyuZiva diagnostika na baze RT-qPCR,
schopna zachytit' aj velmi malé mnozstvo virusovej RNA a kvantitativhe ho stanovit' v realnom
Case. Uvedena metoda vyuziva 2 klu€oveé enzymy —reverznu transkriptazu a Taq polymerazu,
pricom prvy enzym prepiSe virusovu RNA do komplementarnej cDNA a ta je nasledne
pomnozena pomocou Taq polymerazy. Prebiehajuca pandémia spdsobila vysoky dopyt po
uvedenych enzymoch a ich pripadnych alternativach, schopnych skratit a zefektivnit toto
stanovenie.
Téato praca vyuziva na produkciu rekombinantnu baktériu E. coli schopnu rast do vysokych
bunkovych hustét a zaroven exprimovat Ziadané enzymy v dostato€hom mnozstve [3, 4].
Cielom prace je optimalizacia produkcie oboch enzymov v minibioreaktoroch a nasledny up-
scale do vySsSich objemov zabezpec€ujucich dostatocné vytazky aj produktivity procesov.
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Extracellular maltooligosaccharide-forming amylase from
Pseudomonas sp. strain MPA-2
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Maltooligosaccharides are oligosaccharides composed of 3 to 10 a-glucose monomers
linked by a-1,4 glycosidic linkage. They attract a lot of attention thanks to their typical features.
They are low-calorie sweeteners with water-holding capacity and can inhibit the crystallization
of sucrose what makes them useful in food processing [1,2]. There is increasing demand for
them in pure form for more specific use in the pharmaceutical industry and therefore there is a
requirement for their production in this manner. One possible production involves the use of
an enzyme maltooligosaccharide-forming amylase.

Maltooligosaccharide-forming amylases (MFAses) can produce maltooligosaccharides
as the final product from starch or other related a-1,4 glucans. MFAses are a group of enzymes
that include maltotriose-forming amylases, maltotetraose-forming amylases, maltopentaose-
formingamylases, and maltohexaose-forming amylases, and together they belong to the class
of hydrolases. MFAses can be roughly classified into two groups based on their actions. The
one is an exo-type MFAses that hydrolyzes amylaceous compounds to remove successive
maltooligosaccharide units from the non-reducing chain ends and the other is an endo-type
MFAses that acts on internal amylaceous saccharide chains to produce maltooligosaccharides
in a relatively large quantity [1].

As part of our work, strain MPA-2 showed higher maltohexaose-forming amylase activity
with a 27% yield of maltohexaose after 48 hours of maltodextrin hydrolysis under our
experimental conditions. The synthesis efficiency was influenced by the selection of culture
medium, the dextrose equivalent value of the substrate, and the temperature of the reaction
mixture.
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Rekombinantna produkcia a kaskadova aplikacia enzymov
lipoxygenazovejdrahy
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Cis-3-hexenal a jeho stabilnejSi izomér trans-2-hexenal patria medzi cenné latky
vyuzivané hlavne v potravinarstve a parfumérii. Su produkované v ramci lipoxygenazove;j
drahy rastlin, do ktorej patria dva enzymy: lipoxygenaza (LOX) a hydroperoxid lydza (HPL).
Aplikacie tejto drahy su vsak limitované, pri¢om jednym z hlavnych dévodov je nestabilita HPL.
Tento enzym patri medzi cytochromy P450 a pre svoju katalyticki funkciu potrebuje
prostetickl skupinu hém. Ten musi byt efektivhe syntetizovany v ramci metabolizmu
hostitefského mikroorganizmu

V tejto praci bola LOX z Pseudomonas aeruginosa exprimovana v Escherichia coli
BL21(DE3) a vo forme celobunkového katalyzatora bola aplikovana na produkciu kyseliny
13(S)-hydroperoxy-(Z,E,Z)-9,11,15-oktatriénovej (13-HPOT), ktora je substratom pre HPL.
HPL z Psidium guajava bola exprimovana v E. coli JM109(DE3) autoinduk&nym spdsobom,
pricom kfu€ovou Castou prace bolo Sstudium vplyvu pridavkov prekurzorov hému do
kultivaného média. Celkova produkcia aktivnhej HPL bola nasledne vylepSena zvySenim
teploty poCas expresie, pricom v optimalizovanom procese bola produktivita priblizne 14 krat
vys&8ia v porovnani s pdvodnym protokolom.
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Detekcia protilatok voéi aberantnym glykanom

Anna BlSakova, Filip Kvétori, Lenka Lorencova, Jan Tkac

Chemicky ustav, SAV, 845 38, Dubravska cesta 9, 841 04 Bratislava-Karlova Ves

Glykany su zakladnou sucastou vsetkych Zivych organizmov. Pri dysfunkcii Saperénu
COSMC v procese glykozylacie dochadza k poklesu aktivity T — syntazy, €o ma za nasledok
expresiu aberantnych glykanov [1] Tn - antigénu (GalNAc-O-Ser/Thr), T - antigénu (Galpl-
3GaINAcal-O-Ser/Thr), sTn - antigénu (NeuAca2-6GalNAca-O-Ser/Thr). Antigény su
potvrdenymi biomarkermi pri mnohych rakovinovych ochoreniach [2] ako rakovina prsnika,
pluc [3], prostaty [4], pankreasu [5] a vajeCnikov [6]. Imunitny systém reaguje na pritomnost
aberantnych glykanov vytvorenim autoprotilatok. Studie ukazujl, Ze autoprotilatky sa vyskytud
v krvi este pred klinickymi priznakmi ochorenia.

V praci sme pripravovali glykanovy biosenzor na detekciu protilatok voci aberantnym
glykanom. Elektrochemické metdédy v kombinacii s nanomaterialmi prinasaju mnohé vyhody
ako miniaturizaciu, ¢asovu a cenovu efektivitu, nizku medzu detekcie (az na atomolarnu
uroven), vysoku presnost a vysoku Specificitu [7]. V praci sa zaoberame optimalizaciou
rozli¢nych parametrov Standardnej a magneto - ELISA metédy. Magneto — ELISA test je
kombinaciu separacie analytu zo vzorky pomocou magnetickych ¢astic a principu nepriamej
ELISA metédy. Magnetické Castice, potiahnuté antigénom boli vyuZité ako pevna faza na
nasledné meranie koncentracie imunoglobulinov. Separacia analytu z komplexnych vzoriek
napomaha obohatit' vzorku pred kvantitativnou detekciou a tak pomaha znizit' limit detekcie
merania.
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Rekombinantné polymerazy vyuzitelné v diagnostike virusovych
ochoreni.
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Vyvoj v oblasti molekularnych metdd priniesol revoluciu v detekcii a charakterizacii
mikroorganizmov v mnohych medicinskych diagnostickych oblastiach vratane viroldgie.
Jednou z tychto metdd je polymerazova retazova reakcia (PCR), ktora je v sucasnosti
s reverznou transkripciou Standardnym spdsobom diagnostiky virusu SARS-CoV-2 [1].
Vzhladom na povahu genetickej informacie virusu je nevyhnutnou su€astou tohto procesu
enzym reverzna transkriptaza ako aj Taq polymeraza. Nakofko geneticky material
koronavirusu tvori jednoviaknova RNA, v prvom kroku je potrebna jej konverzia na cDNA
reverznou transkripciou. cDNA nasledne sluzi ako templat pre PCR amplifikaénu reakciu,
pricom pocas reakcie sa fluorescencny signal zvySuje so zvySujucim sa poctom képii DNA [2].

Rekombinantna produkcia reverznej transkriptazy a Taq polymerazy poskytuje
neobmedzené mnozstvo enzymov a zaroven molekularne techniky umoznuju upravu ich
aktivity, stability a Specificity. Na dosiahnutie potrebnej Cistoty enzymov, ktora je nevyhnutna
pri pouziti v diagnostickych kitoch sa vyuzivaju filtratné a chromatografické techniky. Taktiez
stabilizacia aktivity enzymov je jednym z klu€ovych krokov pre ich nasledné vyuZitie.

Cielom tejto prace je optimalizacia spracovania rekombinantnych polymeraz
exprimovanych v hostitelskom kmeni Escherichia coli BL21(DE3). Intracelularne
naprodukované proteiny su podrobené downstream procesom a nasledne je testovana ich
aktivita prostrednictvom RT-PCR reakcii.

Literatura:

[1] Kevadiya, B.D. , Machhi, J., Herskovitz, J. et al., Diagnostics for SARS-CoV-2 infections, Nat. Mater.
20 (2021) 593-605.

[2] Chandra, P., Roy, S. eds., Diagnostic Strategies for COVID-19 and other Coronaviruses, Springer
Singapore, 2020, ISBN 978-981-15-6005-7.
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ProdukciadypB peroxidazy v expresnom systéme Vibrio natriegens
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Sucasna pozornost' v oblasti heterologickej expresie proteinov je venovana nemodelovému
prokaryotickému organizmu Vibrio natriegens, morskej gram-negativnej baktérii z Celade
Vibrionaceae, ktora bola po prvykratizolovana zo slaniska na ostrove Sapelo v State Georgia
[1]. ZvySeny zaujem vyplyva z viacerych produkénych benefitov tohto organizmu v podobe
kultivovatelnosti na Sirokej Skale ekonomicky dostupnych uhlikovych substratov,
nepatogénneho charakteru a predovsetkym vo vynimocne kratkej generacnej dobe, ktora pri
optimalnych podmienkach predstavuje 9,8 min [2]. V pripade baktérie E. coli, ktora je
povazovana za ,zlaty Standard“ pre genetické a metabolické inZinierstvo, je generacna doba
v energeticky bohatom médiu priblizne 20 minut [3]. Baktéria V. natriegens ma prave vdaka
spominanym vyhodam, veducim k zlepSeniu ekonomiky financii a €asu, velky potencial
uplatnenia v biotechnologickom priemysle.

DyP-type peroxidazy predstavuju pomerne mladu rodinu hémovych peroxidaz. Zaujimavou je
ich schopnost’ oxidacie viacerych organickych latok, ktorych spracovanie prostrednictvom
inych skupin peroxidaz je problematické a malo u€inné. Sucasné studie poukazuju na kfucovu
ulohu Dyp-type peroxidaz pri degradacii ligninu, ¢o z nich robi vhodnych kandidatov pre rézne
biokatalycké aplikacie. Objekt nasho zaujmu, dypB peroxidaza, bola prvykrat identifikovana
vkmeni RHA1 baktérie Rhodococcus josti. Vykonané funkéné Studie zaloZzené na
spektroskopickych analyzach preukazali lignin-degradacnu schopnost’ tejto baktérie a taktiez
zvySenie tejto aktivity za pritomnosti Mn2* [4].

V ramci nasej prace sme vyuzili baktériu V. natriegens, konkrétne modifikovany kmer Avnp12
pri produkcii peroxidazy dypB pri rdznych teplotnych podmienkach. Gendm spominaného
kmena je Specificky odstranenymi profagovymi regionmi za ucelom znizenia stresovych
podmienok veducich k poSkodeniu DNA, ktoré méze viest ku strate produkénych buniek
av kone€¢nom dbésledku k nizSiemu vytazku ciefového proteinu. Sucastou naSej prace je
taktiez porovnanie vysledkov analyzy expresie s vyuzitim V. natriegens a E. coli ako
hostitel'skej platformy.
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Vysoky dopyt po peroxidazach zvySuje potrebu hladania novych peroxidaz pre
priemyselné vyuzitie. Novou rodinou su peroxidazy typu DyP , ktoré boli prvykrat izolované
vroku 1999 [1], ale ako samostatna rodina boli klasifikované az od roku 2007 [2]. DyP
peroxidazy alebo ,dye-decolorizing peroxidase® ziskali svoj nazov vdaka schoposti
degradovat a odfarbovat Siroké spektrum antrachinénovych a azo farbiv. Ako prosteticku
skupinu obsahuju hém B, podobne ako v pripade chrenovej peroxidazy a ligninovej
peroxidazy. Od tradi€nych peroxidaz sa odliSuju molekularnou hmotnostou a najma
substratovou Specificitou.

Aktivita bakteridlnych DyP voci ligninu bola prvykrat zaznamenana u peroxidazy DyPB
Z Rhodococcus jostiiRHA1, ¢o bolo doteraz zname iba u ligninovej peroxidaze a manganove;j
peroxidaze pochadzajuce z hub [3]. Pri tomto procese su Mn?* i6ny dolezitym oxidacnym
mediatorom a bez nich by lignocelul6za nebola metabolizovana, podobne ako u manganovych
peroxidaz. Vplyvy inych iénov na aktivitu peroxidazy DyPB doteraz neboli Studované.
Bakterialne DyP peroxidazy majuvelky potencial pri konverzii ligninu na vyuZzitelné chemikalie,
vyuZzitie v priemysle na spracovanie dreva, pri produkcii biopaliv a pri vyrobe papiera.

Cielom tejto prace je charakterizovat’ rekombinantnu DyPB z Rhodococcus jostii. Zamerali
sme sa na Studium vplyvu réznych i6nov na Specificku aktivitu peroxidazy a urCenie
Reinheitszahl (RZ) hodnoty rekombinantného enzymu.

Literatara:
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Uvod: Cvigenie ma pozitivny efekt na metabolické zdravie. Pravidelné cvi¢enie sa spaja
s adaptaénymizmenamina urovni buniek kostroveho svalu, a molekularne mechanizmy v ich
pozadi doteraz nie su Uplne objasnené. Pri skumani mechanizmov adaptacie na cvienie
vyuzivame kultary satelitnych buniek kostrového svalu. Na vyvolanie kontrolovanych
opakovanych kontrakcii v kulture diferencovanych ludskych svalovych buniek vyuzivame
elektricku pulznu stimulaciu (EPS). Nasim ciefom bolo overit ucinnost elektrickej pulznej
stimulacie v podmienkach in vitro na primarnych kultirach fudskych svalovych buniek
so zameranim na ultrastrukturu diferencovanych svalovych buniek, expresiu génov
a proteinov vyskytujucich sa v priebehu genézy nervovosvalovej platnicky.

Material a metddy: Primarne ludské svalové bunky pochadzajuce od zdravych, chudych
muzov (n = 3; vek = 31 £ 4 rokov; BMI = 23,3 + 2,4 kg/m?) boli po 6-tich drioch diferenciacie
vystaveneé elektrickej pulznej stimulacii (lonoptix, USA) po dobu 24 hodin (1 Hz, 2 ms a 11,5
V). Zmeny v ultrastrukture diferencovanych svalovych buniek sme sledovali pomocou
transmisnej elektronovej mikroskopie, a expresiu vybranych génov spojenych so vznikom
nervovo-svalovej komunikacie a markerov Specifickych typov svalovych viaken sme stanovili
metddou RT-PCR. Zmeny v obsahu proteinu, ktory sa podiefa na vzniku nervovosvalovej
platniCky, sme merali western blotom.

Vysledky: Po elektrickej pulznej stimulacii sme v diferencovanych bunkach kostrového
svalu pozorovali pritomnost velkych denznych mitochondrii v tesnej blizkosti drsného
sarkoplazmatického retikula. ZvySena aktivita plazmatickej membrany sa prejavovala
zvySenym vyskytom kaveol. Okrem toho sme pozorovali fuziu kaveol bunkovej membrany
s drobnymi vezikulami, zakladanie membranového a tubularneho systému, a pritomnost
myofilamentov organizujucich sa do pozdiznych zvézkov s viditelnymi oblastami tvoriacich sa
Z-linii. Elektricka pulzna stimulacia mala tendenciu zvysit génovu expresiu MYH1 (marker
rychlych glykolytickych svalovych viaken typu IIX (p < 0,1), kym expresie MYH2 (marker
rychlych oxidativnych viaken typu 1l1A) a MYH7 (marker pomalych oxidativnych viaken typu I)
neboli stimulaciou ovplyvnené. Myotuby vystavené elektrickej stimulacii sa vyznacCovali
zvySenou expresiou génov pre NCAM1 (Neural cell adhesion molecule, CD56), molekulu
zapojenu do medzibunkovej adhézie/komunikacie (p < 0,05), a 50 % zvySenie sme pozorovali
aj pri expresii cytoplazmatického adaptorového proteinu Dok?7, ktory je esencialny pre vznik
nervovosvalovej platnicky. AvSak expresia génov NT3 (neurotrofin 3) a MUSK (svalovo
Specifickatyrozin kinaza) podielajucich sa na neurogenéze a tvorbe nervovosvalovej platnicky
nebola zmenena.
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Zaver: Myotuby vystavené elektrickej stimulacii sa vyznacovali prebiehajucou
myogenézou so zakladanim membranového systému a kontraktilnych jednotiek, so zvySenou
expresiou génov pre rychly, glykolyticky typ svalu, ako aj niektorych génov potrebnych pre
tvorbu medzibunkovych interakcii, ¢i formovanie nervovosvalovej platnicky. Tieto pozorovania
naznacuju, ze EPS mézZe stimulovat medzibunkovi komunikaciu s ciefom zefektivnit

kontrak€nu kapacitu v kulture svalovych buniek, a méze byt uzitocnym nastrojom pre studium
fyziolégie cvicenia.

Pod’akovanie: Praca bola podporena grantami APVV 15/0253, MZCR NU21-05-00322, SAS-
MOST JRP 2018/10, VEGA 2/0107/18, VEGA 2/0091/19.
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Baktéria Vibrio natriegens bola po prvy raz izolovana z brakickych véd ostrova Sapelo
[1]. Ide o nepatogénnu baktériu, ktora je vyznamna predovSetkym extrémne kratkou dobou
delenia, ktora sa za optimalnych podmienok pohybuje na urovni ~ 10 min. To je o polovicu
kratSi Cas ako bol namerany u najrychlejSie rastuceho, modifikovaného kmena E. coli NEB
Turbo [2]. V. natriegens spifia zakladné biotechnologické charakteristiky a je kompatibilna so
zakladnymi technikami rekombinantnych DNA. Tieto skuto€nosti a nepopieratelné podobnosti
s vyhodnymi vlastnostami E. coli predurCuju tuto platformu na jej priame vyuzivanie ako
nového alternativheho produk&ného hostitela.

Katalaza-peroxidaza AfkatG bola prvykrat izolovana z hypertermofiiného archednu
Archaeoglobus fulgidus. Rovnako bola popisana a charakterizovana z pohfadu zakladnej
Struktury a pritomnych aktivit ako katalaza-peroxidaza [3]. Katalazy-peroxidazy nachadzaju
vyuzitie v celom spektre priemyselnych odvetvi. Hypertermofilné vilastnosti enzymu AfkatG
poskytuju nové moznosti aplikacie tohto enzymu prave z pohladu zvySenych narokov pri
procesoch s vysSou teplotou. Napriklad pri odstrafiovani zbytkov peroxidu vodika, ktory sa
gasto vyuziva ako dezinfek&né &inidlo pri réznych druhoch priemyselnej vyroby. Dal$ou
zaujimavou aplikaciou je vyuzivanie AfkatG ako suplementa&ného cCinidla do rastovych médii
pri fermentacii potravinarskych kmeriov mlie€nych baktérii ako prevenciu voci patogénom,
ktoré sa pri tomto type potravinarskej vyroby ¢asto vyskytuju. Pridavok AfkatG do rastového
meédia neovplyvriuje rast Ziaducich kmeriov baktérii [4].

V praci sme demonstrovali vyuzitie hostitelskej platformy V. natriegens pri heterologicke;
produkcii kataldzy-peroxidasy AfkatG. Zamerali sme sa na optimalizaciu produkcie z pohladu
teplotnych podmienok, vhodnych kultivaénych médii, ¢i vhodného produkéného kmeria
V. natriegens. NajvyhodnejSiu produkciu sme vybrali z pohfadu najvysSieho vytazku solubilnej
frakcie proteinu, pricom vysledny produkt mal zachovanu katalazovu aj peroxidazovu aktivitu.
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Nevyhodou enzymov byva ich nizka stabilita pri nepriaznivych priemyselnych
podmienkach, akymi su vysoka teplota, pritomnost denaturujucich latok a organickych
rozpustadiel. Termostabilné enzymy su schopné vykazovat stabilitu pri vysokej teplote, tlaku
a vySSich koncentraciach denaturantov [1,2]. Tieto vlastnosti mézu predstavovat ddlezitu
ulohu v procesoch biotransformacii, pri ktorych dokazeme pomocou enzymu ziskavat z menej
vyuzitelnych chemickych zlu€enin omnoho vzacnejSie a ddlezitejSie latky pre viaceré druhy
priemyslu (napr. potravinarsky alebo kozmeticky). DalSou vyhodou integracie enzymov do
vyrobnych procesov stale vacSieho mnozstva produktov je okrem znizenia vyrobnych
nakladov, pripadne zvysenia ceny produktu ¢i ziednoduSenia vyrobného procesu aj eliminacia
chemickych procesov a ich nahradenie biologickymi (,zelenSimi“) spdsobmi vyroby.

Termostabilny protein alkoholdehydrogenaza z Rhodococcus ruber (RrADH) je
kla€ovym enzymom v reverzibilnej konverzii sekundarnych alkoholov a ich prisludnych
ketonov a aldehydov [3]. Pri produkcii niektorych proteinov je v8ak dosiahnutie solubilnej
ZloZky velmi obtiazne. Proteiny maju po expresii tendenciu padat do tzv. inkliznych teliesok,
€o je nesolubilna (a v najCastejSich pripadoch aj neaktivna) forma proteinu.

NasSou ulohou bolo urCit zakladné podmienky pre kultivaciu a naslednu expresiu aktivheho
proteinu v baktériach E. coli pre zabezpeCenie aktivheho enzymu v relativhe dostatoénom
mnozstve s naslednou aplikaciou do biotransformacii acetofenénu na 1-fenyletanol.
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Produkcia proteinov technikamirekombinantnej DNA je popularna v biotechnologickom
priemysle a rovnako v biomedicinskom vyskume. AvSak iba Stvrtina cielovych proteinov je
rozpustna a je mozné ich purifikovat [1]. V su€asnosti je prezentovanych uz mnoho stratégii,
ktoré poskytuju rieSenie tychto komplikécii. lIde predovSetkym o pristupy proteinového
inZinierstva, ako napriklad cielena evollicia pomocou racionalneho dizajnu, pouzitie fuznych
partnerov s vylepSenim rozpustnosti a podobne [2]. Cielena evolucia sa ukazuje ako ucinny
nastroj pre priemyselné, vyskumné a terapeutické aplikacie [3]. Rychly vyvoj metéd na poli
in silico analyzy Struktury proteinu ponuka mnozstvo po€itaCovych nastrojov cielenej evolucie,
ktorymi vieme efektivne analyzovat miesta proteinov pre mutagenézu. Tym mdzeme zlepSit
ich zakladné vlastnosti ako solubilita alebo aktivita i termostabilita a zabranit procesu
agregacie proteinov poc€as heterologickej expresie in vitro [4]. Jednym z takychto nastrojov je
aj Aggrescan 3D 2.0, zalozeny na analyze proteinovej sekvencie v kombinacii so
Strukturalnymi fyzikalnymi vlastnostami v nativnych stavoch. A3D pri prepoctoch zahffia
informacie o 3D proteinovych Strukturach a hodnoti vplyv miest vystavenych do prostredia
podliehajucich agregacii [5].

V praci sme sa venovali cielenej evolucii RrADH-A. Enzym ADH-A z Rhodococcus ruber
je zodpovedny za mnohé katalytické reakcie, toleruje organické rozpustadla a preto je
vyznamnym biokatalyzatorom pre asymetricki syntézu organickych zlu€¢enin. Pomocou
nastroja Aggrescan 3D 2.0 sme analyzovali vysoko agregacné miesta proteinu. Pomocou
miesto Specifickej PCR sme vniesli vytipované zameny do génu proteinu a podarilo sa nam
dvojnasobne zvysit solubilitu proteinu a rovnako sme dokazali pozitivne ovplyvnit’ zakladné
vlastnosti kinetiky enzymovej reakcie ADH-A, ¢o méze mat pozitivny efekt pri komercnej
produkcii Enzym ADH-A z R. ruber.
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