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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 stuprfiami. Na fakulte patril medzi prvych
vedeckych a$pirantov. Hodnost' kandidéata vied ziskal uz v roku
1958. Docentom bol v odbore Biochémia a fyziolégia

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 pred¢asnej 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 vedecki Skolu tykajucu sa problematiky mechanizmu acéinku
prirodnych a syntetickych latok a vztahov medzi ich Struktarou, tc¢innost’ urcujacimi fyzikalno-
chemickymi vilastnostami a biologickymi aktivitami, a to s ohladom na farmaceuticko-
medicinske, polfnohospodarsko-potravinarske | chemicko-ekologické aspekty pouZitia
(aplikécie v praxi). TaZisko jeho zéujmu sa v tomto smere sustredilo na izotiokyanaty a ich
prirodné prekurzory, predovsetkym glukozinolaty. Pod jeho vedenim na stovkach prirodnych
i novosyntetizovanych derivatov boli Studované chemické, biochemické | fyziologické
parametre interakcii s enzymami a inymi izolovanymi biokomponentami, subcelularnymi
partikulami, bunkovymi i nadcelularnymi modelmi a to tak z oblasti mikrobialnej, rastlinnej,
resp. zivocCisnej rise. Prislusné zistenia boli predmetom vySe 100 publikacii, 52 patentov, viac
ako 200 vystapeni 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-bréomfenylizotiokynatu 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.

Okrem izotiokyanatovej problematiky prof. Drobnica so svojimi kolegami a aSpirantami venoval
pozornost vyskumu rbéznych xenobiotik, regulacii energeticko-uhlikového metabolizmu,
dimorfizmu kvasiniek, nadprodukcii primarnych metabolitov, imobilizovanym biosystémom,

preZivaniu 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 spoloénostiach, v odbornych komisiach pre obhajoby dizertacnych
prac, vo vedeckych a edicnych radach ustavov a vydavatelstiev, tizko spolupracoval s praxou.
Popri tom bol v mladosti vykonnym Sportovcom, perfektne hral $ach, aktivne spieval, vyborne
hral na klaviri, bol velmi spolo¢ensky. Jeho velkost spoCivala predovsetkym v excelentnej
schopnosti rozvoja teoretickych predstav experimentalnymi cestami. Bol velmi narocny
na rozsah, hibku, kvantitu i kvalitu experimentalnej prace. Vyznadoval sa obrovskou
netnavnostou a nadsenim v laboratérnej ¢innosti, kritickym pohfadom 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 Cinnosti sa vyznacoval tieZ schopnostou prepajat’ vedu s praxou. Bol napriklad
iniciatorom zaloZenia Vlyskumného ustavu lieiv 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 vynimoc¢ny tieZz ako pedagdg. Vdaka svojej charizmatickej osobnosti vedel
zaujat kazdého posluchaca. Nikdy nelutoval Cas straveny so Studentmi a a$pirantami.
Majstrovsky vedel zapalit zaujem o vedu a nasmerovat’ dané schopnosti. Kazdého vedel
povzbudit, poradit mu, poméct. Absolventi sa k nemu vracali dlho po skonéeni Studia. Dodnes
narnho spominaju ako na nezabudnutelny vzor pracovitosti a fudskosti. Jeho vedecka Skola
ma punc vysokej kvality. Velmi dblezitou ¢&rtou jeho osobnosti bola nekonformnost,
nebojacnost’ a schopnost’ byt sebou samym. Tieto vlastnosti mu v ¢asoch totality spésobili
nemalo tazkosti i problémov a v kone¢nom désledku i predéasnu smrt. AZ do nej vSak bol
verny zasadam nezmieritelnosti s pokrytectvom, povySenectvom, aroganciou moci,
obmedzovanim slobody a demokracie, pétolizaéstvom. Typicky pre neho bol pritom
altruizmus, Zic¢livost, optimizmus, pozitivne 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: 11. 9. 2019 (streda)

Registracia u¢astnikov pocas celého dna (od 12:00)

13:00 - 14:00 OBED (Lunch)

15:00 - 15:45 Otvorenie + plenarna prednaska: Albert Breier: Ludovit Drobnica -

,,Clovek, vedec, uéitel

Sut'az mladych vedeckych pracovnikov

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

Predseda: Peter Racay, Zdena Sulova

16:00 - 16:15 Dominika Kubalova: Uloha lipidovych partikal v kontrole degradacie
fosfatidylglycerolu fosfolipazou Pgc1

16:15 - 16:30 Marian Babinéak: Skyrin, prirodny sekundarny metabolit s protinadorovym
ucinkom?
16:30 - 16:45 Martin Skandik: Derivat kvercetinu zmierfiuje zapal v mikrogliach a znaky

senescencie prostrednictvom modulécie red-ox homeostazy

16:45-17:00 Lucia Pavlikova: Nadexpresia Grp78 v P-gp pozitivnych leukemickych
bunkdch L1210 znizuje ich citlivost voCi stresu ER indukovaného
tunikamycinom.

17:00-17:15 Katarina Elefantova: Meranie mitochondridlneho membranového
potencialu pomocou JC-1 v bunkach L1210 so zvySenou expresiou P-
glykoproteinu

17:15-17:30 Szilvia Kontar: Prirodné izotiokyanaty indukuju bunkovu smrt’ spojenu so
zvyraznenim aktivacie drahy LC3 proteinu viac u P-gp negativnych ako u
P-gp pozitivnych buniek L1210

17:30- 17:45 PRESTAVKA NA KAVU (Coffee break)
POSTEROVA SEKCIA (17:45-18:30)

Predseda: Imrich Barak, Peter Fedoroc¢ko, + cela komisia

1. Viktéria Bulkova: Uginok hypericinu v hypoxii so zameranim na nadorové kmefové
bunky a rezistenciu vo i terapii

2. Erika Csekes: Protoapigenon a jeho 1'-O-butyl derivat ako perspektivne latky v lieCbe
melanému
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3. Zuzana Dzurjaskova: Morfometricka analyza ventralneho kaudalneho nervu potkana

4. Agnes Horvathova: Testovanie inhibiéného G&inku komerénych antifungalnych latok
na transglykozylazy Crh1, Crh2, Phr1 a Phr2

5. Zuzana Konyarikova: Produkcia mykobakteridlnej galaktozyltransferazy GIfT1 za
ucelom jej perspektivnej Struktirnej charakterizacie

18:30 — 20:00 VECERA (Dinner), neformélna diskusia

+ 2. Dei: 12. 9. 2019 (Stvrtok)
7:30-9:00 RANAJKY (Breakfast)

Sut'az mladych vedeckych pracovnikov

Sekcial Xenobiotika a vztahy medzi Struktarou a u€inkom latok

Predseda: Albert Breier, Dusan Zitfian

9:30-9:45 Martin Majernik: Vplyv u€inku hyperforinu a fotodynamickej terapie s
hypericinom na expresiu vybranych angiogénnych faktorov v kolorektalnych
mikronadoroch kreovanych s vyuzitim chorioalantoickej membrany

9:45-10:00 Tomas Kyca: Rozdiely v ubikvitinacii medzi senzitivnymi a rezistentnymi
bunkami linie L1210

10:00 - 10:15 Maria Brodnanova: V3etky cesty vedu ku stresu: vzajomna suhra
tapsigarginu, tunikamycinu a imipraminu v procese indukcie stresu
endoplazmatického retikula

10:15-10:30 Tomas Pagac: Antimikrébny potencial syntetickych derivatov alkaloidov

10:30-10:45  Sona Bernatova (Merck): Experience the Next Revolution ZooMAb
antibodies (komer¢na prezentacia)

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

Sekcia ll Molekularna, celularna biolégia a mikrobiolégia

Predseda: Imrich Barak, Lucia BiroSova

10
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11:00-11:15

11:15-11:30

11:30-11:45

11:45-12:00

12:00-12:15

Monika Krahulcova: Baktérie rezistentné voci antibiotikam pritomné
v smoothie napojoch a ich profil rezistencie

Andrea Schenkmayerova: Revealing structural elements driving Renilla
luciferase evolvability

Martina Galikova: Metabolism and obesity studies in the model organism
Drosophila melanogaster

Eduard Gondas: Metabolomicka analyza vplyvu onkometabolitov na
bazalny metabolizmus fudskych neuroblastémovych buniek

Lucia Hoppanova: Vplyv
metabolizmus vlaknitych hub

nizkoteplotnej plazmy na sekundarny

12:30-14:00 OBED (Lunch)

Sekcia ll

Predseda:

14:00 - 14:15

14:15 - 14:30

14:30 - 14:45

14:45 - 15:00

15:00 - 15:15

15:15 - 15:30

15:30 - 15:45

Molekularna, celularna biolégia a mikrobioldgia (pokracovanie)

Maria Balazova, Anton Horvath

Karin Savkova: Studium

galaktanu

lokalizacie biosyntézy mykobakterialneho

Zuzana Majerc€ikova: Sledovanie expresie génov pri nadorovych procesoch
glidlnych buniek

Zoltan Polozsanyi: |zolacia glukozinolatov z menej znamych rastlinnych
druhov Celade kapustovité

Helena Galadova: Studium rastlinnych myrozinaz prostrednictvom
prirodnych a syntetickych glukozinolatov

Dominika Hromnikova: Studium biologického uginku neuropeptidov a ich
receptorov u kliedta Ixodes ricinus

Monika Zahorszka: Krystalizacia mykobakterialnej monooxygenazy EthA

Jan Viglas: Odpoved Neurospora crassa na pritomnost antifungalnych
azolov — citlivost’ a expresia vybranych génov

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

11



Drobnicov memorial 10. rocnik, Penzion Lomnicky, Stara Lesna, 11. — 13. september 2019

Sekcia lll Biotechnolégie

Predseda: Marek Bucko, Boris Lakato$

16:00 - 16:15 Michal Plz: Nové metody imobilizacie
16:15 - 16:30 Vladimir Krasnan: Scale-up produkcie proteinov

16:30 - 16:45 Stefania Hronéekova: Priprava nanos$trukturovaného biosenzora na
detekciu sarkozinu — potencialneho biomarkera rakoviny prostaty

16:45-17:00 Michal Hire$: Novy pohlad na zname biomarkery — potencial skorej
diagnostiky rakoviny semennikov

17:00 - 17:15 Tatiana Petrovicova: Vyuzitie oxidoreduktaz pri priprave Specialnych
chemikalii.

19:00 VECERA (Dinner), neformalna diskusia

+ 3. Den: 15. 9. 2019 (piatok)

7:30-9:00  RANAJKY (Breakfast)

9:30-11:00  Zasadnutie poroty (Jury meeting)

11:15-12:00 Vyhlasenie vysledkov sut’aze mladych vedeckych pracovnikov

a ukoncéenie 10. roénika Drobnicovho memorialu

12:00-13:45 OBED, Odchod

12
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Uloha lipidovych partikul v kontrole degradacie fosfatidylglycerolu
fosfolipazou Pgc1

Kubalova Dominika’, BalaZova Maria', Kariovicova Paulina’, Malinsky Jan?

"Centrum biovied SAV, ,L'/stav biochémie a genetiky Zivocichov, Dibravska cesta 9, 84104
Bratislava, Slovensko, *Ustav experimentalnej mediciny AV CR, Videriska 1083, Krc, 142 20
Praha 4, Ceska republika

Fosfatidylglycerol (PG), zaporne nabity fosfolipid, predstavuje minoritnu zloZzku
membran kvasiniek Saccharomyces cerevisiae. Je syntetizovany vo vnutornej
mitochondrialnej membrane ako priamy prekurzor vyznamneého kardiolipinu.
Subcelularna distribucia PG je kontrolovana enzymatickou aktivitou proteinu Pgc1 -
fosfolipazy C Specifickej pre PG. Nepritomnost Pgc1 spdsobuje akumulaciu PG
v réznych membranach, €o ovplyvriuje fosfolipidovua homeostazu bunky. V nasej praci
sme pozorovali, Ze fluorescencne znaceny Pgc1 je vyrazne lokalizovany na povrchu
lipidovych partikul (LP). V tychto organelach je vSak protein inaktivny. In vitro analyzy
degradacnej aktivity Pgc1 ukazali, Ze protein lokalizovany v LP sa stava funkénym
v désledku interakcie tychto organel s membranami inych organel. Na zaklade naSich
vyledkov sme navrhli model, v ktorom lokalizacia Pgc1 do LP zabezpecuje ochranu
proteinu pred degradaciou a zaroven kontrolu jeho aktivity.

Pod’akovanie: Pracu podporili granty VEGA 2/0165/18, MAD SAV-18-25, SAS-MOST
JRP 2016/4SAV-15-02 a APVV-15-0654.
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Efekt prirodného sekundarneho metabolitu skyrinu na nadorové
bunkové linie kolorektalneho adenokarcinému

Marian Babincak!, Rastislav JendZelovsky’, Peter Fedorocko’

"Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach, Prirodovedecka fakulta, Ustav biologickych a
ekologickych vied, Srobéarova 2, 041 54 KoSice, Slovensko

Skyrin (SKR) je prirodna biomolekula s bisantrachinbnovou Strukturou, ktora
bola prvykrat izolovana Howardom a Raistrickom z huby Penicilium islandicum v roku
1954 [1]. Prirodzene sa vyskytuje vo velkom mnozstve r6znych hub, liSajnikov a rastlin
[1-3]. SKR je potencialnym prekurzorom v biosyntéze hypericinu [4]. Odborna
literatura obsahuje iba malo zmienok o jeho biologickom ucinku. Cytotoxicita SKR a
molekul z rodiny skyrinov bola testovana na viacerych ludskych aj zvieracich
bunkovych liniach rézneho histologického pévodu [5-8], av8ak dostupna literatura
obsahuje iba malo zmienok o jeho biologickom ucinku. Podla dostupnej literatury
posobi ako receptor-selektivny antagonista glukagénového receptora [9,10]. Presny
mechanizmus ucinku SKR vsak dosial nie je znamy.

V naSich experimentoch boli pouZité bunkové linie ludského kolorektalneho
adenokarcindmu HCT116 a HT-29. Pri vSetkych experimentoch prebiehali paralelné
kultivacie v hypoxickych a normoxickych podmienkach v komorach s regulovatelnou
atmosférou. V experimentoch boli pouzité koncentracie SKR od 0,1 uM do 20 uM,
pripravené rozpustenim v DMSO na zasobny roztok s koncentraciou SKR 5 mM.
Finalna koncentracia DMSO bola vo vSetkych vzorkach nizsia ako 0,5 %. Vykonané
boli testy metabolickej aktivity buniek (MTT assay) po 24 a 48 hodinach, stanovenie
celularity, viability, mnozZstva apoptotickych a miftvych buniek, ich granularity,
priemernej velkosti buniek, fazy bunkového cyklu a klonogénnej schopnosti tychto
buniek.

Nami ziskané vysledky zo zakladnych cytometrickych testov potvrdzuju, Zze SKR
ma signifikantne negativny uc€inok na metabolicku aktivitu buniek v normoxickych, aj
v hypoxickych podmienkach. Okrem toho signifikantne znizuje viabilitu buniek so
suCasnym narastom apoptotickych buniek, ako aj mnozstvo buniek v G1 faze
bunkového cyklu vzhladom ku prisluchajucej kontrole. Taktiez dochadza vplyvom SKR
aj k znizeniu granularity buniek (v hypoxickych podmienkach) voci prislusnej kontrole.
Tieto vysledky vSak nie je pre nedostatok relevantnych zdrojov mozno porovnat, avSak
na zaklade nasich vysledkov mézeme konstatovat, Ze SKR vykazuje potencialne
cytostaticky efekt na nadorové bunkové linie kolorektalneho adenokarcindmu HCT116
a HT-29.

Literatura:

[1] Howard, B.H.; Raistrick, H. Studies in the biochemistry of micro-organisms. 91. The
colouring matters of Penicillium islandicum Sopp. Part 3. Skyrin and flavoskyrin. Biochem.
J. 1954, 56, 56—65.

[2] Nicolaou, K.C.; Papageorgiou, C.D.; Piper, J.L.; Chadha, R.K. The cytoskyrin cascade: A
facile entry into cytoskyrin A, deoxyrubroskyrin, rugulin, skyrin, and flavoskyrin model
systems. Angew. Chemie - Int. Ed. 2005, 44, 5846-5851.

[3] Brase, S.; Glaser, F.; Kramer, C.S.; Lindner, S.; Linsenmeier, A.M.; Masters, K.-S.; Meister,
A.C.; Ruff, B.M.; Zhong, S. Skyrins. In; 2013; pp. 139-151 ISBN 9783709113110.

[4] Jahn, L.; Schafhauser, T.; Wibberg, D.; Rickert, C.; Winkler, A.; Kulik, A.; Weber, T.; Flor,
L.; van Pée, K.H.; Kalinowski, J.; et al. Linking secondary metabolites to biosynthesis genes
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Kvercetin-chinénovy derivat: uzitoény nastroj pri potla€ani zapalu
mikroglii a markerov senescencie poc€as starnutia
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Starnutie je sprevadzané chronickym oxidaénym stresom, ktory je zapri€ineny
stratou schopnosti buniek udrziavat redukéne-oxidacnu homeostazu, ako aj
proteostazu. Najviac nachylné na oxidacno-zapalové posSkodenie su nervovy a
imunitny systém, ktorych poskodenie vedie k rozvoju mnohych neurodegenerativnych
patologii [1].

Mikroglie, imunitné bunky centralneho nervového systému, sa za fyziologickych
podmienok zuc€asthuju na udrziavani homeostazy svojho prostredia. V zavislosti od
intenzity, typu a diZky trvania aktivaéného signalu méZu prezentovat rozdielne
fenotypové prejavy. V pripade, Ze dbjde k silnej a akutnej stimulacii receptorov
rozpoznavajucich molekulové vzorce (napr. TLR), mikroglie prezentuju pro-zapalovy
fenotyp, ktorého hlavnou ulohou je odstranenie patogénu prostrednictvom produkcie
pro-zapalovych cytokinov. Naopak pri miernej a kratkej stimulacii napriklad IL-4
dochadza k navodeniu prospesného proti-zapalového fenotypu. AvSak pocas starnutia
dochadza k chronickej aktivacii mikrogliovych buniek v podmienkach oxidacného
stresu, a taktiez v pritomnosti proteinovych agregatov v zostarnutom mozgu, akym je
napriklad amyloid B. Takto aktivované mikroglie produkuju dalSie pro-zapalove
mediatory, ¢im samé prispievaju k Sireniu zapalu [2].

NavysSe dlhotrvajuce naruSenie redukéno-oxidacnych systémov a proteostazy
ma dalekosiahly u€inok na funkcionalitu buniek. Postupnou akumulaciou oxidacne
poskodenych bunkovych Struktur a rozvratom katabolickych dejov dochadza k rozvoju
senescencie. Senescentné bunky su charakterizované stratou proliferacie,
neresponzivitou na mitogénnu signalizaciu, poruchami v mitochondridlnej fuzii a
rozpade a zmenami v lyzozomoch v doésledku akumulacie nedegradovatelného
lipofuscinu. Narusenie funkénosti mitochondrii a lyzozémov vedie k disrupcii procesu
autofagie. Pochopenie funkcie a ulohy senescentnych buniek je ziaduce a nevyhnutné
pre spravne pochopenie procesu starnutia [3].

Terapeuticke principy sa preto zamerali na hfadanie takych latok, ktoré dokazu
indukovat nukleofilny stav v bunke aktivaciou obrannych mechanizmov a tak potlacat
poskodenie bunky dlhotrvajucim oxidacnym stresom. Medzi takéto latky radime
prirodné elektrofily ako su polyfenoly a chindny [4]. V naSej Studii sme sa zamerali na
derivat prirodného kvercetinu a syntetického 1,4-naftochinénu, 4-O-(2-chloro-1,4-
naftochinon-3-yloxy) kvercetinu (CHNQ). Testovany derivat, vo vac¢sej miere ako
prekurzory, znizoval hladiny pro-zapalovych mediatorov TNFa, COX-2 a iNOS, a to
prostrednictvom potlaenia Nf-kB signalizacie v LPS stimulovanych mikrogliovych BV-
2 bunkach. Taktiez stimuloval indukciu prospesného proti-zapalového fenotypu, ktory
je pravdepodobne regulovany aktivaciou a stabilizaciou Nrf2 signalizaénej drahy.
Kvercetin, ako aj testovany derivat, preukazali taktiez neuroprotektivne vlastnosti.
Dlhodobou kultivaciou in vitro sme boli schopni navodit' replikaCne senescentny stav
v ludskych fibroblastoch. Testovany derivat prekonal markery senescencie
v lyzozdmoch, ako aktivitu senescentnej [-galaktozidazy a autofluorescenciu
lipofuscinu. Okrem toho CHNQ preukazal pozitivny vplyv aj na mitochondrialny
membranovy potencial a potlaCenie produkcie intracelularnych reaktivnych oxidantov
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bez ovplyvnenia dizky Zivota senescentnych buniek. Po ovplyvneni CHNQ doslo
taktiez k obnoveniu konverzie autofagického LC-3 proteinu, ¢o spolu s vylepSenou
mitochondrialnou a lyzozomalnou kondiciou mdze podporovat proces autofagie
v zostarnutych bunkach. Vzhladom na vSetky spomenuté fakty, CHNQ predstavuje
slubnu zlu€eninu s proti-starnucimi u€inkami.
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Nadexpresia Grp78 v P-gp pozitivhych leukemickych bunkach
L1210 znizuje ich citlivost’ voci stresu ER indukovaného
tunikamycinom.
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Leukemické bunky sa v priebehu terapie stavaju rezistentné voci Sirokej Skale
cytostatik s rdéznou Strukturou a mechanizmom pdsobenie. Jednym z
najStudovanejSich mechanizmov rezistencie je expresia P-glykoproteinu (P-gp), ¢lena
rodiny ABC transportérov. Expresia P-gp je sprevadzana rezistenciou na latky, ktoré
nie su substratom P-gp a zmenami v metabolickych a regulacnych drahach (1).
V naSich predchadzajucich pracach sme zistili, ze P-gp pozitivne sublinie mySich
leukemickych buniek L1210 (R a T) su rezistentné na latky vyvolavajuce stres
endoplazmatického retikula (ER) tapsigargin a tunikamycin na rozdiel od P-gp
negativnych parentalnych buniek (S) (2). Ciefom tejto prace bolo, aspon Ciastone
objasnit mechanizmus rezistencie P-gp pozitivnych buniek na inhibitor N-glykozylacie
tunikamycin. Zistili sme, Zze tunikamycin v koncentracii 0,1 uM (netoxicka koncentracia
pre vsetky testované sublinie buniek), indukuje narast poctu buniek v G1 faze
bunkového cyklu u S buniek. V P-gp pozitivnych R a T bunkach sme tento efekt
tunikamycinu nepozorovali. V' S bunkach indukuje tunikamycin zvySenu expresiu
CHOP a sXBP1 (markerov stresu ER) v porovnani s R a T bunkami. Rezistentné bunky
maju zvySenu expresiu stresovych Saperonov Grp78 a Grp94 v porovnani so
senzitivnymi bunkami. Nadexpresia Saperonu Grp78 v senzitivhych bunkach znizila
expresiu stresového markru CHOP indukovanu tunikamycinom a aj citlivost' S buniek
na stres ER.
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Meranie mitochondrialneho membranového potencialu s JC-1
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Sledovanie mitochondrialneho membranového potencialu (AY, MMP)
v intaktnych bunkach poskytuje informacie nevyhnutné pre posudzovanie ich fyzio-
patologického stavu [1]. Pokles MMP sa Casto objavuje poc€as indukcie bunkovej smrti
neoplastickych buniek vyvolanej lieCivom [2]. JC-1 (katidbnova fluorescen¢na sonda) sa
v bunkach preferencne lokalizuje v mitochondriach a povaZuje sa za spofahlivu
flourescenénu sondu pre posudzovanie zmien v MMP [3]. Pre tuto farbicku su typické
dve fluorescencie (obe excitované pri 488 nm), ato: Cervena fluorescencia J-
agregatov (emisné maximum pri 590 nm) pri vy§Som MMP a zelena fluorescencia J-
monomeérov (emisné maximum ~ 529 nm) v mitochondriach so znizenym MMP [4].
Pomer Cervenej/zelenej fluorescencie nezavisi na tvare mitochondrii, hustoty, Ci
velkosti, ale je zavisly iba od membranového potencialu. Pomocou konfokalnej
mikroskopie tak méZeme sledovat), Ci v tej istej bunke maju mitochondrie rovhaky MMP
[4]. JC-1 mb&zeme vyuzivat aj v prietokovej cytometrii pri Studiu MMP Zivych buniek [5].

Neoplastické bunky su schopné vyvinut si fenotyp viacliekovej rezistencie
(multidrug resistance, MDR), €¢o znamena, ze bunky vykazuju vyraznu odolnost’ vo i
Sirokej skupine toxickych latok s rozlicnymi Strukturami a r6znymi mechanizmami
indukcie bunkovej smrti [6]. Hlavny mechanizmus rozvoja MDR je spajany s efluxnou
aktivitou transportérov plazmatickej memrany, ktoré naj¢astejSie patria do rodiny ABC
transportérov [7, 8]. ABCC1-ABCC3 (taktiez zname ako proteiny asociované
s viacliekovou rezistenciou), ABCG2 (znamy ako protein rezistencie prsnikovych
nadorov) a predovSetkym ABCB1 znamy ako P-glykoprotein (P-gp) alebo MDR1
protein su najCastejSie popisané molekularne pri¢iny vzniku MDR v neoplastickych
bunkach [9]. O tychto transportéroch je zname, Ze su zodpovedné za vyrazné zniZenie
citlivosti buniek voci velkej skupine Strukturne odliSnych cytotoxickych lie€iv [10].
Mnohé vnutrobunkové fluorescenéné indikatory su substratmi tychto transportérov
[11]. Ztohto dbévodu mbzu tieto transportéry predstavovat prekazku pri
bezproblémovom pouziti fluorescenénych farbiv pri analyze a charakterizacii MDR
neoplastickych buniek prietokovou cytometriou alebo konfokalnou mikroskopiu [5].
Okrem inych, aj JC-1 je substratom P-gp a mbze sa pouzivat pri citlivom merani
efluxnej aktivity P-gp vintaktnych bunkach [12, 13]. Bunkovy eflux JC-1
zabezpefovany P-gp méze do znacnej miery znizit vnutrobunkovy obsah farbiva, ¢o
ma za nasledok, Ze jeho mnozstvo v mitochondriach nie je postacujuce a nedochadza
ku vzniku Cervenej fluorescencie J-agregatov v tychto organelach [14]. To sa mbze
mylne povazovat' za stratu MMP v P-gp pozitivnhych bunkach. Z tohto dévodu je v P-
gp pozitivnych bunkach nutné inhibovat jeho efluxnu aktivitu vhodnym inhibitorom, aby
bolo zabezpelené dostatocné plnenie sa buniek JC-1, ktoré je nevyhnutné pre
spravne meranie MMP. V naSej praci sme sa zamerali na rozdielne uc€inky znamych
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inhibitorov P-gp (verapamil VER, cyklosporin A CSA a tariquidar TQR) na farbenie
a fluorescenciu JC-1 P-gp pozitivnych a P-gp negativnych buniek. Pouzili sme tieto
varianty mySej leukemickej linie L1210: P-gp negativne parentalne bunky (S), P-gp
pozitivne R bunky, ktoré boli ziskané selekciou S buniek v médiu s postupne sa
zvySujucou koncentraciou vinkristinu [15] a P-gp pozitivne T bunky, ktoré boli
pripravené transfekciou S buniek génom kdédujucim fudsky P-gp [16].

V sulade s vySSie uvedenym sme v P-gp pozitivnych bunkach nepozorovali
Cervenu fluorescenciu JC-1, ktora bola pritomna v P-gp negativnych bunkach. Zistili
sme, ze verapamil a cyklosporin A neboli schopné u P-gp pozitivnych R a T bunkach
zabezpecit' plnenie s JC-1 na urovni, aku sme pozorovali pri S bunkach. Naopak,
nekompetitivny vysokoafinitny inhibitor P-gp tariquidar plne obnovil akumulaciu JC-1
a boli sme schopni detegovat' typicku Cervenu fluorescenciu J-agregatov. Meranim
fluorescencie JC-1 v pritomnosti tariquidaru sme zistili, Ze P-gp pozitivhe R a T bunky
maju velmi podobnu uroverit MMP [17]. Mozno teda uzavriet, Ze tariquidar je vhodny
ako inhibitor P-gp pre charakterizaciu MMP v bunkach s exprimovanym P-gp.
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Prirodné izotiokyanaty indukuja bunkovu smrt’ spojenu so
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Glukozinolaty ako sekundarne metabolity pozostavajuce z tioglykozidovych
skupin sa vyskytuju v réznych typoch rastlin z Celade kapustovité. V désledku ich
enzymového Stiepenia katalyzovaného myrozinazou sa uvolfuju izotiokyanaty, ktoré
su z dévodu mnohych biologickych aktivit rozsiahle Studované. Sucasné Studie sa
zameriavaju hlavne na ich antioxida¢né a antikarcinogénne ucinky. V neoplastickych
bunkach preukazali vplyv na modulaciu klu€ovych signalnych drah a génov
zapojenych do indukcie apoptdzy, aktivaciu detoxifikaCnych enzymov, potla¢anie
bunkovej proliferacie, regulaciu génov bunkového cyklu, inhibiciu metastazovania,
redukciu poSkodenia DNA a potlaCanie angiogenézy. V naSich experimentoch sme
Studovali vplyv dvoch prirodnych izotiokyanatov - alyl izotiokyanatu (AITC) a
sulforafanu (SFN) na mySiu leukemicku bunkovu liniu (L1210/S) bez expresie P-
glykoproteinu (P-gp) a od nej odvodené P-gp pozitivhe bunkové linie (L1210/R a
L1210/T). Antiproliferativny ucinok prislusnych izotiokyanatov sme potvrdili meranim
poCtu buniek pomocou CASY Model TT Cell Counter (Roche Applied Sciences,
Indianapolis, IN, USA). V pripade SFN sa ukazalo, Ze uz pri nizSich koncentraciach
mal vacsi inhibicny vplyv na S bunky v porovnani s AITC. Zaujimavym zistenim
v pripade AITC je, Ze rezistentné bunkové varianty R a T po 48 hodinach vykazovali
vy$Siu citlivost’ na tento izotiokyanat v porovnani s S bunkami. Na rozdiel od toho, pri
nizsich koncentraciach SFN a Ciasto¢ne aj AITC sme sledovali spo€iatku signifikantny
narast metabolickej aktivity v P-gp pozitivnych bunkovych variantoch pri merani
pomocou MTS testu. VySSie koncentracie (15-30 pmol/l) spominanych latok uz posobili
inhibicne aj na tieto bunkové varianty. Sledovanim bunkového cyklu po ovplyvneni
buniek so zvySujucou sa koncentraciou SFN sme pozorovali mierny narast poctu
buniek v GO/G1 faze, a to v rezistentnych bunkovych variantoch. Na rozdiel od toho
AITC indukoval skér narast poétu buniek v G2/M faze. Dalej sme sledovali spésob
bunkovej smrti pomocou dvojitého farbenia s FITC-Anexin V a propidium jodidom.
Tieto vysledky ukazali narast poCtu buniek znaCenych Anexinom V a suc€asne aj
propidium jodidom, nepozorovali sme navySenie poctu buniek v skorej faze apoptozy
(zna€ené Anexinom V). Jedna sa teda o bunkovu smrt bez vyraznych charakteristik
Cistej apoptozy alebo nekrdozy. Senzitivne bunky obsahuju nizSie mnozstvo
antiapoptotického proteinu Bcl-2 ako rezistentné varianty. Proapoptoticky protein Bax
sa v oboch typoch buniek nachadza priblizne v rovhnakom mnozstve. Ani SFN, ani AITC
nespdsoboval vyrazné zmeny v koncentracii tychto proteinov. Oba izotiokyanaty vSak
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znizovali hladinu markerov kanonickej drahy NF- kB a naopak, zvySovali hladinu
markerov nekanonickej varianty tejto drahy. U S buniek a v mensom rozsahu aju R a
T buniek sme zaznamenali aktivované formy LC3B proteinu po aplikacii SFN, ¢o
naznacuje indukciu mechanizmov autofagie. Z nasich vysledkov ziskanych analyzou
spdsobu bunkovej smrti mozno uzavriet, ze pésobenim tychto latok dochadza k
bunkovej smrti, pravdepodobne bez vyrazného prispevku vnutornej mitochondrialne;j
drahy apoptozy. NaSe priebezné vysledky naznacuju, ze vplyvom tychto latok
pravdepodobne dochadza k autofagii.

Pod'akovanie
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Vplyv u€inku hyperforinu a fotodynamickej terapie s hypericinom
na expresiu vybranych angiogénnych faktorov v kolorektalnych
mikronadoroch kreovanych s vyuzitim chorioalantoickej membrany
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Koncept antiangiogénnej terapie rozvinul Judah Folkman eSte v roku 1971.
Mechanizmus nadorovej angiogenézy je povazovany za jeden z charakteristickych
znakov nadorového ochorenia [1-3]. Hlavné uplatnenie antiangiogénnej terapie je
v oblasti lie€Cby malych nadorov (priemer 2-3 mm), s vysokym angiogénnym
potencialom. Z tohto hfadiska su hlavhym cielom terapie nadory mozgu a karcindmy
[4]. Studium protinddorového uginku sekundarnych metabolitov  [ubovnika
bodkovaného vo vztahu ku kolorektalnemu karcindmu (CRC) patri medzi ustredné
témy nasej pracovnej skupiny. To bol zaroven jeden z hlavnych dévodov, pre€o sme
v nasich analyzach pracovali s troma nadorovymi bunkovymi liniami odvodenymi od
CRC. Angiogenéza predstavuje komplexny proces a z tohto hladiska je pri jeho Studiu
nutné pracovat s vhodnymi experimentalnymi modelmi, s ¢o najvy$Sou mierou
relevancie. Pre experimentalne ucCely sme preto okrem konvenéne vyuzivaného 2D
bunkového modelu vyuzZili aj 3D bunkovy model a experimentalne pripravené
mikronadory s vyuzitim chorioalantoickej membrany (CAM) aviarneho embrya
prepelice japonske;.

O aktualnosti analyz u€inku fotodynamickej terapie s hypericinom (HY-PDT) a
hyperforinu (HP) na angiogénny mechanizmus v CRC svedci aj skutoCnost, Ze vo
vztahu k HY-PDT boli doposial realizované analyzy uskutoCnené iba s vyuzitim
bunkovych linii odvodenych od karcindmu mocového mechura [5,6] a karcinbmu
nosohltana [7-9]. Vysledky analyz vo vztahu k uvedenym typom nadoroveho
ochorenia poukazuju na mozny proangiogenny efekt HY-PDT uZz v skorych fazach po
terapeutickom zasahu [6,7].

Vo vztahu k HP boli analyzy uskuto€nené s vyuzitim nadorovych bunkovych
linii B-lymfocytickej leukémie [10] a nadorovych bunkovych linii meduloblastomu a
glioblastomu [11]. Z doposial ziskanych vysledkov nemozno konstatovat pro a ani
antiangiogénny ucinok HP, kedZe vysledky analyz poukazuju na bunkovo Specificky
efekt.

Na zaklade uvedenych skutoCnosti sme povazovali realizaciu analyz
zameranych na Studium ucinku HY-PDT a HP na angiogenézu v CRC za potrebnu.
Nasim ciefom bolo preto vyhodnotit uc€inok HY-PDT a HP s vyuzitim relevantnych
experimentalnych modelov. Dokazali sme, Ze vSetky vybrané nadorové bunkové linie
disponuju potencialom kreovat 3D bunkové modely ako aj experimentalne
mikronadory Strukturalne prepojené s tkanivom CAM. Pozorovali sme, Ze cytotoxicky
efekt oboch zvolenych terapeutickych postupov je vo vyznamnej miere zavisly od
Strukturalnych charakteristik experimentalneho modelu. Metédou fluorescencnej
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mikroskopie sme dokazali penetraciu hypericinu do nadorovej masy, pricom vysledky
molekularnych analyz poukazali na vhodnost vyuZzitia experimentalneho modelu
mikronadorov pre potreby vyskumu angiogenézy v CRC. Celkovo teda mozZno
konStatovat, Ze ucinok oboch terapeutickych postupov je bunkovo Specificky a
"modelovo” zavisly. Z hfadiska zmien spésobenych u€inkom HY-PDT bola zvySena
expresia pozorovana na urovni mRNA. Naopak, v pripade analyz ucinku HP boli
alteracie expresie detegované aj na proteinovej urovni. Tieto zistenia mdézu zaroven
v ovplyvnenych skupinach vzoriek naznacovat' na indukciu angiogénneho spinaca,
ktoru mozno asociovat aj s potencialnou znovu obnovou nadorového rastu.
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Rozdiely v ubikvitinacii medzi senzitivhymi a rezistentnymi bunkami
linie L1210
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Pocas chemoterapie sa u leukemickych buniek méze vyvinut rezistencia na
Siroku Skalu cytotoxickych latok, ktoré moézu mat rozliénu Strukturu alebo
mechanizmus ucinku. Tento stav sa tiezZ zvykne oznaCovat' ako viacliekova rezistencia
(Kaye, 1988) a je Casto sprostredkovana transportnymi proteinmi rodiny ABC
(Kathawala a kol., 2015). Jednym z najviac prestudovanych &lenov tejto proteinovej
rodiny je P-glykoprotein (P-gp), ktorého expresia sa zda byt sekundarne spojena so
zmenami niektorych metabolickych a regulacnych drah (Breier a kol., 2013). Pre
funkciu proteinov je kluCové ich spravne zlozenie. V tychto procesoch zohravaju
délezitu ulohu molekularne Saperony, ktoré interaguju s polypeptidovymi retazcami a
napomahaju k ich zlozeniu. Vacsina molekularnych Saperonov je lokalizovana hlavne
v endoplazmatickom retikule (ER), ako napr. GRP78, GRP94, kalnexin a kalretikulin
(Schonthal, 2012). Pritomnost' réznych cytotoxickych latok (latky vyvolavajuce stres
ER, inhibitory proteazému), méze v bunke vyvolat akumulaciu nespravne zloZzenych
proteinov, ¢o spusta obrannu reakciu bunky ,odpoved na nezlozené proteiny“ — UPR
(Avril a kol., 2017). Vtedy dochadza k zvySenej expresii molekularnych Saperonov,
ktoré napomahaju skladaniu nespravne zloZenych proteinov (Mann a Hendershot,
2006). Ak neddjde k ich znovuzlozeniu, nespravne zloZené proteiny su transportované
do cytosolu, kde su ubikvitinované a degradované pomocou proteazému (ER-
asociovana degradacia proteinov, ERAD) (Hetz a kol., 2015). Proces ubikvitinacie
vSak nemusi byt nevyhnutne spojeny len s degradaciou proteinov (K48-ubikvitinacia).
V suc€asnej dobe sa v literature objavuju informacie o tzv. ,neproteolytickej ubikvitinacii*
(Bhoj a Chen, 2009), ktora méze stimulovat endocytozu, opravu DNA alebo dokonca
transport proteinov (K63-ubikvitinacia) (Wang a kol., 2012). Hlavnym cielom naSich
experimentov bolo charakterizovat u€inok bortezomibu (inhibitor proteazému) na K48
a K63 ubikvitinaciu proteinov a na expresiu vybranych molekularnych Saperénov v P-
gp pozitivnych (R, T) a P-gp negativnych (S) variantoch buniek L1210. Zistili sme, Ze
P-gp pozitivne (R a T) bunky boli menej citlivé na bortezomib. Dalej sme na proteinovej
urovni detegovali zvySenu expresiu molekularneho Saperénu Hsp90a v R a T bunkach,
bud v nepritomnosti alebo v pritomnosti bortezomibu v porovnani s S bunkami. Okrem
toho bortezomib po 24 hodinach indukoval rozdiely v mnozstve K48
polyubikvitinovanych proteinov medzi P-gp negativhymi a P-gp pozitivnymi bunkami,
u ktorych sme pozorovali pokles v ubikvitinacii po 24 hodinach. K63 ubikvitinacia sa
vyrazne nemenila ani v jednej z testovanych sublinii L1210 buniek. V R a T bunkach,
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na rozdiel od S buniek, dochadza po 24 hodinovej inkubacii s bortezomibom
pravdepodobne k obnove funkcie proteazému.

Pod’'akovanie: Tento prispevok vznikol vdaka podpore vedeckého grantu APVV- 15-0641.
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VSetky cesty vedu ku stresu: vzajomna suhra tapsigarginu,
tunikamycinu a imipraminu v procese indukcie stresu
endoplazmatického retikula
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Uvod: Stres endoplazmatického retikula (ERS) je jednou z pri¢in rozvoja
neurodegenerativnych, kardiovaskularnych a metabolickych ochoreni. K vzniku ERS
v bunke dochadza, ked sa v lumene ER hromadia nezloZené respektive nespravne
zlozené proteiny. PriCinami, ktoré k tomuto stavu vedu su napriklad hypoxia,
nedostatok glukdzy alebo uc€inok chemickych latok. K tymto patri tapsigargin (TG),
ktory inhibuje Ca2+-ATPazu, pumpujucu Ca2+ do ER. Ca2+ v ER je dblezité aj pri
spravhom zbalfovani proteinov. ERS wvyvolava aj tunikamycin (TM) blokujuci
glykozylaciu polypeptidov. Bunka na ERS odpoveda spustenim odpovede
nezbalenych proteinov (unfolded protein response, UPR), €im sa snazi obnovit
normalnu bunkovu homeostazu. UPR pozostava z troch drah. Na zaciatku jednej z
nich stoji IRE1a (inositol requiring enzyme 1a) — kinaza s RNazovou doménou. Jej
aktivitou dochadza k vystiepeniu niekolkych nukleotidov z mRNA pre XPB1 (X-box
protein 1). Transkripciou takto upravenej mRNA vznika funkcny transkripcny faktor,
ktory potencuje expresiu génov pre Saperdny a zlozky ER-asociovanej degradacie
proteinov (endoplasmic reticulum-associated degradation, ERAD). ERAD je jednym z
mechanizmov, ktoré bunke pomahaju adaptovat’ sa na ERS. Ddlezitou su€astou tejto
drahy je E3 ubikvitin ligaza — Hrd1, zuc€astriujuca sa polyubikvitinacie polypeptidov.
Takto oznaCené su potom polypeptidové retazce degradované cytoplazmatickym
proteazémom. Imipramin (IMI), ktory je vyuZivany ako terapeutikum pre lieCbu
depresie, je schopny v réznych experimentalnych modeloch spustat’ autofagiu alebo
apoptozu.

Ciel: Cielom prace bolo sledovanie ucinkov imipraminu na ERS vyvolany
vplyvom tapsigarginu alebo tunikamycinu v neuroblastémovej bunkovej linii SH-SY5Y.

Metody: Zmeny v prezivani buniek vplyvom pouzitych latok (800 nM TG, 2 uM
TM, 150/250 uM IMI) boli kvantifikované pouzitim kolorimetrického MTT testu. Na
sledovanie zmien v génovej expresii bola pouzita reverzna transkriptazova PCR s
naslednou gélovou elektroforézou a western blot analyza.

Vysledky: Po ovplyvneni buniek IMI v kombinacii s TG/TM dochadza k
vyraznému poklesu prezivania v porovnani s ovplyviiovanim buniek IMIl, TG alebo TM
samostatne. Analyza pomeru mnozstva zostrihnutej a nezostrihnutej MRNA
transkripéného faktoru XBP1 ukazuje, Ze po 6h pdsobenia TG alebo TM dochadza k
odpovedi na ERS spustenim drahy IRE1a v ovplyvnenych bunkach. Aktivita tejto drahy
UPR je este zosilnena po ovplyvneni buniek IMI v kombinacii s TG/TM. Po pdsobeni
TG/TM bola tiez pozorovana zvySena IRE1a-zavisla expresia génu pre Hrd1.
V bunkach ovplyvnenych TG/TM spolu s IMI je toto zvySenie mnozstva Hrd1
potlacené.

Zaver: Imipramin zosilfuje tapsigarginom a tunikamycinom vyvolany stres ER.
Uginkom IMI dochadza k zvySenej aktivite IRE1a drahy spustanej TG/TM. Napriek
tomu sa pésobenim IMI znizuje IRE1a-zavisla expresia génu pre Hrd1. Tento efekt
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md&Zze mat vyznamnu ulohu na znizené prezivanie buniek vplyvom pdsobenia IMI spolu
s TG alebo TM.

Pod’akovanie: Projekt bol podporeny grantom VEGA 1/0277/18.
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Antimikrébny potencial syntetickych derivatov alkaloidov
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Alkaloidy predstavuju Strukturne réznorodu skupinu sekundarnych metabolitov
so Sirokou Skalou biologickych uc€inkov. Rastlinné alkaloidy inhibuju glykozidazy a
zasahuju do metabolizmu trehaldzy. Zaroven maju schopnost zhasat singletovy kyslik,
¢im poskytuju rastlindm ochranu vocCi vedlajSim toxickym produktom fotosyntézy.
Napriek Strukturnej réznorodosti alkaloidy obsahuju atdm dusika s vofnym
elektronovym parom, vdaka ¢omu mézu, lahko tvorit vodikové vazby s proteinmi,
enzymami a receptormi. Tato vlastnost spolu s pritomnostou vedlajSich funkénych
skupin (fenolické, hydroxylové atp.) vysvetluje ich vynimo¢nu biologicku aktivitu.

Ciefom naSej prace bolo stanovit antimikrobidlny udcinok synteticky
pripravenych derivatov indolizidinov a chinolizidinov. V prirode sa indolizidiny a
chinolizidiny vyskytuju ako bioaktivhe metabolity rastlin z ¢elade Leguminosace.
Benzotienoindolizidiny syntetizované podla predlohovej molekuly tyloforin mali
najvyssiu inhibi¢nu aktivitu na Staphylococcus aureus a Mycobacterium smegmatis
(MIC = 25 pyg.ml"), no neinhibovali rast G- baktérii a nemali vyznamny uéinok na
kvasinky a vlaknité huby. Derivaty tienochinolizidinov a benzochinolizidinov vychadzali
z predlohovej Struktury rastlinného alkaloidu kryptopleurinu resp.
hydroxykryptopleurinu. NaijcitlivejSou z modelovych baktérii na tienochinolizidiny a
benzochinolizidiny bola baktéria Staphylococcus epidermidis (MIC = 12 ug.ml) resp.
S. aureus (MIC = 5 uyg.ml"). Derivaty disponovali aj antifungalnou aktivitou inhibicia
rastu sa zaznamenala pri C. parapsilosis (MIC80 = 22 ug.ml).

Uginné derivaty giastoéne inhibovali tvorbu bakterialneho (S. epidermidis) aj
kvasinkového (C. parapsilosis) biofimu v podmienkach in vitro. Vo vztahu
antimikrobialnej aktivite je rozhodujuca nasytenost zakladnej Struktury, alkalicky
charakter heteroatomu resp. poloha siry v molekule. Délezitym faktorom je zachovanie
elektronovej hustoty v oblasti alkalického heteroatdmu dusika. Tento dusik ma volny
elektronovy par, ktory je délezity z hladiska interakcie s proteinmi.

Pod’akovanie: Tato praca bola podporena vyskumnym projektom VEGA 1/0697/18.
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napojoch a ich profil rezistencie
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Uvod: Trendy v stravovani sa v suéasnosti stale viac zameriavaju na stravu
bohatu na zeleninu a ovocie. Tento zdravy Zivotny Styl zahffia napriklad aj v suCasnosti
velmi obfubené smoothie napoje, ktoré su Siroko dostupné na trhu. Napoje typu
smoothie maju skutoCne vysoku nutricnu hodnotu, avSak nakolko ide o tepelne
nespracovanu potravinu mézu prave v désledku surovosti produktu predstavovat zdroj
réznych mikroorganizmov. Spravna vyrobna prax a hygiena su markery udavajuce
mikrobiologicku zataz napojov pripravovanych v prechadzkach. Potraviny zaroven
predstavuju vektor Sirenia baktérii rezistentnych voci antibiotikam v prostredi. V praci
sme sa preto zamerali na sledovanie koliformnych baktérii rezistentnych voci
antibiotikam vo vzorkach smoothie napojov.

Metodika: Testované vzorky sme odobrali zo Siestich prevadzok v Bratislave a
jednu sme pripravili priamo v laboratoriu. Ihned po transporte do laboratéria sme
vzorky podrobili mikrobiologickej analyze, kde sme kultivatne pomocou Chromocult
Coliform agaru stanovili pocty rezistentnych koliformnych baktérii. Koncentracie
vybranych antibiotik zodpovedali hraniciam rezistencie podfa EUCAST. Rezistentné
izolaty sme identifikovali pomocou hmotnostného spektrometra MALDI-TOF a
nasledne sme urcili profil rezistencie: citlivost sme stanovili makrodiluénou metédou;
nadprodukciu efluxnych pump sme detegovali agar Cartweelovej metddou s etidium
bromidom; pritomnost génov rezistencie sme zistovali pomocou multiplex PCR.

Vysledky: VSetky vzorky napojov typu smoothie ziskané z prevadzok
v Bratislave obsahovali koliformné baktérie rezistentné voci antibiotikam. V Styroch
napojoch v8ak bola zaznamenana len ampicilinova rezistencia, ktora méze byt
prirodzena. Identifikovali sme 106 rezistentnych izolatov, kde prevazovali zastupcovia
rodov Enterobacter (51%) a Klebsiella (28%). V pripade rodu Klebsiella sme zachytili
aj kmen K. pneumoniae, ktory patri medzi naproblematickejSie rezistentné kmene v
nemochic¢nom prostredi a naj¢astejSie spésobuje bronchopneumonie [1]. Pritomnost
tohto druhu baktérie v smoothie napojoch méze predstavovat hrozbu pre zdravie
Cloveka, nakolko pracovnik pripravujuci napoj méze vdychnut bioaerosoly, ktoré
vznikaju pri vyrobe potraviny [2]. Multirezistenciu sme zaznamenali u 16% izolatov.
Nadprodukcia efluxnych pump byva hlavnou pri€inou viacnasobnej rezistencie
a v naSom pripade bola detegovana u 19% rezistentnych izolatov. B-laktamové
antibiotika su najCastejSie pouzivané antibakteridlne cinidla na lieCbu infek&nych
ochoreni u ludi. Rezistencia voCi tymto zluCeninam je najCastejSie spojena s
produkciou B-laktamaz [3]. U izolatov zo smoothie prevaZovali gény rezistencie
blaOXA, v menSej prevalencii blaSHV a blaTEM.

Zaver: Baktérie rezistentné vo i antibiotikdm predstavuju globalnu hrozbu pre
zdravie Cloveka. Potravinovy retazec mdézeme povazovat za vehikulum baktérii s
tymto privlastkom. ZvySeny dopyt po ,zdravSich® a ¢o najmenej opracovanych
potravinach, zvysil spotrebu smoothie napojov. Vzhladom nato, Ze tento typ potraviny
je pripravovany zo surovych ingrediencii je mikrobiota produktu velmi bohata a méze
obsahovat’ aj patogénne a Casto rezistentné baktérie. V nasej praci sme potvrdili
pritomnost’ rezistentnych mikroorganizmov a preto je potrebné zlepSit povedomie
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verejnosti 0 moznych rizikach vyplyvajucich z konzumacie napojov typu smoothie a o
nutnosti dodrziavania hygienickych navykov v kazdom kroku pripravy.
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Revealing dynamic structural elements driving Renilla luciferase
evolvability
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Recently, we have resurrected a bifunctional ancestral enzyme [1] that putatively
existed prior to the functional diversification into structurally related modern-day
haloalkane dehalogenases (EC 3.8.1.5) [2] and coelenterazine-converting Renilla
luciferase (EC 1.13.12.5) [3]. This ancestor, which exhibited markedly enhanced
thermal stability, was subjected to insertion-deletion mutagenesis to uncover molecular
determinants important for the evolution of luciferase activity. The generated libraries
were screened and the best hits were biochemically, kinetically and structurally
characterized. One hit carrying an insertion and a substitution in the a4 helix of the cap
domain was crystallized and its structure was solved to 2-A-resolution by protein
crystallography. There are two monomers present in the asymmetric unit. Although the
overall structures of both monomers are very similar, they markedly differ in the
positioning of the region of a4 helix where the insertion and substitution occurred.
Moreover, electron density maps for the a4 helix and its flanking loops are not perfectly
resolved, some side chains are poorly visible or not seen at all, which illustrates a
conformational flexibility in this region. Complementary transient kinetics, hydrogen-
deuterium exchange mass spectrometry experiments and molecular dynamics
simulations revealed that an outward movement of a4 helix and subsequent opening
of the main access tunnel is necessary for the physical step of substrate binding and
therefore acting on the ground-state in Renilla-type luciferases catalysis.
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Metabolism and obesity studies in the model organism Drosophila
melanogaster
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Over the last several decades, metabolic complications have become a global
epidemic (1). According to the World Health Organization, the prevalence of obesity
has nearly tripled since 1975. Overweight and obesity shorten lifespan by increasing
the risk of other health problems, such as metabolic syndrome, cardiovascular
diseases and cancer. Identification and characterization of the genetic pathways that
regulate energy metabolism has thus become a major challenge in biomedicine.
Metabolic regulations have been broadly studied in mammals, but invertebrate models
such as roundworm Caenorhabditis elegans and fruit fly Drosophila melanogaster
have also immensely contributed to the understanding of energy balance (1). Thanks
to its short lifespan, easy handling, and unprecedented transgenic tools that are
available exclusively in this system, Drosophila has become the lead invertebrate
model for the studies of obesity and energy balance. Importantly, the key metabolic
pathways that regulate metabolism are highly evolutionarily conserved from
invertebrates to humans. Many findings in Drosophila have hence a direct relevance
for our understanding of human health. Flies are thus broadly used as models for
various metabolic and diet-associated diseases including obesity and insulin
resistance (1). In our lab, we are using Drosophila to study hormonal regulations of
energy metabolism. We are especially interested in hormones that regulate glycaemia
(i.e. stable levels of circulating sugars). In mammals, glycaemia is maintained by the
action of insulin and its antagonist, glucagon. Whereas the insulin pathway is highly
conserved from worms to humans, most invertebrates do not have a homolog of
glucagon. Nevertheless, the evolutionary conservation of insulin advocates for
existence of its antagonist in invertebrates as well. For a long time, Adipokinetic
hormone (AKH) —a peptide studied for decades in numerous insect species— had been
considered to be the insect analog of glucagon (1). This hormone increases glycaemia,
but it had been enigmatic whether AKH hormone fulfills also other functions of
glucagon. To address this question, | have created the first AKH-specific mutants in
Drosophila (2). Analysis of the phenotypes of these mutants has shown that AKH fulfills
only part of the functions of glucagon (2,3). In contrast to the glucagon receptor
deficiency, deficiency for AKH or its receptor leads to obesity, low food intake, and only
subtle changes in metabolic rate (3). Recently, we have discovered that AKH is a
member of a novel, broader signaling pathway involving a hormone called lon transport
peptide (ITP). Our genetic gain- and loss-of-function experiments show that ITP is a
novel hyperglycemic hormone with functions similar to those of glucagon. In addition,
we show that ITP regulates secretion of AKH, but has also AKH-independent roles in
processes governing development, reproduction, and lifespan. Altogether, our work
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describes a novel hormonal axis, and identifies ITP as novel metabolic regulator with
functions closely resembling those of mammalian glucagon (4).
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Metabolomicka analyza vplyvu onkometabolitov na bazalny
metabolizmus Fudskych neuroblastémovych buniek
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Uvod: Narast koncentracie 2-hydroxyglutaratu (2-HG) v sére koreluje s
neurologickym posSkodenim, ako aj s rozvojom niekolkych typov nadorovych ochoreni.
S cielom identifikovat mozny vplyv oboch enantiomérov (L- aj D-) 2-HG na bazalny
metabolizmus ludskych neuroblastémovych buniek: i) sme pomocou kombinacie
vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC) s vysokorozliS8ovacou
hmotnostnou spektrometriou (HRMS) kvantifikovali Specifické vychytavanie oboch
enantiomérov 2-HG z kultivaného média; ii) vyuzitim metddy protdnovej nuklearnej
magnetickej rezonancie (1H-NMR) sme kvalitativne a kvantitativne analyzovali
metabolity v kultivathom meédiu.

Material a metody: Ludské neuroblastomové bunky (SH-SY5Y) boli rozdelené do
troch skupin. Bunky prvej a druhej skupiny boli inkubované bez alebo v pritomnosti L-
2-OHG, alebo D-2-OHG (0,1 mM), po dobu 24 hodin. Nasledne, kultivacné média boli
v oboch pripadoch vymenené za Cerstvé média obohatené o L-2-HG, alebo D-2-HG
(0,1 mM). Tieto média boli po 24 hodinovej inkubacii podrobené metabolomickej
analyze. Bunky tretej skupiny — kontrola, boli inkubované za rovnhakych podmienok, ale
bez pridania 2-HG.

Vysledky: Vysledky naSej metabolickej analyzy poukazuju na to, Ze
neuroblastomy metabolizuju gluk6zu, glutamin a pyruvat vyznamnym sposobom. Tak
isto neuroblastdmy vo vyznamnej miere vychytavali aj leucin, izoleucin, valin a histidin.
Vplyv onkometabolitov spomaluje vychytavanie glukézy oproti kontrole so su¢asnym
spomalenim metabolizmu volnych esencialnych rozvetvenych aminokyselin. Pri
vplyve 2-HG na neuroblastomy je syntéza alaninu zvySena oproti kontrole. HPLC-
HRMS analyza nam ukazala, ze L-2-HG, ale aj D-2-HG su vychytavané z kultivaéného
meédia neuroblastdmovymi bunkami a rychlost’ vychytavania suvisi s L alebo D formou
2-HG.

Zaver. Nami ziskané vysledky su v sulade s hypotézou, Ze glukdza je
v nadorovych bunkach metabolizovana procesom anaerébnej glykolyzy. Pri vplyve L
a D formy 2-HG na neuroblastomové bunky bol metabolizmus glukézy a esencialnych
rozvetvenych aminokyselin zniZzeny oproti kontrole, o mboze korelovat s rozvojom
neurologickych poskodeni alebo s rozvojom nadorovych ochoreni mozgu.

Pod’'akovanie: Tato praca bola podporenda Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na

zaklade Zmluvy €. APVV-18-0088. Tato praca bola podporena Ministerstvom zdravotnictva
SR Zmluvy &. 2018/13-UKMT-9.
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Vplyv nizkoteplotnej plazmy na vitalitu a sekundarny metabolizmus
vlaknitych hub
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Vlaknité huby su producentmi réznych sekundarnych metabolitov, medzi ktoré
patria antibiotika, pigmenty, mykotoxiny a pod. V pripade tvorby pigmentov a antibiotik
predstavuju huby ekonomicky vyznamny zdroj, kedze takato produkcia je u€innejSia a
vyhodnejSia ako chemicka syntéza. Tvorbou mykotoxinov spésobuju ich fungalni
producenti po kontaminacii réznych pofnohospodarskych komodit obrovské
ekonomickeé straty. V poslednych rokoch sa venuje velka pozornost' nizkoteplotnej
plazme, ktora je vhodnym nastrojom nielen na dekontaminaciu vliaknitych hub/baktérii
na povrchu réznych matric, ale aj nastrojom, ktory dokaze degradovat mykotoxiny.

V tejto praci sme sa zamerali na sledovanie ucinku nizkoteplotnej plazmy
generovanej difuznym koplanarnym povrchovym bariérovym vybojom, generovanym
vo vzduchu za atmosférického tlaku, na vlaknité huby rodov Aspergillus a Trichoderma
a ich sekundarny metabolizmus. Sledovali sme najma vplyv réznych davok
nizkoteplotnej plazmy na vitalitu, kde sa nam potvrdil rychly devitalizacny ucinok
plazmy na konidie vybranych vilaknitych hub. Pomocou elektrénovej mikroskopie sme
pozorovali zmeny povrchu konidii po aplikacii plazmy. Hoci bol pozorovany ucinok
plazmy vyrazny, bunky disponuju obrannymi mechanizmami, ktoré su zapajané
v pripade aplikacie subletalnych davok plazmy. U hdb rodu Aspergillus sme
zaznamenali signifikantne vyS$Sie mnozstvo mykotoxinov produkovanych do média
bunkami oSetrenymi plazmou v prvé dni kultivacie. Avsak v konecnom désledku bolo
celkové mnoZstvo stanovenych mykotoxinov rovnaké, pripadne niZSie v porovnani s
neoSetrenymi vzorkami.

Pod’'akovanie: Tato praca bola podporena grantami APVV-16-0216, APVV-16-0439 a
Programom na podporu mladych vyskumnikov STU.
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Stadium lokalizacie biosyntézy mykobakterialneho galaktanu
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Tuberkuléza (TB), spbsobena patogénom Mycobacterium tuberculosis, patri
medzi 10 naj¢astejSich pri€in umrtia na celom svete. Podla Svetovej zdravotnickej
organizacie v roku 2017 ochorelo na TB 10 miliénov fudi a 1,6 milibna na ochorenie
zomrelo, vratane 0,3 miliéna fudi infikovanych virusom HIV [1]. Hlavnou pri€inou
takejto vysokej morbidity a mortality spésobenej M. tuberculosis je predovSetkym dihé
trvanie lieCby a zvySujuca sa rezistencia na vSetky v suCasnosti pouzivané antibiotika
v dosledku narastu multirezistentnych (rezistencia na izoniazid a rifampicin), extrémne
rezistentnych (rezistencia na fluorochinolény a amino-glykozidy) a uplne rezistentnych
(rezistencia voCi vSetkym znamym lieCivam) kmenov. Jednou z charakteristickych
vlastnosti tuberkul6zneho bacila je komplexna Struktura bunkovej steny, ktora je pre
jeho Zivotaschopnost esencialna a je hlavnym ter€om ucinnych lieCiv proti tuberkul6ze
posobiacich na urovni vystavby jej zloZiek. V naSej praci sa zaoberame lokalizaciou
syntézy polysacharidu galaktanu, ktory je su¢astou kovalentného jadra bunkovej steny
tvoreného peptidoglykanom, arabinogalaktanom a mykolovymi kyselinami [2]. ZatialCo
jednotlivé enzymové kroky biosyntézy galaktanu su relativne dobre preskumané, jej
bunkova lokalizacia zostava doposial neznama. Nedavno boli v mykobaktériach
definované dve funkéne odliSné membranové domény, ktoré sa liSia pritomnostou
Specifickych enzymov zapojenych do syntézy vybranych zloZiek bunkovej steny [3,4].
Nasim cielom bolo overit’ pritomnost’ metabolickej drahy vystavby galaktanu v tychto
doménach. Zistili sme, Ze pre efektivnu syntézu galaktanu je potrebna pritomnost
bunkovych stien, hoci fluorescneCne znaCena verzia klu€ového enzymu pre
polymerizaciu galaktanu, GIfT2, bola prednostne detegovana vo frakcii Cistych
membran, bez fragmentov bunkovych stien [3,4]. PretoZe lokalizacia enzymu hra
délezitu ulohu pri dostupnosti potencialnych inhibitorov, verime, ze studium lokalizacie
biosyntézy mykobakteridlneho galaktanu méze byt dblezita aj z hfadiska identifikacie
novych ciefov pre vyvoj antituberkulotik.
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Uvod: Mozgové nadory zahffiaju Sirokd skupinu malignit s odlignym biologickym
prejavom. Multiformny glioblastém (GBM) patri medzi najagresivnejSie nadory mozgu
vyznacujuci sa vysokou biologickou variabilnostou, obmedzenou odpovedou na
zname terapie a eSte horSou prognézou pre pacientov. Je preto nevyhnutné neustale
pracovat na pochopeni molekularnej podstaty na transkripénej urovni, ¢o by mohlo
viest' k personalizovanej lie€be a rozvoju novych terapeutik.

Material a metody: Z archivnych vzoriek sme vytvorili dve hlavné skupiny: a)
maligna glioblastomova (GBM, n = 20) a b) benigna meningiomova (MNG, n = 11).
Kontrolnu skupinu tvorila komeréne dostupna RNA izolovana z mixu zdravych
mozgovych buniek (CTRL, n = 3). cDNA ziskanu reverznou transkripciou izolovanej
RNA sme pouZili na kvantitativnhu real-time PCR analyzu Array Human Cancer
PathwayFinder™ v 96 jamkovom formate. Pre kazdu vzorku sme stanovili expresiu 82
genov zapojenych do 9 regulacnych drah (angiogenéza, apoptdza, bunkovy cyklus i
rast, poSkodenie i oprava DNA, epitelialno-mezenchymalny prechod, hypoxia, celkovy
metabolizmus a telomerazy).

Vysledky: Za vyznamné zmeny v hladine expresie danej mRNA sme pri
vzajomnych korelaciach povazovali hodnoty nad 2 (nadregulované) a pod -2
(podregulované). Pri porovnani malignych vzoriek s kontrolou sme detegovali 25%
nadregulovanych a 42,7% podregulovanych génov so S$tatistickou vyznamnostou.
NajvyraznejSie zmeny u glioblastbmovej skupiny sme identifikovali u génov
zucastnujucich sa proliferacie a celkového metabolizmu. Medzi malignou a benignou
skupinou sme identifikovali vyznamnu nadregulaciu génov ADM, CA9, CCL2, CDH2,
IGFBP3, LPL, MKI67, SLC2A1 a SOX10. Vyraznu podregulaciu sme zistili pri génoch
DSP, FOXC2, PGF, SERPINF1 a TEK.

Zaver: Vysledky poukazali na potrebu inhibicie angiogenézy a migracie
nadorovych buniek. Délezitym vystupom bude korelacia ziskanych vysledkov s
proteomickou analyzou, na zaklade ktorej by sme mohli vytvorit ucelenu
charakterizaciu glioblastdmu a poukazat’ na nové terapeutické ciele.

Pod’akovanie: Tato praca bola podporovana Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na
zaklade Zmluvy ¢. APVV-18-0088 a APVV-0224-12.
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kapustovité

Polozsanyi Zoltan!, Galadové Helena®, Simkovié Martin’

"Ustav biochémie a mikrobioldgie, Fakulta chemickej a potravinarskej technolégie STU,
Radlinského 9, 812 37 Bratislava, Slovensko

Glukozinolaty su S-glukozidy syntetizované ako sekundarne metabolity rastlin
Celade kapustovité (napr. kapusta, brokolica, repka, horcica, Zerucha). Ich
enzymatickou hydrolyzou, pésobenim enzymu myrozinaza (B-tioglukozidhydrolaza),
v zavislosti od podmienok prostredia (pH, pritomnost Fe?* i6nov) vznikaju hlavne
izotiokyanaty a vedlajSie produkty ako nitrily, epitionitrily, tiokyanaty, oxazolidin-2-
diony alebo indolylové zluCeniny. Predpoklada sa, Ze aj niektoré druhy
mikroorganizmov dokazu rozkladat' glukozinolaty. |zotiokyanaty vykazuju zaujimavé
chemoprotektivne uc€inky proti réznym chronickym degenerativnym ochoreniam
vratane rakoviny, kardiovaskularnych ochoreni, neurodegeneracie a cukrovky [1,2].

V popredi zaujmu je izotiokyanat sulforafan, ktorého prekurzorom je
glukorafanin. Ukazuje sa, Ze ma potencialne ochranné ucinky vo€i vzniku choréb
vyvolanych oxidaénym stresom a chronickym zapalom. Sulforafan, ako aktivator
transkripného faktora Nrf2, indukuje expresiu antioxidacnych a detoxifikacnych
enzymov Il. fazy [3]. Sulfoxidova skupina na molekule glukorafaninu vSak méze
podliehat’ oxidacii za vzniku derivatov ako glukoeryzolin a glukoerucin. Ich hydrolyzou
vznikaju eryzolin a erucin, analégy sulforafanu s podobnou biologickou aktivitou [2].

Celad kapustovité zahffia okrem hospodarsky vyznamnych plodin aj volne
rastuce druhy napr. vesnovka oby€ajna (Cardaria draba) alebo hulavnik lekarsky
(Sisymbrium officinale). Su k nim pripisované insekticidne, fungicidne a nematocidne
vlastnosti prave vdaka obsahu glukozinolatov a ich degradacnych produktov [1].
Vesnovka obyCajna je trvaca rastlina rastuca prevazne na synantropnych
stanovistiach. Predstavuje potencialny zdroj glukorafaninu. Naplfiou prace je
zdokonalenie izolacie intaktnych glukozinolatov z réznych nadzemnych Casti rastliny
vesnovky obyc€ajnej a nasledna analyza obsahu glukorafaninu pomocou kvapalinovej
chromatografie vyuZivajuca hydrofilné interakcie (HILIC).
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[1] Blazevi¢ I. (2014) Glucosinolates: Novel Sources and Biological Potential. Austin J Bioorg
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[2] Angelino, D., & Jeffery, E. H. (2014). Glucosinolate hydrolysis and bioavailability of resulting
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syntetickych glukozinolatov
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Myrozinazy  su  hydrolytické  enzymy, ktoré patria do triedy
tioglukozidglukohydrolaz (EC 3.2.1.147). Su bohato zastupené v rastlinach z ¢elade
kapustovitych (Brassicaceae), napriklad v kapuste, brokolice, repke, hor€ici a
mnohych dalSich. NajdbékladnejSie prestudované myrozinazy pochadzaju z
Arabidopsis thaliana, v ktorej sa identifikovali 4 aktivne izoenzymy (TGG1, TGG2,
TGG4 a TGGS) a 2 pseudoenzymy (TGG3 a TGG6) bez myrozinazovej aktivity a s
nejasnou funkciou [1]. Inym rastlinnym modelom je Sinapis alba (horcica biela), z ktorej
sa podarilo pripravit enzym v kryStalickej forme (MYR_SINAL SwissProt P29092) a
CiastoCne analyzovat’ jeho Strukturu [2]. Zistilo sa, Ze enzym sa vyskytuje prevazne vo
forme homodiméru, ktory je stabilizovany Zn?* kationom. V $truktire sa nachadza
vysoky pocet solnych a vodikovych mostikov, dalej heptasacharidovych retazcov
(obsahujucich najma mandzové jednotky), ktoré zvySuju celkovu stabilitu enzymu.
Myrozinazy sa Casto asociuju s inymi proteinmi, ktoré ovplyvnuju ich katalytické
vlastnosti a zlozenie vznikajucich produktov. Mechanickym porusenim rastlinnych
pletiv sa myrozinazy dostavaju do kontaktu so svojimi substratmi, glukozinolatmi, ktoré
sa nachadzaju v inych bunkovych kompartmentoch. Pésobenim myrozinaz dochadza
k hydrolyze glukozinolatov a tvorbe Sirokej Skaly produktov (nitrily, izotiokyanaty,
epitionitrily a rézne iné). Tieto produkty vyuzivaju rastliny na vlastnu ochranu pred
prezivavcami a fytopatogénmi [3]. Stadium tychto latok ukazalo, Ze izotiokyanaty maju
priaznivé ucinky na fudské zdravie. Najuc€innejSim je sulforafan (jeho prekurzorom je
glukozinolat glukorafanin), ktory blokuje karcinogenézu prostrednictvom inhibicie
obrannych detoxikaénych enzymov fazy | a indukcie enzymov fazy Il [4]. Vdaka tymto
schopnostiam je v su€asnosti snaha zuzitkovat' glukozinolat-myrozinazovy systém ako
doplnok pri lieCbe réznych civilizanych ochoreni. Tato praca pojednava o izolacii
rastlinnej myrozinazy zo semien Zeruchy siatej (Lepidium sativum) s vyuzitim réznych
chromatografickych metdéd. Sucdastou Studia je charakterizacia molekulovych a
katalytickych vlastnosti enzymu pomocou syntetického substratu, sinigrinu, a
prirodného preparatu izolovaného z rastliny Cardaria draba.
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KlieSte radime medzi ¢lankonoZce a obligatne ektoparazitické hematofagy. Tieto
ZivoCichy patria medzi vyznamné prenasace patogénov virusu klieStovej encefalitidy,
baktérii z rodov Borrelia, Rickettsia, Anaplasma, Ehrlichia, pripadne prvokov rodu
Babesia. KlieSte z toho dévodu radime medzi velmi vyznamné modelové organizmy
vzhfadom na ich zavazny vplyv pri rozSirovani patogénov u hospodarskych zvierat a
ludi. Crevo a slinné Zlazy kliestov su velmi délezité pre rozmnozovanie a prenos
patogénov do krvi hostitefa. Pri sledovani expresie neuropeptidov a ich receptorov
sme zistili, Zze Specifické neuropeptidy (alatotropin a alatostatin) a ich receptory sa vo
zvysenej miere produkuju v tychto organoch pocas cicania klieStov. Pre nasu pracu
sme vyuzili molekularne a bioinformatické metody, vdaka ktorym sme zistili, Ze
potlatenim expresie tychto neuropeptidov pomocou RNAi dochadza u I. ricinus ku
fyziologickym zmenam. PotlaCenim expresie alatotropinu a jeho receptora
dochadza k miernemu prediZeniu cicania a vyraznému zvyseniu mnoZstva nasate;
krvi. Potlaenim expresie alatostatinu a jeho receptorov sme pozorovali zvySenie
mnozstva nakladenych vajicok.
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Jednym z najzavaznejSich infek€nych ochoreni suc€asnosti je tuberkul6za.1
Tomuto ochoreniu, ktoré spdsobuje baktéria Mycobacterium tuberculosis, rocne
podfahne 1,6 miliona fudi na celom svete '. Problémom liecby tuberkuldzy je
predovsetkym jej dizka, ktora predstavuje minimalne $est mesiacov a mnoZstvo
podavanych antituberkulotik, prifom nedodrziavanie prisneho terapeutického rezimu
vedie k vyvoju rezistentnych foriem jej pévodcu.

Velké mnozstvo u€innych antituberkulotik je podavanych vo forme neaktivnych
pro-lieCiv, ktoré pre svoju cytotoxicku aktivitu v mykobaktériach vyzaduju
vnutrobunkovu aktivaciu. Jednym z takychto antibiotik je etibnamid, ktory je
v mykobaktériach metabolizovany na aktivne lieCivo katalytickym pésobenim proteinu
EthA 2. Mechanizmus Gcinku aktivneho etionamidu spociva v inhibicii enoyl-ACP
reduktazy InhA, délezitej zlozky FASII systému katalyzujuceho syntézu mykolovych
kyselin 3. Zastavenie syntézy mykolatov vedie k naruseniu $truktiry bunkového obalu
a nasledne k lyze buniek.

Protein EthA je mykobakterialna monooxygenaza, ktora sa zuc€astnuje aktivacie
aj dalSich tioamidovych a tiomocovinovych antituberkulotik, ako su napriklad
protidbnamid, tiacetazon alebo izoxyl*%6. EthA sa zaraduje do rodiny Baeyer-
Villigerovych monooxygenaz, ktoré pre svoju katalyticku funkciu vyZaduju kofaktory
NADPH a FADH: 7. Uloha EthA v aktivacii uvedenych liediv je znama skoro 20 rokov,
avSak Struktura tohto proteinu dodnes nebola vyrieSena. Aj ked viaceré prace
naznacili, Zze v mykobaktériach protein EthA zohrava ulohu v metabolizme dlhych
mastnych, tzv. mykolovych kyselin 8, poznatky o presnej fyziologickej funkcii tejto
monooxygenazy stale chybaju.

Ciefom nasSej prace bolo izolovat funkénu monooxygenazu EthA s cielom jej
dalSej biochemickej charakterizacie a vyrieSenia jej Struktury. Zamerali sme sa na
produkciu viacerych ortolégov tohto proteinu v réznych kmenoch Escherichia coli,
respektive ich (nad)produkciu v nepatogénnom environmentalnom kmeni
Mpycobacterium smegmatis. Opakovanym problémom pocas izolacie EthA bolo
zrazanie tohto proteinu, avSak optimalizaciou jednotlivych krokov sa nam podarilo
uspesSne izolovat aktivnu formu ortologu EthA z termofilnej mykobaktérie
Mycobacterium thermoresistibile, ktora Standardne preziva pri 52 °C. Vysledkom
prvych kry$talizacnych experimentov boli mikrokrystaly, v pripade ktorych sme
nezaznamenali difrakciu, avSak dalSou optimalizaciou podmienok sa nam podarilo
ziskat proteinové krystaly s difrakciou pri rozlieni ~ 6 A.
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Azolové antifungalne zlu€eniny predstavuju vyznamné prostriedky v boji proti
patogénom z riSe hub v Kklinickej praxi ako aj v pofnohospodarstve (proti
fytopatogénom). Ciefovym miestom ich ucinku je biosynteticka draha ergosterolu,
hlavného fungalneho sterolu, konkrétne enzym sterol-14-a-demetylaza, t.j. ERG11
(kvasinky) alebo jeho homologu CYP51 (vlaknité huby) [1]. Neurospora crassa je
vlaknita huba, ktora ma pomerne jednoduchu biosynteticku drahu ergosterolu s jednym
homolégom génu pre kazdy enzym biosyntetickej drahy a preto predstavuje jeden z
vhodnych modelov na Studium odpovede viaknitych hub na pritomnost’ azolov.

Tato praca porovnava odpoved N. crassa wt “A" na Styri Strukturne ré6zne azolové
antifungalne zluc€eniny: flukonazol, vorikonazol, prochloraz a ravukonazol. V praci sme
sa zamerali na stanovenie citlivosti N. crassa na jednotlivé azoly a nasledne sme
uskutoCnili expresnu analyzu vybranych génov ergosterolovej drahy (erg2, erg3, erg4,
erg5, ergb, cyp51) a génov transportérov (cdr4, atrB, atrF, atrF2) rodiny G po expozicii
vlaknitej huby azolom.

Na zaklade vysledkov md6zeme konStatovat, ze odpoved N. crassa na jednotlivé
azoly je rézna. N. crassa je najviac citliva na ravukonazol a vorikonazol (IC50 = 0,2
pg/ml a MIC80 = 0,6 pug/ml, resp. IC50 = 0,1 ug/ml a MIC80 = 0,3 pg/ml), najnizsiu
citivost sme zaznamenali na flukonazol (IC50= 9 pg/ml a MIC80 = 15 pg/ml).
Rozdielne vysledky citlivosti by mohli byt odévodnené rozdielnou schopnostou
enzymu ERG11/CYP51 interagovat s postrannym retazcom azolu, ktory ukotvuje azol
v aktivnom centre enzymu [2]. Expresia génu erg5 a cyp51 sa v pritomnosti azolov v
porovani s kontrolou porovnatelne znizila. NajmarkantnejSi rozdiel sme zaznamenali
po expozicii N. crassa na vorikonazol, kde bola v porovnani s kontrolou znizena
expresia génov erg2 erg3, erg4. Expresia génu erg6 bola najviac znizena v pritomnosti
prochlorazu. Pritomnost vorikonazolu mierne zvySila expresiu génov pre efluxné
pumpy cdr4, atrB a atrF2. Podobny efekt sa zaznamenal v pritomnosti ravukonazolu
na expresiu génu atrB. Na zaver mézZzeme konstatovat, Ze odpoved génov vlaknitej
huby N. crassa nie je voCi réznym Strukturam azolov rovnaka, a preto bude potrebné
jednotlivé odpovede bliZSie Studovat za u€elom pochopenia pre€o su niektoré vlaknité
huby citlivé na azoly, resp. preco si niektoré lahko dokazu vyvinut rezistenciu voci
azolom.

Literatura:

[1]1 Chengcheng H, Zhou M, Wang W et al., Abnormal Ergosterol Biosynthesis Activates
Transcriptional Responses to Antifungal Azoles, Frontiers in Microbiology, 2018, 9:9

[2] Monk BC, Tomasiak TM, Keniya MV, et al., Architecture of a single membrane spanning
cytochrome P450 suggests constraints that orient the catalytic domain relative to a bilayer,
Proceedings of the National Academy of Sciences, 2014, 111(10):3865-70

Pod’'akovanie: Tato praca bola podporena grantom VEGA 1/0697/18 a grantovou schémou
STU pre mladych vyskumnych pracovnikov.

46



Drobnicov memorial 10. rocnik, Penzion Lomnicky, Stara gesné, 11. — 13. september 2019
SEKCIA Illl - BIOTECHNOLOGIE

Afinitna imobilizacia enzymov
Michal PIz!, Martin Rebros’

"Ustav biotechnolégie, FChPT STU, Radlinského 9, 81237 Bratislava

Aby bolo pouzitie biokatalyzatorov (hlavne enzymov) ekonomicky vyhodné, je
vhodné aby bol enzym pouzity viackrat bez znacCnej straty aktivity. RieSenim tohto
problému je technika znama ako imobilizacia. Imobilizacia je definovana ako metdda
pouzivana pre fyzicku alebo chemicku fixaciu buniek, organel, enzymov alebo
proteinov na pevny povrch, do tuhej matrice alebo zachytenie do membrany [1].
Imobilizaciou mozno dosiahnut zvySenie stability daného biokatalyzatora a taktiez jeho
opakované vyuzitie. Medzi benefity imobilizacie patri jednoducha separacia
biokatalyzatora, ochrana pred nepriaznivymi vplyvmi prostredia, vySSie vytazky a
lepSia operacna stabilita. AvSak aj imobilizacia ma svoje nevyhody, ktorymi mézu byt
cena imobilizatnej matrice, difuzne limitacie a inaktivacia biokatalyzatora pocas
procesu imobilizacie [2]. V poslednych desatrocCiach bolo vyvinutych mnozstvo
imobilizacnych technik, ktoré mozno na zaklade interakcie medzi biokatalyzatorom a
nosicom rozdelit do troch skupin: a) uchytenie na povrch nosi¢a (adsorbcia,
kovalentné naviazanie), b) zachytenie do Struktury nosica (entrapment, enkapsulacia),
c) zosietovanie (cross-linking) [3]. Historia afinitnej imobilizacie (IMAC) siaha do roku
1975, kedy bola prvy krat pozorovana interakcia ionov Zn?* a Cu?* s imidazolovymi a
tiolovymi skupinami na povrchu proteinu (transferin, a-antitrypsin, y-globuliny).
Principom interakcie je afinita ionov prechodnych kovov (Zn(lIl); Cu(ll); Ni(ll); Co(ll) ) k
cysteinu, histidinu a tryptofanu vo vodnych roztokoch [4]. V tejto praci boli afinitne
imobilizované rekombinantné enzymy, ktoré boli produkované pomocou E. coli. Bola
sledovana aktivita danych enzymov, stanovené optimalne reakéné a imobilizacné
podmienky, ako aj a dlhodoba stabilita enzymov.
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V suc€asnej dobe ma produkcia enzymov pevné postavenie v roznych odvetviach
priemyslu. Zaroven prevlada narast ich vyuZitia z dévodov ako ekonomickych tak aj
environmentalnych. VyraznejSie presadenie enzymov umoznila ich produkcia
rekombinatnymi mikroorganizmami, pricom ide o lahko kultivovatelné a ekonomicky
nenarocne druhy do ktorych je genetickymi metdédami viozeny gén a nasledna expresia
daného enzymu. V pripade priemyselného vyuzitia takychto mikroorganizmov ich
zostrojenie predstavuje len prvu fazu vyskumu. Velmi podstatna je aj nasledna
velkokapacitna produkcia mikroorganizmu v priemyselnych objemoch, s dostato¢nou
expresiou ziadaného proteinu v snahe docielit ekonomicku rentabilitu a nizku
ekologicku zataz [1,2]. V pripade rekombinantov E. coli a P. pastoris, vyuZivanych
v nasom time, je najlepSou cestou fermentacia s vysokymi bunkovymi hustotami
(HCDC), kde mozno dosiahnut aj viac ako 100 g/L suchych buniek [3, 4]. Uspesny
priklad predstavuje HCDC priprava rekombinantnej glukéza dehydrogenazy (GDH),
kde koncentracia buniek dosiahla 15 nasobné zvySenie oproti bani¢kovym kultivaciam
pri zachovani rovnakej Specifickej aktivity enzymu. Zaroven bol proces postupne
optimalizovany na objemy 0,15; 1,5; 7 a 10 litrov a vykonavany na bioreaktoroch
konstrukéne zhodnymi s priemyselnymi zariadeniami.

Vyraznym ekologickym benefitom uvedenej fermentacie je aj vyuZitie glycerolu
ako hlavného zdroja uhlika, ktory predstavuje odpad pri vyrobe bionafty. Hlavnu
nevyhodu aplikacie predstavuju necistoty obsiahnuté z vyrobného procesu,
obmedzujuce jeho vyuzitie v inych odvetviach priemyslu. O to viac sa zvySuje
atraktivnost’ pouzitia odpadovych glycerolov v biotechnoldgii. V nasom pripade bolo
niekolko typov takychto substratov uspesne vyuzitych na produkciu priemyselne
vyznamnych latok ako butanol, 1,3 propandiol a kyselina maslova [5, 6, 7].

V sucasnosti je hlavnou vyzvou na zaklade ziskanych skusenosti spojit obe
metody a tym produkovat rekombinatné enzymy s vysokou hodnotou za pouZitia
lacného odpadového glycerolu.
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Konstrukcia nanostrukturovaného biosenzora na detekciu
potencialneho biomarkera rakoviny prostaty — sarkozinu

Stefania Hronéekova!, Tomas Bertok!, Jan Tkad!

"Chemicky ustav, Slovenské akadémia vied, Dubravska cesta 9, 841 04 Bratislava,
Slovenska republika

Rakovina prostaty je jednou z najcastejSich priCin umrtia na rakovinu u muzov vo
vacSine oblasti sveta. Ro¢ny pocCet umrti na rakovinu prostaty sa kazdym rokom
zvysuje. Odhalenie ochorenia v jeho pociatoénom Stadiu dokaze vyrazne zvysit Sancu
na prezitie pacienta [1]. V diagnostike karcindmu prostaty sa uz roky ako zlaty Standard
pouziva prostaticky Specificky antigén, skratene PSA. Je to bielkovina, ktoru tvoria
Zlazové bunky nielen v tkanivach prostaty postihnutej rakovinou ale aj zdravej prostaty,
prostaty postihnutej zapalom ¢i benignou prostatickou hyperplaziou [2]. Kedze
Specificita PSA na rakovinu prostaty je nizka, snahou je hfadat nové SpecifickejSie
biomarkery. Ich vhodna kombinacia dokaze zvysSit Sancu na v€asné odhalenie
ochorenia. V tejto praci sme sa zamerali na aminokyselinu sarkozin, medziprodukt
metabolizmu glycinu, ktorého hladiny v moci aj v krvi su pri rakovine prostaty zvysené
[3].

Sarkozin bol detegovany elektrochemicky v trojelektrodovom systéme
v potencialovom rozsahu +0,1 V az -1,0 V pomocou enzymu sarkozin oxidaza (EC
1.5.3.1). Tento flavoenzym patri do skupiny oxidoreduktaz. Vo vodnom prostredi
dokaze oxidativhe demetylovat sarkozin pricom vznikaju glycin, formaldehyd a peroxid
vodika, ktory je mozné elektrochemicky stanovit. Enzym bol imobilizovany na
elektrédach zo sklovitého uhlika GCE s vopred upravenym povrchom obsahujucim
MXén - novy 2D nanomaterial a chitosan. V ramci prace sme analyzovali spravanie
pripravenych elektrod s naviazanou vrstvou MXén+chitosan/SOx resp.
MXén+chitosan/GA/SOx v prostredi fosfatového pufra v pritomnosti réznych
koncentracii sarkozinu. Okrem elektrochemickej analyzy bola vykonana aj skenovacia
elektronova mikroskopia a mikroskopia atomarnych sil. Vysledky prace poukazuju na
moznost pouZitia pripraveného biosenzora na detekciu sarkozinu v moci pacientov,
ktory by mohol byt vyuzity pri v€asnej diagnostike rakoviny prostaty.
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Novy pohlad na zname biomarkery — potencial skorej diagnostiky
rakoviny semennikov
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translacného vyskumu LFUK a NOU, Bratislava, Slovensko, *Center for Advanced Materials,
Qatar University, Doha 2713, Qatar

Rakovina semennikov patri medzi najCastejSie solidné nadory muzov medzi 15
az 35 rokom Zivota'. Za posledné desatroCia ma vyrazne rastlci trend vyskytu'.
Presné pri€iny vzniku nie su zname, popisané su len niektoré faktory, ktoré maju
pozitivnu korelaciu?. Preto taZiskom je skora a spolahliva diagnostika. V sucasnosti
pouzivané zobrazovacie techniky dokazu detegovat len vacsie utvary Casto uz
v pokroCilych Stadiach. Alternativou je stanovenie koncentracie dnes akceptovanych
biomarkrov (fudského choriového gonadotropinu — hCG, a-fetoproteinu — AFP a
lektatdehydrogenazy — LDH) v krvi alebo moci. Tento pristup je ale nedostato¢ne
spofahlivy alebo malo $pecificky?. RieSenim sa javi sledovat zmenu glykozylacie
vybranych proteinov, €¢o naznacCuje aj literatura, Zze mala Kkvalitativna alebo
kvantitativha zmena glykanov je spojena s velkym rozdielom v biologickych ucinkoch.
Za tymto ucCelom sa vyvija diagnosticka metéda, ktora by bola schopna na zaklade
sledovania glykanov spofahlivo diagnostikovat rakovinu semennikov. V pilotnych
experimentoch sme sa zamerali na sledovanie interakcii biomolekul technikou
rezonancie povrchovych plazmoénov. Pozornost sa upriamila na jeden zo su€asnych
biomarkerov, na hCG, ako na potencialny glykoprotein, ktorého zmeny v glykozylacii
by mohli predikovat ochorenie. Tri rozne formy hCG sa imobilizovali v prostredi 10 mM
octanového timivého roztoku s pH 5,0 na prislusné CM5 Cipy. Nasledne sa testovali tri
protilatky pre rézne epitopy a vybrali sa tie s najlepSou vazbou na protein. V dalSom
kroku sa stanovili interakéné konstanty pre lektiny AAL, MAL-II, PHA a SNA pri vazbe
na prislusné imobilizované molekuly hCG. Najvacsiu odozvu sme zaznamenali pri
lektine MALII.
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Vyuzitie rekombinantnych oxidoreduktaz na produkciu chiralnych
sekundarnych alkoholov
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"Ustav biotechnolégie, FChPT STU, Radlinského 9, 81237 Bratislava

Priprava rekombinantnych proteinov vo velkom mnozstve umoZnuje ich
dokladnejSiu biochemicku charakterizaciu, vyuzitie v priemyselnych procesoch a
priprave komercnych preparatov. Medzi najpouzivanejSie hostitelské kmene patri
Escherichia coli kvoli mnohym vyhodam, ktoré tento mikroorganizmus poskytuje, Ci uz
rychly rast, schopnost narastu do vysokych bunkovych hust6t ¢i jednoduchu indukciu
a expresiu ziadaného génu. PocCas produkcie proteinov v praxi méze vzniknut mnoho
problémov, ktoré je mozné odstranit’ optimalizaciou jednotlivych krokov od klonovania
génu az po ,downstream® procesy [1]. Enzymy su schopné katalyzovat reakcie pri
miernych podmienkach (pH, teplota, tlak) s vysokou chemo-, regio- a
stereoselektivitou. Prave tieto vlastnosti su Coraz viac vyuzivané aj v organickej
syntéze na pripravu chiralnych latok, kde nahradzaju klasické chemické postupy.
V biokatalyze zastavaju svoju ulohu celobunkové systémy ako aj izolované enzymy,
pricom obidva pristupy maju svoje vyhody aj nevyhody [2]. Opticky aktivhe sekundarne
alkoholy su dolezité medziprodukty organickych syntéz. Pripravuju sa redukciou
keténov, Ci uz chemicky alebo pomocou réznych alkoholdehydrogenaz, medzi ktoré
patria aj ketoreduktazy. Tie vyzaduju pritomnost nakladnych kofaktorov, preto je
dolezité mat vhodny regeneraCny systém, ktorym sa zniZia naklady procesu [3].
V naSej praci boli skumané ketoreduktaza a alkoholdehydrogenaza, ktoré boli uspesSne
rekombinantne naprodukované pomocou kmena Escherichia coli BL21(DE3). Po
optimalizacii produkcie a ,downstream® procesoch boli enzymy charakterizované a
aplikované na redukciu ketonov réznych Struktar. Na regeneraciu NADPH kofaktora
bola pouzitda glukdézadehydrogenaza, ktora bola spolu s ketoreduktazou uspesne
koimobilizovana entrapment technolégiou do PVA gélu na dosiahnutie vy$Sej stability
a opatovného vyuzitia enzymov v biokatalytickom procese [4].
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Uéinok hypericinu v hypoxii so zameranim na nadorové kmenové
bunky a rezistenciu vog¢i terapii
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ekologickych vied, Srobarova 2, 041 54 KoSice, Slovensko

Pritomnost’ intratumorovych hypoxickych oblasti predstavuje jeden z hlavnych
doévodov zlyhania onkoterapie. Hypoxia, typicka ¢rta nadorového mikroprostredia, je
spdjana s udrziavanim fenotypu nadorovych kmerovych buniek (angl. cancer stem-
like cells, CSCs), a tym je nepriamo zodpovedna aj za progresiu a rekurenciu
nadorového ochorenia. CSCs mozno detegovat metddou “side-population” (SP)
zalozenou na zvySenej efluxnej aktivite ABC transportnych proteinov, a to hlavne
BCRP a P-gp. Pritomnost SP populacie v nadorovom tkanive je tak potencialnym
indikatorom jeho rezistencie, ¢o predstavuje vaznu prekazku k dosiahnutiu efektivnej
terapie. Hypericin (HY), prirodna latka syntetizovana rastlinami rodu Hypericum, moze
zohravat’ ulohu v modulacii rezistencie nadorovych buniek voci terapii (zhrnuté v [1]).
HY je substratom a potencialnym kompetitivnym inhibitorom BCRP [2,3]. Cielom naSej
prace bolo zistit, ¢i HY v hypoxickych podmienkach dokaze znizZit velkost SP
populacie, ¢im by mohol pozitivhe ovplyvnit senzitivitu nadoru k simultanne
aplikovanej terapii, alebo naopak, hypoxia bude stimulovat’ eflux HY, a tym zamedzi
jeho Zelanému ucinku. NaSe doterajSie vysledky poukazuju na to, Ze aj napriek
miernemu poklesu intracelularneho obsahu HY v nadorovych bunkach vplyvom
hypoxie, HY a hypoxia znizili velkost rezistentnejSej SP populacie. HY navySe
Ciasto€ne inhiboval zvySenu klonogénnu schopnost’ SP buniek ziskanu hypoxickymi
podmienkami. KedZze za znizovanim velkosti SP vplyvom HY v normoxii stoji
kompetitivna inhibicia BCRP [3] a tento efekt bol dokonca zosilneny uc¢inkom hypoxie,
nase vysledky naznacuju, ze HY by mohol uvedenym mechanizmom napomoct pri
zvySovani ucinnosti urcitych typov chemoterapeutik aj v hypoxickych podmienkach.
Tento zaver je vSak potrebné overit aj kombinaciou HY s konkrétnymi, klinicky
vyuzivanymi, chemoterapeutikami.
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Protoapigendn a jeho 1'-O- butyl derivat ako perspektivne latky v
lieCbe melanému
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fakulta, Univerzita v Szegede, Eotvos u. 6, 6720 Szeged, Madarsko

Flavonoidy - sekundarne metabolity rastlin - su v poslednych rokoch predmetom
velkého zaujmu kvdli svojim preventivnym uc€inkom voci réznym chronickym
ochoreniam, maligne ochorenia nevynimajuc. NavysSe stale viac Studii dokazuje ich
cytotoxické ucinky voci nadorovym bunkam. Skumanie flavonoidov sa preto ukazuje
byt nadejnou cestou vo vyskume protinadorovych latok a v kone¢nom désledku
v lie€be nadorovych ochoreni.

Protoapigendn, prirodny flavonoid prvykrat izolovany z paprade Thelypteris
torresiana, je z hfadiska Struktury aj syntézy podobny apigeninu - flavonoidu s uz
znamym protinadorovym ucinkom. Protoapigendon vykazuje v in vitro aj in vivo
podmienkach 10-krat silnejSiu protinadorovu aktivitu ako samotny apigenin znizuje
Zivotaschopnost nadorovych buniek, spdsobuje poSkodenie DNA, indukuje zastavu
bunkového cyklu, zvySuje tvorbu vofnych radikalov [1]. Vzhladom na vysoké
cytotoxické ucinky protoapigendnu vocCi nadorovym bunkam sa v sucCasnosti kladie
doéraz na syntézu jeho novych derivatov. Protoapigenon-1-O-butyl éter sa ukazuje v in
vitro podmienkach ako najucinnejSi spomedzi vSetkych derivatov, znizuje viabilitu
nadorovych buniek pe€ene, prsnika a pluc [2].

Ciefom naSej prace bolo preskumanie protinddorového potencialu
protoapigenénu (PA) a jeho 1°-O- butyl derivatu (PABuU) v fTudskej melandmovej linii
A375.

Protoapigendn a jeho 1‘-O-butyl derivat znizili zivotaschopnost melanédmovych
buniek uz v submikromolarnych koncentraciach, pricom butylovany derivat ukazal
v porovnani s PA mierne toxickejsi u€inok. Fluorescenénym farbenim sme dokazali,
Ze PA aj PABu indukovali narast velkosti, zniZzenie proliferacie a apopticku smrt
nadorovych buniek. Prietokovou cytometriou sme zistili zvySenu tvorbu volnych
radikalov v ovplyvnenych nadorovych bunkach, ¢o naznacuje indukované zmeny
v redoxnej homeostaze. Analyza bunkového cyklu pomocou fluorescenéného farbenia
DNA a prietokovej cytometrie ukazala, Ze testované latky indukuju akumulaciu buniek
v G2/M faze.

Z uvedenych vysledkov vyplyva, ze protoapigendn a jeho 1°-O-butyl derivat, ako
potencialne latky v lie€be melandmu, su vhodnymi kandidatmi pre dalSie testovanie
protinadorového ucinku.
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Morfologicka a morfometricka analyza ventralneho kaudalneho
nervu potkana
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Ventralny kaudalny nerv patri medzi najdihSie periférne nervy v tele potkana. Z
tohto dévodu sa stal hlavnhym predmetom naSej Studie regeneracnych procesov na
dlhé vzdialenosti. Detailna znalost jeho morfologie vedie k potrebnym vysledkom
v kvantitativnom vyhodnoteni uspesnosti, Ci zlyhania regeneracie po predosiej
experimentalnej transekcii s naslednym prepojenim proximalneho a distalneho kypta
poSkodeného nervu. Tato Studia preto popisuje dolezité morfologické a niektoré
morfometrické parametre ventralneho kaudalneho nervu u potkanov kmera Wistar
albino. Dvanastim dospelym jedincom samcieho pohlavia (2250 g) bol v inhalacnej
anestéze za aseptickych podmienok urobeny lateralny kozny rez na urovni 2 cm pod
bazou chvosta. S pomocou operacného mikroskopu bol najdeny a uvofneny ventralny
chvostovy nerv, a na zaklade skeletopickej pozicie bola v oblasti chvostového stavca
Cab vyizolovana proximalna &ast intaktného nervu v dizke 11 az 13 cm. Nasledne bolo
tkanivo imerzne zafixované v 2,5% roztoku glutaraldehydu v 0,1 M fosfatovom pufri.
Cela vzorka bola zaliata do proteinovej matrix (albumin — Zelatinova zmes), ktora fixuje
vzorku vo vystretom stave a umoznuje precizne nakrajanie 1 mm hrubych prieénych
rezov. Vzorky s nervovym tkanivom boli postfixované v 1% oxide osmicelom,
dehydrované vo vzostupnej alkoholovej rade a zaliate v epoxidovej zivici Durcupan.
V rostrokaudalnom priebehu nervu bola kazdych 10 mm zozbierana séria data 1 um
hrubé transverzalne rezy boli pripravené pre dalSiu morfometrickl analyzu. Pri
vyhodnocovani celkového poc¢tu myelinizovanych axénov bol pouzity software
NeuroCounter, ktory rozpoznava kontury axénov podfa automatickej detekcie.
Hodnoty G-ratia boli vyhodnotené v programe Imaged ako priemer vonkajSej a
vnutornej plochy axénu. Nase vysledky morfologickej a morfometrickej analyzy
ventralneho kaudalneho nervu potkana prinasaju cenné informacie a poznatky, vdaka
ktorym sa ventralny kaudalny nerv preukazal ako vhodny model nie len pre
mikrochirurgické vykony, ale aj ako model pre potreby v dalSich experimentoch
v oblasti regeneracnej mediciny.

Pod’'akovanie: Praca bola finan¢ne podporena grantami APVV 14-0847, VEGA 2/0040/19 a
APVV 15-0655.
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Testovanie inhibiéného ucéinku komerénych antifungalnych latok na
transglykozylazy Crh1, Crh2, Phr1 a Phr2
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Bunkova stena je vyznamnou Strukturou fungalnych buniek. Ide o pevnu
Strukturu, ktora musi po€as bunkoveého rastu a vyvinu expandovat a prispésobovat’ sa
podmienkam a aktualnym situaciam, v ktorych sa bunky nachadzaju. Tieto procesy
zabezpecuju transglykozylazy, ktoré Stiepia polyméry bunkovych stien, ale na rozdiel
od typickych endohydrolaz neprenasaju fragmenty s pdvodnym neredukujucim
koncom na vodu, ale na iny poly- alebo oligosacharid (1-3). Medzi najlepSie
preStudované kvasinkové transglykozylazy patria Crh1 a Crh2 Saccharomyces
cerevisiae, ktoré su ¢lenmi rodiny GH16 (4) a Phr1 a Phr2 Candida albicans, ktoré
patria do rodiny GH72 (5). Naplfiou nasej prace bolo otestovat potencionalny inhibicny
ucinok komercnych inhibitorov na tieto enzymy s cielom n3jst inhibitory, ktoré dokazu
narusit procesy tvorby a prestavby bunkovych stien a tak oslabit kvasinkovy
organizmus. Pozitivne vysledky by mohli byt prinosom najma v pripade Phr1 a Phr2,
kedZze C. albicans patri medzi zname ludské patogény a prave tieto enzymy
zabezpecuju jej patogenicitu v Sirokom rozmedzi pH (5).

Testovali sme 67 antimykotickych zlu€enin z kolekcie TargetMol Antifungal
Compound Library (TargetMol). Na skrining inhibi¢ného uc€inku tychto latok sme pouzili
tzv. ,dot blot” metddu (7). V pripade Crh1 sme touto metddou zistili zostatkovu aktivitu
pod 5% u troch antifungalnych latok: nifuratel, ekonazol nitrat, mezylat dihydratu
pefloxacinu. Pre Crh2 sme takéto inhibicné u€inky nestanovili. Testovanie inhibitorov
na Phr1 naznacilo ucinok berberinu HCI (zostatkova aktivita 3,45%) a mikonazol
nitratu (zostatkova aktivita 0,26%), ale pre Phr2 sme nenasli Ziadnu antifungalnu latku
s vyraznejSimi inhibicnymi u€inkami. Pre overenie vysledkov ziskanych pre Phr1 sme
pouzili metddu stanovenia transglykozylacnej aktivity zaloZzenu na gélovej filtracii, ktora
ukazala, ze DMSO, v ktorom su rozpustené inhibitory, znizuje aktivitu enzymu, pricom
samotné pridanie inhibitorov ju neovplyvnilo. Z uvedenych vysledkov vyplyva, Ze ani
jedna zo 67 testovanych komerénych antifungalnych latok nema inhibi¢né ucinky na
aktivity kvasinkovych transglykozylaz Phr1, Phr2 a Crh2.
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Produkcia mykobakterialnej galaktozyltransferazy GIfT1 za ué¢elom
jej perspektivnej strukturnej charakterizacie
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Mykobakterialne galaktozyltransferazy GIfT1 a GIfT2 su esencialne enzymy
podielajuce sa na vystavbe bunkovej steny mykobaktérii. Ich ulohou je syntéza
galaktanového polymeéru, ktory je sucCastou arabinogalaktanu. Tento rozvetveny
polysacharid prepaja vonkajsSiu vrstvu mykolovych kyselin s peptidoglykanom, ¢im
spolu vytvaraju ochrannu vrstvu tychto bacilov.

Medzi mykobaktérie patri aj Mycobacterium tuberculosis, pévodca tuberkulézy,
ktory je aj vdaka Specifickej Strukture svojej bunkovej steny mimoriadne odolny. Jej
syntéza je preto ciefom pre viaceré druhy antibiotik. Niektoré z antibiotik pdsobia
priamo na syntézu mykolovych kyselin, ako napriklad izoniazid, ¢i etionamid (1). Iné
antibiotika, ako napriklad etambutol a benzotiazinény, inhibuju syntézu arabinanu
(2,3). Biosyntéza galaktanu méze predstavovat dalSiu metabolicku drahu atraktivnu
pre vyvoj novych antituberkulotik.

Na  vystavbe mykobakterialneho galaktanu sa podielaju dve
galaktozyltransferazy — GIfT1 a GIfT2. Enzym GIfT1 bol objaveny neskor ako GIfT2 a
jeho charakterizacia zatial nie je dostato¢na. Jeho bifunkéna B (1—4) a B (1—5)
glykozyltransferazova aktivita bola dokazana vo viacerych Studiach (4,5), avSak stale
chybaju informacie o jeho Strukture, ¢i lokalizacii.

Za ucelom blizSej charakterizacie tohto enzymu sme optimalizovali izolaciu GIfT1
z M. tuberculosis H37Rv a jeho ortologu z M. thermoresistibile. Ortology proteinov z
tohto druhu mykobaktérii sa vyznaCuju len minimalnymi zmenami v sekvencii
aminokyselin oproti proteinom z patogénneho kmena M. tuberculosis H37Rv a
zaroven vySSou stabilitou (6). Gény Rv3782 a RMCT_0006 boli klonované do
expresného vektora pJAM2 (7), ktory umoznuje indukovatefnu expresiu vybranych
génov v M. smegmatis. Proteiny su tak nadexprimované v prirodzenom prostredi
mykobakterialnej bunky, o by malo mat pozitivny vplyv na spravne zloZenie, solubilitu
a aktivitu izolovaného rekombinantného proteinu. Za tychto podmienok sa nam
podarilo GIfT1 izolovat v aktivnej forme. Prekazkami, ktoré je v buducnosti treba
prekonat, su slabé navazovanie proteinu na kolénu a jeho agregacia.
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