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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 stupnami. Na fakulte patril medzi prvych vedeckych
aspirantov. Hodnost kandidata vied ziskal uz v roku 1958.
Docentom bol v odbore Biochémia a fyziologia mikroorganizmov
od roku 1964. Vedeckii hodnost doktora vied ziskal na Ustave

organické chémie a biochémie v Prahe pre odbor Biochémia v roku
1973. Bohuzial, profesorom sa z politickych dovodov nestal ani do svojej predcasnej smrti v roku
1980 (napriek tomu, Ze vychoval viac nez 100 diplomantov a viac nez 20 aspirantov). Bol nim
menovany po zmendch v roku 1989 in memoriam.

Prof. Drobnica v ramci svojej nesmierne bohatej vyskumnej cinnosti zalozil, rozvinul a vybudoval
na Slovensku vedecku Skolu tykajucu sa problematiky mechanizmu ucinku prirodnych a
syntetickych latok a vztahov medzi ich Strukturou, ucinnost urcujucimi fyzikalno-chemickymi
viastnostami a biologickymi aktivitami, a to s ohladom na farmaceuticko-medicinske,
polnohospodarsko-potravinarske i chemicko-ekologické aspekty pouZitia (aplikacie v praxi).
Tazisko jeho zdujmu sa v tomto smere sustredilo na izotiokyandty a ich prirodné prekurzory,
predovsetkym glukozinolaty. Pod jeho vedenim na stovkach prirodnych i novosyntetizovanych
derivatov boli Studované chemické, biochemické i fyziologické parametre interakcii s enzymami a
inymi izolovanymi biokomponentami, subcelularnymi partikulami, bunkovymi i nadcelularnymi
modelmi a to tak z oblasti mikrobidlnej, rastlinnej, resp. zivocisnej rise. Prislusné zistenia boli
predmetom vyse 100 publikacii, 52 patentov, viac ako 200 vystupeni na vedeckych konferenciach,
z nich viaceré prof. Drobnica ako medzindarodné organizoval u nas doma v Smoleniciach.
Systematicky vyskum izotiokyanatov vyustil vydanim monografie The Chemistry of -NCS group vo
vydavatel'stve John Willey a zavedenim p-bromfenylizotiokyndtu do vyroby a vyuzivania v praxi
ako veterinarneho lieciva. Bohuzial' z dovodu predcasnej smrti sa mu uz nepodarilo dokoncit a
vydat monografiu The biology of -NCS group.

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

prezivaniu mikroorganizmov v nepriaznivych (stresovych) podmienkach, atd'.
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Vysledkom tychto vyskumnych aktivit bola minimdlne dalSia stovka vedeckych prac
V renomovanych casopisoch a mnohé dalsie publikacné produkty. Spominané témy sa stali
zdkladom celozZivotného vyskumu jeho Ziakov, z ktorych mnohi su vyznamnymi predstavitelmi
biochemickych, mikrobiologickych, fyziologickych a biotechnologickych vied nielen na Slovensku,
ale aj vo svete.

Prof. Drobnica okrem pedagogickej a vedeckej prdace pracoval aktivne v domacich
a zahranicnych vedeckych spolocnostiach, v odbornych komisiach pre obhajoby dizertacnych
prac, vo vedeckych a edicnych radach ustavov a vydavatelstiev, uzko spolupracoval s praxou.
Popri tom bol v mladosti vykonnym Sportovcom, perfektne hral sach, aktivne spieval, vyborne hral
na klaviri, bol velmi spolocensky. Jeho velkost spocivala predovsetkym v excelentnej schopnosti
rozvoja teoretickych predstiv experimentdlnymi cestami. Bol velmi ndrocny na rozsah, hibku,
kvantitu i kvalitu experimentdlnej prace. Vyznacoval sa obrovskou neunavnostou a nadsenim v
laboratornej cinnosti, kritickym pohladom k nameranym udajom a velkou opatrnostou pri
Sformulovani zaverov. Vyznamnou pre jeho pracu bola vysoka kooperativita. Spolupracoval s
obrovskym mnozZstvom partnerov na svojom pracovisku, v ramci 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 zalozZenia Vyskumného ustavu
lieciv v Modre s prepojenim na Slovakofarmu Hlohovec, zriadenia Enzymovej poloprevadzky v
Dolnej Krupej cez Vyskumny ustav liehovarov a konzervarni s nasmerovanim na biotechnologicku
prax, atd.

Prof. Drobnica bol vynimocny tiez ako pedagog. Vdaka svojej charizmatickej osobnosti vedel
zaujat kazdého posluchaca. Nikdy nelutoval cas straveny so Studentmi a aspirantami.
Majstrovsky vedel zapdlit zaujem o vedu a nasmerovat dané schopnosti. Kazdého vedel
povzbudit, poradit mu, pomoct. Absolventi sa k nemu vracali dlho po skonceni studia. Dodnes
nanho spominaju ako na nezabudnutelny vzor pracovitosti a ludskosti. Jeho vedecka Skola ma
punc vysokej kvality. Velmi dolezitou crtou jeho osobnosti bola nekonformnost, nebojacnost a
schopnost byt sebou samym. Tieto vlastnosti mu v casoch totality sposobili nemalo tazkosti i
problémov a v konecnom dosledku i predcasnu smrt. Az do nej vsak bol verny zasadam
nezmieritelnosti s pokrytectvom, povysenectvom, aroganciou moci, obmedzovanim slobody a
demokracie, pdtolizacstvom. Typicky pre neho bol pritom altruizmus, ziclivost, optimizmus,
pozitivne myslenie. V kazdom pripade v$ak zmyslom i odkazom jeho Zivota bola praca pre vedu a

vychovu. Bola mu zdrojom potesenia pre seba a uZitocnosti pre ostatnych.
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Program

PROGRAM:

<+ 1. Den: 23. 9. 2015 (streda)

12:00-14:00 Registracia uéastnikov
15:00-15:15 Otvorenie, Spomienka na doc. Ernesta Sturdika
15:15-16:00 Plenarna prednaska: Jan Sedlak: Bunkova signalizacia a spriahnuté

oscilatory

16:00-16:15 PRESTAVKA

Sut'az mladych vedeckych pracovnikov

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

Predseda: Peter FedorocCko, Zdena Sulova

16:15-16:30 Lucia Lapinova: Efekt antagonistu delta-opioidnych receptorov
naltrindolu na excitabilitu hipokampalnych neurénov z novonarodenych
potkanov

16:30-16:45 Marian Grman: Reakény mechanizmus a biologické ucinky produktov
interakcie H,S s S nitrézotiolmi

16:45-17:00 Stanislav Huszar: Mykobakterialne proteiny WecA a Translokaza | —
perspektivne ciele pre pdsobenie novych antituberkulotik

17:00-17:15 Lenka TomaSova: Efekt H,S na HIF-1a v THP-1 makrofagoch

17:15 - 17:30 PRESTAVKA

Sekcia ll Molekularna, celularna biolégia a mikrobiologia

Predseda: Albert Breier, Boris Lakatos

17:30-17:45 Monika Burikova: Fotodynamicka diagnostika tumoru pomocou
transportného systému hypericin-LDL, Stidia na modeli CAM embrya
prepelice japonskej

17:45-18:00 Barbora KaloCayova: Zmeny vlastnosti Na,K-ATPazy v mozgovej kére
potkana pocas vyvoja ochorenia Diabetes mellitus typu 1

9
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18:00-18:15

18:15-18:30

19:00

Program

Katarina Turakova: Znizena hladina UDP-glukézy je spojena so
zvySenou expresiou P-glykoproteinu v bunkach L1210 a limituje aktivitu
glukozylceramid syntazy

Lucia Pavlikova: Vplyv expresie P-gp v leukemickych bunkach na
efekty inhibitora N-glykozylacie tunikamycinu

VECERA, neformalna diskusia

2. Den: 24. 9. 2015 (Stvrtok)

8:00 - 9:20
Sekcia ll
predseda:
09:30-09:45

09:45-10:00

10:00-10:15

10:15-10:30

10:30-10:45
10:45-11:00
11:00-11:15

Sekcia ll

Predseda:

11:15-11:30

11:30-11:45

11:45-12:00

RANAJKY

Molekularna, celularna biolégia a mikrobiolégia
Peter Racay, Imrich Barak

Zuzana Jezikova: Detoxifikacny fenomén ABC transportérov

Zuzana Kankova: Uginok exogénneho zvySenia maternalneho
testosterénu na génovu expresiu prozapalovych faktorov v zavislosti od
genetickej linie mladat prepelic japonskych

Roman Morav€ik: Vplyv PPARa agonistu Wy-14,643 na akutny
oxidaCny stres indukovany prozapalovym cytokinom IL-1a wu
endotelovych buniek

Lucia Messingerova: Bunkové linie MOLM-13 a SKM-1 rezistentné na
azacytidin vykazuju cross-rezistenciu k substratom P-glykoproteinu

Tomas$ Pagac: Interakcie Trichoderma sp. s fytopatogénmi a rastlinami
Ludmila Hrehova: Nosia lastoviCky len jar?

PRESTAVKA

Molekularna, celularna biolégia a mikrobioldgia (pokracovanie)

Maria Balazova, Juraj Koppel

Zuzana Pakanova: Struktdrna analyza glykokonjugatov v medicinskej
diagnostike

Lucia Toporova: Identifikacia a charakterizacia vazobnych vlastnosti
nuklearnych retinoid X receptorov v peceni potkana

Martina Coculova: Pritomnost P-glykoproteinu v bunkach AML je
spojena s expresiou nestinu, markera nervovych kmerovych/
progenitorovych buniek

10
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12:00-12:15

12:15-12:30

12:30-12:45

12:45-13:45

Sekcia lll
Predseda:

14:00-14:15

14:15-14:30

14:30-14:45

14:45-15:00

15:00-15:30

Sekcia IV

Predseda:

15:30-15:45

15:45-16:00

16:00-16:15

16:15-16:30

16:30-16:45

16:45-17:00

Program

Ivana Pilchova: Rozdielny vplyv inhibicie proteazomu na bunkové linie
T98G a SH-SY5Y
in

Nina Kunova: Novel

mitochondria

substrates for Lon-mediated proteolysis

Katarina Klaanova: Expresia proteinov Mfn2, DRP1 a VDAC1 pri
ischemicko-reperfuznom poskodeni mozgu

OBED

Enzymoldgia a proteomika
Imrich Barak, Jan Sedlak

Andrea Kuchtova: In silico analyza amylomaltaz z rodiny GH77

Maria MartinoviCova: In silico analyza glukan vetviacich enzymov z alfa-
amylazovej rodiny GH57

Matej Matata: Vplyv konidiacie na tvorbu proteolytickych enzymov u
Trichoderma spp.

Kristina Kovacova: Transglykozylazy bunkovych stien kvasiniek

PRESTAVKA

Biotechnolégie
Peter Simko, Albert Breier

Ludmila Klukova: Grafén ako inovativny ma terial vyuzivany pri priprave
ultrasenzitivnych lektinovych biosenzorov.

Stefan Belicky: V&asna diagnostika rakoviny prostaty pomocou analyzy
glykanov

Daniela  Jamrichova: Optimalizacia  produkcie = rekombinantnej
acetylesterazy CE16 z Hypocrea jecorina a jej bioinformaticka analyza

Andras Hushegyi: Ultrasenzitivna detekcia
interakcii pomocou glykanoveho biosenzora

glykan-proetinovych
Martina Zamorova: Optimalizacia postupu analyzy glykoproteinov
pomocou glykanovej microarray vyuzivajucej lektiny

Alena Holazova: Studium glykosylacnich zmén u
onemocnéni s pomoci microarray

nadorovych

11
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Program

19:00 VECERA, neformalna diskusia, voFna zabava

% 3. Den: 25. 9. 2015 (piatok)

8:30-9:30 RANAJKY
POSTEROVA SEKCIA (9:30-10:15)

Predseda: Boris Lakatos$, Zdena Sulova

1. Katarina Dibdiakova: Analyza vplyvu CoCl, na ubikvitin-proteazomalny systém
a hladinu expresie proteinov HSP70

2. Michal Hires: Vyvoj rychlej a optimalizovanej metody urCenej pre
mikrobialnych producentov inhibitorov lipaz

3. Zofia Janstova: Vplyv materského stresu na kvalitu blastocyst izolovanych z
matiek s rozdielnym obsahom telesného tuku

4. Jan Madacki: Nové aspekty v pésobeni karbamidovych antimykobakterialnych
lieCiv

5.  Toma$ Molnar: Trichoderma atroviride a jej vztah k Ca®* i6nom
6. Veronika PaluSkova: Sekundarny metabolizmus vo fyzioldgii Trichoderma sp.

7. Simona Saksonova: Studium neuroprotektivnych mechanizmov bielkovin
tepelného Soku

10:15-11:30 Zasadnutie komisie

11:45-12:45 Vyhlasenie vysledkov sut'aze mladych vedeckych pracovnikov

a ukonéenie 8.ro¢énika Drobnicovho memorialu

12:45-13:45 OBED, Odchod z hotela

12
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4

Reakény mechanizmus a biologické uc€inky produktov
interakcie H,S s S nitrézotiolmi

Marian Grman'?, Miriam M. Cortese-Krott’, Martin Feelisch®, Péter Nagy®, Andrea
Berényiova®, Soria Caganyiova®, Karol Ondriag"?

! Virologicky tstav SAV, Dibravské cesta 9, 845 05 Bratislava, Slovenska republika

% Molekularno-medicinske centrum SAV, Viarska 3-7, 831 01 Bratislava, Slovenska republika

® Fakulta mediciny, Univerzita Heinricha Heineho v Diisseldorfe, Moorenstrasse 5, 40225 Diisseldorf,
Nemecko

* Fakulta mediciny, Univerzita v Southamptone, Tremona Road SO16 6YD, Southampton, Spojené
kralovstvo

®> Narodny onkologicky Ustav, Rath Gyérgy utca 7-9, 1122 Budapest, Mad'arsko

® Ustav normalnej a patologickej fyziologie SAV, Sienkiewiczova 1, 813 71 Bratislava, Slovenska
republika

Uvod:

Sirovodik (H>S) a oxid dusnaty (NO) su plynné signalne molekuly produkované endogénne v
[udskom organizme Specifickymi enzymami. Su zahrnuté v regulacii mnohych
(pato)fyziologickych funkcii. Vazbou NO na tiolovu skupinu cysteinu vznikaju S-nitrézotioly,
ktoré v bunkach predstavuju biorezervoar NO. Po ich interakcii s H,S dochadza k uvolneniu
NO z tejto vazby a k tvorbe novych produktov — polysulfidov (HSx-), nitrézopersulfidu
(SSNO-), dinitrézosulfitu (SULFI/NO) a nitroxylu (HNO) [1, 2]. Viacero $tudii poukazuje na
vzajomné prepojenie NO a H,S signalnych drah. Napriklad aplikacia zmesi S nitr6zo-N
acetyl-DL penicilaminu (SNAP) a nadbytku H,S vedie k vy$8ej aktivacii solubilnej guanylat
cyklazy (sGC) v porovnani s aplikaciou samotného SNAP [3]. Produkcia H,S a NO je
kolokalizovana s TRPA1 kanalom, ktory je aktivovany molekulou HNO. Vazodilatacny efekt
H,S zavisi od tvorby NO a od aktivacie HNO-TRPA1-CGRP signalnej drahy [4].

Material a metody:

Pomocou UV-VIS absorpénej spektroskopie (HP 8452A Diode array spectrofotometer) sme
Studovali vplyv polysulfidov na kinetiku tvorby SSNO- (Anax = 412 nm) vznikajuceho pri
interakcii 2 mmol/L H,S s 200 umol/L SNAP. Ako timivy roztok sme pouzili 200 mmol/L
Tris/HCI + 100 umol/L DTPA, pH 7,4. V3etky zasobné roztoky boli pred pouzitim prebublané
argbnom. Pomocou metdody metylénovej modrej, studenej cyanolyzy a extrakcie
elementamej siry do chloroformu sme kvantifikovali mnozstvo SSNO- vytvoreného poc¢as
reakcie 500 pmol/L SNAP s 5 mM H,S. Biologicky efekt — vplyv produktov interakénej zmesi
S nitrézoglutationu (GSNO) a H,S na relaxaciu pruzkov aorty prekontrahovanej 1 umol/L

fenylefrinom sme skumali pomocou izometrickej tenzometrie.
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Vysledky:

Pri reakcii H,S so SNAP postupne dochadzalo k rozpadu SNAP a k narastaniu absorbancie
pri ~270 nm (Siroky absorpény pas zodpovedajuci HSx-) a pri 412 nm (SSNO-). Pridanie
HSx~- do reakéného systému viedlo k vymiznutiu indukénej periddy tvorby SSNO- (zvysila sa
rychlost’ jeho tvorby), ¢o poukazuje na autokatalyticky efekt HSx-.

SSNO- vykazoval ,rezistenciu“ voCi beZzne pouzivanym redukénym agensom — DTT, KCN,
GSH a Cys. SSNO- sa v ¢ase pomaly rozpadal, pric¢om jeho rozpad bol homolyticky, veduci
k tvorbe NO+ a SS-—. Pomocou metddy metylénovej modrej, studenej cyanolyzy a extrakcie
elementame;j siry do chloroformu sme zistili, Ze mnozstvo vytvoreného SSNO- predstavuje
priblizne 25% a polysulfidov ~50% z koncentracie SNAP.

Aplikacia interakénej zmesi v koncentracii 50/500, resp. 100/1000 nM GSNO/H,S relaxovala
fenylefrinom prekontrahované pruzky hrudnej aorty niekolkokrat rychlejSie v porovnani s

uginkom samotného GSNO.

Zaver:

Nase vysledky naznacuju, ze produkt NO-H,S interakcie, nitrézopersulfid, je jednak donorom
NO, ale zaroven aj donorom sulfanovej siry, podobne ako vzniknuté polysulfidy a
predstavuje tak prepojenie medzi H2S a NO signalnou cestou. Experimenty jednoznacne
ukazali, ze produkty tejto interakcie maju biologické ucinky, ktoré su podobné ucinkom NO.
Literatura:

[1] Cortese-Krott M.M. et al. , Proc. Natl. Acad. Sci. U S A, 2015, Vol.112(34):E4651-E4660.

[2] Filipovic M.R. et al., J. Am. Chem. Soc., 2012, Vol.134(29):12016-12027.

[3] Cortese-Krott M.M. et al., Redox Biol., 2014, Vol.2(1):234-244.
[4] Eberhardt M. et al., Nature Communications, 2014, Vol.5: 4381.

Pod’'akovanie: Praca bola podporena projektmi APVV 0074-11, VEGA/2/0019/15 a VEGA/2/0050/13.
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Mykobakterialne proteiny WecA a Translokaza | -
perspektivne ciele pre pésobenie novych antituberkulotik

Stanislav Huszar', Sophie Lagrange?, Véronique Leblanc?, Marina Protopopova®, Katarina
Mikugova®

! Katedra Biochémie, Prirodovedecké fakulta, Univerzita Komenského, 842 15 Bratislava, Slovensko
% Infectious Disease Therapeutic Strategic Unit, Sanofi-Aventis R&D, Toulouse, France
®Sequella, Inc., 9610 Medical center Drive, Suite 200, Rockville, MD 20850, USA

Tuberkuléza (TB) spbésobena baktériou Mycobacterium tuberculosis zostava vo svete
nadalej zavaznym zdravotnickym problémom1. Sirenie rezistentnych kmefiov tohto
patogénu, vyvolavajucich mnohonasobne-rezistentnd (MDR-TB) a extenzivne-rezistentnu
tuberkulézu (XDR-TB), zvy$uje vo svete potrebu novych antituberkulotik. Tie by mali spifiat
niekolko kritérii vratane vysokej ucinnosti pre skratenie sucasnej doby lieCby, a tiez
zasahovania novych cielov pre terapiu MDR-TB a XDR-TB2.

M. tuberculosis je z hladiska lieCby naroénym patogénom v ddsledku vynimoé&nej stavby jeho
bunkovej steny a jeho réznych fyziologickych stavov pocas infekcie. Bunkova stena, ktorej
vystavba je blokovana viacerymi klinicky pouzivanymi antituberkulotikami, tak poskytuje
Siroké spektrum moznosti pre hfadanie novych cielfov. Bakterialna translokaza | (MraY, fosfo-
MurNAc-pentapeptid transferaza, MurX v M. tuberculosis) katalyzuje prvy membranovy krok
biosyntézy peptidoglykanu a je validovanym ciefom pdsobenia niekolkych tried
nukleozidovych antibiotik ako su tunikamyciny, lipozidomyciny, mureidomyciny,
muraymyciny a kapuramyciny. Dve molekuly, pdvodne oznacované ako inhibitory
translokazy | M. tuberculosis (SQ641, CPZEN-45), su v suc€asnosti v predklinickej faze
testovania. Nedavno bolo dokazané, ze ciefom pésobenia kaprazamycinového derivatu
CPZEN-45 je mykobakterialny protein WecA3. WecA a translokaza | M. tuberculosis su
esencialne enzymy iniciujuce membranovo asociované kroky biosyntézy dvoch kluCovych
Struktur bunkovej steny — arabinogalaktanu a peptidoglykanu, a predstavuju tak atraktivne a
doteraz nepreskumané ciele pre vyvoj novych antituberkulotik. WecA a MurX M. tuberculosis
su tunikamycin-senzitivne transferazy, odliSné derivaty liponukleozidovych prirodnych latok
tak mbézu zasahovat WecA a/alebo MurX s roznou efektivitou.

S pouzitim enzymovych frakcii pripravenych z mykobakterialnych kmerfiov M. tuberculosis
H37Ra a M. smegmatis mc2155 sme sa pomocou radiometrickych eseji zamerali na
preskimanie selektivity vybranych latok: kapuramycinového derivatu SQ641, jeho
prirodzeného prekurzora SQ997 a latky Strukturne podobnej tunikamycinu - X-J99620886

voCi mykobakterialnym proteinom WecA a translokaze I. S ciefom preskumat inhibi¢ny efekt
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vybranych latok na ludsku GIcNAc-P transferazu sme uskutoCnili esej v rovnakych
podmienkach s membranovou frakciou izolovanou z ludskej bunkovej linie MOLM-13.
Taktiez sme otestovali a optimalizovali metddy stanovenia oboch mykobakterialnych aktivit
(WecA a translokazy |), ktoré mbézu byt pouZité pre vysoko-uginny skrining inhibitorov tychto
proteinov4. Pre blizSiu charakterizaciu mykobakterialnych rekombinantnych proteinov WecA

a translokazy | v su€asnosti optimalizujeme ich produkciu a izolaciu.
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2. Zumla, A., Nahid, P. and Cole, S. (2013). Advances in the development of new tuberculosis drugs
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D.C., Brennan, P.J. and Nomoto, A. (2013). Inhibition of the first step in synthesis of the
mycobacterial cell wall core, catalyzed by the GIcNAc-1-phosphate transferase WecA, by the novel
caprazamycin derivative CPZEN-45. J Biol Chem. 288(42): 30309-19.
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of measuring diverse polyprenyl phosphate: sugar-1-phosphate transferases as exemplified by the
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Efekt antagonistu &-opioidnych receptorov naltrindolu na
excitabilitu hipokampalnych neurénov z novonarodenych
potkanov
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Uvod:

Hipokampus je mozgova Struktura podiefajuca sa na procesoch ulenia, pamate a
priestorovej navigacie. Je to oblast mozgu, ktora je zasiahnuta pri mnohych
neurodegenerativnych poruchach, ako su Alzheimerova choroba, epilepsia temporalneho
laloku, schizofrénia &i depresia. Delta-opioidné receptory zohravaju délezitu ulohu v
procesoch u€enia a pamate, chronickej bolesti, emolnych procesoch a pri poruchach nalad.
V hipokampe su exprimované dva typy opioidnych receptorov: vo vysokej koncentracii 6-
opioidné receptory, v niz8ej koncentracii y-opioidné receptory [2]. Opioidné receptory maiju
vo v8eobecnosti na neuronalnu excitabilitu inhibiény vplyv. Aktivacia &-opioidnych receptorov
mdze ovplyvnit  excitabilitu  pyramidalnych  hipokampalnych  neurénov  priamo,
prostrednictvom inhibicie signalnej drahy cAMP - adenylat cyklaza - proteinkinaza A [3]

alebo nepriamo, prostrednictvom inhibicie GABAergnych interneurénov [4].

Material a metody:

Z novorodenych potkanov kmera Wistar bola pripravena primarna kultira hipokampalnych
neurénov modifikovanym postupom podla Geier a kol. [1]. Akéné potencialy (AP), spontanna
aktivita aj ionové prudy boli merané metédou patch-clamp v konfiguracii ,z celej bunky“ s
pouzitim zosilfiovata HEKA EPC-10. Evokovana séria AP bola indukovana 300 ms
trvajucimi depolarizaénymi pulzmi z pokojového membranového potencialu (Vmem) okolo -
70 mV. Spontanna aktivita bola merana z prirodzeného pokojového Vmem meranej bunky.
Sodikové prudy boli merané depolarizaCnymi pulzmi na potenciali od -90 mV do +70 mV a
nasledne boli merané vapnikové prudy na potenciali od -40 mV do +50 mV. Mikropipety boli
vyrobené z borosilikatového skla so vstupnym odporom od 3.0 do 3.5 MQ. Kapacita buniek
sa pohybovala v rozmedzi od 14 do 60 pF. Naltrindol (NTI) bol aplikovany do tesnej blizosti
meranej bunky perfuznym systémom. Pri merani excitability boli pouzité Styri koncentracie:
100 nM, 1 yM, 10 yM a 100 pM. Pri merani vapnikovych a sodikovych prudov sme sa

zamerali na koncentraciu 10 uM, ktora mala najvacsi ucinok na generovanie AP.
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Vysledky a diskusia:

Naltrindol v koncentraciach 1 uM, 10 yM a 100 uM signifikantne znizil poCet AP v
depolarizaciou-indukovanej sérii. Koncentracia 100 nM nemala na generovanie evokovanej
série AP Ziadny efekt. Vys8ie koncentracie NTI (1 yM, 10 uM a 100 uM) signifikantne zniZili
aj spontannu aktivitu hipokampalnych neurdnov, zatial ¢o nizSia koncentracia (100 nM)
spontannu aktivitu potlacila iba mierne. Najvy3si u€inok mala koncentracia 10 yM NTI. Tato
koncentracia zaroven znizuje maximalnu amplitudu vapnikovych prudov pretekajucich cez
vapnikové kanaly exprimované v pyramidalnych hipokampalnych neurénoch, zatial €o

sodikové kanaly neboli ovplyvnené.

Zaver:

Antagonista 6-opioidnych receptorov naltrindol potla¢a evokované &i spontanne generovanie
akénych potencialov pyramidalnych hipokampalnych neurénov izolovanych z novorodenych
potkanov, av8ak bez inhibicie sodikovych prudov. K potlageniu excitability pravdepodobne
prispieva inhibicia vapnikovych kanalov. Predpokladame vSak, Ze Kk inhibicii aktivity
prispievaju aj iné faktory, napriklad inhibicia draslikovych kanalov. Prave kvéli schopnosti
ovplyvnit generovanie akénych potencialov a inhibovat vapnikové kanaly predstavuju o-

opioidné receptory potencialny ciel na lie€bu ochoreni centralneho nervového systému.
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Efekt H,S na HIF-1a v THP-1 makrofagoch
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Uvod:

Sirovodik (H,S) sa v suCasnosti zaraduje popri oxide dusnatom a oxide uholnatom do
skupiny plynnych transmiterov. Je endogénne produkovany v tkanivach cicavcov a ma
Specifické biologické uc€inky. Jeho protizapalové a antioxidatné vlastnosti su jednym z
navrhovanych molekularnych mechanizmov, avSak signalna draha v bunkach je zatial
nejasna [1]. Zapalovy proces v bunkach moduluju dve redox-senzitivne signalne drahy: NF
KB (nuclear factor-kB) a Nrf2 (nuclear factor-erythroid 2-related factor 2) [2]. Aktivacia NF kB
cesty vedie k expresii prozapalovych cytokinov. Naopak aktivacia Nrf2 cesty predstavuje
hlavnu antioxidacnu obranu buniek. Obe cesty dokazu aktivovat transkripény faktor HIF 1a
(hypoxia inducible factor 1 a) [3, 4].Cieflom naSej Studie bolo preskumat vplyv H,S na

transkripcné faktory HIF 1a, Nrf2 a p65, ktory je kflu€ovym pri aktivacii NF kB cesty.

Material a metody:

Bunkovu liniu ludskych THP 1 makrofagov sme inkubovali 6 a 24 hodin so H,S, ktory bol
postupne uvolfiovany z pomalého donora GYY4137 a/alebo s inhibitorom p38 MAPK (p38
mitogen activated protein kinase) SB203580. Proteiny z frakcie cytozolu a jadra makrofagov
sme separovali SDS polyakrylamidovou elektroforézou a nasledne preniesli na
nitrézocelulézovi membranu, ktori sme inkubovali cez noc pri 4°C s primarnymi protilatkami
anit HIF 1a, anti Nrf2, anti p65 a anti phospho p65 (Ser536), anti B Aktinom a anti Laminom
B1.

Vysledky:
H.,S uvolneny z pomalého donora GYY4137 podporuje akumulaciu HIF 1a a Nrf2 proteinov v
jadre THP 1 makrofagov. Tento efekt je Ciasto€ne zruSeny inhibitorom p38 MAPK

SB203580. Na druhu stranu H,S znizuje fosforylaciu p65 proteinu.

20



Drobnicov memorial 8. roénik, Horsky hotel Smrekovica, 23. — 25. september 2015,
] Z?ornik prispevgov, ) o ]
SEKCIA | = XENOBIOTIKA A VZTAHY MEDZI STRUKTUROU A UCINKOM LATOK

Zaver:

H,S indukovana akumulacia HIF-1a v THP-1 makrofadgoch nie je vyvolana aktivaciou
prozapalovej NF kB cesty. Predpokladame, Ze tato akumulacia je su€astou antioxidacnej
Nrf2 cesty a p38 MAPK je jednym z enzymov, prostrednictvom ktorého H,S tuto cestu
aktivuje [5].
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Detoxikaény fenomén ABC transportérov
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Transportéry typu ABC tvoria roz8irenu skupinu proteinov, ktoré su pritomné vo vSetkych
Zivych organizmoch. Tieto proteiny vyuzivaju energiu z hydrolyzy ATP, a tak dokazu
transportovat rézne druhy substratov cez biologicki membranu. Spomedzi mechanizmov
rezistencie voci antifungalnym latkam a fungicidom su efluxné pumpy &€asto zodpovedné za
mnoholiekovu rezistenciu.

Z hladiska Struktiry obsahuju vsetky ABC proteiny dve NBD (nucleotide-binding domain),
ktoré viaZzu a hydrolyzuju molekulu ATP. Tie su v rdmci transportérov situované v membrane
na cytoplazmovej strane. Rovnako obsahuju aj dve transmembranové domény (TMD), ktoré
vytvaraju kanal cez membranu [1]. V eukaryotickych bunkach sa tieto proteiny exprimuju bud
vo forme jedného polypeptidu zahfiiajuceho dve NBD a dve TMD, alebo ako polovicné
transportéry s jednou NBD a jednou TMD doménou, ktoré vytvaraja homo- alebo
heterodimér ako funkény ABC transportér.

Trichoderma spp. je znama svojou rezistenciou vo&i mnozstvu toxickych a xenobiotickych
zli€enin. Rezistencia zahfa antibiotikd produkované inymi mikroorganizmami,
antimikrobialne zluc€eniny rastlin, ako aj chemické fungicidy [2]. Tato vyznamna vlastnost sa
pripisuje objaveniu génov kodujucich ABC transportéry. Nadmerna expresia génov
transportérov totiz znizuje akumulaciu toxickych latok vo fungalnych bunkach.

V suCasnosti je preStudovany iba jeden gén kodujuci ABC transportér v gendme
Trichoderma atroviride, Taabc2. Preto su tieto transportéry v centre vedeckého zaujmu.
Cielom tejto prace je Studovat ulohu ABC transportérov v detoxikacii Trichoderma spp.. Ide
hlavhe o antifungalne latky aplikované v medicine, organické kyseliny pouzivané v
potravinarskom priemysle a fungicidy, ktoré sa vyuzivaju v polnohospodarstve. DalSou
stratégiou na zaklade sledovania citlivosti a expresnych profilov génov jednotlivych ABC
transportérov je postupna priprava dele€ného mutanta Taabc4, ako aj jeho heterologna
expresia v APdr5 a APdr12 S. cerevisiae.

Na zaklade ziskanych vysledkov mézeme konstatovat, ze Trichoderma atroviride dokaze v
porovnani s ostatnymi modelovymi vlaknitymi hubami najefektivnejSie odolavat testovanym
zluCeninam. To koreSponduje s tvrdenim, Ze tato mikromycéta je primarne rezistentna voci

mnozstvu chemickych zlu€enin, sekundarnych metabolitov, organickych kyselin,
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antifungalnych latok ¢i fungicidov. Tato jej vlastnost je vyznamna z hladiska biologickej
ochrany rastlin. Porovnanim citlivosti modelovych vldknitych hub v pritomnosti
antifungalnych latok sa potvrdila rezistencia T. atroviride najma voci flukonazolu,
cyklosporinu a cykloheximidu a znizena citlivost na amfotericin B a terbinafin. Co sa tyka
latok pouzivanych v konzervarenskom priemysle, vidknitd huba je odolna vocCi vSetkym
testovanym organickym kyselinam. V pripade polhohospodarskych fungicidov sa pozorovala
rezistencia najma vodi dichléranu a mankozebu. Tymto tvrdeniam zodpovedaju aj expresné

profily génov jednotlivych transportérov.

Literatara:

[1] Higgins, C. F. Res. Microbiol. 2001, 152, 205-210.

[2] Harman, G. E.; Latorre, B.; Agosin, E.; San Martin, R.; Riegel, D. G.; Nielsen, P. A.; Tronsmo, A.;
Pearson, R. C. Biol. Control. 1996, 7(3), 259-266.

Pod’akovanie: Tato praca vznikla s finanénou podporou grantovych agentur APVV v ramci rieSenia
projektu APVV-0282-10 a VEGA1/0870/14.

23



Drobnicov memorial 8. roénik, Horsky hotel Smrekovica, 23. — 25. september 2015,
] Zbornik p(ispevkov, ]
SEKCIA Il - MOLEKULARNA, CELULARNA BIOLOGIAS A MIKROBIOLOGIA

Zmeny vlastnosti Na,K-ATPazy v mozgovej kére potkana
pocas vyvoja ochorenia Diabetes mellitus typu 1.
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PredloZena praca je zamerana na Studium vlastnosti Na,K-ATPazy, klu€ového systému pri
udrziavani vnutrobunkovej koncentracie sodika za fyziologickych i patofyziologickych
podmienok. Nadvazujeme na predchadzajuce Studie, ktoré poukazali na zmeny idnového
transportu v organizme pocas Diabetes mellitus typu 1 (DM1). V naSich experimentoch sme
sa zamerali na charakterizaciu ATP- a Na-vazbovych miest a expresiu katalytickych alfa
podjednotiek tohto enzymu. Vzorky sme odoberali z mozgovej kdry potkanov kmera Wistar
oboch pohlavi po akatnom (8 dfiovom) a chronickom (16 tyzdfiovom) trvani DM1. Ochorenie
sme indukovali jednorazovym intraperitonealnym podanim streptozotocinu v davke 65
mg.kg-1. Pri $tadiu akutneho DM1 Western blot analyzou sme pre alfal podjednotku u samic
zistili mierny pokles expresie proteinu, kym pre alfa2 a alfa3 podjednotky sme nezistili
Statisticky vyznamné zmeny ani u jedného pohlavia. Kinetické merania aktivity enzymu
poukazuju na nezmeneny pocet aktivhych molekul vsetkych troch podjednotiek Na,K-
ATPazy, ¢o dosvedCuje nezmenena hodnota Vmax u oboch pohlavi. Zaujimavostou ale je
pokles tohto parametra u diabetickych samic v porovnani s diabetickymi samcami. Co sa
tyka kvalitativnych vlastnosti enzymu, zaznamenali sme medzipohlavny rozdiel v zhorSenej
schopnosti viazat ATP, ako na to poukazuje zvySena hodnota Km u samic v porovnani so
samcami bez ohfadu na fyziologicky stav. Pri §tidiu chronického DM1 Western blot analyzou
sme nezistili Statisticky vyznamné zmeny v expresii alfa podjednotiek ani u jedného pohlavia.
Pri aktivacii Na,K-ATPazy z mozgovej kory substratom ATP in vitro sme pozorovali stabilitu
enzymovej aktivity v reakcii na chronické pdsobenie diabetu u oboch pohlavi potkanov.
AvSak, pri sledovani vlastnosti enzymu z hladiska pohlavnej diferenciacie sme zistili
vyznamné zvysSenie aktivity Na,K-ATPazy u samic bez ohladu na ich fyziologicky stav v
porovnani so samcami. Podobny trend nastal aj pri aktivacii enzymu s narastajucimi
koncentraciami kofaktora Na+. Pri oboch typoch aktivacie sme pozorovali vysSi pocet
aktivnych molekul u samic v porovnani so samcami u kontrolnych ako aj u diabetickych
potkanov, ako to naznacCuje zvySenie hodnoty Vmax. NaSe vysledky poukazuju na odolnost

Na,K-ATPazy voéi komplikaciam spdsobenych pocCas vyvoja DM1. Enzym tak moézZe
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udrziavat' vnutrobunkovu homeostazu sodika v bunkach mozgovej kéry bez vyraznejSich

zmien i pocas ochorenia DM1.

Pod’akovanie: Praca bola podporena Slovenskou grantovou agenturou VEGA: 2/0141/13.
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Fotodynamicka diagnostika tumoru pomocou
transportného systému hypericin-LDL, Studia na modeli
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Uvod:

Vo fotodynamickej diagnostike (PDD) sa prioritne vyuZivaju 3$pecifické fluorescenéné
vlastnosti fotosenzibilizatorov (PS) s cielom detekcie nadorovych lozisk [1]. VyuZitie
transportnych nosi€ov umoziuje zvysit akumulaciu PS v nadorovom tkanive. Nepolarne
jadro lipoproteinov s nizkou hustotou (LDL) predstavuje vhodny priestor pre lipofilné PS a
chrani ich tak pred redistribuciou v priebehu transportu [2]. V naSich experimentoch sme ako
PS pouzili hypericin (Hyp), prirodny extrakt z rastliny Hypericum perforatum, ktory ma
relativne vysoky kvantovy zisk fluorescencie a nizke fotodegrada¢né charakteristiky [3]. Ako
experimentalny model sme pouzili chorioalantoicki membranu (CAM) embrya prepelice
japonskej (Coturnix japonica). CAM je tenké a transparentné tkanivo prestupené hustou
vaskularnou sietou, preto je vybornym modelom pre Studium nadorovej angiogenézy a
testovanie PDD. Cielom naSej Studie bolo ocharakterizovat’ fluorescenénu kinetiku Hyp a
Hyp:LDL komplexu na CAM s implantovanymi nadorovymi bunkami skvamocelularneho

karcinbm pazeraka (TE1).

Material a metody:

Absorpéné a emisné spektrum jednotlivych formulacii Hyp boli merané fluorescenénou
spektroskopiou (Agxe = 540 NM, Aemis = 575 nm). Merané roztoky boli v rovnakej koncentracii
ako sa aplikovali na povrch CAM (Hyp a Hyp:LDL (100:1 a 200:1), v davke 2 ug/g embrya =
79 uM v PBS s 0,17% DMSO). Od 3 vyvojového dria (ED3) boli embrya kultivované v 6-
jamkovych kultivaCnych platnickach. Na ED7 sme simulovali povrchovu infiltraciu tkaniva
CAM pomocou implantovanych fudskych nadorovych buniek skvamocelularneho karcinému
pazeraka (TE1) vo forme sféroidov. Na ED8 sa nasledne na povrch CAM aplikovali jednotlivé
formulacie Hyp (Hyp, komplex Hyp:LDL v pomere 100:1 a 200:1). Po excitacii tkaniva
modrym svetlom LED (405 nm) sme v hodinovych intervaloch zaznamenavali intenzitu

fluorescencie Hyp. Hodnoty sme vyhodnocovali v ¢&ervenom spektralnom pasme
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fluorescenéného obrazu. Na ED11 sme CAM so sféroidmi odseparovali od embrya,

zafixovali a pripravili na histologické spracovanie (farbenie HaE).

Vysledky:

Fluorescentna spektroskopia ukazala velmi nizku intenzitu emisného spektra Hyp, ¢o
signalizuje agregovany stav molekuly. IntenzivnejSia fluorescencia komplexu Hyp:LDL
dokumentuje vys8i stupefi monomerizacie molekuly, preto je tento transportny systém
vyhodny pre PDD. Lokalizacia sféroidov na CAM v bielom svetle bola problematicka, ale
volny Hyp a komplex Hyp:LDL vo fluorescenénom obraze velmi dobre vizualizoval nadorové
loZisko. Najvacsi rozdiel intenzity fluorescencie medzi zdravym a nadorovym tkanivom sme
zaznamenali pri komplexe Hyp:LDL 100:1 a 200:1. Potenciacia farmakokinetiky Hyp v
komplexe s LDL moze byt podmienena vazbou na vyssi poCet LDL-receptorov v nadorovych
bunkach. Histomorfolégia tkaniva CAM s adherovanymi sféroidmi potvrdila vitalitu

nadorového tkaniva 5 dni po implantacii.

Zaver:

Experimentalne vysledky ukazuju silnu fluorescenénu aktivitu Hyp v komplexe s LDL hned
po aplikacii na rozdiel od samotného Hyp, €o je velkou vyhodou z diagnostického hladiska.
Rozdiel intenzity fluorescencie medzi zdravym a nadorovym tkanivom je tiez vyraznejsi pri
komplexe Hyp s LDL. Transportny systém LDL potenciuje farmakokinetiku Hyp v tkanive TE1

tumoru a preto predstavuje vhodny model pre optimalizaciu PDD nadorovych ochoreni.
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Vplyv expresie P-gp v leukemickych bunkach na efekt
inhibitora N-glykozylacie tunikamycinu.
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Viacliekova rezistencia (MDR) je zavaznym problémom pri lie€be leukemickych ochoreni.
Neoplastické bunky sa stavaju rezistentné na Siroki Skalu podavanych cytostatik.
NajStudovanejSim mechanizmom vzniku MDR je expresia transportnych proteinov z rodiny
ABC transportérov, ktorej ¢lenom je aj nami Studovany P-glykoprotein (P-gp). P-gp je
syntetizovany ako 140 kDa prekurzor a svoju kone¢nu molekulovi hmotnost 170 kDa
ziskava glykozylaciou. Expresia P-gp v bunkach vyvolava rad zmien v mnohych regulacnych
procesoch a dochadza aj k prestavbe povrchovych sacharidov. V tejto praci sme sledovali
vplyv inhibitora N-glykozylacie tunikamicinu na P-gp pozitivnhe a P-gp negativne leukemické
bunky. Expresiu P-gp v mySej leukemickej linii L1210 sme ziskali postupnou adaptaciou
parentalnych buniek na vinkristin (R bunky) a T bunky, ktoré boli pripravené transfekciou
materskej linie plazmidom obsahujucim gén kodujuci fudsky P-gp. V ludskych leukemickych
liniach SKM-1 a MOLM-13 doslo k expresii P-gp adaptaciou senzitivnych buniek na
vinkristin. Aj mySie aj ludské leukemické bunky exprimujiuce P-gp su rezistentné aj na
tunikamicin. V parentalnych liniach sme v pritomnosti tunikamicinu pozorovali vyrazny narast
apoptézy uz po 24 h. VSetky rezistentné bunkové linie prezivali aj opakované kultivacie
v pritomnosti tunikamicinu, bunky v tychto podmienkach vyrazne aglutinovali, ale nebola
ovplyvnena ich viabilita.

Pod'akovanie: Tato praca bola podporena: grantom APVV 14-0334 a VEGA 2/0100/12; 2/0182/13.

Projekt SF Development of Competence Centre for research and development in molecular medicine*
ITMS 26240220071.
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Vplyv PPARa agonistu Wy-14,643 na akutny oxidacny stres
indukovany prozapalovym cytokinom IL-1a u endotelovych
buniek
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Reaktivne formy kyslika (ROS), akymi su napriklad superoxidovy anion, peroxid vodika
alebo peroxynitrit, mézu u endotelovych buniek pésobit’ ako signalne molekuly a regulovat
vaskularny tonus, citlivost na kyslik, proliferaciu, ale aj zapalové procesy. Narastajuci
oxidac¢ny stres ovplyvriuje aj viacero signalnych drah, ktoré mézu nasledne narusit génovu
expresiu  prostrednictvom modulacie viacerych transkripénych faktorov, vratane
peroxizomovym proliferatorom aktivovaného receptora (PPAR). Regulacia redoxnej
homeostazy je preto délezitym faktorom pre udrzanie normalnych funkcii buniek. Dékazy
podporujuce ulohu PPARa pri regulacii redoxnej signalizacie su zatial nedostato¢né. Preto
bolo ciefom naSej prace stanovit u¢inok PPARa agonistu Wy-14,643 na akutny oxidacny
stres vyvolany prozapalovym cytokinom interleukinom-1a (IL-1a) v endotelovych bunkach
izolovanych z vény fudského pupocnika (HUVEC) a zistit mozné mechanizmy, ktorymi Wy-
14,643 pbsobi. Mieru oxida¢ného stresu u HUVEC buniek sme stanovili pomocou prietokovej
cytometrie pouzitim 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetatu (H2-DCF-DA). Expresiu mRNA
pre hémoxigenazu-1 (HO-1) a transkripény faktor Nrf2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-
like 2) sme stanovili pomocou real time PCR. V pritomnosti IL-1a (5ng/ml) sa signifikantne
zvySilo mnozstvo ROS v HUVEC bunkach, pri¢om Wy-14,643 v koncentracii 100 uM a 10 uM
ich mnozstvo signifikantne znizil. Podobné pbsobenie Wy-14,643 sme zaznamenali aj pri
bunkach neovplyvnenych IL-1a. Real time PCR odhalila zvySenie expresie HO-1 len v
bunkach ovplyvnenych Wy-14,643 v koncentracii 100 uM. Expresia transkripéného faktoru

Nrf2 bola signifikantne zvySena len v pritomnosti IL-1a. Antioxidacny u&inok Wy-14,643 je
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pravdepodobne spdsobeny jeho priamym pdsobenim na expresiu HO-1, ako aj
prostrednictvom aktivacie transkripéného faktora Nrf2, ktorého expresia signifikantne vzrastla
u vSetkych HUVEC buniek ovplyvnenych IL-1a. NaSe vysledky naznacuju vyrazne pozitivhe
ucinky agonistov PPARa na urovni cievneho endotelu, ktoré mézu mat fyziologicky vyznam

najma v podmienkach subklinického a chronického zapalu.
Pod’akovanie: Tento ¢lanok/publikacia vznikol vdaka podpore v ramci OP Vyskum a vyvoj pre
dopytovo-orientovany projekt: Univerzitny vedecky park Univerzity Komenského v Bratislave, ITMS

26240220086 spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja a grantu APVV-
0291-12.
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Bunkové linie MOLM-13 a SKM-1 rezistentné na azacytidin
vykazuju cross-rezistenciu k substratom P-glykoproteinu
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Do skupiny latok s hypometylaénym ucCinkom, ktoré sa pouzivaju pri lieCbe
myelodysplastického syndromu a akutnej myeloidnej leukémie (AML) patri aj Azacytidin
(Aza). Napriek tomu, Ze ucinnost’ Aza v lie¢be pacientov s MDS a AML bola preukazana,
u niektorych pacientov sa pocCas lieCby azacytidinom vyvinie rezistencia (Fenaux et al,
2009, Fenaux et al, 2010). Presné mechanizmy vzniku primarnej ani sekundarnej
rezistencie na toto lieCivo nie su dodnes uplne objasnené a pozornost je venovana
molekularnym $tudiam tohto fenoménu na leukemickych bunkovych liniach s Aza
navodenou rezistenciou.

Cieflom tejto Studie bola analyza fenotypu Aza rezistentnych bunkovych linii SKM-1
a MOLM-13.

V studii boli pouzivané dve bunkové linie akutnej myeloidnej leukémie SKM-1 a MOLM-
13, ktoré su odvodené od pacientov s AML, ktorej predchadzal MDS. Bunkové linie boli
po dobu 6 mesiacov opakovane kultivované v médiu so zvySujucou sa koncentraciou
Aza.

6-mesacna kultivacia bunkovych linii SKM-1 a MOLM-13 v médiu so zvySujucou sa
koncentraciou Aza, viedla k vzniku Aza rezistentnych sublinii (SKM-1 / Aza a MOLM-13 /
Aza), ktoré prezivali aj v médiu obsahujucom 5 ymol/l Aza. Azacytidin nepredstavuje
substrat P-glykoproteinu (P-gp) avSak postupna adaptacia tychto bunkovych linii mala za
nasledok indukciu expresie/aktivity P-gp, a zaroven tieto bunkové linie vykazuju cross-
rezistenciu voci lieCivam predstavujucim substraty pre tento transportér, ktora méze byt
zvratena verapamilom (inhibitorom P-gp). Kym rezistenciu vocli substratom P-gp
v rezistentnych subliniach bolo mozné zvratit pomocou inhibitorov P-gp rezistencia vo i
Aza ostala nezmenena. V rezistentnych sublinidach sme sledovali tiez down-regulaciu
NF-kappaB a antiapoptotickych proteinov Bcl-2 a up-regulaciu proapoptotickych

proteinov Bax a p53 v porovnani so senzitivnymi bunkovymi liniami. V rezistentnych
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sublinidach sme tieZz pozorovali minimalne 5x zvySenu aktivitu glutation-S-transferazy,
ktora bola merana pomocou 1-chlér-2, 5-dinitrobenzénu.

Data z tejto Studie poukazuju na fakt, Ze dlhodoba aplikacia Aza méze viest k vzniku
drug-rezistentného fenotypu s integraciou réznych mechanizmov, ktoré spdsobuju
rezistenciu ako na samotny Aza tak aj vocCi Sirokému spektru lieCiv, ktoré predstavuju
substraty P-gp a GST.

Pod'akovanie: Praca bola podporena: APVV (APVV-14-0334; APVV-0160-11) a VEGA (Vega
2/0182/13; 2/0028/15).
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Interakcie Trichoderma sp. s fytopatogénmi a rastlinami
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VlIaknité huby rodu Trichoderma su vysoko odolné mikroorganizmy zname svojou
schopnostou atakovat fytopatogénne huby, ako aj kolonizovat' korefiovu sustavu rastlin.
Produkuju rézne metabolity, ktoré vyvolavaju lokalne alebo systémové obranné reakcie
rastliny po€as napadnutia patogénom. Vdaka tymto svojim vlastnostiam predstavuju huby
rodu Trichoderma hlavnu liniu biologickych ochrannych prostriedkov vyuzZivanych v
pofnohospodarstve.

Kyselina indol-3-octova (IAA) patri medzi sekundarne metabolity produkované Trichoderma
sp. a zaroven plni ulohu signalnej molekuly v rastlinach.

Trichoderma atroviride vykézala mykoparaziticku aktivitu voci fytopatogénom A. alternata a
B. cinerea. Pri priamom fyzickom kontakte hub doSlo k vyraznému prejavu mykoparazitickej
aktivity. V oboch pripadoch sa prejavila schopnost T. atroviride Uplne kolonizovat a prerastat
fytopatogénne mikromycéty A. alternata a B. cinerea. Intenzita konidiacie bola v mieste
prerastenia kolonie fytopatogéna A. alternata a B. cinerea porovnatelna (1.105 konidii/cm2).
Cidny efekt T. atroviride sa prejavil u oboch fytopatogénov.

Pocas konfrontacie dochadza k produkcii toxickych metabolitov, ktoré produkuje ako
Trichoderma sp., tak aj fytopatogény. Trichoderma sp. sa dokaze voci tymto metabolitom
branit indukciou expresie efluxnych pump, ABC transportérov, ktoré predstavuju ucinny
systém detoxifikacie. Expresia génov Taabc2-Taabc9 sa sledovala v pritomnosti bunkovych
stien a inaktivovaného mycélia fytopatogénov, ako aj pri priamej konfrontacii Trichoderma sp.
s fytopatogénmi.

Bunkové steny fytopatogénov sa prejavili ako silné induktory expresie fungalnych ABC
transportérov Taabc2-Taabc9. Miera expresie sledovanych génov pri  priamych
mykoparazitickych interakciach T. atroviride a fytopatogénov B. cinerea a A. alternata sa
menila v zavislosti od Stadia, v ktorom sa T. atroviride a fytopatogénna huba nachadzaju a
druhu fytopatogéna.

Vlaknité huby rodu Trichoderma vykazuju nielen vyrazna mykoparaziticku aktivitu vo i
fytopatogénom, ale zaroven maju pozitivny vplyv na rast rastlin. Tento vplyv sa sledoval na
modelovej rastline Lepidum sativum. PoCas kultivacie modelovej rastliny Lepidum sativum v

pritomnosti Trichoderma sp. doSlo k zmene fenotypu rastliny — skratenie hlavného koreria,
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zvySenie mnozstva bo¢nych korehov, zniZzenie hmotnosti a vysky nadzemnej Casti rastliny,
¢o zodpoveda vplyvu IAA na rast ratlin. Pésobenie IAA na Trichoderma sp. ukazalo, Zze IAA
pdsobi na rast vlaknitej huby inhibi¢ne od 50 pg/mil.

Za ucCelom naznaCit moznu biosynteticki drahu IAA sa sledovala produkcia IAA pocas
kultivacie vlaknitych hub s pridavkom tryptofanu (prekurzor syntézy IAA). Detekovatelné
mnozstvo IAA sa zaznamenalo po 3 tyzdhoch kultivacie v pritomnosti tryptofanu. Bez
pridavku exogénneho tryptofanu do Zivného média sa produkcia IAA nedetegovala.

Indukcia expresie génov transamindz TAM (149, 299 a 455), ktoré boli navrhnuté ako
homolégy génu AROS8 (transaminaza biosyntetickej drahy IAA) S. cerevisiae, sa sledovala
po pridani exogénneho tryptofanu do zivného média. Nizka hladina tryptofanu (1 pg/ml)
indukovala expresiu génu TAM455 vo zvySenej miere, naopak, vysoka hladina tryptofanu

(100 pg/ml) neindukovala expresiu TAM génov Trichoderma sp.

Pod’'akovanie: Tato praca vznikla s podporou grantu VEGA1/0870/14.
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Znizena hladina UDP-glukézy je spojena so zvysSenou
expresiou P-glykoproteinu v bunkach L1210 alimituje
aktivitu glukozylceramid syntazy

Katarina Turakova !, Lucia Pavlikova ?, Lucia Messingerova *?, Boris Lakato$®, Albert
Breier *?, Zdena Sulova 2

'Ustav biochémie, vyzivy aochrany zdravia, Fakulta chemickej a potravinarskej technolégie,
Slovenska technicka univerzita v Bratislave, Radlinského 9, 812 37, Bratislava
Ustav molekularnej fyziologie a genetiky, Slovenska akadémia vied, Vlarska 5, 833 34, Bratislava

Expresia P-glykoproteinu (Pgp), ¢lena rodiny ABC transportérov, ktory pdsobi ako efluxna
pumpa, spbsobuje v neoplastickych bunkach ich znizenu citlivost voc&i viacerym cytotoxickym
latkam a je najCastejSou pri€inou vzniku viacliekovej rezistencie. Viacero dokazov naznacuje,
Ze expresia Pgp je Casto sprevadzana zvySenou aktivitou glukozylceramid syntazy (GCS), o
vedie ku zvySenej rezistencii vocCi cytostatikam. V predchadzajucej praci bolo popisané, ze
mySie leukemické bunky L1210 v dbsledku selekcie voci vinkristinu (R bunky) exprimuju
Pgp, maju znizenu hladinu UDP-glukézy v porovnani s citlivymi S bunkami. Znizena
dostupnost UDP-glukézy ako donora glukdzy v glykozylagnych reakciach R buniek méze
limitovat’ glykozylaciu ceramidu katalyzovanu GCS. ZvySena expresia Pgp v Pgp-pozitivnych
L1210 bunkach sa mbze spajat so znizenou glykozylaciou ceramidu.

V tejto praci sme preverili spravnost nasej hypotézy. Sledovali sme expresiu a aktivitu Pgp
a GCS, hladiny UDP-glukézy, pinenie sa buniek C12-NBD-ceramidom (fluorescenénym
analégom ceramidu) a bunkovl smrt indukovanu ceramidmi s rézne dlhymi retazcami
v S a R bunkach. Pouzili sme aj dalsi typ Pgp-pozitivnych L1210 buniek — T bunky, ktoré
exprimuju Pgp v désledku transfekcie génom kédujucim ludsky Pgp. Zistili sme, ze Pgp-
pozitivne R a T bunky maju signifikantne znizenu glykozylaciu C12-NBD-ceramidu a mensSie
mnozstvo UDP-glukdézy v porovnani so senzitivnymi S bunkami. VSetky tri typy L1210 buniek
maju velmi podobnu dynamiku plnenia sa C12-NBD-ceramidom. Pgp-pozitivne R a T bunky
su citlivejSie na indukciu bunkovej smrti exogénnymi ceramidmi, predovSetkym C2-

ceramidom, v porovnani s S bunkami.

Pod'akovanie: Pracu podporili grantové agentury VEGA 1/0471/11, VEGA 1/0441/11 a APVV-14-
0334. Praca vznikla s podporou Agentury pre Strukturalne fondy v ramci projektu Vybudovanie
Kompetenéného centra pre vyskum a vyvoj v oblasti molekularnej mediciny (ITMS: 26240220071):
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Uéinok exogénneho zvySenia maternalneho testosterénu
na génovu expresiu prozapalovych faktorov v zavislosti od
genetickej linie mlad'at prepelic japonskych
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Testosteron ako dominantny androgén ma imunomodulaéné vlastnosti. Vac¢sina in vivo prac
realizovanych u dospelych jedincov popisala negativny aktivaCny ucinok zvySenych
plazmatickych hladin testosterénu na imunitny systém. Preto je testosterén davany do
suvislosti s medzipohlavnymi rozdielmi v aktivite imunitného systému a v suc€asnosti sa in
vitro Studie sustreduju na molekularne mechanizmy uc&inku pohlavnych horménov na
imunitny systém. V naSich predoslych experimentoch, ktoré sa venovali organizaénym
efektom maternalneho testosterénu na imunitny systém mladat prepelice japonskej, sme
pozorovali pozitivne u€inky selekcie na vysoky maternalny testosterén na niektoré parametre
imunitnej odpovede. V dalSej faze vyskumu sme potvrdili potencial samotnych pohlavnych
steroidov ovplyviiovat génovu expresiu imunitnych mediatorov v in vitro Studiach.
V aktualnom experimente sme sa zamerali na stanovenie organizanych ucinkov
maternalneho testosterénu na génovu expresiu prozapalovych faktorov, ktoré boli vybrané
na zaklade predoslej in vitro Studie. Vyuzili sme model dvoch linii prepelic japonskych
selektovanych na vysoky (HET) a nizky (LET) obsah testosterénu vo vajcovom Zitku
v kombin&cii s podanim exogénneho testosterdnu (50 ng/vajce) do vajcového Zitka, &im sme
simulovali akutne zvySenie depozicie testosteronu pod vplyvom environmentalnych
podmienok. Do vajec kontrolnej skupiny bol rovhakym spdésobom podany sterilny olej. Po
vyliahnuti sme u 27-driovych mladat v in vivo experimente pozorovali vplyv tejto
kombinovanej depozicie maternalneho testosteronu na génovl expresiu prozapalovych
faktorov (interleukin-6 a chemokin K203) v slezine po€as akutnej fazy imunitnej odpovede 3
hodiny po podani lipopolysacharidu (LPS). Génova expresia oboch sledovanych parametrov
vyrazne stupla po podani LPS, priCom sme zaznamenali signifikantnd interakciu oboch
sledovanych faktorov (liniaxexogénny testosteron) v pripade interleukinu-6 a podobna
tendencia (p=0,055) bola viditelna aj v pripade chemokinu K203. Genetickou selekciou
zvySeny testosteron v kontrolnej skupine stimuloval génovu expresiu oboch prozapalovych

mediatorov. Podanie exogénneho testosteronu pésobilo v zavislosti od prislusnosti mladat
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ku konkrétne linii. U mladat LET linie vyvolalo podanie exogénneho testosteronu zvysenu
génovu expresiu oboch mediatorov, ¢im sa dostali na uroven kontrolnej skupiny HET linie.
U HET linie sme pozorovali naopak numericky pokles sledovanych hodnét po podani
exogénneho testosterénu. NaSe experimenty opakovane potvrdili potencial maternalneho
testosteronu stimulovat’ neSpecificku imunitna odpoved. Vysledky naznacuju, Ze aktivatné a
organiza¢né ucinky pohlavnych steroidnych horménov sa mézu liSit. Tieto rozdiely mozu
odrazat’ rozdiely v mechanizme aktivaCnych a organiza¢nych uc€inkov, ako aj zmenenu
schopnost’ tkaniv odpovedat’ na dany hormén. Tento predpoklad budeme dalej analyzovat

na urovni génovej expresie androgénovych receptorov v tkanivach imunitnych organov.

Pod’akovanie: Praca bola podporena grantom VEGA 1/0686/15.
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Struktarna analyza glykokonjugatov v medicinskej
diagnostike

Pakanova Zuzana®, Mucha Jan!

Chemicky ustav SAV, Dubravska cesta 9, Bratislava, Slovensko

Gendm a protedm boli posledné desatro€ia povazované za najvysSi nastroj poznania zivych
organizmov a zaroveh aj sledovania ich patologickych stavov na drovni molekularnej
biologie. Dnes veda postupila od genomiky a proteomiky az na uroven glykomiky a zistilo sa,
Ze nielen geneticky kéd a jeho expresia su esencialne faktory Zivota. Glykany su v ludskom
tele Siroko distribuované — €i uz vo forme glykokonjugatov alebo volne a su zahrnuté do
mnohych biologickych a fyziologickych procesov. Posttranslatné modifikacie proteinov a
teda aj glykozylacia hraju Zivotne ddlezitu ulohu. Sacharidové jednotky, Specificky pridavané
na proteiny alebo lipidy determinuju ich kone¢nu biologicku funkciu.

Rozvoj glykomiky ako samostatnej vednej discipliny umoznil az nastup citlivych analytickych
technik, ktoré otvaraju dvere k ¢oraz dbékladnejSiemu Studiu glykanov a ich funkcii. Prave
vdaka tymto pristupom sa postupne zistuje korelacia medzi niektorymi ochoreniami a
chybnou Strukturou sacharidickej Casti glykokonjugatov ludského tela. Abnormality v
glykozylaénom profile boli zistené u pacientov trpiacich Alzheimerovou chorobou (1), poCas
infekcie (2) a vo viacerych klinickych biomarkeroch nadorovych ochoreni bolo potvrdené, ze
transformacia buniek je v korelaénom vztahu so zmenami v oligosacharidovej Strukture (3).
Pre stanovenie Struktury N-viazanych oligosaccharidov sme optimalizovali a zaviedli
komplexnu metodiku. Cielovy glykoprotein, resp. subor glykoproteinov, je Stiepeny vhodnou
protedazou a glykozylacné miesta su uréené z nameranych hmotnostnych spektier pomocou
softvérovych proteomickych nastrojov. Peptidy neslice na svojich sekvenciach glykany su
zakoncentrované pomocou i6novymennej chromatografie a nasledne deglykozylované.
Uvolnené glykany su izolované a frakcionované na neutralnu a nabitu (obsahujicu glykany s
terminalnou kys. sialovou) frakciu. Kazda frakcia je dalej detailne analyzovana pomocou
automatizovaného LC-MS pristupu, pozostavajuceho 2z fluorescenéného znacenia,
umoznujuceho kvantifikaciu jednotlivych Struktur a zo samotnej HIAX (,hydrophilic interaction
and anion exchange®) separacie s detekciou na MALDI TOF/TOF hmotnostnom
spektrometri. Jednotlivé spektra su v prvotnom pristupe interpretované pomocou databaz a
priestorové rozloZenie (tzv. vetvenie) i vazby medzi jednotlivymi monosacharidmi su
potvrdené prostrednictvom exoglykozidazovych Stiepeni, 1H NMR spektrometriou alebo

Specifickou chemickou esterifikaciou.
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Pre Strukturnu analyzu O-viazanych oligosacharidov sme S$tudovali reprezentativny
glykoprotein, apolipoprotein CIIl, ktory nesie jedno O-glykozylaéné miesto. Metdda na
analyzu O-glykanov bola vypracovana s dérazom na efektivitu, presnost a Casovu
nenaroc¢nost analyzy; kde iba 2 ul séra postacuju na detekciu zmien v mechanizme O-
glykozylacie pri jednotlivych patologickych stavoch.

Zavedenie rychlych, presnych a spolahlivych metéd na diagnostiku pordch suavisiacich s
metabolizmom glykokonjugatov priamo (tzv. kongenitdlne poruchy glykozylacie a
lyzozomalne poruchy) i nepriamo (okologické a iné ochorenia) je limitujuce pre dalSie

Studium tychto ochoreni.

Literatura:

1. Kizuka Y, et al. (2015). An aberrant sugar modification of BACE1 blocks its lysosomal targeting in
Alzheimer’s disease. EMBO Mol Med 7(2):175-189.

2.Balog CI, et al. (2010). Mass spectrometric identification of aberrantly glycosylated human
apolipoprotein C-lll peptides in urine from Schistosoma mansoni-infected individuals. Mol Cell
Proteomics 9(4): 667-81.

3. Stowell SR, et al. (2015). Protein glycosylation in cancer. Ann Rev Pathology 10:473-510.
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Identifikdcia a charakterizacia vazobnych vlastnosti
nuklearnych retinoid X receptorov v pec¢eni potkana

Toporova Lucia, Macejova Dana, Brtko Julius

Ustav experimentélnej endokrinolégie, Slovenska akadémia vied, Viérska 3, 833 06 Bratislava,
Slovenské republika

Rast, diferenciacia buniek, bunkovy cyklus, embryondlny vyvin, regulacia signalnych
procesov, apoptéza a mnohé dalSie kfuCové procesy prebiehajuce v Zivych systémoch su
ovladané prostrednictvom ligandom aktivovatelnych transkripénych faktorov, ktorymi su
nuklearne receptory. Vyznamni &lenovia tejto superrodiny, retinoidné X receptory (RXRs),
vystupuju ako promiskuitni heterodimerizaCni partneri pre niektoré nuklearne receptory za
ucelom vytvorenia permisivnych a nepermisivnych heterodimérov, ako aj heterodimérov
oznacCovanych ako ,conditional heterodimers®. Heterodimerizaény proces spolu s naviazanim
prislusného ligandu na receptor a naslednym nasadnutim vytvoreného komplexu na
responzivny element molekuly DNA su teda zakladnymi aktivanymi podmienkami na
spustenie transkripénej masinérie génov kédujucich uz vysSie spominané procesy nielen v
zdravych, ale aj v patogénnych prejavoch biologickych systémov. Preto je dblezité
charakterizovat prirodzené RXRs ligandy a nasledne identifikovat a syntetizovat’ ich funkéné
ekvivalenty - rexinoidy s cielom molekulovo-cielenej terapie niektorych patogénnych stavov v
organizme. Prirodzene vyskytujucim sa ligandom pre RXRs je kyselina 9-cis retinova (9-
cRA). Agonisticky, resp. antagonisticky potencial rexinoidov je dany jednak preciznou ligand-
receptor konformaciou, ako aj mierou ich interakcie s prislusnymi koregulatormi.
Vsadepritomné environmentalne polutanty napr. triorganocinové derivaty, najma tributylcin
chlorid (TBT-CI) a trifenylcin chlorid (TPT-CI), boli charakterizované ako vysokoafinitné RXRs
ligandy. Po&sobenie tychto latok v organizme indukuje imunosupresivne, metabolické,
reprodukéné, vyvinoveé, ako aj endokrinne disruptivne zmeny u stavovcov a u niektorych
bezstavovcov. Uz nanomolarne koncentracie tributylcinovych derivatov (TBTs) spdsobuju
aktivaciu a naslednu transkripénu aktivitu RXR heterodiméru, ¢im spustaju procesy ako
diferenciacia adipocytov, €i dysregulacia génu pre enzym aromatazu. Na druhej strane,
nedavne Studie naznacuju ich potencialne sfubnu ulohu v onkoldgii, a to vdaka svojim
cytotoxickym ucinkom na niektoré tumor6zne bunkové kultury.

V tejto praci sme na metodickom podklade predchadzajucej prace tykajucej sa ,radioligand
binding assay“ all-trans retinoidnych receptorov (RARs) [1] overovali maximalnu vazobnu

kapacitu (Bmax) a afinitu (rovhovazna asociacna konstanta, Ka) RXRs pomocou kompeti¢nej
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analyzy vyhodnotenej vo forme Scatchardovej zavislosti. Bodovou analyzou sa zistovalo, €i
vybrané organocinové zlu€eniny resp. iné vysokoafinitné ligandy RXRs moézu vytesnit
radioaktivne oznaCenu kyselinu 9-cRA z vazobnych miest nuklearnych receptorov.
Vytesnenia-schopné ligandy sme taktiez podrobili kompeti€nej analyze. Ziskané vysledky
naznacuju, Zze TBT-Cl a TPT-CI disponuju porovnatelnou vazobnou kapacitou ako prirodzeny

ligand RXRs (9-cRA), pricom TBT-CI sa javi ako takmer rovnocenny kompetitor vo€i 9-cRA.

Literatura:
[1] Brtko, J.: Accurate determination and physicochemical properties of rat liver nuclear retinoic acid
(RA) receptors. Biochem. Biophys. Res. Commun., 204: 439-445, 1994.
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Pritomnost’ P-glykoproteinu v bunkach AML je spojena
S expresiou nestinu, markera nervovych kmenovych
a progenitorovych buniek

Martina Coculova®, Zuzana Kogibalova', Denisa Imrichova?, Albert Breier'?

lL:/stav biochémie, vyZivy a ochrany zdravia FCHPT STU, Bratislava
*Ustav molekularnej fyziologie a genetiky SAV, Bratislava

Nestin (neuronal stem cell protein) je cytoskeletarny protein, ktory patri do VI. triedy
intermediarnych filamentov (IF). IF proteiny zabezpec€uji mechanicku integritu bunky
a ovplyvnuju zlozité molekularne mechanizmy v bunke. Nestin bol prvykrat identifikovany
v bunkach vyvijajuceho sa centralneho nervového systému (CNS), preto je vSeobecne
povazovany za marker nervovych kmerfovych a progenitorovych buniek. Nestin exprimuju
rézne typy buniek vyvijajiceho sa plodu poCas cicavCej embryogenézy. V bunkach
dospelého organizmu je lokalizacia nestinu strikine vymedzena a sluzi ako spiaca bunkova
rezerva, schopna proliferacie, diferenciacie a migracie, ktora je re-aktivovana ako désledok
patologickych podmienok. Bunky exprimujuce nestin vykazuju charakteristiky, ktoré su
typické pre progenitorové bunky, ako je multipotencia, vysoka proliferacia a schopnost
regeneracie. Re-expresia alebo nadregulacia nestinu moze indikovat’ intenzivnu remodelaciu
alebo reverziu k nediferencovanému fenotypu. Nestin bol doposial detegovany aj v celej
Skale solidnych nadorov. Miera jeho expresie v nadoroch koreluje s malignitou a invazivitou,
preto sa povaZuje za negativny prognosticky marker. V nasom laboratériu sme zistili
expresiu nestinu v bunkach akutnej myeloidnej leukémie (AML) pod selekénym tlakom troch
cytostatickych latok: vinkristinu, mitoxantronu a azacytidinu. V tychto bunkach je nestin
koexprimovany s P-glykoproteinom (P-gp), ATP zavislym transmembranovym proteinom,
ktory negativhe ovplyviuje ucinnost lieCby nadorovych ochoreni eliminaciou lie€iva von
z bunky. NaSe vysledky naznacuju, ze samotna pritomnost P-gp vyvolava v bunke vyrazné

fenotypové zmeny, ktoré pésobia na expresiu nestinu.
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AML je najrozSirenejSi typ akutnej leukémie dospelych s variabilnym biologickym
spravanim a prognézou, preto je vsulasnosti venovana velkd pozornost novym
prognostickym markerom, ktoré by umoZznili determinovat pacientov na zaklade ich
individualnych faktorov a optimalizovat ich lieCbu. Detekcia nestinu by mohla byt napomocna
pri vyhodnoteni biologického spravania sa nadoru, spresneni prognézy a spravnej volbe
lieCebnej stratégie.

Pod’akovanie: Tato praca bola podporena projektmi: Kompetenéné centrum ,Vybudovanie

Kompetenéného centra pre vyskum avyvoj v oblasti molekularnej mediciny* ITMS 26240220071,
APVV-02-90-10 a VEGA 2/0100/12, 2/0182/13.
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Rozdielny vplyv inhibicie proteazému na bunkové linie
T98G a SH-SY5Y
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Uvod:

V pripade dysfunkcie proteazému dochadza ku naruseniu degradaéného procesu bielkovin v
bunke, €im dochadza ku hromadeniu a naslednej agregacii polyubikvitinovanych bielkovin v
cytoplazme. Pritomnost’ nerozpustnych polyubikvitinovanych agregatov bielkovin bola okrem
neurodegenerativnych ochoreni pozorovana aj v pripade ischemicko-reperfuzneho
poskodenia mozgu. V suc€asnosti je stale aktualny predpoklad, ze agregacia bielkovin moze
zohravat vyznamnu ulohu v mechanizme oneskorenej smrti selektivne zranitelnych
neurénov. Ciefom naSej prace bolo prispiet ku objasneniu mechanizmu, akym inhibicia

proteazdmu a nasledna agregacia bielkovin vplyva na regulaciu bunkovej smrti.

Material a meto6dy:

Bunky neuroblastémovej linie SH-SY5Y a glioblastomovej linie T98G boli ovplyvnené
proteazdmovym inhibitorom bortezomibom (Velcade, PS-341). Relativne prezivanie buniek
bolo hodnotené MTT testom a relativne hladiny vybranych bielkovin pomocou western blot
analyzy. Expresia génov zapojenych do regulacie apoptdzy bola stanovena pomocou gqRT-
PCR na TLDA platniach. Vplyv bortezomibu na mitochondrialnu dynamiku a morfolégiu sme
sledovali na primarnej kultire hipokampalnych neurénov potkana po transfekcii

fotokonvertujucim mito-KikumeGRI pomocou laserovej konfokalnej mikroskopie.

Vysledky a diskusia:

K poklesu relativneho prezivania buniek dochadzalo po viac ako 24 h inkubacii u obidvoch
linii, pricom v dlhSich inkubacnych €asoch (48, 72 h) vykazovali bunky SH-SY5Y vysSiu
senzitivitu vod&i inhibicii proteazomu ako linia T98G. Signifikantny narast hladiny
vysokomolekulovych polyubikvitinovanych bielkovin bol vSak pozorovany uz po 4 h inkubacii
u obidvoch linii a aj miera ich tvorby bola v obidvoch liniach podobna. Napriek obdobnej
intenzite proteazomového stresu sme pozorovali vyrazne vySSiu intenzitu stresovej
odpovede (Hsp70, Hsp90) v bunkach T98G, ktora nebola asociovana s aktivaciou kaspaz (9,

3) ani uvolnenim cytochréomu ¢ z mitochondrii. V pripade linie SH-SY5Y sme pozorovali
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signifikantné zmeny niektorych apoptozu regulujucich bielkovin na transla¢nej (Noxa, Puma,
Mcl-1) aj transkripénej (Puma, Bik, Bcl-2) drovni, aktivaciu kaspazy 3 aj uvolnenie
cytochromu ¢ z mitochondrii. Inhibicia proteazému v hipokampalnych neurénoch potkana
zasahovala aj do regulacie mitochondridlnej dynamiky a inhibovala frekvenciu
mitochondrialnych fuzii, ¢im sa posunula rovnovaha v prospech mitochondrialneho delenia a
dochadzalo ku zniZeniu priemernej dizky mitochondrii. Zatial &o inhibiény vplyv na
mitochondrialne fuzie pretrvaval aj po 24 h, obmedzenie poc¢tu mitochondrialnych kontaktov

bolo do€asné (2 h) a mitochondrialna mobilita bola po 24 h obnovena.

Zaver:
Sledované bunkové linie reaguju na proteazémovy stres rozdielne a s réznou senzitivitou, ¢o
vedie aj k rozdielnym spésobom indukcie bunkovej smrti. Bunky SH-SY5Y odumieraju
mitochondrialnou drahou apoptdzy, zatial €o v pripade T98G predpokladame, ze
mechanizmus apoptdzy je odkloneny a kfu€ovu ulohu v tejto regulacii by mohol mat' Saperdn
Hsp70.

Pod’akovanie: Praca bola podporena grantom APVV &. 0245-11.
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Novel substrates for Lon-mediated proteolysis in
mitochondria
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Existence of mitochondria is one of the characteristic features of eukaryotic cells. Apart from
their most prominent role in synthesis the majority of cellular ATP, mitochondria are also
involved in other metabolic functions, many of which influence vitality of whole organism.
Mitochondria possess their own genetic system, which encodes number of essential protein
subunits, tRNAs and rRNAs. From that point of view, they represent unique, semi-
autonomous organelles, which associate several different groups of proteins. One such
group, involved in packaging and organizing of mitochondrial DNA into nucleoids, is
represented by Abf2p in Saccharomyces cerevisiae and TFAM in human mitochondria. Other
group contains Mgm101, which ensures maintenance and dynamics of mtDNA within yeast
cells. Besides, there is also ATP-dependent protease Lon, which removes and degrades
damaged, non-assembled, misfolded or otherwise unnecessary proteins within mitochondrial
matrix, and thus prevents their aggregation and further distortion of the cellular homeostasis.
To shed more light on possible role of Lon-mediated proteolysis in mitochondria, we have
cloned, expressed and purified yeast nucleoid proteins, Abf2p and Mgm101, and designed
several in vitro cleavage experiments with Lon protease and various endogenous agents.
Our results in connection with previous study on human mitochondrial packaging protein
TFAM represent an interesting insight into studying of metabolism and dynamics of

mitochondrial DNA in yeast as well as humans.
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Expresia proteinov Mfn2, DRP1 a VDAC1 pri ischemicko-
reperfiznom poskodeni mozgu
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Uvod:

Mitochondrie zohravaju v bunke délezitu ulohu ako producenti energie. Za fyziologickych
podmienok podstupuju procesy Stiepenia a fuzie, nevyhnutné pre udrzanie optimalnych
morfologickych vlastnosti potrebnych pre produkciu ATP. Udrzanie rovnovahy medzi
Stiepenim a fuziou je délezité najma v neurénoch, z dévodu vysokej energetickej naroCnosti
neurénov a dlhych mitochondrialnych transportnych vzdialenosti, najma v motorickych
neurénoch [1]. Jedny z hlavnych proteinov zu&astiujucich sa tychto procesov su i mitofuzin-
Mfn2 (fuzia) a DRP1 (Stiepenie). Tieto proteiny spolu s VDAC1 ovplyviuju a obmieniaju uzky
kontakt medzi mitochondriami a ER, pri€om zohravaju vyznamnu ulohu i v procese bunkovej
smrti. Ciefom tejto prace bolo zistit' vplyv globalnej ischémie mozgu na expresiu proteinov
Mfn2, DRP1 a VDAC1.

Material a metody:

V experimentoch boli pouzité samce potkanov kmena Wistar (Dobra voda, SR). Potkany boli
vystavené 15 min globalnej mozgovej ischémii pouzitim modelu Stvorcievnej okluzie, po
ktorej nasledovala reperfuzia v trvani 1, 3, 24 a 72 hodin. Mitochondrie boli izolované
Z hipokampov a kortexov potkanov diferencialnou centrifugaciou. Proteiny ziskané
Z mitochondrii boli separované pomocou SDS-PAGE elektroforézy a hladiny sledovanych
proteinov sme nasledne stanovili pomocou Western blotove] analyzy. Pre lepSiu
charakterizaciu VDAC1 sme proteiny z kortex homogenatov separovali pomocou

izoelektrickej fokusacie, 2D elektroforézy a analyzovali hmotnostnym spektrometrom.

Vysledky a diskusia:

Zistili sme, Ze globalna ischémia mozgu neovplyvnila celkovu hladinu DRP1, avSak viedla
k akumulacii tohto proteinu v mitochondriach izolovanych z kortexov potkanov podrobenych
ischémii s nasledovnou reperfuziou v trvani 1, 3, 24 a 72 hodin. V celkovych hladinach
proteinu Mfn2 sme pozorovali zniZenie jeho hladiny po ischémii ako aj zvySenie po ischémii

nasledovanou reperflziou v trvani 1, 3 a 24 hodin. Statisticky vyznamne zniZzené hladiny
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proteinu Mfn2 sme zaznamenali v mitochondriach izolovanych z kortexu potkanov, a to po
ischémii a 1, 3, 24, 72 hodinovej reperfuzii. Pri analyze homogenatov z hipokampu
kontrolnych a experimentalnych zvierat sme zistili, Ze dochadza k signifikantnému narastu
hladiny VDAC1 po ischémii s 3 hodinovou reperfuziou. Vzhfadom k tomu, Ze aktivita proteinu
VDAC je regulovana fosforylaciou, skumali sme pomocou proteomickej analyzy i post-
translacné modifikacie tohto proteinu. Zistili sme, Ze oproti kontrole je VDAC1 fosforylované

v kortex homogenatoch, po ischémii s nasledovanou 24 hodinovou reperfuziou.

Zaver:
Nase experimenty poukazali na mozné zapojenie proteinov Mfn2, DRP1, VDAC1 v procese
ischémiou vyvolanej bunkovej smrti. Mechanizmus ich aktivacie, resp. inhibicie po ischémii

mozgu ako aj uc€ast proteinov v procese oneskorenej bunkovej smrti vSak nie je uplne jasna.
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Nosia lastovi€ky len jar?
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Enterokoky patriace do okruhu E. faecalis su jednymi z naj¢astejSie sa vyskytujucich
enterokokov v traviacom trakte teplokrvnych zivoCichov. Prave E. faecalis je v8ak suCasne
jednym z pbévodcov vacsiny humannych infekcii vyvolanych enterokokmi a najcastejSim
nozokomialnym patogénom. Pri analyze enterokokov izolovanych z faeces volne Zijucich
vtakov sa nam podarilo ziskat' viaceré izolaty patriace do tohto okruhu. Izolat LA7, ktory je na
urovni 16S rRNA sekvencie podobny druhu E. rotai, vS8ak vykazuje viaceré odliSnosti v
biochemickom profile a je odliSny od doteraz identifikovanych druhov. Blastn analyza vodi
non-redundantnej GenBank databaze naznacuje, Zze 16S rRNA sekvencie izolatu LA7 su
unikatne a nateraz neboli ziskané zo ziadneho iného prostredia. Na zaklade doterajSich
vysledkov sa mézeme domnievat, ze sa jedna o novy druh rodu Enterococcus, ktory si

vyzaduje dalSi vyskum.

Pod’akovanie: Praca vznikla za podpory grantu VEGA 2/0087/14.
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In silico analyza 4-alfa-glukanotransferaz z rodiny GH77
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V systéme Kklasifikacie enzymov aktivnych voci sacharidom CAZy (Carbohydrate-Active
enZymes) je rodina GH77 monoS$pecifickou rodinou glykozidovych hydrolaz (GH)
obsahujucou 4-a-glukanotransferazy (EC 2.4.1.25), ktoré su u prokaryotov zname ako
amylomaltazy [1] a u rastlin (vratane rias) ako disproporcionaéné enzymy [2]. Spolu s
rodinami GH13 a GH70 tvori a-amylazovy klan GH-H [3]. V su€asnosti je v rodine GH77 viac
ako 2700 &lenov s jednoznacnou dominanciou bakterialnych proteinov [4]. Tato Studia [5]
prindSa bioinformaticku analyzu 416 vybranych sekvencii z rodiny GH77 so zameranim na:
(i) amylomaltazy z borélii, ktoré obsahuju unikatne substiticie v poziciach funkéne dolezitych
aminokyselinovych zvysSkov [6]; a (ii) disproporcionaéné enzymy 2 (DPEZ2) z rastlin, ktoré
maju medzi katalytickym nukleofiiom a donorom protonu sekvenény inzert ~140
aminokyselin [7]. Detailnou in silico analyzou bolo zistené, Ze: (i) v rode Borrelia mbdze
existovat postupny evoluény prechod od typickych bakteridlnych amylomaltaz
(reprezentovanych enzymom z Thermus aquaticus [8]) ku verzii amylomaltaz, ktoré obsahuju
mutacie vo velmi doblezitych a inak invariantne konzervovanych aminokyselinovych
poziciach; a (ii) vzhladom k rastlinnym DPE2 bola identifikovana velka skupina bakterialnych
amylomaltaz (reprezentovana enzymom z Escherichia coli [9]) s dlh§im N-koncom ako
pravdepodobny intermediat medzi ,Thermus-like” a ,DPE2-like* (pozorovanymi tiez u
baktérii). Dosiahnuté vysledky mézu byt vyuzité v proteinovom inzinierstve a dizajne tychto

amylolytickych enzymov.
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Rodina glykozidovych hydroldz GH57 je znama ako druha a-amylazova rodina [1]. V ramci
CAZy databazy bola etablovana v roku 1996 [2]. V su€asnosti su v rodine GH57 potvrdené
enzymové Specificity a-amylaz, amylopullulanaz, 4-a-glukanotransferaz, dalej glukan-
vetviace enzymy, maltogénne amylazy, a-galaktozidazy, neSpecifikované amylazy a dualna
amylopullulanaza-cyklomaltodextrinaza [3-5]. Zaujimavi su €lenovia s neuplnou katalytickou
masinériou (pravdepodobne bez enzymatickej funkcie), tzv. ,a-amylase-like* proteiny [3].
Vsetky amylolytické enzymy rodiny GH57 vyuZzivaju retenujidci reakény mechanizmus a ich
katalyticka doména je tvorena (B/a)7-barelom (tzv. nekompletny TIM-barel), za ktorym
nasleduju zvy€ajne Styri a-helixy [6,7]. Cela rodina je charakterizovana 5 konzervovanymi
sekvenénymi regiénmi (KSR) [8] - zname aj ako ,sekvenéné odtlacky prstov® vo forme
sekvenéného loga [4], z ktorych 4 su lokalizované v ramci katalytického (B/a)7-barelu a piaty
je umiestneny v a-helikalnej oblasti za barelom [3-5]. Katalyticki masinériu tvoria kyselina
glutdmova (katalyticky nukleofil) - Glu123 (pocitané podla 4-a-glukanotransferazy z
Thermococcus litoralis) na vlakne B4 (KSR3) a kyselina asparagova (donor proténu) -
Asp214 na vlakne 37 (KSR4) [6,7]. Predkladana praca je venovana bioinformatickej analyze
glukan vetviacich enzymov z rodiny GH57. Pomocou sekvenéného loga bolo z databazy
CAZy zozbieranych viac ako 350 sekvencii potencialnych glukan vetviacich enzymov, pricom
dalSich 14 velmi pribuznych sekvencii obsahovalo nekompletnu katalyticki masinériu; tieto
su navrhnuté ako skupina tzv. glukan vetviacich enzymov-like. Detailna sekven¢na analyza
vSetkych Studovanych glukan vetviacich enzymov spolu so skupinou “glukan vetviacich
enzymov-like” mbze priniest vylepSenie, resp. jemnejSie rozliSenie etablovaného
sekvenéného loga pre tuto enzymovu $pecificitu s ohfadom na pripadné drobné rozdiely v

ich sekvenciach, ako aj taxonomiu.
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Slnecné Ziarenie, primarny zdroj denného svetla na Zemi, je nevyhnutnou sucastou Zivota a
predstavuje prirodzeny podnet, ktory ovplyvriuje metabolizmus mnohych organizmov. Zelené
rastliny a riasy a niektoré druhy fototrofnych prokaryotickych organizmov ho vyuZzivaju ako
zdroj energie na tvorbu ATP a redukciu NADP' v priebehu svetelnej fazy fotosyntézy.
Archaea z rodu Halobacterium dokaze vdaka bakteriorodopsinu vyuzivat svetlo na transport
protbnov a generovat protonmotivnu silu. Pd&sobenim svetla dochadza k premene
dehydrocholesterolu na cholekalciferol, vitamin D3, v koznych bunkach cicavcov. Absorpcia
svetelnych lu¢ov v Capikoch a ty€inkach vyvolava fotochemicku reakciu, ktora je u zivo&ichov
podstatou videnia. U niektorych vlaknitych hub svetlo spusta (a)sexualnu reprodukciu a
sucasne sa podiela na regulacii cirkadianneho rytmu.

U vlaknitych hdb z rodu Trichoderma svetlo z modrej oblasti spektra spusta asexualnu tvorbu
konidii. Délezitu ulohu pri recepcii svetla u Trichoderma zohravaju fotoreceptory BLR-1 a
BLR-2, ktoré reguluju uroven expresie mnohych funkénych génov, ako napriklad gén
kédujuci dekarboxylazu kyseliny glutamove.

NasSe pozorovania ukazali, Zze po exponovani myceélia T. atroviride na svetlo sa v porovnani s
tmavou kontrolou niekolkonasobne zvysila syntéza proteaz. Stimulaény ucinok svetla bol
zavisly od pHeyx, najvyraznejsi vplyv sa zaznamenal pri raste huby v mierne kyslom prostredi.
Tento jav nie je univerzalny pre vSetkych zastupcov z rodu Trichoderma, ale je
charakteristicky pre T. atroviride. Zaujimavostou je, Ze konidiogenéza vyvolana
mechanickym stresom alebo pridavkom fyziologicky uc€innych latok ovplyviujucich konidiaciu
bola bez vyraznejSieho ucinku na tvorbu proteolytickych enzymov. Tieto pozorovania
naznacuju pritomnost viacerych signalnych molekul, ktoré sa podiefaju na spracovavani
externych signalov a sucasne, zZe svetelny podnet zohrava u huby T. atroviride vyznamnu

ulohu v regulacii syntézy proteolytickych enzymov.

Pod’'akovanie: Tato praca bola podporena grantovou agenturou APVV (APVV-0719-12) a grantom
Novozélandskej kralovskej spolo¢nosti (Marsden fund, 11-LIU-001).
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Bunkova stena kvasiniek predstavuje esencialnu Strukturu, ktora definuje tvar, udrZuje
osmoticku stabilitu bunky, participuje vo flokulacii, sporulacii, sprostredkovava medzibunkové
interakcie a hra vyznamnu ulohu pri interakcii hostitel — patogén a vo virulencii. Individualne
Strukturalne komponenty polysacharidovych polymérov bunkovych stien kvasiniek, B-(1,3)-
glukan, B-(1,6)-glukan a chitin, su vzajomne pospajané kovalentnymi vazbami do velkych
makromolekulovych komplexov zalozenych na B-(1,3)-glukanovej kostre za Uucasti
transglykozylacnych enzymov. Nasa pozornost je zamerana na tzv. ,carbohydrate active
enzymes® Crh1p a Crh2p (rodina GH16) zo Saccharomyces cerevisiae, ktoré patria k
enzymom remodelujicim bunkovu stenu kvasiniek a su délezité pre vazbu chitinu k $-(1,3)-
glukadnu a B-(1,6)-glukénu in vivo (1, 2); a na pH-regulované enzymy Phrip a Phr2p z
Candida albicans, ktoré patria k B-(1,3)-glukanozyltransferazam (rodina GH72) a katalyzuju
pripojenie Casti molekuly B-(1,3)-glukanu k dalSej molekule B-(1,3)-glukanu (3).

Cielom naSej prace je stanovenie substratovej Specificity tychto enzymov, ktoré boli
heterologne exprimované v Picchii pastoris, identifikacia produktov transglykozylaénych
reakii a navrh metody na rychly skrining inhibitorov tychto enzymov ako jedineénych terCov
pre vyskum novych antifungalnych latok.

Transglykozyla¢na aktivita Crh1p, Crh2p, Phrip a Phr2p bola stanovena fluorescenénou in
vitro metodou (2, 3), ktora je zalozena na pouziti oligosacharidov fluorescenéne znacenych
sulforodaminom (OS-SR) ako akceptorov a na viazani vysokomolekulovych produktov
transglykozylacnych reakcii do papierovej matrice. Karboxymetyl-chitin (pre Crhlp-2p) a
laminarin (pre Phr1p-2p) boli pouzité ako donory a Siroké spektrum OS-SR ako artificialne
akceptory. Vysledky boli potvrdené vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou. Produkty
transglykozylaénych reakcii katalyzovanych Crh1p, Crh2p, Phrip a Phr2p boli separované
pomocou TLC a analyzované a identifikované MALDI-TOF hmotnostnou spektrometriou (2,
3) ako hybridné molekuly zlozené z OS-SR ako akceptora a Casti molekuly donora
pripojeného k neredukujucemu koncu molekuly akceptora.

Metdéda na stanovenie inhibitorov tychto enzymov je zalozena na ukotveni donorov pre
jednotlivé transglykozylacné reakcie do agarového gélu v jamkach ELISA platnicky.
Vysokomolekulové produkty transglykozylacnych reakcii ostavaju uchytené v géli, zatial o

nezreagované akceptory (OS-SR) su vymyté. Metdda sa ukazala byt vhodna a univerzalna
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nielen na stanovenie inhibitorov ale aj na meranie samotnej transglykozylacnej aktivity
kvasinkovych i rastlinnych transglykozylaz.
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Je v8eobecne zname, Ze r6zne patologické stavy vedu k zvySeniu koncentracie Specifickych
latok (biomarkerov) v krvi alebo moc¢i. Mnohé z tychto biomarkerov nesu na svojom povrchu
charakteristické sacharidické Struktury (glykany), ktoré su odliSné v porovnani so zdravymi
jedincami. Monitorovanim tychto zmien je teda mozno odli$it chorych od zdravych jedincov a
v niektorych pripadoch dokonca urcit aj Stadium danej choroby [1-3]. Analyza glykanov v
realnych vzorkach je vSak €asto naro¢na a vyzaduje zlozité pristrojové vybavenie. Okrem
toho, mnohé sucasne vyuzivané analytické postupy zahffiaju zna€enie alebo fragmentaciu
cielovych molekul, ¢o mbéze v koneCnom désledku negativhe ovplyvnit celt analyzu [3].
Naproti tomu, elektrochemické metédy poskytuju velmi jednoduchu, rychlu a citlivi analyzu
intaktnych glykoproteinov v realnych vzorkach s moznostou prace v tzv. label-free méde, ¢im
sa stavaju silnym nastrojom pri konstrukcii a optimalizacii biosenzorov [4]. Lektiny tvoria
velku skupinu proteinov s vysokou afinitou k sacharidickym Struktiram, schopnych
rozpoznavat volné mono- a oligosacharidy €i dokonca celé bunky [5]. Vdaka tomu su
lektinové biosenzory vhodnym kandidatom na profilovanie glykanovych Struktur a navyse je
ich mozno vyuzit v pripade, ked je cielova molekula neznama (vyhladavanie novych
biomarkerov). V su€asnosti je termin biosenzor neoddelitelne spojeny s terminom
nanotechnolégia. V tejto oblasti je pomerne novym materidlom grafén (jednoatdmova
planarna (2D) vrstvy tvorena atomami uhlika v hybridnom stave sp2 usporiadanymi do
pravidelnych Sestuholnikov). Jeho objav v roku 2004 uputal celosvetovu pozornost a dnes
sa Siroko vyuziva v mnohych vednych odboroch vratane elektrochémie najma vdaka jeho
posobivym vlastnostiam [7, 8]. V nasej praci demonstrujeme, ze grafénovy material je
perspektivnym nastrojom na pripravu lektinovych biosenzorov s moznostou rdéznorodej
imobilizacie lektinu na povrch biosenzora. NavySe, pripraveny biosenzor je schopny detekcie
analytu na femtomolarnej urovni. Niet teda pochyb o tom, Ze elektrochemické biosenzory,
ktoré kombinuju Specifické kvality lektinov a unikatne vlastnosti grafénovych materialov

predstavuju inovativny pristup ku glykoprofilovaniu, avSak tento koncept je stale zriedkavy.
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Véasna diagnostika rakoviny prostaty pomocou analyzy
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Rakovina prostaty patri medzi najCastejSie diagnostikované typy rakoviny u muzov v
Eurdpskej unii a je prva v incidencii a tretia v mortalite spomedzi vSetkych nadorovych
ochoreni [1]. Tak ako pri v8etkych druhoch rakoviny, pozitivny vysledok lieCby zavisi na
vCasnej diagndze a zacati lieCby. V su€asnosti sa na detekciu rakoviny prostaty vyuziva test
hladiny prostatického Specifického antigénu (PSA) v krvnom sére, av8ak zvySena hladina
PSA mbéze byt spbsobena aj inymi ochoreniami ako rakovina prostaty (napr. benigne
zvacsenie prostaty, prostatitida) [2]. Za normalne hodnoty koncentracie PSA sa povazuju
hodnoty do 4 ng/ml krvného séra, ale hodnoty od 4 do 10 ng/ml sa povazuju za tzv.
diagnosticku Sedu zénu a vyzaduju dalSie vySetrenia, preto je nutné hfadat nové metddy pre
diagnostiku rakoviny prostaty. Nakolko glykozylaéné zmeny su charakteristickym znakom
nadorového bujnenia [3]a PSA je glykoprotein, sledovanie zmien v jeho glykozylacii méze
znamenat pokrok v diagnostike karcindmu prostaty a viest k zvySeniu uspesnosti lieCby a

tym poklesu mortality.
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Acetylesteraza CE16 z huby Hypocrea jecorina (Trichoderma reesei) je suastou komplexu
celulolytickych enzymov sekretovanych touto hubou do prostredia a rozkladajucich bunkovu
stenu rastlin. Uloha acetylesterazy pri degradécii rastlinnej biomasy nie je zatial Upine
znama, avSak v laboratérnych podmienkach sa zistilo, ze Ucinne deacetyluje terminalne
acetylované xylooligosacharidy [1] preferenéne v polohe 3 a 4 [2]. Acetylesteraza
deacetylaciou xylooligosacharidov umozniuje pristup dalSich enzymov k hlavnému retazcu
substratu a jeho naslednu kompletnu degradaciu. Na zaklade aminokyselinovej sekvencie
acetylesterazy bola v roku 2008 etablovana nova rodina sacharidovych esteraz, rodina CE16
[3]. Do rodiny CE16 bolo doteraz zaradenych 174 &lenov (k 25. 08. 2015), priCom ich pocet
stale narasta. Doteraz vSak nie je znama terciarna Struktura zZiadneho Clena tejto rodiny a
charakterizovani boli len dvaja ¢lenovia a to nami Studovana acetylesteraza z T. reesei a
acetylesteraza produkovana hubou Myceliophthora thermophila [4]. V gendme T. reesei bol
identifikovany gén acetylesterazy a neskér bol naklonovany do priemyselne vyuzivaného
kmena T. reesei Rut C30. Rekombinantny enzym bol charakterizovany a bolo dokazané, ze
je N-glykozylovany [3]. Glykozylacia prispieva k stabilizacii proteinu, avSak je zdrojom
moznej heterogenity a komplikacii pri priprave kryStalov potrebnych pre urCenie terciarnej
Struktury. Pre potreby krystalizacie ako i z dévodu ufahéenia pripravy mutantov potrebnych
pre dalSie Studium vztahu Struktury a funkcie, sme sa rozhodli pripravit enzym v jeho
neglykozylovanej forme. S tymto cielom bol navrhnuty a pripraveny synteticky gén tae1
kédujuci acetylesterazu CE16, ktorého nukleotidova sekvencia bola optimalizovana pre
expresiu v E. coli.

Prvé pokusy o pripravu neglykolyzovanej acetylesterazy expresiou syntetického génu
v bunkach E. coli boli neuspesné, pretoZze protein sa sice produkoval, ale v agregovanej,
nerozpustnej forme a nezachytaval sa na Ni**- agarézovej koléne. Jednotlivé kroky pripravy
rekombinantného proteinu od vyberu vhodného produkéného kmerfa E. coli, Upravu
podmienok kultivacie a indukcie expresie génu, lyzu buniek az po podmienky afinitnej

chromatografie bolo potrebné optimalizovat a po optimalizacii vSetkych krokov bola
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pripravena neglykozylovana rekombinantnd CE16 acetylesteraza v rozpustnej a aktivnej
forme. Vysledky boli potvrdené SDS-PAGE analyzou, analytickou FPLC, Studiom na DLS a
meranim aktivity. Pouzité postupy budu predmetom diskusie.

Sucasne s pokusmi zameranymi na pripravu proteinu sme sa zamerali aj na bioinformaticku
analyzu acetylesterazy CE16 a rodiny CE16. Na zaklade podobnosti primarnej Struktury bol
zostaveny evolu¢ny strom rodiny CE16.Ako uz zistili Li a kol. [3], ¢lenovia rodiny CE16 patria
do skupiny serinovych hydrolaz, presnejdie do superrodiny SGNH hydrolaz, rodiny GDSL-
like lipaz/acylhydrolaz [5]. U vac&siny €lenov bol identifikovany vysoko konzervovany GDSL /
GDSY motiv, typicky pre GDSL lipazy. Zrovnanim aminokyselinovych sekvencii boli u
vacsiny c¢lenov identifikované aminokyselinové zvysky s pravdepodobnou katalytickou
funkciou a funkciou donorov proténov (u acetylesterazy triada Ser36, Asp315, His318 a
donory proténov Gly92 a Asn148). Pomocou zrovnania boli identifikované i dalSie
konzervované aminokyselinové zvysky, predovsetkym tryptofany a fenylalaniny, ktoré mézu
zohravat délezitu ulohu pri vazbe enzymu na substrat. Predpokladané aminokyseliny

dolezité pre viazanie a Stiepenie substratu planujeme experimentalne overit.
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Ultrasenzitivha detekcia glykan-proetinovych interakcii
pomocou glykanového biosenzora
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Glykany su oligosacharidy, ktoré maju délezitu ulohu v mnohych biologickych a
biochemickych procesoch v Zivych organizmoch. Informativny charakter glykanov je vefmi
délezity v bunkovej signalizacii, imunitnej odpovedi, infekciach, metastazach atd. Stadium
glykan-proteinovych interakcii nam moze poméct pochopit viaceré patologické a fyziologické
procesy. 1

Priprava glykanovych biosenzorov zahffia nasledujuce kroky: Cistenie povrchu, tvorba samo
usporiadajucej sa vrstvy (SAM) a imobilizaciu glykanov. Zlato patri k najCastejSie vyuzivanym
povrchom pre vyrobu biosenzorov. Atdmy siry su schopné vytvarat' silni vazbu so zlatom.
Tato vlastnost’ je vyuzivana pre jednoduchd modifikaciu zlatého povrchu tiolmi, s réznymi
funk&nymi skupinami, s réznou dizkou a $truktdrou.2 Existuje viacero technik pre imobilizaciu
glykanov na povrch biosenzora. NajCastejSie vyuzivana metdda je aminova vazba, pri
ktorom sa karboxylové funkéné skupiny na tioloch aktivuju roztokom karbodiimidu (EDC) a
N-hydroxysukcinimidu (NHS), o vedie k tvorbe amino reaktivneho esteru. Amino reaktivny
ester je nasledne schopny viazat derivatizovany glykan s amino skupinou.3 Glykanové
biosenzory nam ponukaju moznost detekcie glykan-proteinovych interakcii s detek&nymi
metddami bez znaclenia (label-free detekéné metddy). NajCastejSie vyuzivané label-free
detekéné metddy su elektrochemicka impedanéna spektroskopia (EIS), mikroskopia
atomarnych sil (AFM) alebo povrchova plazmoénova rezonancia (SPR). Glykanové
biosenzory nasli uplatnenie v oblastiach nanobiotechnoldgie a glykobiotechnoldgie, pri Stadiu
glykan proteinovych interakcii (lektiny, hemmaglutininy a rézne proteiny), pri Stadiu aktivity
enzymov, pri detekcii virusov a baktérii. 1

Techniky ako EIS, AFM a SPR boli pouzité pre charakterizaciu glykanového biosenzora,
ktory bol schopny detekcie glykan-proteinovych interakcii na aM (10-18) urovni medzi
imobilizovanym glykanom a lektinom (MAA, DSL) a hemmaglutininom virusu chripky Povrch
jedného z nacitlivejSich dosial publikovanych glykanovych biosenzenzorov bol modifikovany
11-merkaptoundekanovou kyselinou a 1-merkapto-6-hexanolom, glykan s terminalnou

kyselinou sialovou bol imobilizovany na SAM vrstvu cez aminovu vazbu. 4
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V druhom pokuse sa povrch modifikoval tiolmi, ktoré obsahovali etylénglykolové (EG)
skupiny. Takto modifikovany povrch s imobilizovanym glykanom sa pouzil na detekciu
inaktivnych virusov chripky H3N2 a H7N7.
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Glykozylacia proteinov predstavuje jednu z najuniverzalnejSich a najCastejSich ko-
translaénych a post-translaénych modifikacii proteinov. Sacharidové Casti glykoproteinov sa
zu&asthuju mnohych biologicky délezitych procesov, ako napriklad fertilizacie, bunkového
vyvoja a diferenciacie, interakcii hostitela s patogénom rovnako pri progresii mnohych
ochoreni. Mnozstvo a kvalita glykozylacie, ako aj zmeny v glykdnovych Struktarach mézu
sluzit ako dblezité biomarkery signalizujuce nastup a priebeh mnohych ochoreni.
Glykoprofilacia by tiez mohla sluzit ako nastroj pre skord diagnostiku. Na rychlu analyzu
glykozylaéného profilu sa pouziva (glyko)proteinova microarray vyuzivajuca lektiny, proteiny,
ktoré su schopné Specificky a reverzibilne viazat glykany. (Glyko)proteiny su imobilizované
na pevny povrch s vyuzitim vhodnej povrchovej chémie, po imobilizacii sa zablokuju
neobsadené aktivne skupiny a pridaju sa biotinylované lektiny, ktoré Specificky interaguju s
glykanovymi Struktirami. Detekény systém moze byt zaloZeny na interakcii biotinu s
konjugatom streptavidin - fluorofér (nepriama detekcia) alebo s lektinom priamo oznacenym
fluorescenénou znackou. Ciefom tejto prace bolo optimalizovat (glyko)proteinovu microarray
vyuzivajucu lektiny pre detekciu a glykoprofilaciu proteinov. Ako analyty sme vyuzili
Standardny glykoprotein fetuin, bunkové lyzaty a imunoprecipitaty zo vzoriek od pacientov s
kolorektalnym karcindmom. Testovali sme rézne experimentalne postupy pre spotovanie,

blokovanie a inkubaciu, ako aj rézne techniky nanasania vzoriek.
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Zmény v glykosylaci jsou pozorované pfi zménach fyziologického stavu, tyto zmény jsou
doprovazeny rdznymi nemocemi (rakovina, roztrouSena skler6za, AIDS a mnoho dalSich).
Pro studium glykosylaénich zmén jsme pouzili lektinovou microarray. Tato metoda umoziuje
méfeni velkého mnozstvi vzorek v relativné kratkém Case. Pouzité mnozstvi vzorek se
pohybuji v fadech nékolika pl. BEhem méfeni byly vzorky inkubiovany s biotinylovanymi
lektiny, které byly nasledné oznaceni fluorescenéni znac¢kou spolu se streptavidinem a poté
skenovany a vyhodnoceny.

Pro studium glykosylaénich zmén byly pouzity rizné typy humannich vzork(: séra ziskana
od zdravych lidi a od pacient(, cytosol, membranové frakce, vzorky ze zdravé ¢asti tlustého
stfeva pacienta, ale i z postizené tkané, IGFBP-3 a a2-makroglobulinu jako imunoprecipitaty
ziskané ze sér, cytosolu a membranovych frakci. Celkové bylo zméfeno 208 rliznych vzorki
ziskanych od 20 zdravych lidi a od 30 osob s diagnostikou kolorektalniho karcinomu. U
vSech vzorkll byly sledovany interakce s 16 rlznymi lektiny (s rdznymi vazebnymi
specifikami, pf. a-D-Sia-(2-3)-Gal, a-D-Sia-(2-6)-Gal, a-D-Man, a-L-Fuc-(1-6)-GIcNAc,
GalNAc, atd.). Po statistickém vyhodnoceni vzorek byl pozorovan urcity trend pfi zménach
glykosylace spojeny s kolorektalnim karcinomem. Tyto vysledky poukazuji na moznost
vyuziti tohoto biosenzoru jako na vhodného kandidata (glyko)biomarkeru v diagnostice

kolorektalniho karcinomu.
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20ddelenie  NMR a hmotnostnej spektrometrie, Ustav analytickej chémie, FCHPT STU,
Radlinského 9, 81237 Bratislava

% Ustav molekularnej fyziologie a genetiky SAV, Vlarska 5, 83334 Bratislava

Huby rodu Trichoderma su askomycétne viaknité huby zname aj vdaka ich schopnosti
produkovat’ Siroku Skalu sekundarnych metabolitov. V mykoparazitickom spésobe Zivota
Trichoderma spp. zohravaju tieto latky vyznamnu ulohu, menej zndma je vSak ich funkcia vo
fyziolégii. Mnozstvo sekundarnych metabolitov je syntetizovanych prostrednictvom
multidoménovych enzymov- syntaz polyketidov (PKS). Do skupiny polyketidov patria aj
pigmenty produkované vilaknitymi hubami, vratane hub rodu Trichoderma (1). Biochemické
drahy syntézy pigmentov a ich regulacia zostava u vacsiny hub neobjasnena.

UV mutagenézou Trichoderma atroviride CCM F-534 boli pripravené biele, ZIté a hnedé
mutanty, ktoré boli nasledne fenotypovo charakterizované. V genédmoch Trichoderma spp.
boli pomocou bioinformatickych metdd identifikované hypotetické gény kodujuce syntazy
polyketidov. Nasledne boli v gendme T. atroviride IMI 206040 vyhladané hypotetické PKS
homolégne k pks4, zodpovednej za syntézu zeleného pigmentu v T. reesei (2).
Osekvenovanim homoldgnej pks4 v gendmoch mutantov so zmenenou pigmentaciou, sa
potvrdila pritomnost mutacie v bielych mutantoch. Hnedé mutanty su charakteristické
tvorbou hnedosfarbenych konidii a sekréciou oranzového a hnedého pigmentu. NMR
analyzou oranzového pigmentu bola identifikovana latka patriaca do skupiny polyketidov,
ktora je znama ako rodolamprometrin (3). Gény zasiahnuté UV mutagenézov v Zltych a

hnedych mutantoch zatial neboli identifikované.
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Vyvoj rychlej a optimalizovanej metdédy urcenej pre
mikrobialnych producentov inhibitorov lipaz
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Mikroorganizmy su zdrojom mnohych priemyselne zaujimavych latok. Hoci dopyt po nich je
Casto krat velky, vacsina z nich je produkovana len v malych mnozstvach. Prikladom je
lipstatin, inhibitor traviacich lipaz, ktory si nasiel uplatnenie v medicine, najma pri liecbe
obezity. Hlavnym mikrobidlnym zdrojom je vlaknita baktéria Streptomyces toxytricini.
Lipstatin je prirodzene produkovany len v malych mnozZstvach, navySe len cCast je
uvolfiovana do okolia. Vzhfadom na narastajuci vyskyt obezity a relativhu neSkodnost
lipstatinu, su snahy ziskat kmen so zvySenou produkciou tohto sekundarneho metabolitu. Pri
vyuziti oboch postupov, & uz nahodného alebo cieleného pozmenenia genému, sa ziska
vacSie mnozstvo mutantov, ktoré je potrebné rychlo a efektivne otestovat, & maju zvySenu
biosyntézu tejto latky. Preto sme vyvinuli dva systémy na skrining. Jeden je zaloZeny na pH
indikatoroch, druhy pouziva chromogénne substraty. V prvej faze sa hladali vhodné zlozky a
podmienky pre navrhnuté systémy. Sledovala sa lipolyticka aktivita réznych lipaz (lipaza A,
AYS, G, M, L1 a L2), pri roznych teplotach (8; 15; 27; 32; 45 a 58 °C) a pH (3,5; 4,5; 6; 7,5; 9
a 10) s ciefom vybrat' lipazu s najvy§Sou mierou inhibicie tetrahydrolipstatinom (stabilnejsi
derivat lipstatinu) a urcit optimalnu teplotu a pH pre vybrané lipazy. Nasledne sa stanovila
termalna stabilita (23, 37, 50 a 70 °C). Dalej sa sledoval vplyv detergentov (Brij-35;
deoxycholan sodny; Triton X-100 a Tween 80). Ako substrat pre lipazu sa vyuzil komeréne
dostupny p-nitrofenyldodekanat. V druhej faze sa s vhodnou lipazou (lipaza M) a pri
najlepsich podmienkach (37 °C; pH=7,5; Tween 80) porovnavali vlastnosti réoznych pH
indikatorov  (bromfenolova modra; brémkrezolova zelena; brémtymolova modra;
metylCervenl). Dostatoénu farebni zmenu v neutralnej oblasti sme pozorovali pri
brémtymolovej modrej. Na zaklade ziskanych poznatkov, systém zalozeny na farebnej
zmene pH indikatora obsahoval bromtymolovu modru, lipazu M, Tween 80 a metylester
sojového oleja (MESO) ako substrat. Druhy systém obsahoval namiesto pH indikatora

chromogénny substrat, ktorého farebna zmena bola detegovana.

Pod'akovanie: Tato praca bola finan¢ne podporena grantom APVV-0719-12 a Strukturalnym fondom
ITMS 26220220093.
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Trichoderma atroviride a jej vztah k Ca** ibnom
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Radlinského 9, 81237 Bratislava

Ca®" iény su dolezité signalne molekuly, ktoré sa v Zivych bunkach prostrednictvom
modulacie aktivity enzymov a vlastnosti bielkovin podielaju na regulacii mnohych Zivotne
dolezitych bunkovych procesov. Charakteristickou vlastnostou Zivych buniek je nizka
koncentracia volnych Ca®" iénov v cytoplazme, ktora sa v désledku mimo- alebo vnutro-
bunkovych biotickych a abiotickych podnetov prechodne zvySi. ZvySenie koncentracie
sposobi naviazanie Ca”* na 3pecifické bielkoviny a aktivaciu prislusnej signalnej drahy.
Vyznamnu Ulohu pri zabezpeovani Ca®* homeostazy v bunkach hraju Ca®* transportné
proteiny a regulaéné proteiny viazuce Ca?. Vlaknité huby reprezentuji spomedzi
eukaryotickych organizmov zaujimavy experimentdlny model, ktory sa vyznacuje
charakteristickou mnohobunkovou architektirou a schopnostou tvorit Specializované
bunkové typy v priebehu ich sexualneho alebo asexualneho spdsobu zivota. Vlaknité huby z
rodu Trichoderma sa vyuzivaju ako modelové organizmy pri Stadiu konidiogenézy a
mykoparazitizmu. V suCastnosti maju  velky vyznam aj v biologickej ochrane
pofnohospodarskych rastlin a su vyznamnymi producentmi homolégnych (celulazy) a
heterolognych proteinov. Pokusy v nasom laboratériu naznacuju, ze viaceré fyziologické javy
u Trichoderma atroviride st spojené s Ca?* iénmi. Zatial nie je jasna podstata ako sa vstup
Ca®" do mycélia tejto huby uskuto&fiuje. Cielom tejto prace je skimanie potencionalnych

bielkovin, zabezpedujucich transport Ca®* do mycélia T. atroviride.

Pod’'akovanie: Tato praca bola finan¢ne podporena grantom APVV-0719-12.
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Nové aspekty \'; posobeni karbamidovych
antimykobakterialnych lie€iv

Madacki Jan, Kordulakova Jana

Katedra biochémie, Prirodovedecka fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave

Pbvodca tuberkulézy - patogénna baktéria Mycobacterium tuberculosis v sucasnosti
ohrozuje fudstvo najm& v rozvojovych krajinach. Celosvetovy vyskyt mnohonasobne
rezistentnych kmenov tohto patogéna (MDR-TB) a ich rychle Sirenie vSak dokazuje, Ze
tuberkuléza zostava globalnym problémom (1). Lie¢ba tuberkuldézy Standardne zahfha
podavanie Styroch antituberkulotik po dobu 6 az 9 mesiacov, pricom v pripade MDR-TB
mdbze lieCba trvat az dva roky. Vzhfadom na pocCetné neziaduce UCinky, ktoré sprevadzaju
tento spbsob lieCby, ako aj zvySujucu sa odolnost tuberkulé6zneho bacila voc&i existujucim
lieCivam je potrebny neustaly vyvin novych antituberkulotik.

Medzi ucinné antimykobakterialne inhibitory patria latky, ktoré vo svojej Struktire obsahuju
modifikované karbamidové (ureové) jadro. Mechanizmus pésobenia viacerych z nich uz bol
aspon CiastoCne objasneny - inhibuju syntézu a transport mykolovych kyselin, vefmi dlhych
mastnych kyselin ktoré su esencialnou sucastou mykobakterialnej bunkovej steny. Tioureové
derivaty izoxyl (ISO) a tiacetazon (TAC) sa kovalentne viazu na dehydratazy HadAB/HadBC,
ktoré katalyzuju dehydratacny krok v biosyntéze mykolovych kyselin mykobakterialnym FAS
Il systémom (2), priom vyzaduju aktivaciu pésobenim mykobakteridlnej monooxygenazy
EthA (2, 3). lzoxyl v mykobaktériach inhibuje aj dalsi ciel — A9 desaturazu DesA3,
zodpovednu za syntézu kyseliny olejovej (4). Adamantylurea AU-1235 inhibuje transport
mykolovych kyselin vo forme esteru trehalézy - trehalézamonomykolatu (TMM) cez
plazmaticki membranu prostrednictvom proteinu Mmpl3 (5). NeskorSie prace ukazali, ze
tento inhibicny efekt je pravdepodobne zapriineny narusenim transmembranového
elektrochemického proténového gradientu (6). Viaceré derivaty karbamidu su klinicky
vyuzivané aj ako inhibitory cicav€ich epoxidhydrolaz, enzymov hydrolyzujucich epoxidy na
vicinalne dioly (7). V in vitro podmienkach tieto zlu¢eniny inhibuju aj dve z mykobakterialnych
epoxidhydroldz - EphB a EphE kdédované génmi z M. tuberculosis (8). DalSia z
mykobakterialnych epoxidhydrolaz, protein EphD sa zucasthuje metabolizmu mykolovych
kyselin v nepatogénnom kmeni M. smegmatis, ako aj v patogénnom kmeni M. tuberculosis
(Madacki a Kordulakova, nepublikované vysledky). Zaujimalo nas preto, ¢i uvedena

epoxidhydrolaza nie je jednym z ciefov karbamidovych inhibitorov v mykobaktériach.
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Inhibiény efekt latok ISO, TAC, AU-1235, ako aj DA5 — ktora rovnako ako AU-1235 inhibuje
transport TMM, av3ak nepatri ku karbamidovym zlu€eninam — na epoxidhydrolazovu aktivitu
proteinu EphD z M. tuberculosis a jeho ortologu MSMEG_4280 z M. smegmatis sme
testovali v in vitro podmienkach pouZitim radioaktivne znateného generického substratu.
Zarovenn sme testovali, & pridanie monooxygenazy EthA do tychto reakénych zmesi
stimuluje inhibi¢ny efekt Studovanych latok. Produkty reakcii sme po extrakcii analyzovali
pomocou tenkovrstvovej chromatografie (TLC). Uginok testovanych latok na
epoxidhydrolazovu aktivitu EphD a MSMEG_4280 sme analyzovali aj priamo v bunkach M.
smegmatis nadprodukujucich tieto proteiny, pricom sme z buniek prisludnych kmeriov
kultivovanych v pritomnosti Studovanych zlu&enin izolovali mykolové kyseliny a pomocou
TLC sme analyzovali zmeny v ich profile.

Nase vysledky dokazuju, ze kym latka DA5 neinhibuje aktivitu Studovanych epoxidhydrolaz,
ISO, TAC a AU-1235 v in vitro podmienkach inhibuju epoxidhydrolazovu aktivitu oboch
proteinov, a to bez potreby aktivacie monooxygenazou EthA. Uvedené latky inhibuju aktivitu
proteinov EphD a MSMEG_4280 aj priamo v bunkach M. smegmatis nadprodukujicich tento

protein.
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Analyza vplyvu CoCl; na ubikvitin-proteazomalny systém a
hladinu expresie proteinov HSP70.

Katarina Dibdiakova, Simona Saksonova, Ilvana Pilchova, Katarina Kla¢anova, Peter Racay

Ustav lekérskej biochémie JLF UK, Malé hora 4D, 036 01 Martin

Uvod:

Kyslik okrem funkcie kone¢ného akceptora elektrénov v dychacom retazci ma tiez
nenahraditelnd ulohu ako signalna molekula. Je dolezZitym regulatorom funkcie niektorych
enzymov. Jednym z nich je enzym prolyl-hydroxylaza (PHD), ktory pre svoju funkciu
hlavného regulatora kyslikovej homeostazy vyzaduje okrem kyslika tiez pritomnost’ Fe2+, 2-
oxoglutaratu a askorbatu.

Farmakologicky vyuzivané inhibitory PDH su schopné regulovat angiogenézu, glykolyzu,
erytropoézu Ci apoptézu v snahe ovplyvhovat ischemicko-reperfuzne poskodenie tkaniva (1).
Chlorid kobaltnaty (CoCl,) ako jeden z inhibitorov PHD ma schopnost’ navodit’ tzv. chemicku
hypoxiu. CoCl, a s nim suvisiaci hypoxicky stres sa dava tiez do suvisu s poSkodenim
mitochondrialnych proteinov (2,3), avS8ak presnejSie mechanizmy jeho U&inkov v sucasnosti
nie su uspokojivo preskimané. Aj ked hlavnou ulohou PHD je hydroxylacia prolinov
hypoxiou indukovaného faktora (HIF), ktora vedie k jeho proteazomalnej degradacii, my sme
sa zamerali na sledovanie vplyvu tohto inhibitora na expresiu proteinov HSP70 a akumulaciu

ubikvitin-konjugovanych bielkovin.

Material a metody:

Ako model sme pouzili neuroblastomovi bunkovu liniu SH-SY5Y (ATCC,USA), ktoru sme
kultivovali v kultivanom médiu MEM+F12 1:1 obohatenom o 10% FBS a zmes ATB. Bunky
boli inkubované v 5% CO, atmosfére pri 37°C. Bunkovu liniu sme vystavili u€inku chloridu
kobaltnatého v réznych €asovych intervaloch a koncentraciach. Nasledne sme pomocou
cytotoxického metyl-tiazol tetrazoliového (MTT) testu stanovili relativnu mieru prezivania
buniek po inkubacii s rébznymi koncentraciami CoCl2. Bielkoviny ziskané z bunkovych
lyzatov sme separovali pomocou SDS-PAGE elektroforézy a hladiny jednotlivych

sledovanych proteinov sme analyzovali metédou Western Blot.

Vysledky a diskusia:
V nasich pokusoch sme pracovali s viacerymi koncentraciami CoCl, , ktoré pésobili na bunky

v réznych €asovych intervaloch; 30 min CoCl,, 30 min CoCl, + 3 h KM (kultiv. médium), 3h
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CoCl,, 30 min CoCl; + 24 h KM, 24 h CoCl,, 48 h CoCl, a kontrolné bunky lyzované po 24
hodinach. Western blotovou analyzou sme zistili zvySujucu sa mieru hladiny expresie HSP70
v zavislosti od Casu pésobenia CoCl, na bunkovu kultiru. Hladina expresie HSP70 sa
zvySovala s prediZzenim pdsobenia CoCl,, pri¢om najvyssia indukcia HSP70 bola v bunkach
so0 48 hodinovou expoziciou induktoru. CoCl, postupne indukoval bunkovd smrt’ a to najma
vo vysSich koncentraciach. V jednotlivych ¢asovych zavislostiach sme pozorovali tiez r6znu
mieru akumulacie proteinov konjugovanych s ubikvitinom a teda pravdepodobny vplyv PHD
na aktivitu UPS (ubikvitin-proteazomalneho systému) v odpovedi na chemicky vyvolanu

hypoxiu.

Zaver:

Na zaver mbézeme skonstatovat, ze CoCl, indukoval expresiu molekularnych chaperénov
rodiny HSP70 a tiez réznu mieru akumulacie proteinov konjugovanych s ubikvitinom.
Otazkou vS8ak zostava, €i je zvySujuca sa expresia HSP70 spbésobena priamo inhibiciou
PHD, alebo k nej dochadza kvéli naruSeniu ubikvitin-proteazomalneho systému bunky,
nakolko inhibicia UPS vedie k zvy$ovaniu hladin HSP70.
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Stadium neuroprotektivnych mechanizmov bielkovin
tepelného Soku

Saksonova Simona, Dibdiakova Katarina, Pilchova Ivana, Klaganova Katarina, Racay Peter

Ustav lekérskej biochémie, Jesseniova lekérska fakulta v Martine, Univerzita Komenského v
Bratislave, Mala Hora 4D, 036 01, Martin, Slovenska Republika

Uvod:

Pokrok v Studiu molekularnej podstaty neuroprotektivnych uginkov prostrednictvom bielkovin
tepelného Soku je potencialnou moznostou pre vyvin terapii neurodegenerativnych ochoreni
asociovanych so zmenou Struktury a tvorbou vysokomolekulovych agregatov proteinov [1].
Konformacné zmeny proteinov a vznik agregatov boli pozorované pri ischemicko-
reperfUznom poskodeni CNS, preto nadexpresia bielkovin tepelného Soku mbdze zvysit
toleranciu na ischémiu prostrednictvom kontroly abnormalnych proteinov a inhibicie
apoptozy [2].

Cieflom prace je indukcia expresie heat shock proteinu 70 (HSP70) prostrednictvom
valproovej kyseliny, ktora sa pouziva ako antikonvulzivum s pozitivnymi ucinkami v terapii
klinickej depresie a zachvatov. Patri k inhibitorom histonovych deacetylaz a predpoklada sa,
ze prostrednictvom indukcie HSP70 v kortikalnych neurénoch ma neuroprotektivne a
terapeutické uc€inky [3]. Na zaklade tohto predpokladu sme sa rozhodli vyuzit pdsobenie
valproovej kyseliny v dvoch cytotoxickych modeloch - s neuroblastémovou liniou
ovplyvnenou terapeutikom inhibujicim proteazom (velcade) alebo s N-methyl-D-

asparagovou kyselinou (NMDA), ktora vyvolava excitotoxicitu.

Material a metoédy:

Ludska neuroblastémova bunkova linia SH-SY5Y bola kultivovana s pouzitim kultivaéného
média Dulbecco's Modified Eagle's Medium/Ham’s Nutrient Mixture F12 v teplote 37°C a s
prisunom 5% CO2. Bunky boli ovplyvnené zvolenymi koncentraciami valproovej kyseliny
potom boli pripravené bunkoveé lyzaty po €asovo zavislej inkubacii buniek s valproovou
kyselinou. Koncentracie proteinov boli stanovené Bradfordovou metédou a proteiny vo
vzorkach boli separované SDS-PAGE elektroforézou. Western blot analyza bola pouzita na
prenos proteinov na nitrocelulozovi membranu. Nasledne boli proteiny detekované
pomocou komeréne dostupnych protilatok proti HSP70. Na sledovanie relativnej miery
prezivania buniek v zavislosti od koncentracie a dizky expozicie valproovej kyseliny bol

pouzity MTT test. MTT testom bolo stanovené aj relativnhe prezZivanie buniek po
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Stvorhodinovom predchadzajucom ovplyvneni buniek valproovou kyselinou a s naslednym

pridanim velcade alebo s NMDA.

Vysledky a diskusia:

Pomocou Western blot analyzy sme sledovali tendenciu zvySovania indukcie HSP70 po 4 a
8 hodinach pdsobenia valproovej kyseliny pri koncentraciach 1; 2,5 a 5 mM. Uginok réznych
koncentracii (0,25 - 15 mM) valproovej kyseliny sme pozorovali na prezivani neurénov
pomocou MTT testu vzhladom na kontrolu bez terapeutika. V Casovej zavislosti sme zistili,
Ze valproova kyselina ma pozitivny vplyv na prezivanie buniek takmer vo vSetkych
koncentraciach (0,25 — 7,5 mM) v &ase 24 hodin po ovplyvneni. V ¢ase 48 hodin a 72 hodin
sa percento prezivania znizovalo od 5 mM koncentracie. Na sledovanie preZivania buniek pri
kombinovani terapeutik sme zvolili konStantnu koncentraciu valproovej kyseliny (2,5 mM) a
koncentraciu velcade 1 — 50 nM. Na zaklade vysledkov mbéZeme skonStatovat, Ze kyselina
valproova nevykazovala neuroprotektivny uc€inok. Pri kombinovani valproovej kyseliny s
NMDA sme pouzili 0,08 — 2 uM koncentraciu NMDA. V tomto pripade sme zaznamenali

negativny efekt na prezivanie buniek.

Zaver:
Vysledky tejto prace prispeli k predpokladu, ze valproova kyselina indukuje HSP70 v
neuronalnych bunkach, napriek tomu vysledky kombinacie valproovej kyseliny s velcade ani

s NMDA nepreukazali jej neuroprotektivny ucinok.
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Vplyv materského stresu na kvalitu blastocyst izolovanych
z matiek s rozdielnym obsahom telesného tuku.

Janstova Zofia, Burku$ Jan, Kubandova Janka, Fabian Dusan, Koppel Juraj, Ciko$ Stefan

Ustav fyziolégie hospodarskych zvierat SAV, Soltésovej 4, 04001 KoSice, Slovensko

Stres a obezita patria k najrozSirenejSim civilizaénym ochoreniam a mézu patrit’ k pri¢inam
spbsobujucim pokles plodnosti ludskej populacie vo vyspelych krajinach. V tejto praci sme
skumali ucinky stresu v kontexte metabolické stavu materského organizmu. Pre ziskanie
matiek s rozdielnym obsahom telesného tuku bol pouzity dvojgeneracny model zaloZzeny na
prekrmovani po€as vnutromaternicového a skorého postnatadlneho obdobia. Matky s
rozdielnym obsahom telesného tuku (normalny — fyziologicky, mierne zvySeny, vyrazne
zvySeny a nizky obsah tuku) boli vystavené pdsobeniu imobilizacného stresu a boli u nich
vySetrované preimplantané embrya. Analyzovali sme bazalne a stresom indukované
koncentracie vybranych hormoénov v krvi, pri€om sme zaznamenali odliSné reakcie na stres u
samic s fyziologickym obsahom telesného tuku a u samic s pozmenenym obsahom
telesného tuku. Analyza pocétu izolovanych embryi a prechodu embryi z vajcovodu do
maternice neukazala vyznamné rozdiely medzi jednotlivymi skupinami matiek. AvSak u
matiek s vyrazne vysokym alebo vyrazne nizkym obsahom telesného tuku sme zaznamenali
signifikantne vysSi pocet blastocyst obsahujucich mftve bunky v porovnani s matkami s
fyziologickym alebo len mierne zvySenym obsahom telesného tuku. Tieto vysledky ukazuju,
ze vplyv materského stresu na skoré embryo mbze zavisiet od aktualneho fyziologického

stavu materského organizmu.

Pod’'akovanie: Tato praca bola podporena grantami APVV-0815-11 a VEGA 2/0039/15.
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