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Spomienka na prof. Ing. Ludovita Drobnicu, DrSc.

Narodil sa 30. septembra 1930 v Tmave. Po skonceni
vysokoSkolského Studia v Brne v roku 1953 nastupil na Katedru
technickej mikrobiolégie a biochémie Chemickej fakulty
Slovenskej vysokej Skoly technickej v Bratislave. Tu preSiel

vSetkymi ucitelskymi stuprfiami. Na fakulte patril medzi prvych

vedeckych a$pirantov. Hodnost’ kandidata vied ziskal uz v roku
1958. Docentom bol v odbore Biochémia a fyziolégia
mikroorganizmov od roku 1964. Vedecku hodnost doktora vied | . 4
ziskal na Ustave organické chémie a biochémie v Prahe pre [\ S8 £

odbor Biochémia v roku 1973. BohuZial, profesorom sa z politickych dévodov nestal ani do
svojej predCasnej smrti v roku 1980 (napriek tomu, Ze vychoval viac nez 100 diplomantov a

viac neZ 20 aspirantov). Bol nim menovany po zmenéach v roku 1989 in memoriam.

Prof. Drobnica v réamci svojej nesmierne bohatej vyskumnej ¢innosti zaloZil, rozvinul a
vybudoval na Slovensku vedecku Skolu tykajuocu sa problematiky mechanizmu uGcinku
prirodnych a syntetickych latok a vztahov medzi ich Struktarou, ucinnost uréujiacimi fyzikalno-
chemickymi vlastnostami a biologickymi aktivitami, a to s ohladom na farmaceuticko-
medicinske, polhohospodarsko-potravinarske i chemicko-ekologické aspekty pouZitia
(aplikécie v praxi). TaZisko jeho zaujmu sa v tomto smere sustredilo na izotiokyanéty 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, subcelularmymi
partikulami, bunkovymi i nadcelularnymi modelmi a to tak z oblasti mikrobialnej, rastlinnej,
resp. Zivoc¢isnej rise. Prislusné zistenia boli predmetom vySe 100 publikacii, 52 patentov, viac
ako 200 vystupeni na vedeckych konferenciach, z nich viaceré prof. Drobnica ako
medzinarodné organizoval u nas doma v Smoleniciach. Systematicky vyskum izotiokyanatov
vyustil vydanim monografie The Chemistry of —NCS group vo vydavatelstve John Willey a
zavedenim p-bréomfenylizotiokynatu do vyroby a vyuZivania v praxi ako veterinarneho lieciva.
Bohuzial z dévodu 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 rbéznych 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 minimélne dalSia stovka vedeckych prac
v renomovanych ¢asopisoch a mnohé dal$ie publikacné produkty. Spominané témy sa stali
zakladom celoZivotného 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 prace pracoval aktivne v domacich
a zahrani¢nych vedeckych spoloénostiach, v odbornych komisiach pre obhajoby dizertaénych
prac, vo vedeckych a edi¢nych radach tstavov a vydavatelstiev, tzko spolupracoval s praxou.
Popri tom bol v mladosti vykonnym Sportovcom, perfektne hral Sach, aktivne spieval, vyborne
hral na klaviri, bol velmi spolo¢ensky. Jeho velkost spocCivala predovsetkym v excelentnej
schopnosti rozvoja teoretickych predstav experimentalnymi cestami. Bol velmi naroény na
rozsah, hibku, kvantitu i kvalitu experimentalnej préce. Vyznadoval sa obrovskou
netnavnostou a nad$enim v laboratérnej ¢innosti, kritickym pohladom k nameranym Gdajom
a velkou opatrnostou pri formulovani zaverov. Vyznamnou pre jeho pracu bola vysoka
kooperativita. Spolupracoval s obrovskym mnozstvom 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 ¢&innosti sa vyznacoval tieZz schopnostou prepajat’ vedu s praxou. Bol napriklad
iniciatorom zaloZenia Vyskumného ustavu lieCiv v Modre s prepojenim na Slovakofarmu
Hlohovec, zriadenia Enzymovej poloprevadzky v Dolnej Krupej cez Vyskumny ustav

liehovarov a konzervarni s nasmerovanim na biotechnologicku prax, atd.

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

uzitoénosti pre ostatnych.
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PROGRAM:
+ 1. Den: 5. 9. 2023 (utortok)

Registracia u¢astnikov pocéas celého dia (od 12:00)

12:30 - 14:00

14:00 — 14:45

OBED (Lunch)

Otvorenie + plenarna prednaska: Peter Ra¢ay: ,,Vnutrobunkovy stres.

Priatel €i nepriatel?“

Sut'az mladych vedeckych pracovnikov

Sekciall

Predseda:

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

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

Albert Breier, Zdenka Sulova

Ivana Baréakova: Vplyv proteinu p53 na ucinok skyrinu v bunkach ludského
kolorektalneho karcinomu

Lucia Sofrankova: Heterocyklické zlu¢eniny syntetického pdvodu ako
nastroj pri lieCbe leukemickych ochoreni

Jana Spaldova: Vplyv kryptopleurinu na bunkové linie akutnej leukémie
liSiace sa expresiou P-glykoproteinu

Pavol Stefik: V/plyv fingolimodu na bunky akutnej myeloidnej leukémie

Viktéria Pecnikova: Uloha redoxnej signalizacie a autofagie v
mechanizmoch zahrnutych v uc&inkoch sulforafanu na toxicitu vyvolanu
doxorubicinom v bunkdch HEK293

16:15 — 16:30 PRESTAVKA NA KAVU (Coffee break)

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

Monika Liskova: Studium pésobenia TUDCA a PBA na Grovni mitochondrii
v SH-SY5Y bunkach

Eva Kocianova: Metabolizmus ako tajna zbran v boji s rezistenciou
testikularnych nadorovych buniek

Kristina Simoni¢ova: Zmeny v drahach syntézy pyrimidinovych nukleotidov
pri rozvoji rezistencie AML bunkovych linii vo¢i hypometylacnym latkam

Barbora Puzderova: Testovanie terapeutickych pristupov na prekonanie
rezistencie nadorovych buniek voci chemoterapeutiku s vyuZitim 3D modelu

Szilvia Kontar: Izotiokyanaty a ich cytotoxicky potencial na leukemické
bunky

POSTEROVA SEKCIA (18:00-18:30)

Predseda:

Maria Balazova + cela komisia

18:30 — 20:00 VECERA (Dinner), neformalina diskusia (sociable discussion)
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+ 2. Den: 6. 9. 2023 (streda)
7:30 - 9:00 RANAJKY (Breakfast)

Sut'az mladych vedeckych pracovnikov

Sekcial Xenobiotika a vztahy medzi Strukturou a u¢inkom latok

Predseda: Imrich Barak, Miro Balaz

9:15-9:30 Lucia Dubiel-Hoppanova: Zmeny hipokampalnej excitability prenatalne
aplikovanym antidepresivom v modeli materskej depresie

9:30 — 9:45 Radi¢ Rebecca: MozocCek ovplyviuje naucenu vokalnu komunikaciu
dospelych spevavcov

Sekcia ll Molekularna, celularna biolégia a mikrobioldgia

Predseda: Imrich Barak, Miro Balaz
9:45 - 10:00 Ivana Duri$ova: Tvorba pltucneho surfaktantu v bunkach A549

10:00 - 10:15 Jaroslava Guzikova: Vplyv inhibicie HRD1 na prezitie a odpoved
bunkovych linii nadorov mozgu

10:15-10:30 Lubos Hudak: Odpoved nezbalenych bielkovin v mitochondriach a
endoplazmatickom retikule v bunkach SH-SY5Y indukovana 3-
nitropropidonovou kyselinou

10:30-10:45 Bozena Omasta: Lymphocytic choriomeningitis virus requires fatty acids
and lipid droplets for propagation

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

Sekciall Molekularna, celularna biolégia a mikrobiolégia

Predseda: Dusan Zitiian, Peter Racay

11:00 - 11:15  Silvia Zarnoviéanova: The positioning of sporulation septum in Bacillus
subtilis

11:15-11:30 Vladimira Hod'ova: Ma neurogenéza u spevavcov cirkadianny rytmus?
11:30 — 11:45  Nina Mayerova: Uloha novych génov v stabilite genému

11:45-12:00 Lubica Janoviéova: Vyznam neutrofilovych extracelularnych pasci a
extracelularnej DNA v animalnom modeli hemolyticko-uremického syndrému

12:00 - 12:15 Monika Janikova: Retrospective study of extracellular DNA in patients with
sepsis

10
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12:15-12:30

Klara GabriSova: Efekt elektrickej pulznej stimulacie, in vitro modelu
cviCenia, na metabolické parametre fudskych myotub: porovnanie dvoch
protokolov

12:30 — 14:00 OBED (Lunch)

Sekcia ll

Predseda:

14:00 — 14:15
14:15 - 14:30
14:30 — 14:45
14:45 — 15:00
15:00 — 15:15
15:15 - 15:30
15:30 — 16:00

Molekularna, celularna biolégia a mikrobioldgia (pokracovanie)

Boris Lakatos, Maria Balazova

Andrej Boros: Fyziologické ulohy adipokinetického horménu

Diana Knoblochova: The role of the receptor guanylyl cyclase in the
regulation of water metabolism

Daniela Krajéiova: Charakterizacia dlhoretazcovych acyl-CoA syntetaz z
granatovnika a ich potencial vyuZitia pri heterolégnej produkcii kyseliny
punikovej v kvasinkach

Vanda Klocklerova: Characterisation of ITP and ITPL in the silkworm
Bombyx mori

Matej Medla: Funkcia neuropeptidov pri rozmnozovani kliestov Ixodes
ricinus

Monika Janikova: Retrospective study of extracellular DNA in patients with
sepsis

Komeréné prezentacie
Pavol Olejnik - Eppendorf

Peter Holtak - Ecomed

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

Sekcia lll Biotechnoldogie

Predseda:
16:15-16:30
16:30 — 16:45
16:45-17:00
16:45 -17:00
19:00

Martin Rebros, Albert Breier

Mario Ko¢enda: Vyuzitie odpadového glycerolu z biorafinérii pre produkciu
rekombinantnej xylanazy

Peter Haluz: Nové enzymové pripravy diglykozidov tyrozolu

Klaudia Zigova: Rekombinantné enzymy vyuzitelné na vyvoj antivirotik

Komeréné prezentacie Soria Bernatova: Zelené protilatky

VECERA (Dinner), neforméalna diskusia (sociable discussion)

11



Drobnicov memorial 12. ronik, Hotel Lomy, Horna Ves, 5. — 7. september 2023

+ 3. Den: 7. 9. 2023 (Stvrtok)

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

11:15 - 12:00 Vyhlasenie vysledkov sutaze mladych vedeckych pracovnikov

a ukoncéenie 12. roénika Drobnicovho memorialu

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

12
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ZBORNIK PRISPEVKOV
Prednasky

13
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Plenarna prednaska:
Vnutrobunkovy stres. Priatel’ ¢i nepriatel?

Peter Racay '

1 Ustav lekarskej biochémie, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Univerzita Komenského
v Bratislave, Mala Hora 4D, 036 01 Martin

Na udrZanie zdravia sa bunky a tkaniva ludského tela musia ¢asto prispésobit réznym
environmentalnym a vnutornym podmienkam, vratane nedostatku Zivin a kyslika, virusovych
infekcii a pordch homeostazy bielkovin. Integrovana stresova odpoved (ISR) je evoluéne
zachovana vnutrobunkova signaliza¢na siet, ktora pomaha bunkam a tkanivam vyrovnat sa
so stresovymi podmienkami a obnovit bunkovu a tkanivovu homeostazu. ISR je regulovana
Styrmi Specifickymi protein kinazami (PERK, GCN2, PKR a HRI), ktoré katalyzuju fosforylaciu
eukaryotického inicianého faktora elF2a, ¢o vedie k zniZzeniu syntézy bielkovin. Paradoxne,
fosforylacia elF2a tiez spusta translaciu Specifickych mRNA produkujucich klucové
transkrip&né faktory, ako je ATF4, ktoré riadia transkripciu génov zapojenych bud do obnovy
bunkovej homeostazy alebo iniciacie réznych foriem bunkovej smrti.

Okrem ISR bunky reaguju na nefyziologické podmienky alebo poruchy v cytoplazme,

endoplazmatickom retikule (ER) a mitochondriach prostrednictvom Specifickych reakcii, ako
je proteazomalny, ER a mitochondrialny stres.
Proteazomalny stres ako odpoved na pretazenie alebo dysfunkciu ubikvitinového
proteazomalneho systému (UPS) je charakterizovany akumulaciou agregatov bielkovin
konjugovanych s ubikvitinom a expresiou HSP70, ktory neutralizuje poSkodené bielkoviny
pripadne ich translokuje do lyzozémov na ich degradaciu. Proteazomalny stres tiez mbze viest
k aktivacii HRI kinazy, ktora je sucastou ISR.

Stres ER vyvolany najma poruchami syntézy a spracovania bielkovin v ER indukuje
odpoved nezbalenych bielkovin (UPR) prostrednictvom aktivacie troch membranovych
receptorov ER (PERK, ktory je suc€astou ISR, IRE1 a ATF6). UPR pomaha obnovit
homeostazu redukciou translacie, indukciou expresie ER-Specifickych Saperonov a aktivaciou
ER-asociovanej degradacie (ERAD). ERAD zahffia retro-translokaciu chybne
zlozenych/poSkodenych bielkovin z ER do cytoplazmy, ich oznalenie ubikvitinom
(prostrednictvom E3 ubikvitin ligazy HRD1 v komplexe so SEL1L) a ich naslednu degradaciu
prostrednictvom UPS.

Mitochondrialny stres je odpovedou na rézne formy dysfunkcie mitochondrii vratane
inhibicie OxPhos, depolarizacie mitochondrialneho membranového potencialu, inhibicie
importu a spracovania mitochondrialnych bielkovin. Vedie k aktivacii HRI kinazy a UPR
Specifickej pre mitochondrie, ktora zavisi hlavne od indukcie expresie Saperonu mtHSP60 a
proteazy LONP1 prostrednictvom transkripéného faktora ATF5.

V zavislosti od zavaznosti alebo trvania stresu mézu byt tiez iniciované rézne formy
bunkovej smrti, Co vedie k dysfunkcii buniek &i tkaniv a vzniku alebo rozvoju réznych chordb
ako su neurodegenerativne, metabolické alebo maligne choroby.

Pomocou rdéznych modelov vnutrobunkového stresu, vratane globalnej ischémie
mozgu, inhibicie UPS ¢&i naruSenia funkcii ER, sme ukazali Specifické reakcie tkaniv a buniek
na konkrétny stres. Okrem toho sme ukazali, Ze mierny stres méze aktivovat bunkové reakcie
podporujuce prezitie, ktoré zvySuju odolnost’ tkaniv a buniek voci naslednému letalnemu
stresu. Tiez sme ukazali komunikaciu medzi stresom ER a dysfunkciou mitochondrii ako aj
medzi stresom ER a proteazomalnym stresom. Neposlednom rade poukazujeme aj na rizika
farmakologického pristupu najma s ohfadom na ,off target efekty latok pouzitych v modeloch
vnutrobunkoveého stresu.

Pod'akovanie: Praca bola podporena grantami APVV-0245-11, APVV-16-0033, VEGA
1/4255/07, VEGA 1/0277/18, VEGA 1/0183/23
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Sekcia | Xenobiotika a vztahy medzi Strukturou a uc¢inkom latok

Vplyv proteinu p53 na u€inok skyrinu v bunkach ludského
kolorektalneho karcinému

lvana Bar¢akova ', Zuzana Jendzelovska !, Rastislav JendZelovsky !, Peter
Fedorocko'

1 Ustav biologickych a ekologickych vied, PF UPJS, Srobarova 2, 041 54 KoSice

Skyrin je sekundarny metabolit viacerych hub a liajnikov, patriaci medzi
bisantrachinény. Napriek tomu, Ze o jeho biologickej aktivite existuje len malo poznatkov, v
poslednom obdobi pribudaju prace popisujuce jeho cytostaticky a/alebo cytotoxicky vplyv na
mnohé ludské nadoroveé bunkoveé linie, avSak mechanizmus stojaci za tymito u€inkami dosial
nebol objasneny. Vysledky nasich predchadzajucich experimentov v8ak naznacuju, Ze za
jeho cytotoxickym efektom v bunkach kolorektalneho karcindmu HCT 116 a HT-29 by mohla
byt indukcia expresie receptora smrti 5 (DR5) [1], ktory po aktivacii ligandom TRAIL spusta
apoptézu nadorovych, no nie zdravych buniek [2]. Navy$e vplyvom skyrinu doSlo aj k
akumulacii buniek v G1 faze bunkového cyklu a k zvySeniu ich citlivosti vo¢i TRAIL, pricom
tieto efekty boli vyraznejSie v bunkach s normalnym proteinom p53 (HCT 116). Nasim cielom
je teda objasnit mechanizmus uc&inku skyrinu a zhodnotit' jeho potencialnu vyuzitelnost' v
oblasti zvySovania citlivosti nadorovych buniek vo&i konvencnej protinadorovej terapii,
pripadne fotodynamickej terapii.

Ako experimentalny model boli pouzité bunkové linie ludského kolorektalneho
karcinomu HT-29 (exprimuje mutovany protein p53 so stratou nadorovej supresorovej
funkcie), HCT 116 (exprimuje normalny protein p53) a od nej odvodena bunkova linia HCT
116 p53-/- (neexprimuje protein p53). Pre determinaciu vplyvu skyrinu na mieru expresie
vybranych proteinov (DR5, p53, Sp1, kaspaza-3/8/9, PARP, endonukleaza G, LC3B, RIP3)
suvisiacich s indukciou expresie receptora DR5 a réznych typov bunkovej smrti bola vyuzita
analyza Western blot. Vplyv proteinu p53 na ucinok skyrinu bol zhodnoteny prostrednictvom
testu metabolickej aktivity buniek (MTT test). Statistickad signifikancia bola stanovena
analyzou variancie (ANOVA) doplnenou o Tukey post-test.

Skyrinom indukovana expresia receptora DR5 v bunkach kolorektalneho karcindmu nie
je sprostredkovana proteinom p53, napriek tomu, Ze patri medzi jeho najvyznamnejSie
transkripéné aktivatory [3]. Nepozorovali sme totiz Ziadne zmeny v hladine celkovej ani
aktivnej formy p53 a Statisticky signifikantny narast Urovne expresie DR5 sme zaznamenali
iba v bunkach HCT 116 p53-/-. Naopak, nase vysledky naznaduju, ze za indukciu expresie
DR5 skyrinom by mohol byt zodpovedny transkripény faktor Sp1. MTT test vSak ukazal, ze
p53 ovplyviiuje mieru modulacie metabolickej aktivity nadorovych buniek skyrinom, pretoze
bunky HCT 116 s normalnym p53 vykazovali voCi skyrinu vysSiu citlivost ako zvysné dve
bunkové linie. V suvislosti s charakterizaciou bunkovej smrti indukovanej skyrinom sme zistili,
Ze dochadza k spusteniu mitochondrialnej drahy apoptdzy zavislej od kaspaz, avsak nie je
jasné, € sa na tomto procese podiela aj DR5, kedZe kanonicky DR5 spusta najma
receptorovu drahu apoptézy [2]. Narast hladiny fosforylovanej formy markera nekroptézy
RIP3 a markera autofagie LC3B-Il tiez naznaluje moznost zapojenia tychto dvoch
alternativnych foriem bunkovej smrti.
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Nase vysledky poukazuju na to, Ze uc€inok skyrinu v bunkach kolorektalneho karcindbmu
je sprostredkovany aktivitou proteinu p53, priCcom uloha DRS5 zostava nejasna. Pre
definovanie konkrétnych uloh tychto proteinov a moznosti vyuZitia skyrinu v protinadorovej
terapii budu potrebné dalSie experimenty.

Literatura:

[1] BABINCAK, M. et al., 2021. Death Receptor 5 (TNFRSF10B) Is Upregulated and TRAIL Resistance
Is Reversed in Hypoxia and Normoxia in Colorectal Cancer Cell Lines after Treatment with Skyrin,
the Active Metabolite of Hypericum spp. Cancers. Vol. 13, no 7, p. 1646. ISSN 2072-6694

[2] KRETZ, A.-L. et al., 2019. TRAILblazing Strategies for Cancer Treatment. Cancers. Vol. 11, no. 4,
p. 456. ISSN 2072-6694

[3] TAKIMOTO, R. et al., 2000. Wild-type p53 transactivates the KILLER/DR5 gene through an intronic
sequence-specific DNA-binding site. Oncogene . Vol. 19, no. 14, p. 1735-1743. ISSN 0950-9232

Pod'akovanie: Tato praca bola podporovana Vedeckou grantovou agenttirou MSVVaS SR a
SAV &. VEGA 1/0003/23.

16



Drobnicov memorial 12. roénik, Hotel Lomy, Hornéa Ves, 5. — 7. september 2023
Sekcia | Xenobiotika a vztahy medzi Strukturou a uc¢inkom latok

Heterocyklické zluéeniny syntetického poévodu ako nastroj pri
lie€be leukemickych ochoreni

Lucia Sofrankova’, Jana Spaldova’, Albert Breier'?2

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

2 Jstav molekulémej fyzioldgie a genetiky, Centrum biovied SAV, Dubravské cesta 9, 845 05
Bratislava, Slovensko

Rakovina je jednou z najzavaznejSich chordb na svete a je jednou z hlavnych pricin
celosvetovej umrtnosti. Je pri€inou priblizne 35% zo vSetkych umrti a toto percento kazdym
rokom stupa. Vznik rakoviny — karcinogenéza — sa vSeobecne povaZuje za zloZity a
viackrokovy proces, pri ktorom dochadza k odliSnym molekularnym a bunkovym zmenam. Na
zaklade r6znych studii, ktorych cielom bolo vyvolat’ karcinogenézu, sa predpoklada, Ze vyvoj
nadoru pozostava z viacerych samostatnych av8ak uzko prepojenych krokov [1].

Bunkova smrt predstavuje konecné Stadium Zivota bunky a je déleZita napriklad pri
ontogenéze organizmu. Taktiez hra vyznamni ulohu v udrZzani homeostazy tkaniv.
Deregulacia bunkovej smrti ma za nasledok poskodenie organov narusenie tejto homeostazy
a mbze viest aj k zavaznym a fatalnym dbésledkom [2].

Schopnost buniek branit’ sa Skodlivinam v prostredi ale aj produktom vlastného metabolizmu
je zakladnou vlastnostou zivych systémov. Mechanizmy tejto ochrany vSak mézu pouzivat' aj
nadorové bunky a tak sa branit cytotoxickym uc¢inkom chemoterapie. V tejto suvislosti sa
stretavame s viacliekovou rezistenciou. Viacliekova rezistencia (MDR) je pripad ziskanej
rezistencie na viaceré lieciva, s rozdielnou chemickou strukturou. Na prekonanie MDR sa v
sucasnosti vyvija ¢oraz viac latok s rozmanitou Struktirou [3].

Heterocykly su jedineCnou a délezitou skupinou zlu€enin. Predstavuju Siroku a variabilnu
skupinu organickych cyklickych zlu¢enin so Sirokym spektrom biologickych a fyzikalno-
chemickych vlastnosti. Pyrazolové aromatické jadro sa nachadza v Sirokom mnozstve
prirodnych zlu€enin vratane antibiotik, hormoénov, farmaceutickych a agrochemickych
prostriedkoch a mnohych inych latkach. Okrem prirodne sa vyskytujucich zla¢enin je velky
pocet semisyntetickych a syntetickych heterocyklickych zli¢enin u ktorych sa preukazali
vyznamné fyziologické a farmakologické vlastnosti. Pyrazolové derivaty predstavuju jednu z
najaktivnejSich tried zlu€enin vo vyskume a maju Siroku Skalu biologickych aktivit [4].

Cielom tejto prace je preskimat potencial novosyntetizovanych N-perfluérfenyl
substituovanych pyrazol-5-yl-aminov na mySacej leukemickej linii L1210 a fudskych liniach
akutnej myeloidnej leukémie SKM-1 a MOLM-13. V prvej asti sme sa zamerali na cytotoxicky
ucinok derivatov stanovovany pomocou MTT testu [5]. Nasledne sme detegovali spdsob
bunkovej smrti pomocou cytometra. Predpoklad apoptézy sme potvrdili pomocou
fragmentacie DNA a predpoklad autofagie sme overili pomocou konfokalnej mikroskopie za
vyuzitia fluorescentnej sondy monodansylcadaverin Skumali sme tiez zmeny v
mitochondialnom membranovom potencialy, ktory je markerom bunkovej smrti, a to pomocou
fluorescencénej sondy JC—-1. KedZe sa predpoklada, Ze pyrazoly ovplyviuju bunkovy cyklus,
sledovali sme aj zmeny vyvolané nasimi derivatmi na jeho progresiu. Taktiez sme testovali
ucinok derivatou na aktivitu P-glykoproteinu
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Leukémia je typ maligneho ochorenia, ktoré postihuje krv a kostnu drefi a spésobuje
nadprodukciu aberantne diferencovanych leukocytov. K zakladnych typom leukémie patri jej
akutna forma, charakteristickd nekontrolovatelnym mnozenim blastov. Jednou z hlavnych
vyziev pri liecbe nielen leukémie, ale vSetkych typov malignit je zvratenie viacliekovej
rezistencie (MDR). Ta dava malignym bunkdm schopnost odolavat chemoterapeutickym
latkam s réznou Strukturou a mechanizmom uc&inku. Viacliekova rezistencia sprostredkovana
ABC transportérmi je jednou z najCastejSich pri€in zlyhania lieCby hematologickych malignit.
Asi najznamejsSi ABC transpoprtérom je P-glykoprotein (ABCB1), ktorého zvySena expresia
je jednym z hlavnych markerov viacliekovej rezistencie a Casto sa vyskytuje pri akutnej
leukémii. Prave preto sme sa v tejto praci zamerali na bunkové linie akutnej lymfoblastickej
(L1210) a myeloidnej leukémie (SKM-1, MOLM-13), vratane ich sublinii exprimujucich P-
glykoprotein.

Z dovodu zvySujuceho sa vyskytu viacliekovej rezistencie sa neustale hfadaju nové
terapeutika, pripadne derivaty uz existujucich zlu¢enin. Velmi sfubny potencial v tejto oblasti
maju alkaloidy prirodného pdvodu, ktoré sa intenzivne skiimaju z hladiska ich terapeutickych
vlastnosti. V predoslej praci sme sa venovali skimaniu potencionalneho cytotoxického ucinku
novosyntetizovanych derivatov chinolizidinu (tienochinolizidinové derivaty a (epi-)
benzoanaldgy fenantrochinolizidinovych alkaloidov). Zistili sme, ze jeden z tychto derivatov,
a to konkrétne 2,3,4,6,11,11a-hexahydro-1H-benzo[b]quinolizin pdsobil letalne na mysaciu
bunkovu liniu L1210. Zakladna kostra nami testovanych derivatov bola tvorena rastlinnym
alkaloidom kryptopleurinom, ktory bol izolovany uz v roku 1948 z kory australskeho vavrinu
Cryptocarya pleurosperma [1]. Prave preto sme sa rozhodli v tejto praci venovat
kryptopleurinu, ktory predstavuje matersku zlu€eninu skupiny fenantrochinolizidinovych
alkaloidov, vyznacujucich réznorodou biologickou aktivitou [2]. Medzi ich vlastnosti patria
napriklad protizapalové, protivirusové a antimikrobialne Ucinky. Napriek tomu, ze Specificky
bunkovy ciel fenantrochinolizidinov nie je znamy, uz v 70-tych rokoch bolo identifikované
mnozstvo potencionalnych biologickych uc€inkov kryptopleurinu, medzi ktoré patri primarne
inhibicia proteosyntézy a v menSej miere aj inhibicia syntézy RNA a DNA, ktora méze
predstavovat doplnkovu aktivitu zvySujucu ucinnost hlavne v bunkach vyznacdujucich sa
viacliekovou rezistenciou [3]. Medzi dalSie potencionalne ciele ucinku patri tiez inhibicia
syntézy ribozomalnych podjednotiek, potlacenie signalnych drah a mnozstvo regulaénych
proteinov bunkového cyklu, ako su cyklin a cyklin-dependentné kinazy [4].

Na stanovenie samotného cytotoxického ucCinku kryptopleurinu sme pouZili
kolorimetricky test MTT. Dal$im krokom bolo uréenie typu bunkovej smrti pomocou prietokove;
cytometrie, elektroforetickej analyzy fragmentacie DNA a sledovanim aktivity kaspaz.
Pomocou fluorescengnej sondy JC-1 sme hodnotili zmeny mitochondridlneho membranového
potencialu, ktory je jednym z markerom bunkovej smrti. KedZe bol popisany vplyv
fenantrochinolizidinov na bunkovy cyklus, venovali sme sa tiez sledovaniu bunkovej
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proliferacie. Podarilo sa nam zistit, Ze kryptopleurin pdsobi cytotoxicky uz pri nanomolarnych
koncentraciach na vsetky testované linie akutnej leukémie, bez ohladu na pritomnost P-
glykoproteinu a mal vplyv aj na proliferaciu buniek.
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Sfingolipidy predstavuju jeden z hlavnych typov lipidov, ktoré su pritomné v
eukaryotickych bunkach. Po&as poslednych rokov sa preukazalo, ze okrem Strukturnej funkcie
plnia sfingolipidy aj ulohu tzv. bioaktivnych lipidov, t. j. slizZia ako signalne molekuly alebo
mediatory bunkovej signalizacie [1]. Je zname, Ze sfingolipidy reguluju mnozstvo bunkovych
procesov, akymi su napriklad adhézia, migracia, proliferacia, starnutie, smrt alebo
diferenciacia [1,2]. Nie je preto prekvapujuce, Zze dysregulacia metabolizmu sfingolipidov alebo
sfingolipidmi sprostredkovanej bunkovej signalizacie bola pozorovana u rdéznych typov
malignych buniek a suvisi s nekontrolovatelnou proliferaciou nadorovych buniek, tvorbou
metastaz, rezistenciou neoplastickych buniek voci chemoterapeutikdm, potld€anim imunitnych
odpovedi alebo nadorovymi bunkami indukovanou angiogenézou [1-3]. Z tohto dévodu
predstavuje vyvoj lie€iv, ktoré zasahuju do metabolizmu sfingolipidov alebo sfingolipidmi
sprostredkovanej signalizacie, perspektivnu oblast vyskumu zameraného na lie¢bu
onkologickych ochoreni [4].

Fingolimod (znamy aj ako FTY720) je synteticky analég sfingozinu a pouziva sa ako
imunosupresivum na lieCbu relaps remitujicej sclerosis multiplex [5]. Okrem toho sa
fingolimod skima ako potencialna antineoplasticka latka [6], nakolko je schopny ovplyviiovat
metabolizmus alebo signalne drahy nadorovych buniek. Tento ucinok fingolimodu je
podmieneny jeho pdsobenim na rdzne intracelularne ciele alebo po fosforylacii méze
fingolimod aktivovat' Styri z piatich receptorov pre sfingozin 1 fosfat, ktoré patria do rodiny
receptorov spriahnutych s G proteinmi [3,4].

V naSej praci boli ako biologicky model pouzité bunky akutnej myeloidnej leukémie, konkrétne
bunky linii SKM-1 a MOLM-13 a ich sublinii, ktoré sa ziskali selekénym tlakom vinkristinu a
vykazuju fenotyp viacliekovej rezistencie vdaka nadexpresii P glykoproteinu, oznaované ako
SKM-1VCR a MOLM-13/VCR [7]. LC50 fingolimodu, stanovené pomocou MTT testu a
farbenia buniek kalceinom, su pre bunky linii SKM-1 a SKM-1/VCR porovnatelné (ca. 6 uM),
zatial ¢o bunky MOLM-13/VCR su na uc&inok fingolimodu citlivejSie nez bunky MOLM-13 (LC50
ca. 6 yM vs. 8 uM). Prostrednictvom dvojitého farbenia buniek fluorescenéne znacenym
anexinom V a propidiumjodidom, detekcie fragmentacie DNA pomocou elektroforézy v
agarézovom géli a stanovenia aktivity kaspaz 3/7, 8 a 9 sa preukazalo, ze fingolimod je
aginnym induktorom apoptézy. Dalej sa zistilo, Ze uginok letalnych, ale aj subletalnych
koncentracii fingolimodu sa spaja s tvorbou reaktivnych foriem kyslika, zvySenou
intracelularnou koncentraciou Ca2+ iénov a poklesom mitochondrialneho membranového
potencialu. Analyza expresie diferenciacnych markerov pomocou qPCR preukazala zvySenu
expresiu tychto markerov vplyvom fingolimodu. Tieto vysledky naznacuju potencial
fingolimodu ako latky schopnej menit diferenciacny stav leukemickych buniek, ¢o moze najst
vyuzitie pri tzv. diferenciacnych terapiach.
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Mitochondrie su hlavnym miestom syntézy energie v eukaryotickych bunkach. Okrem
toho sa podielaju aj na dalSich biologickych procesoch ako je apoptdza, autofagia, syntéza
lipidov & homeostaza vapnika. Tieto vysoko dynamické organely su obzvlast délezité najma
pre neurdny, ktoré maju vysoké energetické poziadavky. ZlepSenie mitochondrialnych funkcii
moze prispievat k prevencii €i zastaveniu neurodegenerativnych procesov, ¢im sa naskytaju
dalSie moznosti na terapiu neurodegenerativnych ochoreni.

Kyselina tauroursodeoxycholova (TUDCA) a kyselina 4-fenylmaslova (PBA) boli
schvalené Americkym uradom pre kontrolu lie€iv (FDA) na lieCbu biliarnej cirh6zy a poruch
cyklu mocoviny. Okrem toho ich kombinacia bola schvalena na lieCbu amyotrofickej lateralne;j
sklerézy (ALS). Hydrofilna ZI€ova kyselina, TUDCA, vznika v malych mnozZstvach aj v ludske;j
peceni, a to konjugaciou sekundarnej zI€ovej kyseliny UDCA s taurinom. Mastna kyselina s
kratkym retazcom, PBA, je derivatom kyseliny maslovej, produkovanej bakterialnou
fermentaciou v C&reve. Ukazuje sa, ze tieto latky, so schopnostou prieniku cez
hematoencefalicki bariéru, pdsobia ako antiapoptotické molekuly s aktivitou podobnou
Saperonom, avSak presny mechanizmus ich u&inku doposial nie je Uplne objasneny.

Tato Studia sa zaobera ucinkom TUDCA a PBA na ludské neuroblastomové bunky (SH-
SY5Y) so zameranim sa na délezité funk&né parametre mitochondrii, ako je respiracia
mitochondrii, generovanie membranového potencialu, syntéza ATP a morfologické zmeny
mitochondrii. Bunkova linia SH-SY5Y je v neurobioldgii ¢astym in vitro modelom pre Stadium
neurodegeneracie dopaminergnych neuronov.

TUDCA vykazuje vyznamné zmeny najma na urovni mitochondrialnej respiracie.
Pouzitim vysoko-rozliSovacej respirometrie bola dokazana redukcia bazalnej respiracie
mitochondrii, maximalnej elektron transportnej kapacity (ET), sukcinatom podporovanej
respiracie a respiracie spojenej so syntézou ATP, avSak bez celkového vplyvu na funkéné
vlastnosti mitochondrii, ktoré vratane vnutrobunkovej hladiny ATP a generovania
membranoveého potencialu, boli zachované. PBA vyznamne zvysSilo ET a respiracnu rezervu,
¢o koreluje s vyznamne zvySenou priemernou dizkou mitochondrii a ich vetiev. PBA tiez
indukuje vyznamne zmeny v tvorbe mitochondrialneho potencialu, najma znizuje rozsah
depolarizacie mitochondrialneho potencialu po pridani ADP, ¢o by mohlo byt vysledkom
zvySenej respiracnej rezervy. Okrem toho by PBA mohla zvySovat mieru mitochondrialnych
fuzii dokumentovanu zvy$enou priememou diZzkou mitochondrii a ich vetiev. Vysledky
prezentovaneé v tejto Studii naznacuju, ze PBA by mohla zvysit odolnost’ buniek voci réznym
stresovym podmienkam, vdaka vplyvu tejto latky na funkcie mitochondrii a ich morfoldgiu.
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Nadorové ochorenie semennikov patri medzi zriedkavé malignity, avSak u muzov v
produktivnom veku predstavuje najCastejSie diagnostikované onkologické ochorenie. Toto
ochorenie sa vyznacuje vzrastajucou incidenciou hlavne u kaukazskej rasy [1]. Rakovina
semennikov sa radi medzi dobre lieCitelné ochorenia. Vdaka terapii na baze cisplatiny vieme
vylie€it az 90% pacientov aj v pokrocilych klinickych Stadiach [2]. U malej skupiny pacientov
je pozorovana primarna rezistencia na chemoterapiu, alebo u nich dochadza k strate
senzitivity v dbsledku relapsu ochorenia. Takyto pacienti sa vyznacuju zlou prognézou a
nizkou mierou prezivania [3]. Predpokladame, ze rezistencia suvisi aj s remodelaciou
metabolizmu nadorovych buniek. Skimanie metabolizmu a mechanizmov rezistencie na
cytostatika sa javi ako velmi potrebné, pretoze ziskané poznatky mézu prispiet k lepSiemu
manazmentu lieCby a k zlepSeniu progndzy pacientov s rezistentnymi nadormi. Na to, aby
sme mohli v boji s rezistenciou zacielit na metabolizmus, musia byt nadorové bunky
semennikov z metabolického hladiska ocharakterizované. Preto sme sa rozhodli zamerat' sa
na metabolické stratégie tychto buniek.

Na zaklade nasich experimentov sme odhalili, Ze testikularne nadoroveé bunky NTERA-
2, 2102 Ep a NCCIT citlivé na cisplatinu inklinuju skér ku glykolytickému metabolizmu, ¢im sa
metabolicky podobaju na zdravé tkanivo semennikov [5]. Naopak na cisplatinu rezistentné
bunky [4] su viac oxidativne, priCom u nich dochadza k upregulacii viacerych vyznamnych
metabolickych drah, medzi ktoré patri glykolyza, TCA cyklus, €i glutaminolyza. AvSak expresia
vybranych proteinov asociovanych s bunkovym metabolizmom variruje medzi bunkovymi
liniami, priCom najvyraznejSie rozdiely medzi senzitivnymi a rezistentnymi bunkami vykazuje
bunkova linia NTERA-2. Rezistentné bunky NTERA-2 neexprimuju laktat dehydrogenazu A
na rozdiel od senzitivnych buniek, ktoré exprimuju vSetky tri izoformy laktat dehydrogenazy.
Zaroven rezistentné nadorové bunky NTERA-2 maju vySSiu expresiu dychacich komplexov a
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tiez vyuzivaju viac glukézy v Krebsovom cykle ako senzitivne bunky. Metabolomicka analyza
preukazala, Ze glutamin je velmi dbélezitym substratom pre oxidativny metabolizmus
testikularnych nadorovych buniek.

Na zaklade rozdielov v metabolizme medzi senzitivnymi a rezistentnymi bunkami sme

sa snazili cielenym ovplyviiovanim metabolizmu vybranymi inhibitormi (oxamat, fenformin,
diazoxid, valproat, DON) zvysit citlivost rezistentnych buniek na cisplatinu.
Hoci sme nadrtli moznu suvislost medzi metabolickymi stratégiami tychto buniek a ich
citivostou na cisplatinu, stadle sme na dlhej ceste za poznanim a porozumenim
chemorezistencie. Verime, Ze nade badanie bude jednym z dielikov puzzle, ktoré dokopy
vyskladaju odpoved ako efektivne lieit’ pacientov s rakovinou semennikov.
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Vyznamnu ulohu v lie€be pacientov s myelodysplastickym syndrémom (MDS) a akutnou
myeloidnou leukémiou (AML) zohravaju hypometyla¢né latky (HMA) 5-azacytidin (AZA) a 5-
aza-2’-deoxycytidin (DAC). Tieto latky mdzu pacientom, ktori su v désledku vysokého veku a
pritomnosti komorbidit nevhodni na intenzivnu terapiu, prediZit a skvalitnit Zivot [1,2].
Problémom vsak je, Ze mnoho pacientov na tuto lieCbu neodpoveda (primarna rezistencia),
dalSi prestanu odpovedat po niekolkych cykloch lieCby (sekundarna rezistencia) [3]. Pri rozvoiji
sekundarnej rezistencie na podavané lie€ivo sa v bunkach navy$e Castokrat rozvinie aj cross-
rezistencia na dalSie farmakologicky pribuzné latky s podobnou &truktirou a biochemickymi
vlastnostami, ¢i dokonca viacliekova rezistencia voc€i Sirokému spektru latok bez zjavného
vztahu v chemickej Struktire a so zasadne odliSnym mechanizmom uc&inku [4,5]. Napriek
intenzivnemu vyskumu, mechanizmy rezistencie vo¢i HMA doteraz nie su celkom objasnené.
Cielom naSej prace je prispiet k odhaleniu a pochopeniu mechanizmov sekundarnej
rezistencie leukemickych buniek vo¢i HMA a identifikovat potencialne moznosti jej prekonania.

Ako experimentalny model sme v ramci tejto Studie pouzivali fludské AML bunkové linie
MOLM-13 a SKM-1, z ktorych boli v nasom laboratériu dlhodobou kultivaciou v pritomnosti
AZA, resp. DAC vytvorené tri AZA-rezistentné (M/A, M/A*, S/A) a dve DAC-rezistentné (M/D,
S/D) bunkové sublinie. Okrem odpovede nasich bunkovych variantov na AZA a DAC sme
stanovovali aj vplyv dalSich dvoch analégov 2’-deoxycytidinu — cytarabinu (AraC) a
gemcitabinu (GEM). Obe sublinie pripravené navykanim na DAC ostali senzitivne voci AZA,
no vykazovali vyraznu cross-rezistenciu vocéi AraC a GEM. Medzi bunkovymi variantmi
pripravenych navykanim na AZA sme pozorovali vyrazné rozdiely. Kym sublinia M/A
nevykazovala cross-rezistenciu voci ziadnemu z analégov 2’-deoxycytidinu, v sublinii S/A sme
voCi nim zaznamenali mierne znizenu senzitivitu a v pripade M/A* dokonca vyraznu cross-
rezistenciu, a to najma voci DAC.

Vo vSetkych rezistentnych variantoch sme v porovnani s materskymi liniami
zaznamenali pokles hladiny minimalne jedného z enzymov zapojenych do aktivacie
jednotlivych lie€iv. Na urovni mRNA sme v8ak zmeny v expresii nezaznamenali. V kddujucich
sekvenciach tychto génov sme nasli niekolko bodovych mutacii, ktoré by mohli byt
zodpovedné za ich zniZenu proteinovu expresiu Ci aktivitu. Nakolko su tieto enzymy zapojené
v salvage pathway pyrimidinovov, v praci sme sledovali aj vplyv inhibicie de novo syntézy
pyrimidinovych nukleotidov na naSe rezistentné sublinie. Konkrétne sme inhibovali enzym
dihydroorotat dehydrogenazu pomocou teriflunomidu (TFN). Samotny TFN nepreukazal
vyraznejSi efekt na tieto sublinie v porovnani s materskymi liniami, no v dvoch AZA-
rezistentnych subliniach (S/A a M/A*) sme zaznamenali synergicky u¢inok TFN s AZA. V tretej
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AZA-rezistentnej sublinii (M/A) vSak tieto lieCiva synergicky uc€inok nepreukazali. Tato sublinia
na rozdiel od zvySnych dvoch nevykazuje cross-rezistenciu voéi DAC a zaroven je jedina, v
ktorej doslo k mutacii uridin-cytidin kinazy 2 (UCK2). Ta by mohla byt kfu¢ovou v odpovedi na
tuto kombinaciu lieCiv.

Nami ziskané poznatky by v pripade potvrdenia v klinickych podmienkach mohli
prispiet k lepSiemu nastaveniu lieCby MDS a AML pacientov hypometylaénymi latkami.
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V reakcii na zmenené podmienky nadorového mikroprostredia, ako je nedostatok kyslika,
a s tym spojena zmena metabolizmu buniek a potreba regulacie pH si nadorové bunky vyvinuli
rébzne mechanizmy. Jednym z enzymov, ktoré sa vyznamne podiefaji na adaptacii
nadorovych buniek na zmenené nadorové mikropostredie je hypoxiou indukovana karbonicka
anhydraza IX (CAIX) [1]. Medzi adaptaéné procesy patri aj vznik rezistencie na chemoterapiu,
ktora je zavaznym problémom pri lieCbe onkologickych pacientov. Prave kolorektalny
karcinom (CRC) je jednym z najCastejSich nadorovych ochoreni spojenych s rezistenciou na
chemoterapiu [2, 3]. Onkologicki pacienti Casto pocituju stres, Uzkost a stratu socialnej opory.
Dochadza k aktivacii beta-adrenergnej signalizacie, priom nadmerna aktivacia beta-
adrenergnych receptorov a dysregulacia signalizacie podporuje progresiu nadoru,
metastaticky potencial, angiogenézu nadoru a tiez rezistenciu voci terapii [4]. Pritomnost
koexistujucich ochoreni, ako su napriklad kardiovaskularne ochorenia (KVO) a s tym suvisiace
podavanie lieCiv, antagonistov beta-adrenergnej signalizacie, predstavuje terapeuticku
prilezitost, kedze mbéze dochadzat k ovplyviovaniu nadorového mikroprostredia.

Analyzovali sme Uuc€inky kombinacie neselektivneho betablokatora propranololu a
chemoterapeutika 5-fluoruracilu na citlivé a rezistentné bunky odvodené z kolorektalneho
karcinomu v 2D a 3D modeli sféroidov v suvislosti so zmenenymi podmienkami
mikroprostredia, ktoré predstavuje dlhodoba betablokada propranololom a rezistencia voc€i 5-
FU. NaSe vysledky ukazuju, Zze dlhodobé aj akutne pouzitie betablokatora propranololu
vyznamne znizuje hladinu HIF-1a aj jeho ciefového proteinu CAIX, v parentalnych aj 5-FU
rezistentnych kolorektalnych nadorovych bunkach. Potvrdili sme vyznamné postavenie CAIX
v TME, cielenym blokovanim expresie alebo aktivity tohto proteinu mbdézeme zasadne
ovplyvnit a modulovat TME. Pouzitie beta blokatora v kombinacii s chemoterapeutikom 5-FU
efektivnejSie zasiahlo rast sféroidov, prezivanie nadorovych buniek aj ich schopnost
migracie. Ukazali sme schopnost propranololu senzitizovat’ bunky rezistentné voci 5-FU, ¢o
predstavuje délezity poznatok potencialne vyuzitelny priamo v terapii pacientov s CRC
rezistentnych na chemoterapiu, kde je lieCba nelucinna a blokada adrenergnych receptorov by
mohla byt suCastou alternativnej lieCebnej stratégie. NaSe zistenia potvrdzuju, ze PB-
adrenergna signalizacia hra délezitu ulohu v nadoroch a ovplyvnuje zakladné signalne drahy
modulujuce TME a tym aj odpoved na protirakovinovu terapiu.
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Depresia sa v su€asnosti stava beznym ochorenim obmedzujucim psychosocialne
fungovanie a vyznamne znizujucim kvalitu Zivota. Prevalencia depresie u zien je priblizne
dvakrat vy3Sia ako u muzov. Rizikovym obdobim je najma tehotenstvo, ktoré je spojené s
velkymi hormonalnymi zmenami a poruchami nalady. Depresia postihuje az 20 % Zien v
perinatalnom obdobi [1-2]. Prenatélna depresia je najvyznamnejSim rizikovym faktorom pre
postnatalnu depresiu. Nestabilita nalady suvisiaca s depresiou sa zvySuje v perinatalnom
obdobi a ovplyviuje interakciu matka-dieta [3]. U novorodencov matiek trpiacich nestabilitou
nalady pocCas tehotenstva dochadza k zvySeniu rizika kognitivnych, emocnych a
behavioralnych poruch [4-6].

V nasich experimentoch boli pouzité dospelé samice potkanov Sprague-Dawley, ktoré
boli vystavené nahodne sa striedajucim stresorom, aby sa vytvoril model depresie. Zvierata
boli vystavené 1-2 stresorom denne. Zoznam stresorov zahfnal: 1) preplnenie (24 hodin); 2)
vystavenie vihkej podstielke (12 hodin); 3) nedostatok potravy (24 hodin); 4) nedostatok vody
(12 h); 5) stres predatora (10 h); 6) pokles klietky pod 45-stupfiovym uhlom (6h); 7)
stroboskopické svetlo (12 h). Antidepresivum mirtazapin sa podavalo gravidnym potkanom od
10. do 20. dha gravidity v davke 10 mg/kg/den. Zvieratam z kontrolnej skupiny bolo podané
vehikulum. Gravidné samice potkanov boli rozdelené do Styroch skupin: 1) nestresované
(WT), 2) nestresované a lie¢ené mirtazapinom (WT+MIR), 3) stresované (STRESS) a 4)
stresované a lieCené mirtazapinom (STRESS+MIR). Hipokampalne neurdny boli izolované z
PO mladat kazdej skupiny (PO, postnatalny den 0) a primarne hipokampalne kultary boli
pripravené podfa [7]. lzolované hipokampalne neurdny boli pouzité na meranie ich
elektrofyziologickych vlastnosti (pokojovy membranovy potencial (Viest), vstupny odpor (Rinp),
generovanie akénych potencidlov (AP) a série AP) pomocou metody patch clamp,
monitorovanie tokov vapnika (pomocou fluorescenéného farbiva Fura2) a
imunofluorescencéné farbenie napatovo riadenych vapnikovych kanalov.

Pouzity model materskej depresie viedol k viacerym zmenam elektrofyziologickych
vlastnosti pyramidalnych hipokampalnych neurdnov. Vrest neurénov oboch stresovanych
skupin bol v porovnani s ostatnymi skupinami vyznamne hyperpolarizovany. Pozorovali sme
signifikantné zmeny vlastnosti generovaného AP vo vSetkych skupinach, najma v parametroch
amplituda, maximum piku, prah, doba nabehu a Sirka. TaktieZ sme pozorovali zmeny v hustote
napatovo zavislych vapnikovych kanalov a v intracelularnej koncentracii vapnika v
stresovanych skupinach.
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Poskodenie mozocka léziami, tumormi alebo ischémiou poukazuje na jeho ulohu v
kontexte reci. Pri takychto poSkodeniach sa zhorSuje fonacia a artikulacia reci, meni sa
hlasitost a rychlost re€i, re€ sa méze zmenit na koktavu. To naznacuje zapojenie mozocka aj
do moduléacie tempa reéi. DalSie $tudie robené na spevavcoch, ako modeli vhodnom na
vyskum neuronalnych mechanizmov kontrolujucich nau¢enu vokalnu komunikaciu, preukazali
prepojenie mozocka so systémom spevu a jeho ulohu pri vokalnom uceni mladych spevavcov.
Avsak jeho uloha u dospelych jedincov nebola doposial preukazana. Preto sme si v tejto Stadii
dali za cief zistit funkciu hlbokych mozocCkovych jadier (DCN) prostrednictvom neurotoxickych
Iézii a preskumat zmeny na urovni temporalnych alebo sekvenénych vlastnosti naucenej
piesne.

V experimente sme pouzili 18 dospelych samcov zebriCky Cervenozobej ( Taeniopygia guttata),
ktorym sme pomocou 1% kyseliny iboténovej poskodili DCN a vytvorili bilateralne excitotoxické
Iézie. Tri dni po tvorbe lézii sme prostrednictvom zobrazovania magnetickou rezonanciou
(MRI) overili spravnu lokalizaciu poskodenia. Pomocou imunohistochemického farbenia sme
4 mesiace po lézii detegovali jej efektivitu v oblasti DCN. Spev zebriiek bol kontinualne
zaznamenavany a vyhodnocovany pomocou softvéru Sound Analysis Pro 2 dni pred operaciou
a kazdy tyzden po dobu 4 mesiacov po operacii. Spev bol vyhodnocavany v prvych 10
piesfiach zaspievanych doobeda v dany den. Pri analyze piesni sme kvantifikovali dizku spevu
(s/bez uvadzacich slabik), celkovy pocet slabik piesne, po&et uvadzacich slabik, pocet slabik
po uvadzacich slabikach, po&et motivov, dizku motivu, dizku jednotlivych slabik piesne a
medzislabikovy priestor.

Z MRI scanov sme zistili, ze vytvorené lézie sa nachadzali u vSetkych experimentalnych
jedincov v ich DCN. Pomocou imunohistochemicky farbenych rezov sme namerali velkost
lézie 37,8 + 4,2 %. Z analyzy spevu sme zistili, Ze dizka spevu sa prediZila od 14. tyzdia po
poskodeni DCN. Toto prediZzenie bolo spésobené celkovym vy$$im poétom slabik, a to
uvadzacich slabik aj slabik nasledujucich po uvadzacich slabikach. Naopak dizka motivu sa
skratila od 8. tyzdna po lézii, Co bolo spdsobené rychlejSim spievanim jednotlivych slabik
piesne, avSak pri medzislabikovom priestore sme nezaznamenali Ziadnu zmenu.

Vysledky naSej prace naznacuju, Zze mozocCek ovplyvhuje temporalne vilastnosti naucenej
piesne dospelych samcov zebriCky Cervenozobej a aj malé posSkodenie tejto Struktury méze
viest k porucham v produkcii nau€enej piesne.
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Uloha redoxnej signalizacie a autofagie v mechanizmoch
zahrnutych v uéinkoch sulforafanu na toxicitu vyvolanu
doxorubicinom v bunkach HEK293

Viktéria Pecnikova', Miroslav Baranéik', Barbora Botanska'

1 Ustav pre vyskum srdca, Centrum experimentalnej mediciny SAV, v. v. i., Dubravska cesta
9, 841 04 Bratislava

Uvod: Doxorubicin (DOX) je antracyklinové liegivo, ktoré je &asto pouzivané pri liecbe
onkologickych ochoreni. Limitaciou jeho pouZzivania su toxické u€inky na normalne bunky, ako
su bunky srdca, mozgu a obliCiek. Délezitu ulohu v toxicite vyvolanej DOX ma zvySena
produkcia reaktivnych foriem kyslika (ROS), ¢o ma za nasledok vznik oxidaéného stresu. Na
obranu buniek voci oxidaénému stresu sluzia antioxidané mechanizmy, ktoré sa v bunkach
aktivuju pri zvySenej tvorbe ROS. V tychto mechanizmoch ma vyznamnu ulohu signalna draha
sprostredkovana Nrf-2, ktora reguluje expresiu a funkciu mnohych endogénnych
antioxidantov. ZvySena produkcia ROS méze tiez indukovat autofagiu, proces v bunke, ktory
hra dlohu pri udrziavani normalnej bunkovej homeostazy, a to prostrednictvom degradacie
makromolekul.

Ciel: Sledovanie ucinkov sulforafanu (SFN), potencionalneho aktivatora Nrf-2, na toxicitu
vyvolani DOX v bunkach HEK293. Sledovali sme tiez zapojenie proteinov suvisiacich s
autofagiou a redoxnou signalizaciou cez Nrf-2 do mechanizmov zahrnutych v odpovediach
buniek na ucginky vyvolané pdsobenim SFN a/alebo DOX.

Metody: Ako modelovy organizmus sme pouzili bunky HEK293, ludské embryonalne
oblickové bunky. Cytotoxicitu SFN a DOX, ako aj vplyv SFN na cytotoxicitu vyvolanu DOX,
sme sledovali pomocou testu MTT. Zmeny v hladinach Specifickych proteinov sme stanovovali
pomocou metédy Western blot.

Vysledky: Zistili sme, ze SFN vyznamne znizuje cytotoxické u€inky DOX v bunkach HEK293.
Tieto ochranné ucinky SFN boli spojené s vyznamnym zvySenim hladin proteinu Nrf-2.
Uginkom DOX dochadzalo k znizovaniu aktivity superoxiddismutazy (SOD), aplikacia SFN
potlacala tieto negativne ucinky DOX na aktivity SOD.

V suvislosti s autofagiou sme sledovali zmeny v proteinovych hladinach niekofkych markerov
autofagie (LC3A/B-II, Atg5, Atg12 a Beclin-1). Podavanie DOX zvySovalo proteinové hladiny
Beclin-1, ¢o bolo podobné ucinku DOX na hladiny Keap-1, pricom predkultivacia buniek so
SFN nemala vplyv na zmeny v hladinach Beclin-1 vyvolané DOX. U&inkom DOX dochadzalo
v bunkach HEK293 taktiez k zvySovaniu proteinovych hladin dalSich markerov autofagie, a to
LC3A/B-Il, Atgb a Atg12. Na rozdiel od Beclin-1, predkultivacia buniek so SFN mala za
nasledok potlacanie zmien v hladinach LC3A/B-II, Atg5 a Atg12 vyvolanych DOX.

Zaver: NaSe vysledky poukazuju na pozitivne u€inky SFN na bunkové poskodenie vyvolané
posobenim DOX v bunkach HEK293. Tieto pozitivne uU€inky SFN zahfiaju stimulaciu
signalizacie cez Nrf-2 a potlacenie DOX-indukovanej autofagie.

Pod'akovanie: Podporené grantmi APVV-18-0548 and VEGA-SR 2/0179/21.
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Izotiokyanaty a ich cytotoxicky potencial na leukemické bunky
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Vysoky prijem ovocia a zeleniny v strave je jednym z ddlezitych faktorov na podporu
optimalneho zdravia s cielom zniZenia rizika vzniku mnohych chordb, vratane rakoviny. Mnohé
Studie preukazali protirakovinové UucCinky izotiokyanatov (ITC) ako biologicky aktivnych
produktov hydrolyzy glukozinolatov, obsiahnutych v rastlinach z ¢elade Brassicaceae (1,2).

V naSej praci sme sledovali pOsobenie dvoch ITC, a to aromatického ITC
benzylizotiokyanatu (BITC) a alifatického ITC sulforafanu (SFN). Inhibi¢ny u¢inok oboch ITC
sme sledovali na fudskych parentalnych bunkovych liniach akutnej myeloidnej leukémie (AML)
SKM-1 a MOLM-13, ako aj na od nich odvodenych bunkovych liniach SKM/VCR a MOLM/VCR
s P-gp pozitivnym fenotypom.

Vysledky merania Zivotaschopnosti buniek pomocou CASY TT ukazali vy3Si cytotoxicky
efekt BITC na vSetky bunkové linie. Vyrazny rozdiel v pdsobeni tejto latky v zavislosti od
fenotypu buniek sme pozorovali v pripade bunkovej linie MOLM-13, ktora preukazala vyssiu
mieru citlivosti vo€i BITC v porovnani s jej P-gp pozitivnym variantom MOLM/VCR. Pomocou
MTT testu sme dokazali, Zze SFN v porovnani s BITC silnejSie potlacal metabolicku aktivitu
buniek uz pri niz8ich koncentraciach. Stanovenie spdsobu bunkovej smrti prostrednictvom
prietokovej cytometrie po ovplyvneni buniek testovanymi ITC odhalil schopnost tychto latok
vyvolat apoptézu. VysSia miera citlivosti voc&i pouzitym ITC sa ukazala v P-gp negativnych
SKM-1 bunkach, pricom BITC vykazoval silnejsi ucinok. Silnejsi inhibi¢ny vplyv aromatického
ITC sme pozorovali aj pri analyze expresie génov rodiny BCL-2 zapojenych do procesu
apoptézy pomocou metdédy RT-PCR. Potlaanie expresie proapoptotického génu BAX a
antiapoptotickych génov BCL-2, BCL-XL a MCL-1 vplyvom BITC sme sledovali v senzitivnych
aj v rezistentnych bunkach. Pomocou prietokovej cytometrie sme potvrdili schopnost’ SFN aj
BITC zastavit bunkovy cyklus, avSak v rozdielnych fazach. Vplyvom SFN sme zaznamenali
mierny narast podielu buniek v S faze, zatial o BITC spbsoboval vyrazné zhromazdenie
buniek v subG1 faze bunkového cyklu. Detekcia expresie génov zucastfiujucich sa v
jednotlivych fazach bunkového cyklu sa uskuto¢nila na urovni mRNA (RT-PCR) a proteinov
(Western blot). Pokles expresie génu CCND1 na transkripénej, ako aj na translacnej urovni
sme pozorovali vplyvom SFN a BITC vo vSetkych subliniach. Bazalna expresia tohto génu
bola odlisna vzhlfadom na fenotyp buniek. BITC vo vysSich koncentraciach (8 a 12 yM)
preukazal silnejSi inhibi¢ny efekt na expresiu génov kdédujucich cyklin dependentné kinazy a
cykliny podielajuce sa na regulacii bunkového cyklu.

Ziskané vysledky jednoznaéne poukazuju na to, Ze z dvoch ITC pdsobi BITC efektivnejsie

na pouzité bunkové modely AML, ¢o pravdepodobne suvisi so Struktirnou diverzitou a taktiez
aj s rozdielnymi fyzikalno-chemickymi vlastnostami tychto ITC.

Literatara:
[1] Na a kol. Dietary Isothiocyanates: Novel Insights into the Potential for Cancer Prevention and
Therapy. Int J Mol Sci. 2023. (24). s. 1962.
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Tvorba placneho surfaktantu v bunkach A549
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Plucny surfaktant sa podielfa na vymene plynov zniZzovanim povrchového napétia pocas
nadychu a zabranovanim alveolarnemu kolapsu poc€as vydychu. Okrem mechanickej funkcie
dokaze v plucach potlaéit prehnand prozapalova odpoved, ktora spbsobuje mnohé
fyziologické zlyhania [1]. Sucastou tejto imunitnej odpovede je fosfolipid fosfatidylglycerol
(PG). Moduluje funkciu makrofagov a dokaze predchadzat’ zapalovym procesom, ktoré vedu
k zniZzeniu vymeny plynov v alveolarnom kompartmente. Polas bakteridlnej infekcie
kompetitivne superi s lipopolysacharidom (LPS) o vazbové miesto na receptore TLR4, &im
narusSa LPS-zavislu aktivaciu tohto receptorového komplexu zohravajuceho ustrednua ulohu v
odpovedi buniek na patogény. Naviazanim sa na TLR4 blokuje signalnu kaskadu a inhibuje
produkciu cytokinov ako je TNFa (tumor necrosis factor a) alebo IL-8 (interleukin 8), ¢im
potla¢a zapalovu reakciu [2]. Potlaenie imunitnej reakcie ma perspektivu pre pacientov so
syndrdmom akutnej respiracnej tiesne (ARDS), spdsobeny prehnanou imunitnou odpovedou,
ktora je najbeznejSou pri€inou smrti u pacientov s ochorenim COVID-19. Vysoké hladiny
cytokinov maju za nasledok cytokinovu burku, ktora vedie k zvy$enému riziku multiorganového
zlyhania a nakoniec smrti [3].

Plucny surfaktant je produkovany alveolarnymi bunkami typu [ (ATII) [4]. Ako model ATII
buniek sa pouziva ludska epitelialna bunkova linia A549 odvodena z plucneho
adenokarcindmu. Bunkova linia A549 sa pouziva uz viac ako Styri desatrocia, pricom vacsina
experimentov sa vykonava na kratkodobej (short-term) kultivacii proliferujucich buniek. Avsak
existuju dékazy, ze dlhodobé (long-term) kultury sa fenotypovo viacej priblizuju bunkam ATII
ako kratkodobé. Pri dlhodobych 25-dfiovych kultirach sa bunky A549 naockuju do
kultivacnych flia§ a médium sa meni kazdé 2 az 4 dni. Dlhodoba kultivacia tejto bunkovej linie
vedie k jej znizenej proliferacii a k zvySenej bunkovej ,diferenciacii“ na ATIl bunky. Okrem toho
sa v dlhodobo kultivovanych bunkach naSiel vysoky podet multilamelarnych teliesok s
podobnym obsahom fosfolipidov ako v primarnom plfucnom tkanive [5]. V porovnani s
kratkodobymi kultirami buniek bola génova expresia proteinov surfaktantu SP-C a SP-D po
stimulacii s LPS ovela vysSia v dlhodobych kultdrach. Tieto fakty podporuju hypotézu, ze
dlhodobé kultury buniek A549 by mohli byt vhodnej§im modelom pre in vitro Studie
zaoberajlce sa produkciou surfaktantu [6].

Nasim cielom je Studovat tvorbu plucneho surfaktantu v bunkach A549. Porovnanim
kratkodobej a dlhodobej kultivacie buniek stanovime vhodny &as kultivacie buniek pre
vylu€ovanie surfaktantu. V bunkovych liniach budeme vyvolavat zapal pomocou LPS s cielom
porovnat imunitnu odpoved v kratkodobych a dlhodobych kultivacii. NavySe sa pokusime timit
vyvolany zapal exogénne podavanym PG, tak ako je opisané v mnohych Studiach [1,2,7].
Vysledkom bude stanovenie takych podmienok kultivacie buniek A549, ktoré budeme pouzivat
pri Studiu PG a jeho ulohy v timeni zapalovej reakcie v pfucach.
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Vplyv inhibicie HRD1 na prezitie a odpoved bunkovych linii nadorov
mozgu.
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Maligne ochorenia patria medzi vazne problémy humannej mediciny. Stres
endoplazmatického retikula (ER) je spdsobeny akumulaciou nespravne zloZenych proteinov v
ER alebo vznikda ako odpoved na r6zne podmienky (hypoxia, oxidaény stres, nedostatok
rastovych signalov, nedostatoCné zasoby aminokyselin, nedostatok glukézy a laktatova
acidoéza). V nadorovych bunkach je stres ER spdsobeny mikroprostredim nadoru alebo
vysokym stupriom translacie.

Eukaryotické bunky reaguju na stres ER prostrednictvom dynamickej signalizaCnej siete
-odpovede nezbalenych bielkovin (UPR — Unfolded Protein Response). UPR je riadena
aktivaciou troch hlavnych receptorov (senzorov) v membrane ER. Tieto receptory su — inozitol
vyzadujuci enzym 1 (IRE1); ER kinaza podobna PKR (PERK) a aktivaény transkripény faktor
6 (ATF6). UPR riadi obnovenie homeostazy zastavenim translacie a zvySenim expresie ER-
Specifickych Saperénov. Okrem aktivacie UPR sa aktivuje degradacia spojena s ER (ERAD).
ERAD sa podiela na retrotranslokacii chybnych proteinov z ER do cytoplazmy, ich oznaceniu
ubikvitinom a nasledne dochadza k ich degradacii proteazémom.

Retrotranslokaciu chybne poskladanych proteinov a ich znacenie ubikvitinom podporuje
E3 ubikvitin ligaza HRD1 (HMG-CoA reductase degradation protein 1) v komplexe s SEL1L.
Proteinovy komplex SEL1L — HRD1 je najkonzervovanejSi mechanizmus ERAD u cicavcov.
Predpoklada sa, ze ERAD predstavuje esencialny mechanizmus umoznfiujuci prezivanie aj
zdravych buniek, nakolko znacna Cast proteinov syntetizovanych na drsnom ER je nespravne
poskladana a musi byt eliminovana. V zavislosti od Urovne stresu ER mdze byt iniciovana
apoptoza ¢i ina forma bunkovej smrti.

Presna farmakologicka modulacia stresovej odpovede ER ako aj mechanizmu ERAD méze
pomdct pri vyvoji Specifickych terapeutickych stratégii pri lie€be choréb a zlepseni dizky a
kvality Zivota pacientov.

Cielom projektu bolo preskumat’ vplyv inhibicie enzymovej aktivity HRD1 na prezivanie
a odpoved bunkovej linii neuroblastému SH-SY5Y a glioblastémov T98G a U87. Pouzili sme
Specificky inhibitor HRD1 (LS-102). LS-102 selektivne inhibuje enzymaticku aktivitu HRD1.
Tento inhibitor potlaga proliferaciu reumatoidnych synovialnych buniek a je potencialnym
terapeutickym ciefom pre reumatoidnu artritidu.

Zistili sme, Ze inhibicia HRD1 vedie k smrti vSetkych skumanych bunkovych linii.
Glioblastomové bunky U87 vykazuju najvysSiu citlivost na LS-102, zatial ¢o bunky
glioblastomu T98G boli najodolnejSie voli LS-102. Pozorovali sme vyznamné zvySenie
expresie HRD1 v bunkach T98G a U87. OsSetrenie buniek T98G pomocou LS-102 vedie k
aktivacii drahy IREla -XBP1 a naslednej aktivacii ribonukleazovej aktivity IRE1a, ¢o vedie k
zostrihu XBP1 na XBP1s. Expresia HRD1 v neuroblastomovych bunkach bola tiez zvysena,
ale zmena nebola vyznamna.
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NaSe vysledky naznacuju, ze glioblastomové bunky T98G a U87 odpovedaju na
inhibiciu HRD1 prostrednictvom zvySenej expresie HRD1. Nakolko ERAD predstavuje
esencialny mechanizmus umozfujuci prezivanie buniek predpokladame, Ze zvySenie
expresie HRD1 ako esencialneho proteinu procesu ERAD predstavuje urc€ity kompenzacny
mechanizmus, ktorym sa bunky snazia vyrovnat’ s inhibiciou aktivity HRD1.
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Odpoved nezbalenych bielkovin ' mitochondriach a
endoplazmatickom retikule v bunkach SH-SY5Y indukovana 3-
nitropropionovou kyselinou
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V poslednych rokoch sa mnoho vyskumnych timov zaoberajucich sa malignymi,
neurodegenerativnymi a kardiovaskularnymi ochoreniami zameralo na studium odpovede
nezbalenych bielkovin (Unfolded Protein Response, UPR) v mitochondriach a
endoplazmatickom retikule (ER) a ich spolo¢nej komunikacii so zamerom identifikovat ucast
tychto mechanizmov na vzniku a rozvoji spominanych chordb a potencionalne n3jst
molekularne terapeutické ciele pre lieCbu tychto ochoreni. NaruSenie homeostazy alebo
disfunkcia mitochondrii alebo ER vedie k aktivacii organelovo Specifickej UPR, ktord bunky
vyuzivaju na navratenie homeostazy. Dlhotrvajuci stres, kedy bunka nevie zabezpedit
homeostazu, méze viest az k bunkovej smrti. Je zname, Ze mitochondria a ER maju velmi
blizke kontaktné miesta, ktoré vyuzivaju na vzajomnd komunikaciu, vymenu Ca?* idnov,
proteinov a lipidov. Preto disfunkcia ER je spajana s disfunkciou mitochondrii a naopak. V
nasej studii vyuzivame ako bunkovy model neuroblastémovu liniu SH-SYS5Y, ktora sa Casto
vyuziva v neurobioldgii ako in vitro model pre Studium neurotoxicity v dopaminergnych
neurénoch. Bunky sme ovplyviiovali 3-nitropropidonovou kyselinou (3-NPK), o je ireverzibilny
inhibitor komplexu Il dychacieho retazca mitochondrii. Relativne prezivanie buniek sme
stanovili pomocou MTT testu. Pozorovali sme, Ze prezivanie buniek ovplyvnenych 1 mM 3-
NPK po dobu 48 a 72 hodin bolo signifikantne znizené. Taktiez sme analyzovali expresiu
génov pre proteiny, ktoré st markermi bud’ ER alebo mitochondrialnej UPR, pomocou Western
blot analyzy. Pozorovali sme §tatisticky vyznamnu zmenu v expresii proteinov SEL1L, GRP78
a VDAC1 pri bunkach ovplyvnenych 1 mM 3-NPK po dobu 24 hodin a pre GRP78 aj pri 0,2
mM koncentracii. Nadexpresia SEL1L a GRP78 indikuje, ze 3-NPK moze indukovat stres ER.
Napriek tomu, ze sme nepozorovali zmeny v mnozstve proteinu HRD1, ktory je zapojeny do
degradacie asociovanej s endoplazmatickym retikulom (Endoplasmic reticulum-associated
degradation ERAD), domnievame sa, ze ERAD je funkény. Kaneko a kol. pozorovali, ze
nadregulacia SEL1L nepredchadzala zvySeniu HRD1. Domnievame sa, ze ERAD bol
indukovany cez drahu ATF6, ale nasu hypotézu musime potvrdit este dalSimi experimentmi.
NavySe zvySena expresia VDAC1, proteinu ktory je sucastou membran asociovanych s
mitochondriami (MAMs), indikuje Ze je tu vzajomna komunikacia medzi mitochondriou a ER a
Ze mitochondrialny stres by mohol potencionalne spustat stresovu odpoved v ER na ¢o
poukazuju aj zmeny v expresii GRP78 a SEL1L. Na druhej stane sme nepozorovali vyznamné
zvySenie expresie proteinov typickych pre mitochondridlnu UPR ako su HSP60 a
mitochondrialna proteaza LONP1.
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Lymphocytic choriomeningitis virus requires fatty acids and lipid
droplets for propagation

BoZena Omasta', Martin Valachovi¢?, Jana Tomaskova'

" Institute of Virology, Biomedical Research Center of Slovak Academy of Sciences,
Dubravska cesta 9, 845 05 Bratislava, Slovak Republic

2 Institute of Animal Biochemistry and Genetics, Centre of Biosciences, Slovak Academy of
Sciences, Dubravska cesta 9, 845 05 Bratislava, Slovak Republic

Due to the lack of viral metabolic machinery, all building blocks and energy required for
viral replication are provided by the host cell. After entering the cell, viruses alter cellular
metabolic pathways to secure successful replication. Every viral family uses different pathways
and induces different changes in the cell, therefore needs to be studied individually [1].

Lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV) is a prototypic virus of the Arenaviridae,
which consists of dangerous viruses causing hemorrhagic fever such as Lassa, Machupo, and
Junin [2]. Since the interactions of LCMV with cellular metabolism remain unknown, we
decided to analyze these interactions with focus on lipid metabolism. Lipids are
macromolecules that play an important role in viral replication as they are involved in every
step of viral life cycle.

The analysis of fatty acid synthesis during LCMV infection showed an increase in mRNA
expression of lipogenic enzymes ATP citrate lyase (ACLY), acetyl-CoA carboxylase (ACC),
and fatty acid synthase (FASN). Moreover, pharmacological inhibition of both ACC and FASN
caused a 20-fold decrease in the production of infectious LCMV virions, confirming the
importance of this metabolic pathway during LCMV replication. Next, we analyzed LCMV
kinetics in cells treated with FASN inhibitor C75. Addition of C75 every two hours for 24 h after
the infection showed that FASN inhibition inhibits LCMV propagation during the first twelve
hours of infection while returning to the control level between 12 and 14 hours post infection
(hpi). Since the first LCMV virions begin to form between 8 and 10 hpi, observed results
suggest that FASN activity is required during all steps of the LCMV replication cycle.

The analysis of the neutral lipid composition in LCMV-infected cells showed that levels
of triacylglycerols (TAG) and steryl esters (SE), the main components of lipid droplets (LDs),
are elevated at later stages of LCMV infection. Moreover, staining of lipid droplets using Oil
Red O dye showed that numbers of LDs increase during LCMV infection. TAGs consist of
three fatty acids attached to a glycerol backbone. TAGs are synthesized by a series of
reactions with diacylglycerol acyltransferase 1 (DGAT1) representing a rate-limiting enzyme.
Pharmacological inhibition of DGAT1 by A922500 caused an 11-fold decrease in the
production of infectious LCMV virions, showing the importance of TAGs for LCMV propagation.
When large amounts of energy are required, TAGs are transported into mitochondria via
carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1) and oxidized in the process known as 3-oxidation. We
used etomoxir to pharmacologically inhibit CPT1 and observed an 8.5-fold decrease in LCMV
virions, suggesting that LCMV requires higher number of LDs for energy production. However,
further studies are needed to fully understand the role of LDs during LCMV propagation.

Antiviral drugs developed against cellular pathways required for viral replication
represent a novel approach for treating viral infections as they do not put selective pressure
on a virus. As there are currently no available vaccines or effective antiviral drugs for the
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treatment of arenavirus infection, acquired data could contribute to the development of antiviral
drugs targeting cellular metabolic pathways essential for viral replication.
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The positioning of sporulation septum in Bacillus subtilis
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Bacillus subtilis is a unique model organism to study cell division, as it can divide via two
modes. In general, bacteria divide by binary fission, where the division septum is formed
exactly in the middle of the cell. B. subtilis can divide also asymmetrically during sporulation,
the simplest process of differentiation. A large amount of knowledge provides a significant
advancement in our understanding of how the septum is determined during vegetative growth.
However, information about how the asymmetric septum is correctly placed during sporulation
is still missing. During this process, B. subtilis switches its site of division from the middle of
the cell to a position closer to one pole, approximately at 1/6th of the cell length [1]. Several
proteins have been implicated to play an important role in correct sporulation septum
positioning. Its localization depends on SpollE, an essential component of the sporulation
septum, and negative regulators of cell division like RefZ and Min system proteins. Here, we
studied interactions of SpollE with RefZ, EzrA and MinJ using a bacterial two-hybrid system
(BACTH), size exclusion chromatography (SEC) and pull-down assays. In addition, we
followed the localization and co-localization of these proteins by fluorescence and SIM
microscopy during the early stages of sporulation. Importantly, the nucleoid in stage |,
composed of two chromosomes, is in the form of an axial filament [2]. We hypothesize that the
nucleoid itself serves as a measuring device of the cell that helps to find the asymmetric
division site. The axial filament is stretched along the cell axis, with the ori sequences anchored
to the cell poles. In cells lacking RefZ protein asymmetric septum is shifted towards mid cell
and in cells lacking Min system proteins causes a shift closer toward the pole. We proposed
that a multi-protein complex consisting of membrane proteins SpollE, MinJ and EzrA and DNA
binding protein RefZ together with spatial chromosome organization controls the asymmetric
septum positioning.
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Ma neurogenéza u spevavcov cirkadianny rytmus?
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Aktivny proces tvorby novych neurénov, neurogenéza, prebieha u spevavcov podobne
ako u cicavcov vo ventrikulamej zéne (VZ) pozdiz lateralnej mozgovej komory. Novovzniknuté
neurény odtial migruji do mnohych oblasti predného mozgu, najmd do jadier
sprostredkujucich spev — HVC v péliu (homoldég kéry cicavcov) a AreaX v striate [1].
Neurogenéza je ovplyvnena viacerymi procesmi a faktormi. Bunkovym cyklus je fazovo
prepojeny s cirkadiannym systémom, ktory generuje cirkadianne rytmy molekulamych,
fyziologickych aj behavioralnych procesov pocas priblizne 24 hodin [2, 3]. Cielom tejto Studie
bolo zistit’ &i tvorba, alebo zanik novych neurénov u spevavcov maju cirkadianny rytmus, a v
ktorej faze dna dosahuju svoje maximum.

V experimente bolo pouzitych 36 samcov zebri¢ky Eervenozobej (Taeniopygia guttata),
ktoré boli rovhomerne rozdelené do 6 skupin podfa zlozitosti spevu. Jedince boli chované pri
12L:12D reZime, potravu a vodu mali k dispozicii ad libitum. Kazdé Styri hodiny im bol
intramuskularne podany exogénny marker neurogenézy, tymidinovy analég 5-etinyl-2’-
deoxyuridin (EdU). Vzdy 2 hodiny po podani boli jedince danej skupiny usmrtené dekapitaciou
(ZT2, 6, 10, 14, 18, 22) a mozgy boli rychlo zmrazené. Mozgy boli narezané na 10 um hrubé
koronalne rezy zachytavajuce Styri urovne VZ obsahujuce vzdy inu oblast sluziacu ako
anatomicku znacku (VZX, VZTSM, VZCA, VZHVC). V tychto ¢astiach VZ boli zafarbené EdU-
pozitivne bunky. Zaroven boli po€as rezania odobraté aj 60 um koronalne rezy obsahujuce
centralnu ¢ast VZ a hypotalamus, v ktorych bola metédou real-time PCR analyzovana génova
expresia hodinovych génov (Per2, Per3, Cry1, Cry2, Bmal1, Clock), proliferacného markera
(PCNA) a apoptickych génov (kaspaza 3, Bax, Bcl-2).

Ako prvé sme pomocou kosinorovej analyzy potvrdili, ze rytmus cirkadiannych génov
zostal zachovany. Kosinorovou analyzou sme zistili, ze tvorba novovzniknutych EdU+ buniek
na ziadnej Urovni VZ a ani pozdiz celej VZ nevykazuje cirkadianny rytmus. Avsak, rytmus
proliferacie sme Specificky zistovali aj v ,hot-spot* Casti VZ, kde je preukazatelne vyssia
intenzita tvorby novych neurénov. Zistili sme, ze tato centralna ventralna ¢ast VZ, na urovni
VZTSM a VZCA, vykazuje cirkadianny rytmus poctu EdU+ buniek s maximom tvorby v tmavej
faze dia. Na urovni mRNA expresie sme nezistili ziadny rytmus proliferaéného markera PCNA
poCas 24 hodin. Analyza expresie troch apoptickych génov takisto neukazala cirkadianny
rytmus.

Nase vysledky ukazuju, ze neurogenéza v ,hot-spot* Casti VZ spevavcov vykazuje
rytmicku aktivitu v priebehu 24 hodin. Zaujimaveé je, ze najintenzivnejSia produkcia u zebricky
aktivnej pocCas svetlej fazy dna sa vyskytuje poCas tmavej fazy, podobne ako u no¢nych
hlodavcov. KedzZe poruchy cirkadianneho rytmu su ¢asté pri neurologickych ochoreniach alebo
u ludi pracujucich v noci, tieto vysledky maju vyznam pre poznanie mechanizmov regeneracie.
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The role of the receptor guanylyl cyclase in the regulation of water
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The regulation of water balance is essential for the maintenance of health and life.
Despite its fundamental importance, little is known about the signaling pathways involved in
the regulation of body water. The conservation of signaling pathways throughout the
evolutionary spectrum allows us to use simpler model organisms and extrapolate the acquired
insights to more complex ones. [1]. Drosophila melanogaster is a valuable model organism for
studying water metabolism due to its well-characterized genetics and advanced genetic
toolbox [2]. Based on knowledge from human physiology, one of the potential players in the
regulation of water metabolism in Drosophila melanogaster are enzymes known as receptor
type guanylyl cyclases. A well-known example of receptor-type guanylyl cyclases in humans
is the natriuretic peptide receptor. These receptors are primarily found in the kidneys, where
they regulate sodium and water excretion, leading to changes in blood pressure and fluid
volume [3]. Seven genes encoding guanylyl cyclases have been identified in Drosophila
melanogaster. However, one specific gene, Gyc76C, gained the attention of several research
groups [4,5,6]. Its importance has been demonstrated during both larval development [5] and
adulthood. In adult flies, Gyc76C expression is predominantly observed in immune and stress-
responsive epithelial tissues, including midgut and Malpighian tubules [6].

Our study aimed to examine the role of Gyc76C, particularly its involvement in the
regulation of water metabolism within adult Drosophila melanogaster. Initially, we employed
gPCR to investigate whether the expression levels of Gyc76C are affected by nutritional stress
conditions, including desiccation, starvation, and osmotic stress. Following this, we utilized the
GeneSwitch method to reduce Gyc76C gene expression. Within these individuals, we looked
at physiological changes concerning water metabolism, including water intake, the amount of
water, and excretion. Additionally, we evaluated the impact of reduced Gyc76C expression on
survival when confronted with stress conditions. Our findings indicate that Gyc76C plays an
essential role in the regulation of water metabolism and in the response to stress conditions.
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Characterisation of ITP and ITPL in the silkworm Bombyx mori
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Insect neuropeptides ion transport peptide (ITP) and ITP-like (ITPL) result from
alternative splicing of single itp gene transcript [1]. In insects, these neuropeptides are involved
in the regulation of development and water homeostasis [2, 3]. We used in situ hybridisation
and immunohistochemistry to determine site- and stage-specific expression of each peptide in
the silkworm Bombyx mori. Both peptides showed overlapping expression only in six pairs of
the brain neurosecretory cells 1a2. ITP appeared after metamorphosis in the male-specific
neurons innervating reproductive organs, while ITPL was detected in a pair of dorsolateral
interneurons in each of thoracic and abdominal ganglia, and in the thoracic neurosecretory
cells which terminate in the vicinity of the prothoracic gland. ITPL was also expressed in the
peripheral L1 neurons that project axons into thoracic and abdominal transverse nerves. We
identified an upstream regulatory region controlling ITP/ITPL expression in the brain and L1
neurons and used this sequence to prepare stabile transgenic line plTP-Gal4.2. Further
crossing with UAS Kir2.1 lineage led to hyperpolarisation of these neurons causing disruption
of water homeostasis in silkworms. Our results suggest that ITP and ITPL together take part
in regulation of water homeostasis, but their differential expression suggest these
neuropeptides exhibit different sex- and stage-specific functions that may include regulation of
reproduction and steroid production.
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Vyznam neutrofilovych extracelularnych pasci a extracelularnej
DNA v animalnom modeli hemolyticko-uremického syndrému
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Hemolyticko-uremicky syndrém (HUS) je spOsobeny Shiga toxinom, ktory produkuju
niektoré kmene baktérie Escherchia coli. Charakteristické znaky HUS zahffiaju hemolyticku
anémiu, zlyhanie obli€iek a trombocytopéniu [1]. Shiga toxin poskodzuje rézne tkaniva, ako je
¢revna sliznica, vaskularny endotel a renalny epitel. To vedie k uvofneniu molekularnych
vzorov spojenych s poSkodenim medzi ktoré patri aj extracelularnej DNA (ecDNA), ktora dalej
stimuluje zapal. Mitochondridlna ecDNA je znamy stimulant tvorby neutrofilovych
extracelularnych pasci [2]. Deoxyribonukleazy na druhej strane mdzu tomuto procesu zabranit
tym, ze Stiepia uvolnenu ecDNA [3]. Cielom tejto Studie bolo analyzovat tvorbu neutrofilovych
extracelularnych pasci, uvolfiovanie ecDNA a ulohu deoxyribonukleaz pri Stiepeni ecDNA v
animalnom modeli HUS. Hypotézou bolo, Zze HUS zvySi pocet cirkulujucich neutrofilovych
extracelularnych pasci, ako aj ecDNA, a tento ucinok bude kompenzovany zvySenou aktivitou
deoxyribonukleazy v plazme. Dospelym mysiam kmeha C57BI/6 bol injekéne podany Shiga
toxin 2 (30 ug/kg) na vyvolanie HUS a o 48 hodin neskér bola tymto mySiam odobrata krv.
Neutrofily a neutrofilové extracelularne pasce boli analyzované v krvi pomocou prietokovej
cytometrie. Na izolaciu ecDNA sa pouzila EDTA plazma. Koncentracia ecDNA bola merana
pomocou fluorometrickej metody (Qubit) a real-time PCR s primermi pre jadrovu a
mitochondrialnu DNA. Deoxyribonukleazova aktivita bola merana pomocou gélovej metédy
SRED. Mocovina v krvi bola 3-krat vysSia (p<0,001) u mysi, injektovanych Shiga toxinom.
Koncentracia celkovej ecDNA v plazme mysi s HUS bola vyS$Sia v porovnani s kontrolnou
skupinou (o 133 %, p<0,001). Real-time PCR poukazala na to, Ze tento rozdiel bol sp6sobeny
hlavne ecDNA jadrového, ale nie mitochondrialneho pévodu. Deoxyribonukleazova aktivita v
plazme bola vysSia o 55 % (p=0,02) u mysi s HUS. Napriek vySSej deoxyribonukledzove;j
aktivite u mySi s HUS Zziadna korelacia s celkovou ecDNA nebola pozorovana. Pocet
neutrofilov v krvi u my&i s HUS bol vysoko variabilny (CV = 72 %) a vyznamne sa neliSil od
kontrol. Podobne tvorba neutrofilovych extracelularnych pasci vykazovala vysoku
interindividualnu variabilitu, ale Ziadny rozdiel medzi skupinami nebol pozorovany.
Koncentracia ecDNA v plazme mySi HUS naznaduje, ze ecDNA pravdepodobne pochadza
vacsinou z poskodenia tkaniva spésobeného toxinom Shiga, a nie z neutrofilov a zapalovej
odpovede. VySSia deoxyribonukleazova aktivita pravdepodobne moduluje Stiepenie uvofnenej
ecDNA a mala by byt dalej Studovana ako potencialny terapeuticky ciel HUS.
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Charakterizacia dlhoret'azcovych acyl-CoA syntetaz z granatovnika
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Kyselina punikova (PuA; C18:3) patri medzi vzacne izoméry konjugovanej Kkyseliny
linolénovej s moznostou vyuzitia vo farmacii a medicine [1]. Hlavnym zdrojom tejto nezvyCajnej
mastnej kyseliny je olej zo semien granatovnika (Punica granatum). V poslednych rokoch je
vyvijana snaha pre vytvorenie jej alternativneho zdroja, avSak Ziadny z transgénnych
organizmov ju zatial nedokaze efektivne akumulovat [2 — 4]. Jednym z faktorov by mohla byt
znizena aktivita nativnej acyl-CoA syntetazy (ACS) hostitelského organizmu voci PuA.
Dlhoretazcové acyl-CoA syntetazy (LACS) predstavuju skupinu ACS so schopnostou
aktivovat mastné kyseliny s dlhym retazcom. V rastlinnych bunkach existuje niekolko
izoforiem LACS s réznou funkciou a Specificitou substratu. LACS S$pecificka pre PuA este
nebola popisana. Predpokladame, ze identifikacia takejto LACS by mohla vyznamne pomaoct
pri konstrukcii rekombinantnych organizmov schopnych efektivnej produkcie PuA.
V praci sme sa zamerali na Studium troch zatial necharakterizovanych LACS z P. granatum.
Schopnost predikovanych LACS aktivovat mastné kyseliny sme potvrdili v mutantnom kmeni
kvasinky Saccharomyces cerevisiae s deléciou v hlavnych ACS. Ziskané vysledky v deleCnom
kmeni zaroven naznadili ich odlisnu substratova Specificitu. Vplyv jednotlivych LACS na
akumulaciu PuA sme Studovali v rekombinantnom kmeni kvasinky Schizosaccharomyces
pombe, priCom pritomnost kazdej z nich viedla k celkového navyseniu PuA v bunke. V pripade
jednej izoformy sme navySe pozorovali vyrazné znizenie mnozstva PuA vo frakcii volnych

mastnych kyselin, o mdze naznacovat jej vySSiu substratovu preferenciu pre PuA.
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Gendmova stabilita je nevyhnutna pre spravny priebeh vetkych bunkovych procesov.
Jednym z mechanizmov udrZiavania tejto stability je oprava podkodeni DNA &i restart
zastavenych replikacnych vidlic prostrednictvom homologickej rekombinacie. Rekombinaza
Rad51 je kfu€ova v priebehu oboch mechanizmov. V nasej praci sme sa venovali prepojeniu
prestavby chromatinu a Rad51 zavislym procesom. Prostrednictvom genetickych interakcii
sme identifikovali gény kdédujuce proteiny prestavby chromatinu zapojené do opravy DNA.
Pre podrobnejSiu charakterizaciu sme vybrali podjednotky histén deacetylazového komplexu
CIré I*, histon Saperon Nap2 a ATP-zavislé proteiny prestavby chromatinu Hrp1 a Hrp3.
Predbezné data poukazuju na ich moznu funkciu ako v homologickej rekombinacii, tak v

reStarte zastavenych vidlic.

Pod’'akovanie: Tato praca bola podporena grantami VEGA 23/094/00 a APVV 21-0210.
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Fyziologické ulohy adipokinetického horménu
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Vinna muska drozofila (Drosophila melanogaster) je popularnym modelom pre skimanie
genetickych regulacii mnohych procesov, vratane tych, s ktorymi sa stretavame i u Cloveka.
Drozofily sa napriklad pouZzivaju na studium metabolizmu a jeho poruch, akymi su napriklad
obezita &i cukrovka. V tejto suvislosti je Casto skimany aj neuropeptid adipokineticky hormén
(AKH), kratky peptid produkovany organom corpora cardiaca. Tento anti-obezitny hormén
stimuluje mobilizaciu energetickych zasob, a preto je €asto prirovnavany ku cicav€iemu
glukagénu. AKH bol skimany v mnohych suvislostiach, od potencialnych uloh vo vyvine az po
mozné roly v rozmnoZovani & dizke Zivota. Jeho potencialne Ulohy v regulécii vodného
metabolizmu vSak zatial preskimané neboli. V mojej praci sa preto venujem prave tomuto
aspektu. Nepublikované vysledky z nasho laboratéria naznacuju, ze AKH reguluje mnozstvo
telesnych tekutin. Tato funkcia sa zda byt zavisla na AKH receptore exprimovanom v nervovej
sustave, nie v tukovom telese. V mojej praci sa preto budem venovat ulohe AKH v prijme a
vydaji vody, a nasledne planujem charakterizovat konkrétne neurény zodpovedné za dané
funkcie. Tento pristup moze rozsirit pohlfad na komplexné interakcie medzi endokrinnym a
nervovym systémom a prispiet’ k objasneniu pomerne nepreskimanej oblasti interakcii medzi
vodnym a energetickym metabolizmom.

Literatura:
[1] Galikova M, Diesner M, Klepsatel P, et al. Energy Homeostasis Control in Drosophila Adipokinetic
Hormone Mutants. Genetics. 2015;201(2):665-683. doi:10.1534/genetics.115.178897
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Funkcia neuropeptidov pri rozmnozovani kliest'ov Ixodes ricinus
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KlieSte Ixodes ricinus patria k najznamejSim parazitom na severnej hemisfére. Prenasaju
Siroké spektrum patogénov, z ktorych niektoré spdsobuju zavazné ochorenia aj u ludi. Avsak,
detailny proces, akym dochadza k prenosu patogénov z klieSta na hostitela, a aké faktory ho
ovplyviiuju ani dnes nie je celkom znamy. Biologické funkcie nielen u hmyzu, ale aj u kliestov
su do velkej miery pod kontrolou neuropeptidov. Tie predstavuju rozmanitu skupinu signalnych
molekul a po naviazani sa na svoje receptory reguluju napriklad prijem potravy,
rozmnozovanie, vyvin, ale aj cirkadianne rytmy.

V na8ej Studii sme sa zamerali na dva neuropeptidy: myostimulaény (MSP) a
myoinhibiény peptid (MIP), oba pritomné v samdich aj samicich reprodukénych organoch a
Creve KlieStov [. ricinus. Pomocou imunohistochemického farbenia sme neuropeptidy
detegovali v centralnej nervovej sustave (synganglione) a v axonalnych vybezkoch neurénov
inervujucich periférne organy. MIP-imunoreaktivitu sme pozorovali aj v enteroendokrinnych
bunkach na prednych lalokoch Creva samic. Oba neuropeptidy maju v gendme |. ricinus po
dva GPCR receptory, ktoré su vysoko Specifické iba k svojmu ligandu. Na zistenie funkcie
neuropeptidov u kliestov sme pouzili in vitro metédu aplikacie syntetickych neuropeptidov vo
vybranych koncentraciach priamo na organy kliestov. KlieSte boli imobilizované na Petriho
miske pomocou dentalneho vosku v kvapke fyziologického roztoku. Efekt neuropeptidov sme
zaznamenavali na videu.

Na zaklade predbeznych vysledkov, predovsetkym z farbenia a in vitro experimentov
predpokladame, ze neuropeptidy MSP a MIP by mali zohravat esencialnu funkciu pri
oplodneni samic; zaroven signalizacia MSP by mala u samic /. ricinus predstavovat signal na
vstup do rychlej fazy cicania krvi.

Kracové slova: Ixodes ricinus, neuropeptidy, imunohistochémia, rozmnozovanie

Pod’'akovanie: Tato praca bola podporena grantmi APVV-18-0201, APVV-21-0431, VEGA-
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Retrospective study of extracellular DNA in patients with sepsis

Monika Janikova', Nikola Pribulova', Barbora Vlkova', Kristina Macakova', Maria
Bucova3, Celec Peter'2

! Institute of Molecular Biomedicine, Faculty of Medicine, Comenius University, Sasinkova 4,
811 08, Bratislava, Slovakia

2 Institute of Pathophysiology, Faculty of Medicine, Comenius University, Sasinkova 4, 811 08,
Bratislava, Slovakia

3 Institute of Immunology, Faculty of Medicine, Comenius University, Odborarske namestie 14
811 08, Bratislava, Slovakia

Sepsis is a life-threatening immune dysfunction caused by the dysregulated host
response to infection [1]. Sepsis is acknowledged by World Health Organization as a global
health priority due to intolerably high mortality and long-term morbidity for those who survived
[2]. Sepsis biomarkers play an important role in diagnosing sepsis, enabling early intervention,
and offering prognostic insights [3]. Recently, extracellular DNA (ecDNA) has emerged as a
potential biomarker for predicting outcomes in patients with sepsis. In this retrospective study,
we evaluated importance of ecDNA in patients with sepsis and its possible correlation with
sequential organ failure assessment (SOFA) score.

We tested 27 adult patients (17 males and 10 females) admitted to the intensive care
unit (ICU) of the 1st Department of Anaesthesiology and Intensive Care Medicine, Faculty of
Medicine, Comenius University and University Hospital, Bratislava, Slovakia. Out of these 27
patients, 8 was diagnosed with systemic inflammatory response syndrome (SIRS), 7 was
diagnosed with sepsis and 12 with septic shock. The ecDNA was isolated from plasma and
quantified by fluorometric method (Qubit) and real-time PCR using primers for nuclear (beta-
globin) and mitochondrial (D-loop) DNA. Deoxyribonuclease activity was measured from
plasma samples using single radial enzyme diffusion assay in agarose gel.

No significant differences were found between ecDNA concentrations in patients with
SIRS, sepsis and septic shock diagnosis. The ecDNA concentrations were higher by 485% in
non-survivors than in survivors (p=0.04) in predicting death by day 7. No significant differences
were found between nuclear and mitochondrial DNA, and deoxyribonuclease activity in
patients with SIRS, sepsis and septic shock diagnosis. We demonstrated moderately positive
correlation between DNA concentrations and SOFA score (r=0.55; p=0.01).

Our findings indicate that ecDNA could serve as a valuable biomarker for predicting
sepsis outcomes. However, data in this study are very limited by small number of patients. To
establish the role of ecDNA as a prognostic biomarker more definitively, further investigation
within a larger patient cohort is needed.

References:

[1] Singer M, Deutschman CS, et al. The Third International Consensus Definitions for Sepsis and Septic
Shock (Sepsis-3). JAMA. 2016 Feb 23;315(8):801-10. doi: 10.1001/jama.2016.0287. PMID:
26903338; PMCID: PMC4968574.

[2] Cecconi M, Evans L, et al. Sepsis and septic shock. Lancet. 2018 Jul 7;392(10141):75-87. doi:
10.1016/S0140-6736(18)30696-2. Epub 2018 Jun 21. PMID: 29937192.

[3] Pierrakos C, Velissaris D, et al. Biomarkers of sepsis: time for a reappraisal. Crit Care. 2020 Jun
5;24(1):287. doi: 10.1186/s13054-020-02993-5. PMID: 32503670; PMCID: PMC7273821.

Acknowledgement: This study was supported by the Slovak Research and Development
Agency APVV-22-0554.

53



Drobnicov memorial 12. rocnik, Hotel Lomy, Homa Ves, 5. — 7. september 2023
Sekcia ll Molekularna, celularna biolégia a mikrobiolégia

Efekt elektrickej pulznej stimulacie, in vitro modelu cvi€enia, na
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protokolov
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Uvod: Pravidelna fyzicka aktivita vedie k zlep$eniu a k udrzaniu celkového zdravia
Cloveka. AvsSak, molekularne mechanizmy veduce k cvi€enim-indukovanym
adaptaénym procesom stale nie su uplne objasnené. Elektricka pulzna stimulacia
(EPS) dokaze vyvolat viditefné kontrakcie diferencovanych svalovych buniek, myotub,
vdaka Comu mimikuje cviCenie v in vitro podmienkach.

Ciel: Nasim cielom bolo porovnat a identifikovat EPS protokol, ktory bude efektivnejsi
v indukcii fyziologickej odpovede ludskych myotub.

Materialy a metédy: Diferencované primarne ludské svalové bunky pochadzajuce od
zdravych Stihlych muzov (n=3-4, 31,0+2,4 rokov, BMI=23,7+0,8 kg/m2) boli vystavené
dvom protokolom EPS (lonoptix, USA): i) KS - 24h kontinualna (frekvencia 1 Hz,
trvanie pulzu 2 ms); a ii) IS - intermitentna stimulacia, poCas ktorej sa striedala
podprahova (0,2 Hz; trvanie pulzu 4 ms) a vysokofrekvencna stimulacia (frekvencia 5
Hz, trvanie pulzu 4 ms), cyklus bol opakovany 9x po dobu 24h. Po ukoneni EPS sme
v myotubach stanovili oxidaciu radioaktivne znacenej C-glukézy a '“C-palmitatu,
inkorporaciu '*C-glukozy do glykogénu, a expresiu vybranych markerov svalovych
vlaken (QPCR).

Vysledky: Oba typy protokolov EPS viedli k viditelnym kontrakciam myotub, priCom
sa zvysSila inkorporacia glukézy do glykogénu, a to o 50% vplyvom kontinualnej
(p=0,006, n=3) a o 34% vplyvom intermitentnej stimulacie (p=0,005, n=3). Avsak,
oxidacia glukézy sa zvySovala iba po intermitentnej stimulacii (+28%, p=0,084, n=3).
Intermitentna stimulacia tiez viedla k signifikantnému zvySeniu celkového vyuzitia
glukézy bunkou (+28%, p=0,003, n=3), zatial o po kontinudlnej bol pozorovany iba
trend, so zvySenim o 18% (p=0,074, n=3). Po intermitentnej stimulacii sme pozorovali
aj zvySenie pri celkovom vyuZiti palmitatu bunkou, a to o 20% (p=0,067, n=4).
Kontinualna stimulacia zvysila expresiu mRNA pre MYH2 (marker rychlych lla viaken)
0 60% (p=0,0356, n=4), MYH7 (marker pomalych | vidken) o 27% (p=0,0543, n=4),
avSak nezaznamenali sme ziadne zmeny v expresii MRNA pre MYH1 (marker rychlych
lIx vidken) (p=0,1578, n=4).

Zaver: Elektricka pulzna stimulacia je u€innym nastrojom pre Studium cviéenim-
navodenych adaptacnych mechanizmov v in vitro podmienkach. Zistili sme, Ze
intermitentna EPS je efektivnejSia v indukovani fyziologickych odpovedi na urovni
metabolizmu, a to zlepSenim oxidacie glukdzy a palmitatu.

Pod'akovanie: Praca bola podporena z projektov APVV 20-0466, MZCR NU21-05-00322,
VEGA 2/0144/23.
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Diglykozidazy predstavuju skupinu endoglykozidaz, ktoré okrem hydrolyzy diglykozidov
nachadzaju vyuzitie aj v syntéze oligosacharidov a taktiez Struktirne definovanych
diglykozidov v procese transglykozylacie. V nasej praci sme sa zamerali na vyuZitie troch
réznych typov diglykozidéz na pripravu fenyletanoidnych diglykozidov rastlinného a
mikrobialneho pévodu.

i) Material so sofory japonskej (Sophora japonica) a pohanky tatarskej (Fagopyrum
tataricum) katalyzoval transrutinozylaciu vyhradne na primarny hydroxyl tyrozolu pri vytazkoch
24, resp. 35%.

ii) Pomocou robinobiozidazy z reSetliaka precistujuceho (Rhamnus cathartica) sme
pripravili tyrozyl-robinobiozid, kde ako zdroj disacharidu sluzil extrakt z kvetov agatu bieleho
(Robinia pseudoacacia) vysoko obohateny o robinin. Pri uskuto&nenej preparativne;j reakcii
boli pripravené 2 izoméry tyrozyl-robinobiozidu v pomere 1:8 v prospech 4-hydroxyfenetyl-§3-
robinobiozidu vo vytazku 23%. Enzymova transrobinozylacia nebola doteraz v literature
popisana.

iii) Pomocou komeréného enzymového preparatu Aromase H2 sa nam podarilo
uskutoCnit’ transakuminozylaciu na tyrozol. Reakcia nebola selektivha a ziskali sme zmes
izomérov akuminozylovaného tyrozolu v pomere 1:0,9, pricom kombinovany vytazok reakcie
bol 58 %. Ide o vébec prvu transakuminozylaciu katalyzovanu komerénym enzymom, naviac
v preparativnom meritku.

Pod’akovanie: Praca bola podporena Agenturou na podporu vedy a vyskumu (projekt APVV-
18-0188), Vedeckou grantovou agenturou (projekt VEGA 2/0111/22) a agenturou COST
(COST Action CA18224 Greenering).
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Cirkularna ekonomika je v oblasti technolégii Coraz viac sklofovany pojem. Jej ciefom je
znizit mnozstvo odpadu a vedlajSich produktov v réznych sférach priemyslu. Redukcia dopadu
technoldgii na Zivotné prostredie si vyZaduje désledné planovanie a maximalne zuZitkovanie
vedlajSich tokov vyroby, ¢im je mozné docielit udrzatelny rast a rozvoj [1]. Jednym z
praktickych pristupov je vyuZitie odpadovej rastlinnej biomasy vznikajucej ako v
pofnohospodarstve, tak aj v biorafinériach a jej premena na fermentovatelné sacharidy,
biopaliva alebo cenné chemikalie. Rastlinna biomasa sa okrem ligninu sklada z celulézy a
hemiceluléz, ktoré je vSak potrebné pre ich nasledné vyuzitie hydrolyzovat. Hydrolyza
hemiceluléz je v8ak naro¢nejSia z hfadiska variability Struktirnych jednotiek polymérneho
retazca u r6znych druhov rastlin, o vedie k potrebe skumat &oraz viac enzymov tohto typu
[2].

Xylanazy predstavuju skupinu enzymov, ktoré sa podielaju na degradacii xylanu,

najCastejSie zastupeného polyméru spomedzi hemiceluléz. Jeho enzymatickym Stiepenim
dochadza k uvofneniu xylézy, ktora mébze byt mikrobialne utilizovana alebo rbéznych
xylooligosacharidov vyuzitefnych ako prebiotika [3].
Tato praca bola zamerana na expresiu xylanazy pochadzajucej z kvasinky Sugiyamaella
lignohabitans v rekombinantnom kmeni Pichia pastoris KM71H (MutS) [4]. Ciefom prace bola
intenzifikacia produkcie enzymu v laboratérnych fermentoroch a nasledné posudenie pouzitia
odpadového glycerolu z vyroby bionafty ako uhlikatého zdroja na rast mikroorganizmu a
expresiu cielového enzymu. Aktivita xylanazy produkovanej na odpadovom glycerole bola
porovnatelna s produkciou na dCistom glycerole, ¢o umozfiuje jej aplikaciu v koncepte
cirkularnej ekonomiky.
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Virusy su obligatne intracelularne patogény zlozené z DNA alebo RNA gendmu
uzavretom v proteinovom obale. Vzhladom na rychlost’ ich replikacie, mutacii a adaptacie v
hostitelskych bunkach je lieCba virusovych infekcii mimoriadne naro¢na uloha [1]. RNA-virusy
spbsobuju celosvetovo zdravotné riziko. Boj s RNA-virusmi komplikuje aj integracia
virusového genetického materialu do gendému hostitelskej bunky, o im napomaha vyhnuat sa
mechanizmom ludskému imunitnému systému, pri€om si zachovavaju rychlost mutacii [2].
Av8ak vyvoj technik v oblasti molekularnych metéd a bioinformatiky priniesol revoluciu v
detekcii a dizajne novych potencialnych antivirotik [1]. RNA-dependentnd RNA polymeraza
(RdRp) sa stala jednou z najatraktivnejSich cielov proteinovej povahy pre vyvoj
Sirokospektralnych antivirotik [2].

RdRp katalyzuje predizenie RNA templatu z 3'-konca, umoZfiuje tvorbu
fosfodiesterovych vazieb medzi ribonukleotidmi, ktora je zavisla od RNA templatu a
pritomnosti dvojmocnych iénov kovov [3]. Dostupnost rekombinantnej RdRp v purifikovanej
forme umozni nielen biochemicku analyzu ulohy enzymu pri replikacii virusu, ale aj Studie jej
Struktary, funkcie a hladanie jej potencialnych inhibitorov nevyhnutnych nielen voc¢i boju s
ochorenim COVID-19, ale aj s inymi virusovymi ochoreniami ako napriklad gastroenteritida
(virus Norwalk), hepatitida typu C, ebola a mnohé iné .

Cielom tejto prace je intenzifikacie produkcie rekombinantnej RdRp SARS-CoV-2, ktorej
gén bol klonovany v plazmide pRSFDuet-1(nsp8-nsp7)(nsp12), ktory bol darom od Marca
Delaruea (Addgene plasmid #165451) [4] v hostitelskom kmeni Escherichia coli BL21(DE3).
Intracelularne naprodukovany enzym je nasledne podrobeny optimalizovanym downstream
procesom ako aj testovaniu aktivity, prifom prave metdéda stanovenia aktivity a kinetickych
parametrov enzymu je jednou z klu¢ovych uloh pre jej nasledné vyuzitie.
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[11Y. 1. Asiri, A. Alsayari, A. B. Muhsinah, Y. N. Mabkhot, and M. Z. Hassan, “Benzothiazoles as potential
antiviral agents,” J. Pharm. Pharmacol., vol. 72, no. 11, pp. 1459-1480, 2020, doi:
10.1111/jphp.13331.

[2] S. Pathania, R. K. Rawal, and P. K. Singh, “RdRp (RNA-dependent RNA polymerase): A key target
providing anti-virals for the management of various viral diseases,” J. Mol. Struct., vol. 1250, p.
131756, 2022, doi: 10.1016/j.molstruc.2021.131756.

Pod’akovanie: Tato praca vznikla vdiaka podpore v ramci Opera¢ného programu Integrovana

infrastruktura pre projekt: ,Strategicky vyskum v oblasti SMART monitoringu, liecby a
preventivnej ochrany pred koronavirusom .

57



Drobnicov memorial 12. ro¢nik, Hotel Lomv, Homa Ves, 5. — 7. september 2023
POSTEROVA SEKCIA

ZBORNIK PRISPEVKOV
Postery

58



Drobnicov memorial 12. ro¢nik, Hotel Lomv, Homa Ves, 5. — 7. september 2023
POSTEROVA SEKCIA

Vplyv a-latrotoxinu na regulaénu drahu mTOR v bunkach AML

Martina K3ifianova', Zdena Sulova', Albert Breier'-2

1Ustav molekularnej fyziolégie a genetiky, Centrum Biovied, Slovenska akadémia vied,
Dubravska cesta 9, 840 05, Bratislava, Slovensko

2 Ustav biochémie a mikrobiolégie, Fakulta chemickej a potravinarskej technolégie, Slovenské
technicka univerzita v Bratislave, Radlinského 9, 812 37,Bratislava, Slovensko

LPHN1 ako klt&ovy receptor pre a-latrotoxin (a-LTX) je schopny iniciovat’ Ca?* zavisly,
ako aj Ca?* nezavisly mechanizmus pdsobenia neurotoxinu [1]. Jeho aktivacia exogénnym
ligandom a-LTX spdsobuje zvySenu translaciu a exocytézu imunitného receptora TIM3
(HAVCR2), ako aj jeho ligandu galektinu 9 (GAL9, LGALS9) a naslednu fosforylaciu
serin/treonin protein kinazy mTOR (MTOR) proteinkindzou C. Signalna draha
LPHN1/PKC/mTOR/TIM3/GAL9 pravdepodobne zabezpeluje ochranu AML buniek pred NK
bunkami inhibiciou vnutornej apoptotickej drahy zavislej na kaspaze 3 [2]. V bunkach akutnej
myeloidnej leukémie (AML), na rozdiel od zdravych leukocytov, dochadza k expresii latrofilinu
1 (LPHN1, ADGRLA1), ktory je receptorom spriahnutym s G-proteinmi. Na zaklade doterajSich
vysledkov v suvislosti s ulohou LPHN1 v procesoch imunitného uniku leukemickych buniek
sme sa v praci zamerali na charakterizaciu expresie jednotlivych zloZiek signalnej kaskady v
bunkach AML.

V experimentalnej Casti sme pouzili dve leukemické bunkové linie, SKM-1 a MOLM-13
a ich rezistentné varianty, SKM/VCR a MOLM/VCR, u ktorych bola navodena rezistencia
selekciou parentalnych linii cytostatikom vinkristinom (VCR) a bola u nich potvrdena zvySena
expresia P-glykoproteinu (P-gp, ABCB1) na transkripénej aj translaénej urovni [3]. Na zaklade
vysledkov testu metabolickej aktivity (MTT) sme vybrali dve koncentracie a-LTX (1 a 5 nM),
ktoré sme pouzili na kultivaciu buniek v bezsérovom médiu po dobu 24h a 48h. Expresiu génov
vybranych ABC transportérov, receptorov ADGRL1, TIM3 a jeho ligandu LGALS9, ako aj
kinazy MTOR na mRNA urovni sme overili prostrednictvom RT-PCR. Potvrdili sme, zZe
rezistencia v bunkach je spésobena nadexpresiou génu ABCB1 a nie ABCC1. Na sledovanie
zmien hladin proteinov spdsobenych pritomnostou a-LTX sme pouzili Western blot analyzu.

Expresiu génov ADGRL1, HAVCR2, LGALS9 a MTOR sme dokazali na trovni mRNA
vo vSetkych testovanych bunkovych liniach. V rezistentnych variantoch bola s nadexpresiou
ABCB1 na mRNA urovni pozorovana znizena expresia ADGRL1. Denzitometrickou analyzou
PCR produktov normalizovanych voci housekeeping génu ACTB sme zistili, ze a-LTX mal
opacny efekt na expresiu ADGRL1 v bunkach SKM-1 a SKM/VCR. V MOLM-13 a MOLM/VCR
bunkovych liniach sme pozorovali klesajuci trend expresie ADGRL1. Zatial o v rezistentnom
variante SKM/VCR sme zaznamenali znizenie expresie HAVCR2 v porovnani s parentalnou
liniou, v pripade bunkovej linie MOLM/VCR sme zaznamenali naopak zvysSenie expresie
HAVCR2 oproti MOLM-13. a-LTX spdsobil pokles expresie génu MTOR v parentalnej linii
SKM-1, ako aj rezistentnej sublinii SKM/VCR. Pritomnost a-LTX (1nM) pocas 48h zvysila
expresiu P-gp v bunkach SKM-1/VCR na transkripénej aj translaénej trovni.

Na zaklade vysledkov mézeme predpokladat, Zze a-LTX dokaze modulovat expresiu
jednotlivych zloziek signalnej drahy LPHN1/PKC/mTOR/TIM3/GAL9 v dbsledku potlagenia
funkcie buniek IS a/alebo vytvorenim autokrinnej sebaobnovitefnej drahy TIM3/GAL9, ¢o AML
bunkam poskytuje vyhodu a umoznuje progresiu ochorenia [1,4].
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