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Spomienka na prof. Ing. Ludovita Drobnicu, DrSc.

Narodil sa 30. septembra 1930 v Tmave. Po skonéeni
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 stupriami. Na fakulte patril medzi prvych
vedeckych a$pirantov. Hodnost’ kandidata vied ziskal uz v roku
1958. Docentom bol vodbore Biochémia a fyzioldgia

mikroorganizmov od roku 1964. Vedecku hodnost’ doktora vied

ziskal na Ustave organické chémie a biochémie v Prahe pre

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

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

Prof. Drobnica v ramci svojej nesmierne bohatej vyskumnej Cinnosti zaloZil, rozvinul a
vybudoval na Slovensku vedecku S$Skolu tykajucu sa problematiky mechanizmu uGcinku
prirodnych a syntetickych latok a vztahov medzi ich Struktdrou, tucinnost uréujacimi fyzikalno-
chemickymi viastnostami a biologickymi aktivitami, a to s ohladom na farmaceuticko-
medicinske, polnohospodarsko-potravinarske i chemicko-ekologické aspekty pouZitia
(aplikécie v praxi). TaZisko jeho zaujmu sa v tomto smere sustredilo na izotiokyanéty a ich
prirodné prekurzory, predovsetkym glukozinolaty. Pod jeho vedenim na stovkach prirodnych
i novosyntetizovanych derivatov boli Studované chemické, biochemické i fyziologické
parametre interakcii s enzymami a inymi izolovanymi biokomponentami, subcelularnymi
partikulami, bunkovymi i nadcelularnymi modelmi a to tak z oblasti mikrobialnej, rastlinnej,
resp. zivocCisnej rise. Prislusné zistenia boli predmetom vySe 100 publikacii, 52 patentov, viac
ako 200 vystapeni na vedeckych konferenciach, z nich viaceré prof. Drobnica ako
medzinarodné organizoval u nas doma v Smoleniciach. Systematicky vyskum izotiokyanatov
vyustil vydanim monografie The Chemistry of —NCS group vo vydavatelstve John Willey a
zavedenim p-bromfenylizotiokynatu do vyroby a vyuZivania v praxi ako veterinarneho lieciva.
Bohuzial z dévodu predasnej smrti sa mu uz nepodarilo dokon it a vydat monografiu The

biology of -NCS group.

Okrem izotiokyanatovej problematiky prof. Drobnica so svojimi kolegami a aspirantami venoval
pozornost vyskumu réznych xenobiotik, regulécii 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 minimalne 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 domécich
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 $portovcom, perfektne hral Sach, aktivne spieval, vyborne
hral na klaviri, bol velmi spolo¢ensky. Jeho velkost spocCivala predovSetkym v excelentnej
schopnosti rozvoja teoretickych predstav experimentalnymi cestami. Bol velmi narocny na
rozsah, hibku, kvantitu i kvalitu experimentalnej préce. Vyznadoval sa obrovskou
netnavnostou a nad$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 mnozZstvom partnerov na svojom pracovisku,
v ramci Bratislavy, Slovenska i na medzinarodnej urovni. Perfektne vedel organizovat
a vykonavat’ kolektivnu pracu. Okrem interdisciplinarneho pristupu k rieSeniu vedecko-
vyskumnych ¢&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’” kazdého posluchaca. Nikdy nelutoval ¢as straveny so Studentmi a aspirantami.
Majstrovsky vedel zapalit zaujem o vedu a nasmerovat’ dané schopnosti. Kazdého vedel
povzbudit, poradit mu, poméct. Absolventi sa k nemu vracali dlho po skonceni studia. Dodnes
narfiho spominaju ako na nezabudnutelny vzor pracovitosti a ludskosti. 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 désledku i predCasnu smrt. Az do nej v8ak 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 kazZdom pripade vSak zmyslom i
odkazom jeho Zivota bola praca pre vedu a vychovu. Bola mu zdrojom poteSenia pre seba a

uzito¢nosti pre ostatnych.
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PROGRAM:
+ 1. Den: 4. 9. 2024 (streda)

Registracia ué¢astnikov pocas celého dna (od 11:30)

12:30 — 14:00 OBED (Lunch)

14:00 — 14:45 Otvorenie + plenarna prednaska: Miroslav Balaz: ,,Desat’ rokov
vyskumu hnedého tukového tkaniva ¢&loveka: kam sme sa
posunuli?“

Sut'az mladych vedeckych pracovnikov

Sekcial Xenobiotika a vztahy medzi struktirou a u€inkom latok

Predseda: Albert Breier, Zdenka Sulova

15:00 — 15:15 Martina KSinanova: Vplyv izotiokyanatov na gény zapojené do regulaénych
drah modulujuce expresiu a funkciu mucinov

15:15—15:30 Jakub Strapec: Uginky kvercetinu na srdce vystavené ischemicko-
reperfUznemu poskodeniu u starnucich potkanov

15:30 - 15:45 Alberto Yoldi Vergara: Phenetyl isothiocyanate inhibits viability and induces
apoptosis in human leukemia cells

15:45-16:00 Pavol Stefik: Protirakovinové uginky fingolimodu na bunky akitnej
myeloidnej leukémie

16:00 — 16:15  Viktéria LiSkova: Vplyv kratkodobej a dlhodobej expozicie buniek HEK293
ucinkom doxorubicinu na proteiny zapojené do autofagie

16:15—-16:30 Jana Spaldova: Zosuquidar ako uginnd molekula pre meranie
intracelularnych hladin vapnika v P-glykoprotein pozitivnych bunkach

16:30 — 16:45 PRESTAVKA NA KAVU (Coffee break)

Sekcial Xenobiotikd a vztahy medzi Strukturou a u€inkom latok

(pokracovanie)

Predseda: Dusan Zitiian, Maria Balazova

16:45—-17:00 Alzbeta Idunkova: Materska depresia a/alebo antidepresivum Mirtazapin
mierne ovplyvnuju hipokampalnu excitabilitu potomstva

17:00—17:15 Lucia Sofrankova: Vplyv fluorovanych 5-aminopyrazolov na bunkové
procesy leukemickych buniek

17:15-17:30 Valeriia Husieva: The role of extracellular vesicles in the development of
resistance to hypomethylated agents

17:30-17:45 Lubomira Takacova: Potencialne lie€ivo v boji s myeloidnou leukémiou —
kryptopleurin?
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17:45-18:00 Jaroslav Levik: Testovanie hlinikovych MOF nano€astic na ex ovo modeli
chorioalantoickej membrany embryi prepelice japonske;j

18:30 - 20:00 VECERA (Dinner), neformélna diskusia (sociable discussion)

+ 2. Den: 5. 9. 2024 (Stvrtok)
7:30-9:00 RANAJKY (Breakfast)

Sut'az mladych vedeckych pracovnikov

Sekciall Molekularna, celularna biolégia a mikrobioldgia

Predseda: Imrich Barak, Maria Balazova

9:15-9:30 Alzbeta Jancovicova: PotlaCenie expresie velkych tumor-supresorovych
kinaz vedie k zniZzeniu aktivity hnedych adipocytov

9:30 — 9:45 Natalia Palesova: Strata LATS kindz v hnedych tukovych bunkach chrani
mysSi pred rozvojom obezity a metabolickych ochoreni

9:45 - 10:00 Lubos Hudak: Vplyv inhibicie mitochondrialnej protedzy LONP1 na
odpoved nezbalenych bielkovin v mitochondriach a endoplazmatickom
retikule v bunkach SH-SY5Y

10:00 — 10:15  Lucia Stempelova: Distribucia baktérii na kozi zdravych koni

10:15-10:30 Jaroslava Guzikova: Désledky inhibicie enzymatickej aktivity synoviolinu
na prezivanie a odozvu bunkovych linii neuroblastomu, gioblastému a
astrocytov

10:30-10:45 Maria Vittoria Cottini: Identification of DNA G-quadruplex structures in
Gram-positive bacterium Bacillus subtilis

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

Sekciall Molekularna, celularna biolégia a mikrobiolGgia (pokrazovanie)

Predseda: Jan Malinsky, Peter Racay

11:00-11:15 Livia Karahutova: Multirezistentné - biofilm tvoriace kmene rodu
Staphylococcus izolované z bovinnych mastitid

11:15-11:30 Emma Buchova: Identification and expression of neuropeptides RYamides
and FMRFamides and their receptors in the tick Ixodes ricinus

11:30 — 11:45  Ivana Duri$ova: Studium produkcie surfaktantu v kratkodobej a dlhodobe;j
kulture buniek A549 a ich odpoved na zapal

11:45-12:00 Rebecca Radi¢: Vplyv manipulacie neurogenézy na variabilitu spevu
dospelej pestunky japonskej (Lonchura striata domestica)

12:00-12:15 Vladimira Hodova: Vztah neurozapalu a neurogenézy u zebricky
Cervenozobe;j
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12:15-12:30 Bozena Omasta: Targeting acetyl-CoA carboxylase: A strategy to inhibit
lymphocytic choriomeningitis virus replication through lipid metabolism
modulation

12:30 - 14:00 OBED (Lunch)

Sekciall Molekularna, celularna biolégia a mikrobioldgia (pokrazovanie)

Predseda: Boris Lakatos, Miroslav Balaz

14:00 — 14:15  Silvia Zarnoviéanova: Control of asymmetric septum positioning during
sporulation in Bacillus subtilis

14:15-14:30 Ingrid Zriniové&: Degradacia sfingolipidov a ich vplyv na mitochondrialnu
respiraciu

14:30 — 14:45  Katarina Benedikova: Mitochondrial metabolism of trypanosomatids

14:45-15:00 Jana Komarova: Studium exerkinov a extracellularnych vezikdl z cirkulacie
ako mediatorov protinadorového efektu cvienia

15:00 — 15:15  Livia Petriskova: Multi-omickd analyza ako nastroj na odhalenie novych
kandidatnych molekul s potencialom aktivovat tukové tkanivo

15:15-15:45 Komeréna prezentacia

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

Sekcia lll Biotechnoldgia

Predseda: Albert Breier, Zdenka Sulova

16:00 — 16:15  Klaudia Zigova: Fluorescenéné proteiny a ich aplikacia pri priprave
rekombinantnych Struktur z koronavirusu

16:15-16:30 Daniela Kraj€iova: Biotechnologicky potencial kvasinky Rhodotorula
toruloides pre produkciu kyseliny punikovej pri pouziti technického glycerolu
ako zdroja uhlika

16:30-16:45 Pavol Dobrovodsky: Xylanolytické enzymy - enzymy degradujice
lignocelul6zové materialy

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

+ 3. Den: 6. 9. 2024 (piatok)

7:30-9:00 RANAJKY (Breakfast)

11
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9:30 — 10:30 Zasadnutie poroty (Jury meeting)

10:40 — 11:30 Vyhlasenie vysledkov sut’aze mladych vedeckych pracovnikov

a ukonéenie 13. roénika Drobnicovho memorialu

11:30 — 13:00 OBED (Lunch), Odchod (Departure)

12
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ZBORNIK PRISPEVKOV
Prednasky
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Plenarna prednaska

Desat’ rokov vyskumu hnedého tukového tkaniva ¢loveka: kam sme
sa posunuli?

Miroslav Balaz®, Natalia PaleSoval, Alzbeta Jancovicoval, Livia Petriskova®, Dominika
OleSova!, Zuzana Kovanicoval!, Adhideb Ghosh?, Ale§ Kvasni¢ka3, Patrik
Stefani¢ka*®, Miroslav Tedla®, Luka$ Varga®, Peter Makovicky!, Dana Dobe$ova?,
Jozef Ukropec?, David Friedecky?, Christian Wolfrum?, Lucia BalaZzova?

! Biomedicinske centrum, Slovenska akadémia vied, Bratislava, Slovenska republika;

2 Institute of Food, Nutrition and Health, ETH Ziirich, Schwerzenbach, Svajc"iarsko;

3 Fakultnd nemocnica Olomouc a Lekarska fakulta, Univerzita Palackého, Olomouc, Ceska
republika;

4 Nemocnica Bory, Bratislava, Slovenska republika;

5 Lekarska fakulta a Univerzitnd Nemocnica, Univerzita Komenského, Bratislava, Slovenska
republika

Pohlad na tukové tkanivo sa za posledné desatroCia vyznamne zmenil. AZ donedavna
bolo povaZzované len za akusi pasivnu zasobaren lipidov, mechanicku a tepelnu izolaciu.
Najma vdaka objaveniu leptinu pred 30 rokmi dnes vieme, Ze tukové tkanivo je vysoko
dynamicky organ, ktory pini viacero doleZitych funkcii, vratane produkcie hormoénov ktoré
kontroluju nasu chut do jedla, regulacie metabolizmu lipidov a glukézy, €i tvorby tepla. Okrem
bielych tukovych buniek ktorych primarnou ulohou je uskladriovat prebytocnu energiu v
podobe tukovych kvapé&ok, su v naSom tele pritomné aj hnedé a bézové tukové bunky, ktoré
uskladnenu energiu dokazu vyuzivat na tvorbu tepla v procese znamom ako netriaskova
termogenéza. Hnedé a bézové tukové bunky vyuzivaju viacero nezavislych mechanizmov
tvorby tepla. Tym najznamej§im a najlepSie preskimanym je odpojenie mitochondrialnej
respiracie od tvorby ATP sprostredkované UCP1 proteinom. Prave charakterizacia Ucpl
deficientnych mySi odhalila existenciu dalSich ,alternativnych* termogénnych mechanizmov.
Kedze tvorba tepla je energeticky naro€ny proces, jeho aktivacia je povazovana za slubnu
stratégiu prevencie a lie€by obezity a metabolickych ochoreni.

S cielom identifikovat nové moznosti aktivacie termogenézy v tukovych bunkach sme
za poslednych 10 rokov v spolupraci s klinickymi partnermi vytvorili najvacsiu biobanku
vzoriek l[udského hnedého a bieleho tukového tkaniva od viac ako 200 pacientov
podstupujucich chirurgicky zakrok v oblasti krku, kde sa aktivhe hnedé tukové tkanivo
vyskytuje najCastejSie. Ziskané vzorky sme postupne podrobili podrobnej proteomickej,
transkriptomickej, metabolomickej a lipidomickej analyze, vdaka ¢omu sme identifikovali
nielen odliSne regulované proteiny, transkripty, metabolity a lipidy, ale aj nové populacie
hnedych a bézovych tukovych buniek, a desiatky kandidatnych molekul s potencialom riadit
ich metabolicka aktivitu.

K tym najvyznamnejSim kandidatnych molekulam patri laktat, ktory dosahuje vyrazne
vySSie koncentracie v bielom ako v hnedom tukovom tkanive Cloveka, a jeho koncentracie v
krvi sa vyrazne zvysSuju pri chlade. NasSim cielom preto bolo zistit' odkial pochadza, kam
smeruje a aka je jeho fyziologicka uloha pri chlade. Pomocou genetickych modelov mysi
(Ldhafl/fl x Adip-CreERT2 a Ldhafl/fl x Ucpl-CreERT2) sa nam podarilo zistit, Zze laktat je pri
chlade produkovany najméa bielymi tukovymi bunkami. Sledovali sme nasledne jeho osud v
tele mysi aklimatizovanych na chlad a zistili sme, Ze je vychytavany predovSetkym pecernou

14
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a vyuzivany ako substrat pre glukoneogenézu. Ked zablokujeme produkciu laktatu v tukovych
bunkach pomocou vyradenia expresie laktat dehydrogenédzy (Ldhafl/fl x Adip-CreERT2),
dochadza k zniZeniu energetického vydaja a telesnej teploty u mysi vystavenych chladu, a
rovnaké vysledky dosiahneme farmakologickou inhibiciou glukoneogenézy. NaSe vysledky
preto naznacuju, ze laktat moéze sluzit ako mediator medziorganového substratového cyklu,
v ktorom biele tukové bunky produkuju laktat a ten nasledne peceri premiena spat’ na glukozu.
Kazdé kolo tohto cyklu spotrebuje 4 molekuly ATP, ktorych energia je uvolnena v podobe
tepla. Identifikovali sme teda novy termogénny mechanizmus, ktory prispieva k udrziavaniu
teplotnej homeostazy pri chlade a ma potencial priniest nové moznosti lieCby obezity a
metabolickych ochoreni.

Pod'akovanie: Tato praca vznikla s podporou grantov SASPRO2 1148/01/02, APVV-22-
0291 a VEGA 2/0102/23.
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Vplyv izotiokyanatov na gény zapojené do regulaénych drah
modulujuce expresiu a funkciu mucinov

Martina Ksifianoval, Szilvia Kontar!, Anna Bertoval, Denisa Imrichoval?, Albert
Breierl2, Zdena Suloval

1 Ustav molekularnej fyziolbégie a genetiky, Centrum biovied, Slovenska akadémia vied,
Dubravska cesta 9, 840 05 Bratislava, Slovenskéa republika

2 Ustav biochémie a mikrobioldgie, Fakulta chemickej a potravinarskej technoldgie, Slovenska
technické& univerzita v Bratislave, Radlinského 9, 812 37 Bratislava, Slovenska republika

SucCasny trend v diagnostike a lieCbe hematologickych malignit ale aj inych
onkologickych ochoreni sa upriamuje na cielenu terapiu s minimalnym zdsahom do okolitého
prostredia nadoru. Efektivita v€asnej diagnostiky spociva v identifikovani biomarkerov
karcinogenézy. Z tohto dévodu sme sa v praci zamerali na muciny, ktoré sa podielaju na
adhézii, imunitnej regulacii a chemorezistencii [1]. Podielaju sa taktiez na transdukcii
intracelularnych  signalov  prostrednictvom interakcie s molekulami fyziologicky
exprimovanymi na bazolateralnej membrane, ako su receptorové tyrozinkinazy, ¢o moéze mat
za nasledok aktivaciu bunkovych signalnych drah vratane PI3K/AKT, NF-kB resp.
NRF2/KEAP. Ulohou spomenutych signalnych drah je regulacia proliferacie, diferenciacie a
aj prezivania pri normalnych aj patologickych podmienkach [2].

V predloZenej praci sme porovnavali vplyv dvoch prirodnych izotiokyanatov (ITC) na
expresiu vybranych mucinov, ako aj génov, u ktorych bolo popisané zapojenie do regulaénych
drdh modulujtcich ich expresiu a funkciu.

V experimentalnej Casti sme pouzili dve parentalne ludské leukemické bunkové linie
SKM-1 a MOLM-13 a od nich odvodené rezistentné sublinie SKM/VCR a MOLM/VCR, v
ktorych dochéadza k nadmernej expresii P-glykoproteinu (P-gp) v cytoplazmatickej membrane,
¢o vedie je k fenotypu mnohonasobnej rezistencie. KoncentraCny gradient
benzylizotiokyanatu (BITC) a sulforafanu (SFN) na expresiu génu ABCB1 kédujuceho P-gp
mal v bunkovej linii SKM/VCR inhibiény uc¢inok u oboch pouzitych ITC. Na rozdiel od BITC,
pri ktorom sme v pripade bunkovej linie MOLM/VCR nepozorovali vyrazny efekt na expresiu
génu ABCB1, pritomnost SFN sposobila vyrazni indukciu tejto expresie. Dalej sme sa
zamerali na rodinu mucinov, ktora zahffia niekolko génov aberantne exprimovanych vo
viacerych karcinomoch a sprostredkiva r6zne drahy nevyhnutné pre onkogenézu v solidnych,
aj v hematologickych malignitach.

Vysledky preukazali, ze BITC spdsobil vyrazny pokles proteinovych hladin skiimanych
mucinov MUC1, MUC2 a MUC4, hoci na transkripénej urovni sa tento efekt vyraznejSie
prejavil len pre MUC1 v pripade bunkovej linie SKM/VCR. Expresia MUC2 vo vSetkych
bunkovych liniach na transkripénej urovni mala na rozdiel od proteinovych hladin rastuci
charakter. SFN pésobil na MUC1 vo vSetkych bunkovych liniAch a na MUC4 v bunkéach
SKM/VCR inhibi¢ne, zatial ¢o u MUC2 a MUC3A najma v parentalnej bunkovej linii mal
indukény efekt. SFN vyrazne inhiboval expresiu proteinu MUC4. Pri MUC1 vykazoval
indukény efekt v SKM-1 a silny inhibiény u¢inok v MOLM-13. Najvyraznejsi induk&ny efekt u
MUC2 mal pri bunkovej linii MOLM/VCR. Analyza génov pre regula¢né faktory modulujuce
expresiu a funkciu mucinov odhalila inhibiény efekt BITC na vSetky skimané regulacné
faktory. SFN vyrazne ovplyvnil expresiu génov patriacich do NRF2/KEAP1 regulanej drahy
a indukoval aj expresiu NF-kB/p65. Sledovanie zmien expresie transmembranového MUC4
na povrchu buniek SKM-1 v pritomnosti P-gp fenotypu, resp. vplyvom BITC (8uM) pomocou
prietokovej cytometrie a konfokalnej mikroskopie nepriamou imunofluorescenciou nam
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ukazalo zniZenie intenzity expresie MUC4 na povrchu spominanych buniek v porovnani so
senzitivnou bunkovou liniou SKM-1. Potencial u¢inku sledovanych ITC zavisi pravdepodobne
od rozdielnej chemickej Struktury zlu€enin — alifaticka (SFN) vs. aromaticka (BITC) a od
modifikacie postrannych retazcov.

Literatura:
[1] Sun L, Zhang Y, Li W, Zhang J, Zhang. (2023) Molecules. 28(20):7033.
[2] Supruniuk K., Radziejewska I. (2021). J. Oncol., 59(3), s. 68
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Uginky kvercetinu na srdce vystavené ischemicko-reperfiznemu
poskodeniu u starnucich potkanov
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Uvod: Kvercetin (QCT) je prirodny flavonoid znamy svojim pozitivnym vplyvom na
kardiovaskularny systém. Predchadzajuce Studie preukazali jeho kardioprotektivne ucinky pri
ischemicko-reperfuznom (I/R) poSkodeni srdca u mladych zvierat. Vzhladom na frekvenciu
I/R poSkodenia srdca u starSich pacientov sme sa zamerali na skimanie ucinkov QCT na I/R
poskodenie srdca u starnucich 24-mesaénych potkanov kmera Wistar.

Metodiky: QCT sme podavali po€as 6 tyzdrfiov (20mg/kg/deri peroralne) a na tyzdennej baze
sme zaznamenavali biometrické parametre experimentalnych zvierat. Po uplynuti doby 6
tyzdiov boli zvieratda uvedené do hlbokej anestézie. Srdcia boli vyhaté, umiestnené na
Langendorffovu aparatiru a nasledne boli vystavené 30 min ischémii/120 min. reperfazii.
Pomocou TTC farbenia sme stanovili velkost' infarktového loziska a po€as prvych 40 minut
reperflzie sme sledovali obnovu funkénych parametrov sfdc. Uginok QCT na molekularne
drahy kardioprotekcie sme pozorovali pomocou metédy Western blotting, pricom sme sa
zamerali na stanovenie expresie proteinov zapojenych do RISK signalnej drahy (Akt, PKC-¢,
eNOS a GSK-3[3), antioxidacné enzymy (SOD1 a SOD2) a markery apoptézy (Bax/Bcl-2).
Tiez sme sledovali vplyv QCT na oxida¢ny status potkanov so zameranim na marker
peroxidacie lipidov TBARS, marker oxidacie proteinov AOPP, marker antioxidacnej kapacity
FRAP, marker arovne glykozylacie proteinov fruktozamin a marker karbonylového stresu
AGEs v krvnej plazme.

Vysledky: NaSe vysledky preukazali, ze chronicka aplikacia QCT nepriniesla priaznivy
kardioprotektivny ucinok na obnovu funkcie sfdc po ischémii, naopak, pozorovali sme trend
zhorSenia obnovy funkénych parametrov sfdc po ischémii vplyvom QCT. Signifikantne
zvysené hladiny parametrov FRAP a AOPP naznacluju pro-oxidacné pdsobenie QCT v
starnicom animalnom modeli. Zaroven sme v8ak zaznamenali trend znizovania TBARS po
podani QCT, ¢o poukazuje na antioxidaéné pdsobenie QCT. Podavanie QCT starndcim
jedincom vyznamne znizilo expresiu PKC-¢, avSak neovplyvnilo expresiu ostatnych proteinov
zapojenych do RISK signalnej drahy a nemal vplyv ani na expresiu antioxidaénych enzymov
SOD1 a SOD2. Avsak naSe vysledky odhalili signifikantny pokles pomeru Bax/Bcl-2, ¢o
poukazuje na znizenu mieru apoptozy u starsich jedincov.

Zaver: Na zdaklade naSich zisteni QCT nevykazuje kardioprotektivny potencial na I/R
poskodenie srdca u starnucich jedincov. Tento fakt pripisujeme nedostatoénej aktivacii RISK
signalnej drahy a obmedzenému antioxidatnému potencialu. Aj napriek jeho prejavujucej sa
schopnosti pésobit’ anti-apoptoticky sa jeho vyuzitie vo vy§Som veku javi ako menej efektivne
nez u mladych jedincov.

Krlacové slova: kvercetin, srdce, I/R poSkodenie, starnutie

Pod’'akovanie: Vyskum bol podporeny grantmi: APVV-21-0194, VEGA 2/0104/20 a VEGA
2/0159/24.
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Phenetyl isothiocyanate inhibits viability and induces apoptosis in
human leukemia cells
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Oncological diseases remain one of the leading causes of death in the world and
despite advances in treatment with chemically synthesized drugs, overall patient survival has
not been significantly improved in recent decades. Phytochemicals, natural compounds found
in plants, are an important resource for the development of new anticancer drugs due to their
effect on molecular pathways associated with cancer growth and progression. Phenethyl
isothiocyanate (PEITC), a compound found in plants from the family Brassicaceae, belongs to
the isothiocyanate group of organosulfur compounds. PEITC exerts its anticancer effects by
modulating key signalling pathways such as induction of apoptosis, cell cycle arrest, inhibition
of angiogenesis, and enhancement of the effect of other antiproliferative agents. These
signalling pathways also include the PI3K/Akt phosphorylation pathway, which is dysregulated
in 30-50% of different types of human tumours and is the subject of this study.

The experimental part focused on investigating the cytotoxic effect of PEITC on two
human leukemic cell lines, SKM-1 and MOLM-13, as well as on their sublines with a P-gp
positive phenotype, SKM/VCR and MOLM/VCR. We monitored the inhibitory effect of PEITC
on their viability and metabolic activity. The results confirmed that PEITC inhibited cell growth
in a concentration-dependent manner. PEITC effectively suppressed the metabolic activity of
all tested lines, however, sublines with a P-gp positive phenotype showed a lower sensitivity
to its effects. PEITC efficiently induced apoptotic cell death, with the P-gp phenotype conferring
greater resistance to apoptosis in the SKM/VCR and MOLM/VCR sublines. PI3K pathway
regulates diverse cellular processes, including metabolism, survival, proliferation, apoptosis,
growth. We confirmed the ability of PEITC to modulate the expression of specific factors of
PISK/AKT pathway, Aktl and PI3KAC, which probably explains its cytotoxic effect on the
investigated cell lines. The observed reduction in the activity of the PISK/AKT regulatory
pathway was associated with the inhibition of the expression of the gene coding nuclear
receptor PPARYy (peroxisome proliferator activated receptor gamma) and RXR (Retinoid X
Receptor) in all tested cell lines except MOLM/VCR. Their reduced expression has been
described in some types of tumour cells to lead to a decrease in Aktl activity and affect the
proliferation and survival of cancer cells.

Acknowledgement: This project was supported by VEGA 2/0130/21 grant and APVV-22-0383
grant.
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Protirakovinové u€inky fingolimodu na bunky akutnej myeloidnej
leukémie
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Sfingolipidy patria medzi hlavné typy komplexnych lipidov, ktoré sa pritomné v
eukaryotickych bunkach. Vyskum v poslednych rokoch preukazal, Ze sfingolipidy plnia okrem
Strukturnej funkcie aj ulohu tzv. bioaktivnych lipidov, tzn. Ze slizia ako signalne molekuly
alebo mediatory bunkovej signalizacie [1]. Je zname, Ze sa sfingolipidy podielaju na regulacii
mnohych bunkovych procesov, akymi s napriklad adhézia, migracia, proliferacia, starnutie,
smrt alebo diferenciacia [1,2]. U réznych typov malignych buniek bola pozorovana
dysregulacia metabolizmu sfingolipidov alebo sfingolipidmi sprostredkovanej bunkovej
signalizacie, ktora suvisi s nekontrolovatelnou proliferaciou nadorovych buniek, tvorbou
metastaz, rezistenciou neoplastickych buniek voci chemoterapeutikam, potlaéanim
imunitnych odpovedi alebo nadorovymi bunkami indukovanou angiogenézou [1-3]. Z tohto
doévodu predstavuje perspektivnu oblast vyskumu zameraného na lieCbu onkologickych
ochoreni vyvoj lieCiv, ktoré ovplyviuju metabolizmus sfingolipidov alebo sfingolipidmi
sprostredkovanu signalizaciu [4].

Fingolimod (znamy aj ako FTY720) je po chemickej stranke synteticky analog prirodzene
sa vyskytujucej sfingoidnej bazy - sfingozinu. V Kklinickej praxi je vyuzivany ako
imunosupresivum na lieCbu relaps remitujucej formy sclerosis multiplex [5]. Okrem toho sa
fingolimod skuma ako potencialna antineoplasticka latka [6], kedZe je schopny ovplyviovat
metabolizmus alebo signalne drahy nadorovych buniek. Tento ucinok fingolimodu je
podmieneny jeho pdsobenim na rézne intracelularne ciele alebo receptory pre sfingozin-1-
fosfat, ktoré patria do rodiny receptorov spriahnutych s G-proteinmi [3,4].

V ramci prace bol testovany ucinok fingolimodu na bunky akutnej myeloidnej leukémie
SKM-1 a MOLM-13 aich sublinii SKM-1/VCR a MOLM-13/VCR, ktoré boli ziskané selekénym
tlakom vinkristinu a vykazuju fenotyp viacliekove] rezistencie v désledku expresie P
glykoproteinu [7]. Najvaésia pozornost bola venovana vplyvu fingolimodu na viabilitu buniek,
bunkovy cyklus a zmeny vo fenotype viacliekovej rezistencie, vratane objasnenia ich
mechanizmov, nakoflko ide o procesy priamo suvisiace s potencialom fingolimodu ako
antineoplastickej latky. NaSe vysledky poukazuju na schopnost fingolimodu indukovat
apoptdzu leukemickych buniek, ktora je regulovana prostrednictvom aktivity JNK, p38/MAPK
a lyzozomalnych proteaz a je sprevadzana zvySenou tvorbou reaktivnych foriem kyslika,
poklesom mitochondridlneho membranového potencialu a prechodnym zvySenim

intracelularnej koncentracie vapnika. Dalej sme dokazali, Ze fingolimod zastavuje bunkovy
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cyklus v G0/G1 faze, avSak tento jav nesuvisi s diferenciaciou leukemickych buniek. Napriek
tomu, Ze vplyv fingolimodu na aktivitu P-glykoproteinu bol zanedbatelny, nasSe vysledky
poukazuju na vynikajuce vlastnosti fingolimodu, ktoré mézu byt vyuzité pri lieCbe akutnej

myeloidnej leukémie.
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Vplyv kratkodobej a dlhodobej expozicie buniek HEK293 u€inkom
doxorubicinu na proteiny zapojené do autofagie
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Uvod: Doxorubicin (DOX) je protirakovinové liegivo s toxickymi G¢inkami na normalne bunky.
V cytotoxicite vyvolanej pésobenim DOX ma ddlezitu ulohu zvySena produkcia reaktivnych
foriem kyslika (RFK) a oxidacny stres. ZvySena produkcia RFK méze tieZ indukovat autofagiu,
proces ktory mé& dblezitd ulohu pri udrziavani normalnej bunkovej homeostazy
prostrednictvom degradacie makromolekul. Autofagia méze mat dvojitu ulohu v bunkovych
odpovediach na patologické stavy. M6Ze predstavovat prospeSnu adaptivnu reakciu na stres,
ale moze tiez viest k maladaptivnym reakciam, ktoré su spojené s patogenézou ochorenia a
indukciou bunkovej smrti. Zistilo sa, Zze nadmerna autofagia méze viest k bunkovej smrti.
Niekolko proteinov, ako napriklad Beclin-1, p62 a Atg, maju zasadnu Glohu pri regulacii tvorby
autofagozémov a spravnom fungovani autofagie. Dolezitu ulohu v bunkovych reakciach na
stresové podnety zohravaju aj proteiny tepelného Soku (HSP). Tie sa aktivuju v reakcii na
stresové podmienky a mdzu sluzit aj ako ko-chaperény pri autofagii sprostredkovanej
chaperénmi.

Ciel> Skumat vplyv kratkodobej a dlhodobej expozicie buniek HEK293 u€inkom DOX na
proteiny priamo zapojené do regulacie autofagie a proteinov tepelného Soku.

Metddy: V Studiach boli pouzité fudské embryonalne oblickové bunky HEK293. Bunky boli
vystavené ucinkom DOX pocas 3 hodin, 6 hodin a 21 hodin. Vzorky proteinov ziskané po lyze
buniek sa pouzili na stanovenie hladin Specifickych proteinov pomocou Western blot analyzy.
Vysledky: Zistili sme, ze DOX indukoval ¢asovo zavislé zmeny hladin proteinov Studovanych
markerov autofagie. PrediZend expozicia buniek HEK293 uginkom DOX bola spojena s
vyznamnou nadregulaciou vSetkych Studovanych markerov autofagie (Atg5, Atg12 a Beclin-
1). Kratkodoba expozicia buniek DOX viedla k rozdielnej modulacii jednotlivych markerov
autofagie. Vplyvom DOX dochadzalo tiez k rozdielnej a Casovo zavislej modulacii
proteinovych hladin HSP.

Pod’akovanie: Podporené grantmi VEGA 2/0169/24 a APVV-18-0548.
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Vapnikova homeostaza hra kfu€ovu ulohu v udrzZiavani normalnych bunkovych funkcii,
vratane regulacie bunkového cyklu, apoptdzy, expresie génov, posttranslaénej modifikacie,
chemotaxie, regulacie svalovej kontrakcie, regulacie uvolfovania neurotransmiterov alebo
inzulinu. NaruSanie tejto rovnovahy spojené so zmenami v expresii vapnikovych kanalov a
transportérov, ako aj v signalnych drahach zavislych na vapniku, je Casto spojené s
patogenézou malignit, kde zmenené hladiny intracelularneho vapnika mézu podporovat
proliferaciu nadorovych buniek, zvySovat ich invazivny potencial a zniZzovat ich citlivost na
apoptézu. Rozvoj viacliekovej rezistencie v neoplastickych bunkach je Gzko spojeny so
schopnostou buniek uniknut programovanej bunkovej smrti, priCom dysregulacia hladin
intracelularneho vapnika hra kfu€ovu ulohu v tomto procese (1). Jednou z hlavnych pricin
rezistencie je tiez nadmerna expresia P-glykoproteinu (P-gp). Tento transportér mbéze aktivne
odstrafiovat intracelularne indikatory vapnika (napr. Fluo-3/AM alebo Fura-2/AM), ¢o stazuje
monitorovanie hladin vapnika (2).

V tejto praci sme stanovili u€inok inhibitorov P-gp tretej generacie, Zosuquidaru (ZSQ) a
Tariquidaru (TQR). Medzi mechanizmom uc€inku ZSQ a TQR existuju zasadné rozdiely. TQR
sa povazuje za vysoko Specificky, nekompetitivny inhibitor P-gp. Jeho uc€inok méze byt
odvodeny bud z inhibicie vazby substratu (v désledku oklizie vazobného miesta), blokovania
hydrolyzy ATP (v désledku zastavenia reakéného cyklu P-gp), alebo z kombinacie oboch (3).
Naproti tomu ZSQ ako kompetitivny inhibitor P-gp priamo obsadzuje oblast viazania substratu
a zabrariuje aktivnemu transportu (4). Charakter kompetitivnej inhibicie znamena, ze zvySena
koncentracia lieCiva vocCi substratu znizuje vazbu ZSQ. Pri experimentoch sme pouzili oba
inhibitory P-gp na detekciu hladin cytosolického vapnika v P-gp pozitivhych leukemickych
bunkach (R, T, SKM-1/vcr a MOLM-13/vcr) a ziskané vysledky sa porovnali s vysledkami
parentalnych linii, ktoré neexprimuju P-gp (S, SKM-1 a MOLM-13).

Taktiez sme evaluovali vplyv inhibitorov na zivotaschopnost buniek, expresiu génu
kédujuceho ABCB1, schopnost inhibitorov inhibovat transportnu aktivitu P-gp
v koncentraciach 250 - 500 nM. Vyvinuli sme spolahlivy postup na meranie intracelularnej
hladiny vapnika pomocou fluorescencénej prietokovej cytometrie, ktory umoznuje stabilné
zadrziavanie Fluo-3 v bunkach s funkénou efluxnou pumpou P-gp (5).

Literatura:

[1] Bittremieux, M.; Parys, J.B.; Pinton, P.; Bultynck, G. ER Functions of Oncogenes and Tumor
Suppressors: Modulators of Intracellular Ca2+ Signaling. Biochim. Biophys. Acta Mol. Cell Res.
2016, 1863, 1364-137

[2] Romito, O.; Guéguinou, M.; Raoul, W.; Champion, O.; Robert, A.; Trebak, M.; Goupille, C.; Potier-
Cartereau, M. Calcium Signaling: A Therapeutic Target to Overcome Resistance to Therapies in
Cancer. Cell Calcium 2022, 108, 102673

[3] Fox, E.; Bates, S.E. Tariquidar (XR9576): A P-Glycoprotein Drug Efflux Pump Inhibitor. Expert Rev.
Anticancer Ther. 2007, 7,447-459

23



Drobnicov memorial 13. ro¢nik, Chata Trubarka, Trenc¢in - Kubrica, 4. — 6. september 2024

[4] Alam, A.; Kowal, J.; Broude, E.; Roninson, |.; Locher, K.P. Structural Insight into Substrate and
Inhibitor Discrimination by Human P-Glycoprotein. Science 2019, 363, 753-756

[5] Pelegrinova, L.; Sofrankova, L.; Spaldova, J.; Stefik, P.; Sulova, Z.; Breier, A.; Elefantova, K.
Zosuquidar: An Effective Molecule for Intracellular Ca2+ Measurement in P-gp Positive Cells. Int. J.
Mol. Sci. 2024, 25, 3107

Pod'akovanie: Praca bola podporena z grantov APVV-19-0093 a APVV-19-0094, VEGA
2/0171/21 a VEGA 2/0030/23 a z internému grantu STU v Bratislave na podporu mladych
vyskumnikov.

24



Drobnicov memorial 13. ro¢nik, Chata Trubarka, Trenc¢in - Kubrica, 4. — 6. september 2024
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Materska depresia predstavuje vyznamné riziko pre vyvoj plodu aj dietata. Liecba
depresie antidepresivami pocas tehotenstva sice mdze toto riziko zmiernit, ale zaroven mbéze
ovplyvhovat aj vyvoj potomka. Cielom nasej prace je preskumat vplyv depresie matky a/alebo
prenatalnej lie€by antidepresivami na neuronalnu excitabilitu potomkov.

PouZili sme zavedeny zvieraci model depresie vyvolanej trojtyzdriovym chronickym
nepredvidatefnym stresom. Experimentalnymi zvieratami boli samice potkana kmera Wistar.
Ako vybrané antidepresivum sluzil mirtazapin aplikovany od 10. gestacného dia. Vytvorili
sme Styri experimentalne skupiny: bez stresu s vehikulom, stres s vehikulom, bez stresu s
mirtazapinom a stres s mirtazapinom. Excitabilitu sme analyzovali v primarnych
hipokampéalnych kultdrach a v akutnych rezoch. Primarne hipokampélne kultary boli
pripravené z mozgov mladat v den ich narodenia (P0). Akutne hipokampalne rezy sme ziskali
medzi 11. a 13. postnatalnym driom (P11 — P13). Na meranie excitability sme pouzili metédu
patch clamp v konfiguracii “z celej bunky”.

Sledovali sme pasivne membranové parametre, parametre sdvisiace s generovanim
akénych potencialov (AP), sérii AP a spontannu aktivitu. V primarnych kultirach mal stres
Statisticky vyznamny hyperpolarizacny vplyv na pokojovy membranovy potencidl a tento
ucinok sa lieCbou s mirtazapinom nezmiernil. Vstupny odpor sa medzi experimentalnymi
skupinami vyznamne neliSil. V akutnych hipokampalnych rezoch stres ani mirtazapin
neovplyvnili pasivhe membranové parametre. V akatnych rezoch aj kultirach samotny stres
alebo v kombinacii s mirtazapinom vyvolal Statisticky vyznamné zmeny v Casti parametrov
jednotlivych AP a sérii AP. Stres vyznamne zvySil prah generovania AP v primarnych
kultarach, ale znizil ho v hipokampalnych rezoch. V primarnych kultdrach, ale nie v rezoch,
bola tato zmena kompenzovand mirtazapinom. Kym v primarnych kultdrach stres a/alebo
mirtazapin zvySovali niektoré a zmenSovali iné parametre excitability, v rezoch vyrazne
prevazovalo zvySenie excitability. Spontannu aktivitu sme merali iba v akdtnych rezoch.
Nezaznamenali sme Ziadne zmeny v priemernom pocte AP v hipokampalnych neurénoch, ani
vo frekvencii ich generovania, avsak stres zvysil percento neurénov vykazujucich spontannu
aktivitu.

Celkovo sme pozorovali viaceré mierne zmeny v elektrickej aktivite hipokampalnych
neurénov potomstva vo v€asnom postnatalnom obdobi spdsobené pregestacnym stresom
matky. Tieto zmeny neboli dostato€ne kompenzované mirtazapinom. Samotny mirtazapin tiez
mierne ovplyvnil neuronalnu aktivitu potomkov.

Pod’'akovanie: Tato praca bola podporena grantami: APVV-19-0435 a DoktoGrant APP0534
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Onkologické ochorenia sa vyznacuju nekontrolovanym rastom abnormalnych buniek.
Podfla Svetovej zdravotnickej organizacie boli maligne ochorenia zodpovedné v roku 2020 za
priblizne 10 miliGnov umrti na celom svete (1). V neoplastickych bunkach dochadza k
vyznamnym zmenam v signalnych drahach. Tieto zmeny ovplyviuju rozne funkcie buniek, od
rastu a mnozenia po programovanu bunkovu smrt, invaziu a tvorbu metastaz. Existuje tesna
vzajomna interakcia medzi metabolickymi a signalnymi drahami, ktora zabezpedluje potreby
neoplastickych buniek nevyhnutné pre ich nekontrolovany rast a odolnost vo&i programovanej
bunkovej smrti (2).

Leukémia je relativne vzacny druh malignity krvi, pri ktorej biele krvinky
nekontrolovatelne proliferuju, pricom vytlacaju zdravé krv tvoriace elementy kostnej drene.
U deti predstavuje naj¢astejSi druh malignity a tvori 25,4 % (3). Predpoklada sa, Ze za vznik
leukémie mdze poskodenie buniek v désledku Ziarenia, chemoterapie, vystavenia ur€itym
chemickym latkam, virusom, ale aj niektorych genetickych predpokladov, ako napriklad
Downov syndréom ¢&i Li-Fraumeni syndrém. Riziko vzniku leukémie sa zvySuje v pripade
vyskytu malignit v rodinnej anamnéze (4).

Pri rieSeni aktualnej situacie spojenej s onkologickymi ochoreniami sa stala vyznamnym
problémom viacliekova rezistencia. Viacliekova rezistencia (MDR) sa definuje ako odolnost
neoplastickych buniek voci Strukturalne odliSnym chemoterapeutickym latkam s réznym
mechanizmom Uucinku. Znizenie koncentracie lieCiva v bunke a jeho zvyS$eny export,
spbésobeny bunkovymi transportérmi, prispievaju k nedspechu chemoterapie. Za tento export
su najCastejSie zodpovedné transportéry z rodiny ABC, pricom kli€ovym z nich je P-
glykoprotein (P-gp). Skimanie potencialnych inhibitorov P-gp je preto vyznamnym faktorom
pri rieSeni otazok tykajucich sa chemorezistencie a lieCby malignit (5)

Neustale sa hladaju zluceniny, &i uz prirodného alebo syntetického pévodu, ktoré by boli
schopné prekonat MDR. Heterocyklické zluéeniny pritahuju pozornost pre svoju Siroku skalu
aplikacii, najma pre svoje biologické aktivity a vyznam vo farmaceutickom priemysle. Su
pritomné v mnohych prirodnych latkach, ako su vitaminy, hormény, antibiotika a farbiva. Do
triedy aromatickych heterocyklov obsahujlcich dusik patria 5-aminopyrazoly, ktoré si v
poslednom cCase ziskali Siroku pozornost a délezité postavenie nie len vdaka svojim
biologickym a medicinskym vlastnostiam, ale aj vdaka syntetickej univerzalnosti. Prave vdaka
svojej flexibilnej povahe a pritomnosti -NH2 funkénej skupiny ponukaju vyznamny synteticky
potencial na navrhovanie rozmanitych novych zlu€enin, ktorych biologicky potencial je nutné
preskumat’ (6).

V tejto praci nadvazujeme na pracu z roku 2023. Cielom tejto Casti vyskumu bolo
Studovat’ vplyv fluorovanych 5-aminopyrazolov na tvorbu reaktivnych foriem kyslika, zmeny
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intracelularnych hladin vapnika, a tiez na expresiu vybranych génov a proteinov v réznych
bunkovych liniach. Ako modelové organizmy sme pouzili bunky mySacej akutnej
lymfoblastovej leukémie L1210, ako aj bunky ludskej akutnej myeloidnej leukémie SKM-1 a
MOLM-13. Okrem p6vodnych (parentélnych) linii sme zahrnuli aj varianty exprimujuce P-gp,
konkrétne vinkristinom selektované sublinie SKM-1/vcr, MOLM-13/vcr a R (L1210). Pracovali
sme tieZ so subliniou T, ktora vznikla transfekciou linie L1210 a exprimuje ludsky P-gp.
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The resistance to hypomethylating agents (5-azacytidine, 5-aza-2"-deoxycytidine) in
AML is a significant clinical challenge, as these agents are commonly used in the treatment of
older patients and those unfit for intensive chemotherapy [1]. However, the mechanisms
underlying resistance to HMAs are complex and multifactorial, with recent evidence suggesting
that EVs play a role in this process. In recent years, more emphasis has been placed on the
role of extracellular vesicles (EVs) in the horizontal transfer of drug resistance in cancer
[2]. These small, membrane-bound particles, secreted by all cell types, facilitate cell-to-cell
communication by transporting a variety of molecular cargo, including DNA, RNA, proteins,
lipids, and metabolites, which are transferred to other cells. They are increasingly recognized
as regulators of anti-cancer drug resistance, altering interactions within the tumor
microenvironment (TME) [3]. Moreover, EVs are emerging as potential biomarkers for therapy
monitoring and prognostic assessment due to their presence in biofluids of cancer patients.
They also hold promise as targeted drug delivery vehicles to circumvent drug resistance
mechanisms [4].

The aim of this work is to investigate the role of EVs in the development of resistance to
hypomethylating agents. Understanding the mechanisms by which EVs influence HMA
resistance could pave the way for novel strategies to overcome resistance and enhance the
efficacy of AML treatments.

As an experimental model in this study, we used the human acute myeloid leukemia cell
line SKM-1, from which 5-azacytidine (AZA)-resistant and 5-aza-2"-deoxycytidine (DAC)-
resistant cell sublines were established in our laboratory by long-term cultivation in the
presence of AZA and DAC, respectively. In the first part of this work, we focused on the
comparison of different methods for the isolation of extracellular vesicles, comparing the
isolation of EVs using 1. the commercially available Total Exosome Isolation Reagent, 2. PEG
(polyethylene glycol), 3. Amicon (MERCK), and 4. exoEASY kit (Qlagen). A nanopatrticle size
analyzer was used to assess the size and number of isolated EVs, phenotypic characterization
of isolated patrticles was performed using MACSPlex, and Western Blot analysis was used to
monitor selected EV markers. Subsequently, we focused on monitoring the impact of EVs from
resistant cells on the viability of the sensitive cell line SKM-1 using three different culture
methods: culture using inserts, culture in conditioned medium, and culture with the addition of
isolated EVs. The viability of SKM-1 cells after 72 hours of culture with different concentrations
of AZA and DAC was determined as a percentage of the viability of control cells using the
CellTiter 96® AQueous one solution cell proliferation assay (MTS assay). Based on the
preliminary data obtained, it is evident that the selection of appropriate methods for the
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isolation of EVs is critical for their subsequent applications. The use of Amicon filters has been
shown to yield a sufficient quantity of EVs that are appropriate for downstream analytical
procedures. However, it is important to note that Amicon filters are not sterile, rendering the
isolated EVs unsuitable for use in cell culture experiments. In contrast, preliminary results
indicate that the Total Exosome Isolation Reagent kit offers a more suitable approach for
isolating EVs intended for use in cultivation experiments.
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Leukémia je zhubné ochorenie, postihujuce deti a dospelych, ku ktorému dochadza pri
chybe v regulaénych procesov v krvotvornych bunkach. Nasledkom tejto poruchy je ich
nespravna diferenciacia a nekontrolovatefna proliferacia. Hoci stale Uplne nerozumieme
rozvoju tohto ochorenia, predpoklada sa, Ze pochadza z onkogénnej transformécie
hematopoetickych kmeriovych buniek alebo progenitorov, ktoré znovu ziskali vlastnosti
podobné kmenovym bunkam. Klinické Studie sa viac a viac zameriavaju na aplikaciu
personalizovanej terapie pre pacientov s akatnou myeloidnou leukémiou (AML) a
identifikaciou molekularnych ciefov so Specifickymi rizikovymi faktormi. V suCasnosti sa
odborné timy taktiez snazia hfadat a vyvijat nové stratégie a terapeutika v boji s AML [1], [2].
Kryptopleurin uputal pozornost svojimi potencialnymi terapeutickymi u€inkami na
neoplastické bunky, vratane buniek s rozvinutou viacliekovou rezistenciou (MDR). Tento
prirodny fenantrochinolizidinovy alkaloid sa primarne nachadza v rodindch rastlin
Asclepiadaceae a Moracea [3]. Presny mechanizmus Gc&inku kryptopleurinu nie je doposial
pochopeny, ale predpoklada sa, ze pdsobi inhibiCne na syntézu proteinov, taktiez inhibuje
HIF-1, tymidylatsyntazy a dihydrofolat reduktazy. V suvislosti s kryptopleurinom bol popisany
aj utlm signalnych drah, ako napr. NF-kB, ako aj regulacnych proteinov bunkového cyklu [3],
[4], [5].

Pri naSich experimentoch sme pouzili bunkovy model AML a to fudské bunkové linie
SKM-1 a MOLM-13 a ich dcérske sublinie SKM- 1/VCR a MOLM-13/VCR, ktoré su rezistentné
voci chemoterapeutiku vinkristin. Bunky boli kultivované v pritomnosti kryptopleurinu v rozpati
koncentracii od 0,25 do 2,5 ng/ml pocas 24 a 48 hodin. Praci sme sa venovali stanoveniu typu
bunkovej smrti pomocou prietokového cytometra s pouzitim fluorescenénych sond Annexin-
V a propidium jodidu. Na overenie typu bunkovej smrti sme izolovali DNA, (pozorovali sme
vznik typickych apoptotickych rebrikov) a stanovovali sme aj aktivitu kaspaz pomocou
kaspazového kit-u. Prostrednictvom prietokovej cytometrie sme sledovali zmenu aktivity P-
glykoproteinu pomocou fluorescenénej sondy Kalcein AM a zmeny v pomere buniek
v jednotlivych fazach bunkového cyklu znacenim pomocou propidium jodidu. Na zaver sme
sa v praci venovali sledovaniu expresie vybranych génov s vyuzitim RT-PCR reakcie.

Pri stanoveni bunkovej smrti prietokovou cytometriou sa ukazalo, ze vacSina bunkovej
populacie podliehala apoptdze alebo nekroze. Vyrazny pokles zivotaschopnosti buniek sme
zistili s rastucim ¢asom kultivacie a aj s rastucou koncentraciou kryptopleurinu. Vplyvom

kryptopleurinu sme pozorovali aj jeden z biochemickych znakov apoptdzy a to fragmentaciu
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vyizolovanej DNA. Pomocou supravy na stanovenie aktivity kaspaz sa nam podarilo zistit, Ze
v bunkach ovplyvnenych kryptopleurinom do3lo po 24 hodinovej kultivacii k zvySeniu aktivity
kaspaz-3/7 a kaspéz-8 v zavislosti od koncentracie. Pri RT-PCR reakciach sme pozorovali
zvysena expresia pro-apoptotickych génov so zvySujucou sa koncentraciou kryptopleurinu a
s jeho dobou kultivacie. Naopak expresia anti-apoptotickych génov klesala alebo sa vyrazne
nemenila. NajvyraznejSie vysledky sme pozorovali pri rezistentnych subliniach SKM-1/VCR a
MOLM-13/VCR..
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Kovovo-organické nanocastice (MOF) maju pre svoje jedine¢né vlastnosti potencialne
vyuzitie aj v medicine, najma v oblasti antibakterialnych aplikacii a terapeutickych pristupov.
MOF sa ukazali ako idedlne materialy kvoli ich riadenému rozkladu, silnej interakcii
s bakterialnymi membranami, produkcii reaktivnych foriem kyslika (ROS) pri oziareni. Ako
model pre Studium testovania biokompatibility MOF ¢astic sme pouzili chorioalantoicku
membranu prepelice japonskej (CAM). Tato Struktura je dobrym modelom na testovanie lieciv,
predovSetkym je to jednoduchy, lacny, nenaro€ny na udrzbu a dobre dostupny in vivo zvieraci
model.

PoCas 6smeho dfia embryonalneho vyvinu (ED8) sme na povrch CAM umiestnili
silikonové kruzky, do ktorych sme aplikovali Styri varianty MOF Castic s Al v koncentraciach
2 mg/ml a 0,2 mg/ml v objeme 80 ul na embryo. Testovali sme samotné Castice (MOF1),
Castice s inkorporovanym hypericinom (MOF2), penicilinom (MOF3) a s oboma latkami
spoloc¢ne (MOF4). V priebehu ED8 a ED9 sme tkanivo odfotografovali a z fotografii sme
vyhodnocovali fluorescenciu a pomocou programu IKOSA parametre vaskulatiry. Na ED9
sme odobrali tkanivo CAM na zistenie génovej expresie zapalovych a proangiogénnych
faktorov. Z tkaniva CAM sme zhotovili histologické preparaty na urenie poSkodenia tkaniva
po aplikacii MOF Castic.

Pokusy na modeli chorioalantoickej membrany u prepelic preukazali, ze MOF Struktury
sa rychlo rozkladaju a nevyvolavaju toxické u€inky. Aplikacia MOF ¢astic nemala signifikantny
vplyv na expresiu sledovanych interleukinov, ale potvrdili sme, Ze zvysSila relativnu expresiu
IFNa. Takisto sme zaznamenali zmeny v relativnej expresii VEGF-A po podani ¢astic MOF,
kedy expresia klesla na polovicu, ale pri MOF3 s hypericinom, tieto hodnoty v porovnani s
kontrolou zostali nezmenené. Nas vyskum tiez naznadcil, ze MOF Castice mézu ovplyvnit' aj
vaskulatiru vplyvom na vaskularnu permeabilitu, znizenim prenikania tekutiny do tkaniv a
redukciou edému. Na Strukture tkaniva sme nepozorovali vyrazné zmeny medzi jednotlivymi
skupinami MOF ¢astic.

Tieto zistenia zd6raznuju potencial MOF Castic v lie€be infekcii a zapalovych ochoreni.

Napriek ich G&innosti v3ak tieto materialy stale majd limity, ako napr. kratkodobost uginku a
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moznost neCakaného poSkodenia normalnych buniek v désledku rychleho uvolfiovania
kovovych iénov. Na ex ovo modeli prepelicej CAM sme ukazali, Ze sledované koncentracie
MOF konstruktov su pre embryo netoxické, rychlo degradovatelné a vykazuji protizapalovy
efekt.
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Tukovy organ pozostava z dvoch funk&ne a morfologicky odliSnych tkaniv, bieleho a
hnedého tukového tkaniva. Zatial ¢o biele tukové tkanivo je najvacSou zasobarnou energie v
tele, hnedé tukové tkanivo vyuziva uskladnenu energiu na tvorbu tepla v procese nazyvanom
netriaskova termogenéza. Donedavna sme si mysleli Ze hnedy tuk je pritomny len u mladat
cicavcov a hibernujucich hlodavcov, no dnes vieme, Ze sa vyskytuje aj u dospelého ¢loveka.
Je tvoreny najma hnedymi adipocytmi, ktoré maju multilokularnu morfolégiu a st bohaté na
mitochondrie obsahujuce Odpajaci protein 1 (UCP1) [1]. KedZe mnozstvo a aktivita hnedého
tuku sa spdja s vy$8im vydajom energie, s nizSou adipozitou a s nizSim rizikom rozvoja
inzulinovej rezistencie, jeho aktivacia je povazovana za velmi sfubnu stratégiu prevencie a
lieCby obezity [2]. V naSom predchadzajucom vyskume sme ukazali, ze ddlezitd Glohu v
kontrole aktivity hnedych tukovych buniek zohrava Hippo signalna draha [3]. Ked je aktivna,
velké tumor-supresorové kinazy (LATS) fosforyluju transkripéné regulatory YAP1 a TAZ, v
doésledku ¢oho dochadza k ich inaktivacii a naslednej degradacii. Naopak, ked je Hippo
signalna draha neaktivna, LATS kinazy nefosforyluja YAP1 a TAZ, vdaka ¢omu zostavaju
aktivne, translokuju sa do jadra a podielaju na regulacii expresie cielovych génov [4]. Nedavny
vyskum ukazal, ze TAZ funguje ako represor jadrového receptora PPARYy, ktory zohrava
kfu€ovu ulohu v regulacii procesu adipogenézy a aktivacie hnedych adipocytov [5], avSak
uloha LATS kinaz v kontrole aktivity hnedého tukového tkaniva doposial preskimana nebola.
Preto cielom nasho projektu je skumat ulohu LATS kinaz v reguldcii funkcie hnedych
adipocytov. Zaviedli sme preto metddu inhibicie ich expresie v zrelych imortalizovanych
mysSich hnedych adipocytoch pomocou transfekcie Specifickych siRNA vo i Lats1, Lats2 a ich
kombinacii (Lats1&2), pricom sme sledovali vplyv na expresiu markerov hnedych adipocytov,
mnozstvo UCP1 proteinu, lipolyticku aktivitu, akumulaciu lipidov a funk&nost mitochondrii.
Sucasne sme vytvorili model Lats1&2fl/fl x Ucp1-CreERT2 mySi, ktory nam umozhuje
zablokovat expresiu LATS kinaz Specificky v hnedych adipocytoch a skimali sme ich Glohu v
kontrole aktivity hnedého tukového tkaniva in vivo.

Pomocou in vitro experimentov na imortalizovanych mySich adipocytoch sme zistili, Ze
potlacenie expresie Lats2 a oboch Lats1&2 kinaz su€asne vedie k znizeniu expresie markerov
hnedych adipocytov, mnozstva UCP1 proteinu, fosforylacie hormoén-senzitivnej lipazy (HSL),
akumulacie neutralnych lipidov v tukovych kvapé&kach a mitochondrialnej respiracie, avsak
bez vplyvu na celkové mnozstvo mitochondrii a aktivitu proteinkinazy A (PKA), ktora je
kfu€ovym regulatorom aktivity hnedych adipocytov. Naopak, potlacenie expresie Lats1 nemalo
vplyv na sledované parametre aktivity hnedych adipocytov. Zablokovanie expresie oboch
Lats1&2 kinaz v hnedych adipocytoch mysi in vivo viedlo k vyznamnému znizeniu hmotnosti
interskapularneho hnedého tukového tkaniva a expresie markera zrelych adipocytov Pparg,
zatial o expresia Ucp1, Cox7a1 a Cpt1b, markerov hnedych adipocytov, bola nezmenena.
Pozorovali sme vSak znizenie mnozstva UCP1 a Perilipinu 1 v hnedom tukovom tkanive.
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Podrobna metabolicka fenotypizacia odhalila signifikantné zniZzenie vydaja energie u
Lats1&2fl/fl x Ucpl-CreERT2 mysi in vivo. Nase vysledky naznacuju, Ze Hippo signalna draha
zohrava dolezitu ulohu v kontrole aktivity hnedych adipocytov, pricom jej klu€ovym efektorom
v hnedych tukovych bunkach je LATS2..
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Strata LATS kinaz v hnedych tukovych bunkach chrani mysi pred
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Hnedé tukové tkanivo je povazované za hlavny termogénny organ u mladat cicavcov a
hibernujacich hlodavcov a taktiez aj u novorodencov ludi. AvSak vekom sa mnozstvo a aktivita
hnedého tukového tkaniva u ludi znizuje (1). Hnedé tukové tkanivo dokaze rychlo a efektivne
vytvarat' teplo prostrednictvom netriaSkovej termogenézy, €o je energeticky naro¢ny proces, a
preto je jeho aktivacia povazovana za slubnu stratégiu pri boji proti obezite a pridruzenym
metabolickym ochoreniam (2).

V naSom predchadzajucom vyskume sme identifikovali transkripéné koregulatory YAP1
a TAZ ako dolezité regulatory funkcie hnedého tuku (3). Tieto koregulatory su zapojené v
Hippo signalnej drahe, ktora reguluje proliferaciu a rast buniek. Pri aktivnej Hippo drahe kinazy
LATS1 a LATS2 fosforyluju YAP1 a TAZ, €im podporuju ich degradaciu. Naopak, ked je Hippo
drdha neaktivna, LATS kinazy su neaktivne, vdaka ¢omu sa YAP1 a TAZ dostavaju do jadra,
kde sa podiefaju na regulacii transkripcie génov zapojenych v kontrole bunkovej proliferacie,
migracie a apoptdzy (4).

Pri porovnavani transkriptému ludského hnedého a bieleho tukového tkaniva sme zistili
vySSiu expresiu LATS kinaz, YAP1 a TAZ v bielom tukovom tkanive. Na objasnenie funkcie
LATS kinaz v tukovom tkanive sme vytvorili model mysi s indukovatelnym vyradenim LATS1
a LATS2 kinaz Specificky v zrelych adipocytoch (Lats1fl/fl x Lats2fl/fl x Adip-CreERT2). U
tychto mysSi sme 5 tyzdriov po vyradeni expresie LATS kinaz podanim tamoxifenu zaznamenali
zavaznu lipodystrofiu a zvySenu mortalitu, avSak bez vzniku nadorov. Nasledne sme vytvorili
mysSi s indukovatelnym vyradenim LATS1 a LATS2 kinaz Specificky v hnedych a bézovych
adipocytoch (Lats1fl/fl x Lats2fl/fl x UCP1-CreERT2), ktoré nevykazuju zvySenu mortalitu. Tieto
mysSi maju menej interskapularneho hnedého tuku bez zmeny mnozstva bieleho tukového
tkaniva v tele. Zaujimavé je zistenie, ze mySi s vyradenou expresiou oboch LATS kinaz
v hnedych tukovych bunkéach su rezistentné na obezitu nevodenu diétou s vysokym obsahom
tukov a zachovavaju si metabolické zdravie, a to ak su chované pri izbovej teplote aj pri
termoneutralite, ¢o naznacuje Ze pozorovany fenotyp nesuvisi s termogénnou aktivitou
hnedého tukového tkaniva. U mysi s vyradenou expresiou LATS kinaz v hnedych tukovych

bunkach sme pozorovali vyrazny pokles prijmu potravy, o poukazuje na moznu interakciu
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hnedého tuku s centrdlnym nervovym systémom regulujacim prijem potravy. Nezaznamenali
sme vSak Ziadnu zmenu v cirkulujucich koncentraciach leptinu, horménu produkovaného
tukovymi bunkami, ktory je klu€ovym regulatorom prijmu potravy. Transkriptomicka analyza
hnedého tuku mysi s vyradenou expresiou LATS kin4z odhalila zmeny v expresii 191 génov,
pricom viaceré z nich kéduju sekretované proteiny, ktoré aktualne dalej skimame s ciefom
identifikovat protein ktory sprostredkuva inhibiény vplyv straty LATS kinaz na prijem potravy.
Na$a Studia odhalila, Ze LATS kinazy su délezité pre spravne fungovanie tukovych buniek a

ovplyvhuju sekreénu aktivitu a komunikaciu hnedého tuku s mozgom.
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Vplyv inhibicie mitochondrialnej proteazy LONP1 na odpoved
nezbalenych bielkovin v mitochondriach a endoplazmatickom
retikule v bunkach SH-SY5Y
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Neurodegenerativne ochorenia ako Alzheimerova, Parkinsonova, Huntingtonova
choroba a ochorenia spojené s prionmi sa oznacuju aj ako ochorenia nespravne zbalenych
bielkovin. Ich spoloénym znakom je agregéacia bielkovin veduca k dysfunkcii i smrti neurénov.
Hoci k akumulacii nezbalenych bielkovin a ich agregatov dochadza v cytoplazme, poskodené
bielkoviny mitochondrii & endoplazmatického retikula mézu taktiez vyznamne prispiet
k patobiochemickym mechanizmom spominanych ochoreni a ich kvalita je kontrolovana
niekolkymi nezavislymi mechanizmami. Kvalitu bielkovin v mitochondridch kontroluje najma
ATP-zavisla protedza LONP1. Akumulécia nespravne zbalenych bielkovin v mitochondriach
spusta adaptivnu drahu, ktora sa nazyva odpoved nezbalenych bielkovin (Unfolded Protein
Response, UPRmt). Vysledkom aktivacie tejto drahy byva indukcia expresie
mitochondrialneho Saperéonu HSP60, veduca k zvySeniu Saperdnovej kapacity mitochondrii,
ako aj proteazy LONP1, ktorej Ulohou je degradacia nezbalenych bielkovin. Chronickeé ¢i tazké
poskodenie mitochondrialnych bielkovin v§ak mdze vyustit do bunkovej smrti. Mitochondrie
spolu s endoplazmatickym retikulom (ER) vytvaraju kontaktné miesta, ktoré tieto organely
vyuzivaju pri vymene fosfolipidov a Ca2+. Nasledkom fyzickej a funkénej interakcie medzi ER
a mitochondriou je, ze funkcia mitochondrii je citliva na patologické poskodenie indukované
stresom ER, ktory byva kompenzovany UPR Specifickou pre ER (UPRER) a degradaciou
bielkovin spojenych s ER (ERAD). Ako sme ukazali aj v naSom laboratériu moéze, v zavislosti
od rozsahu bunkového stresu, viest stresova signalizacia z ER do mitochondrie k dysfunkcii
mitochondrii pripadne az k smrti buniek.

Cielom tejto prace bolo zistit' vplyv inhibicie LONP1 na prezivanie buniek, indukciu
UPRmt ako aj indukciu UPRER, a teda ¢&i dochadza aj k opa¢nej komunikacii z mitochondrii
do ER. Ako model sme vyuzili neuroblastomovi bunkovu liniu SH-SY5Y, ktora sa Casto
vyuziva v neurobiolégii ako in vitro model na Studium neurotoxicity v dopaminergnych
neurénoch. Bunky boli oSetrené CDDO metyl esterom (CDDO-Me) inhibitorom proteazy
LONP1. MTT testom sme zistili signifikantny pokles vo viabilite buniek ovplyvnenych 2,5
a 5 uyM CDDO-Me. Nasledne sme pomocou Western blot analyzy sledovali expresiu bielkovin
zapojenych do oboch drdh UPR. Markery UPRER (SEL1L a HRD1) ako aj UPRmt (HSP60)
neboli signifikantne zvySené. Vyrazne zvySené bolo mnozstvo Saperénov GRP78, ktory
napomaha spravnemu zbalovaniu bielkovin v ER a HSP70, ktory napomaha zbalovaniu
cytoplazmatickych bielkovin a méze inhibovat’ mitochondrialnu apoptézu. Rovnako bolo v
bunkach ovplyvnenych 5 pyM CDDO-Me zvySené aj mnozstvo aktivacného transkripéného
faktora 4 (ATF4), ktory je opisany ako induktor jednej z drah UPRmt. Pomocou respirometrie
sme pozorovali znizenie hami sledovanych parametrov mitochondrialne respiracie, pri oboch
koncentraciach CDDO-Me. Fluorescenénym farbenim mitochondrii sme pozorovali rozpad
mitochondridlnych sieti ako aj tvorbu prstencovych atvarov, ktoré su spajané s
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mitochondrialnou dysfunkciou, ¢o potvrdzuje meranie respirometrie. Nase predbezné zistenia
potrebuju dalSie experimenty na lepSie pochopenie mechanizmu vplyvu inhibicie LONP1 na
Struktaru a funkciu mitochondrii a ER.

Pod'akovanie: Praca bola podporena grantom VEGA 1/0183/23.
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Distribucia baktérii na kozi zdravych koni
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Komplexny subor mikroorganizmov na kozi tvoria baktérie, huby, virusy, mikroeukaryota
(roztoCe), archaea a fagy. Komenzalne mikroorganizmy maju viacero dolezitych uloh.
Podielaju sa napriklad na rozklade koznych produktov a spolu s bunkami imunity a koznymi
bunkami maju tiez nezastupitelnu ulohu pri obrane organizmu. Je zname, Ze koZzny mikrobiém
je ovplyvneny vnutornymi faktormi (vek, pohlavie, hormoény), ale vyrazne na neho vplyvaju aj
vonkajsie Cinitele (hygiena, pouzivana kozmetika), kedZe je v neustalom kontakte s prostredim
[1]

Vyuzitim novych metodik na detekciu mikrobiomu ako je 16S sRNA sekvenovanie bolo
zistené, Ze mikrobialne spoloCenstva su u fudi a zvierat tvorené predovsetkym bakterialnymi
kmenmi ako su Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroides, pri¢om rozdiely su u
fudi a jednotlivych druhov zvierat zistené v po€etnosti jednotlivych kmeriov [2, 3]

Cielom naSej Studie bolo zmapovat’ bakterialne zloZzenie na piatich oblastiach koze
zdravych koni (oblast papule, krku, chrbta, brucha a sponky). Sekvenovaniu 16S rRNA (region
V3-V4) boli podrobené vzorky ziskané zo Siestich koni (30 vzoriek) nachadzajucich sa
v lokalite mesta KoSice (Kavecany, Slovensko). Platforma MicrobiomeAnalyst bola pouzita na
vykonanie Statistickej analyzy a vizualizaciu dat [4]. Kultivatnym vySetrenim bolo zistené
bakterialne zlozenie na piatich miestach koze u 30 koni (150 vzoriek). Ziskané bakterialne
izolaty boli identifikované pomocou MALDI-TOF hmotnostnej spektrofotometrie. Kone
zahrnuté do stadie boli klinicky zdravé a nemali v anamnéze antibioticku lie¢bu za uplynulé tri
mesiace.

Metédou sekvenovania bolo zistené, Zze kozny mikrobidm zdravych koni je velmi
réznorody zastipeny mnohymi bakteridlnymi rodmi. Spomedzi 229 identifikovanych rodov, bol
rod Corynebacterium (7,4 £ 6,5 %) najpoCetnejsi na zdravej kozi koni. Nasledovali kmene ako
Deinococcus (7,1 + 14,9 %) a Macrococcus (5,0 £ 8,2 %). Analyza distriblcie bakterialnych
rodov na kozi koni odhalila, ze Macrococcus previadal v oblasti krku (8,1 + 7,1 %). Rod
Deinococcus bol najpocetnejSi v oblasti chrbta (26,5 % + 24,5 %), rod Corynebacterium
prevladal v oblasti sponky (9,9 £ 6,4 %), papule (10,3 + 5,8 %) a brucha. Analyzou alfa diverzity
kozného mikrobidmu medzi piatimi oblastami koze boli zistené signifikantné rozdiely
(Shannon, p-value: 0,0049) s maximom v oblasti krku a minimom v oblasti chrbta (p-value:

0,0453), signifikatné rozdiely boli pozorované aj medzi oblastou chrbta a papule (p-value:
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0,0472). V ramci kultivacného vySetrenia vzoriek boli najcastejSie identifikované baktérie z
rodov Staphylococcus a Bacillus. Staphylococcus succinus bol najbeznejSie identifikovany

bakterialny druh, pri€om dominoval na vSetkych oblastiach kozZe s vynimkou sponky.

Literatara:
[1] Flowers, L. - Grice, E. A. Cell host & microbe. 2020, 28(2), 190-200.
[2] Grice, E. A. et al. Science (New York, N.Y.), 2009, 324(5931), 1190-1192.
[3] Rodrigues Hoffmann, A. et al. PloS one, 2014, 9(1), e83197.
[4] Chong J et al. Nature Protocols, 2020, 15:799-821.

Pod'akovanie: Praca vznikla s podporou projektov APVV-23-0005, VEGA 2/0004/24 a
APDO0O011.

41



Drobnicov memorial 13. ro¢nik, Chata Trubarka, Trenc¢in - Kubrica, 4. — 6. september 2024

Désledky inhibicie enzymatickej aktivity synoviolinu na prezivanie a
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Rakovina je druhou naj€astejSou pri¢inou umrti celosvetovo. Jednou z najbeznejSich

vlastnosti rakovinovych buniek je schopnost Sirit sa alebo metastazovat do inych tkaniv so
Specifickymi podmienkami - hypoxia, nizka hladina glukézy a oxidaény stres, ktoré ovplyvnuju
aj skladanie proteinov v endoplazmatickom retikule (ER). Degradacia spojena s ER (ERAD) a
odpoved nezbalenych proteinov (UPR) su dva klu€ové mechanizmy kontroly kvality proteinov
v bunke. ERAD systém je délezity determinant normalnej fyzioldgie buniek a je ddlezZitym
mechanizmom patogenézy réznych choréb. PoruSenie funkcii ER vedie k stresu ER
spojenému s akumulaciou nezbalenych proteinov, ktoré musi ERAD eliminovat aby bolo
zachované prezivanie buniek.
Draha IREla-XBP1 UPR je aktivovana v nadorovych bunkach. Jednym z vysledkov zvySenej
aktivity drahy je zvySena expresia synoviolinu (SYVN1), ktory je nevyhnutnou su¢astou ERAD.
Aktivita IRE1a je dblezita pri tumorigenéze a agresivite u vacsiny druhov rakoviny ako je napr.
leukémia, glioblastdm, myeldm, rakovina obliCiek, prsnika a spaja sa so zlou prognézou.

Hlavnym ciefom tejto prace bolo analyzovat vplyv inhibicie SYVN1 na prezivanie a
odpoved bunkovych linii mozgovych nadorov - SH-SY5Y, T98G, U87 a astrocytov NHA a
K1884. Pouzili sme Specificky inhibitor enzymatickej aktivity synoviolinu LS-102.

Zistili sme, ze inhibicia SYVN1 vedie k znizeniu relativneho prezivania vSetkych
skimanych bunkovych linii. Astrocyty K1884 vykazuju najvysSiu citlivost na LS-102, zatial ¢o
bunky glioblastomu T98G boli najodolnejSie voc&i LS-102. Pozorovali sme vyznamné zvysenie
expresie SYVN1 v bunkach T98G a U87. OSetrenie buniek T98G vedie k aktivacii drahy IREla-
XBP1 a naslednej aktivacii ribonukleazovej aktivity IRE1a veducej k zostrihu XBP1 na XBP1u,
ktory je prekladany do funkéného transkripéného faktora XBP1s. Tymto mozno vysvetlit
zvysSenu expresiu SYVN1 po oSetreni T98G buniek inhibitorom SYVN1, pretoze XBPls
indukuje expresiu SYVN1 av8ak v bunkach U87 oSetrenych LS-102 bol SYVN1 nadmerne
exprimovany, ale draha IREla-XBP1 nebola aktivovana. Okrem zvySenej expresie SYVN1 sme
v glioblastdbmovych bunkach pozorovali aj zvySenu expresiu GRP78, klu¢ového proteinu
stresu ER ako aj zvySenu expresiu SEL1L proteinu, ktory vytvara so SYVN1 funkény komplex.
Expresia proteinov typickych pre odozvu na stres mitochondrii nebola vyznamne zmenena.

Nase vysledky ukazali, ze bunky T98G a U87 reaguju na inhibiciu SYVN1
prostrednictvom zvySenej expresie SYVN1. Predpokladame, ze zvySena expresia SYVN1 ako
esencialneho proteinu ERAD predstavuje urcity kompenzaény mechanizmus, ktorym sa
glioblastdmové bunky snazia vyrovnat s inhibiciou aktivity SYVN1.

Pod’'akovanie: Tato praca bola podporena grantmi UK/60/22, UK/3085/2024 a VEGA
1/0183/23.
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DNA G-quadruplexes (G4) are non-canonical DNA structures that have been extensively
studied in vitro and in vivo, particularly in eukaryotic models, due to their biological significance
and potential as anti-cancer targets. Unlike classical double-stranded DNA, G4 structures are
highly stable, formed by the stacking of planar G-quartets formed via Hoogsteen hydrogen
bonding between guanine residues.

Recent bioinformatics analyses and advancements in genomics and transcriptomics
have highlighted the enrichment of G4 sequences in regulatory regions of genes, as well as
in ribosomal and telomeric DNA (1). Due to their stability, unresolved G4 structures can
impede DNA and RNA metabolism, and thus their formation must be strictly regulated by
specialized proteins (2). G4s have also been implicated as binding signals for transcription
factors in highly transcribed genes (3), and several G4-binding proteins have been identified
in human cells, underscoring their role in gene regulation (4).

Although G4 formation has been confirmed in bacterial DNA sequences, including
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, and Mycobacterium tuberculosis (5,6), the
understanding of G4 structures in bacterial genomes remains limited. These structures have
been proposed to function as genetic switches (7) and as potential drug targets against
bacterial pathogens (8). However, a significant knowledge gap persists regarding their
formation and function in bacteria.

Our research aims to address this gap by identifying and characterizing G4 structures in
the gram-positive bacterium Bacillus subtilis. Using bioinformatics tools, we predict potential
G4-forming sequences, and through in vitro experiments, we study the folding and stability of
these predicted structures. Our main goal is to uncover the role of G4 structures in DNA

replication and gene expression in B. subtilis.
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Multirezistentné - biofilm tvoriace kmene rodu Staphylococcus
izolované z bovinnych mastitid

Livia Karahutova, Dobroslava Bujhiakova

Centrum Biovied SAV v.v.i., Ustav fyziolégie hospodarskych zvierat, Soltésovej 4-6, Kosice
040 01

Mastitidy hovadzieho dobytka patria medzi ochorenia spésobujice celosvetovo vysoké
ekonomické a produkéné straty [1] a taktiez ovplyvAuju aj samotny welfare zvierat. Za
etiologicky agens tohto ochorenia sa povazuju rézne patogény (napr. Streptococcus
agalactiae, Escherichia coli, Klebsiella sp.) [2] a velmi dbélezitymi pdévodcami z Celade
Staphylococcaceae su Staphylococcus aureus (S. aureus) a Staphylococcus haemolyticus (S.
haemolyticus) [3].

Sucasna lie¢ba stafylokokovych mastitid je zavisla hlavne od antibiotik. Ich rozSirené a
nekontrolované uzivanie vsak viedlo k znizenej odpovedi na antibioticku terapiu [4]. Dal$im
problémom pri lieCbe mastitid je tvorba biofilmu zvyajne spojena s produkciou réznych
virulentnych faktorov (napr. adheziny, clumping faktory,...) [5] a expresiou extracelularnych
toxinov (ako st hemolyziny, enterotoxiny) [6].

Cielom tejto studie bolo zdokumentovat vyskyt kmerfiov S. aureus a S. haemolyticus v
mlieku krav s mastitidou. Vyskum bol nasledne zamerany na detekciu fenotypovej rezistencie
a na zaklade vysledku bola skimana genotypova rezistencia pomocou polymerazovych
retazovych reakcii (PCR). Schopnost tvorby biofilmu sa skimala pomocou kvantitativheho
testu s krystal-violetou v mikrotitracnych platnickach a gény spajané s produkciou biofilmu
(MSCRAMM), génov kédujucich enterotoxiny A-E (sea, seb, sec, sed, see) a alfa hemolyzin
(hla) sa detegovali pomocou PCR.

Z celkového podtu 191 vzoriek mlieka boli identifikované ako S. aureus — 12 % (22
izolatov) a S. haemolyticus — 6 % (12 izolatov). Interpretované odcitanie antibiogramu
poukazalo u 12 izolatov na mozny vyskyt meticilin-rezistentnych S. aureus (MRSA) a meticilin-
rezistentnych koagulaza-negativnych stafylokokov. Genotypicky boli izolaty pozitivhe na blaZz
a negativne na mecA a mecC. Dal$im délezitym zistenym mechanizmom rezistencie bola
indukovatelna rezistencia na makrolid-linkozamid-streptogramin B (iMLSB) s pritomnostou
génov msrA, ermC, vgaA.

NajcastejSie detegované gény spojené s biofilmom a toxinmi boli clfA, sdrD, sdrE, fnbpB,
bbp, isdA, isdB, hla a see. Izolaty S. aureus boli podrobené spa typizacii. Ukazalo sa, Ze aj
napriek kmefiom pochadzajucim z réznych fariem s réznym antibiotickym profilom, vSetky
spadali do rovnakého spa typu (t10035).

Napriek vy$Siemu zachytu génov MSCRAMM u kmenhov S. aureus, vacsina z nich

vykazovala niz8iu schopnost (absorbancia pri A570 < 0,1) vytvarat biofilmy (8 izolatov) na
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abiotickom povrchu, s vynimkou 12 izolatov (A570 medzi 0,1 a 0,2), ktoré vykazovali strednu
schopnost’ tvorby a dva izolaty (A570 > 0,2) silnu. Naopak, izolaty S. haemolyticus boli velmi
dobrymi producentmi biofilmu (A570 = 0,395 + 0,067 - 0,844 + 0,125).

Testy testovania rezistencie odhalili pritomnost IMLSB, ktoré podlfa naSich najlepSich
vedomosti u slovenskych bovinnych stafylokokov su popisané zriedkavo. Vacésina izolatov
bola rezistentna voci viacerym antibiotikam a niesli viaceré gény virulencie, ¢o predstavuje

potencialne riziko pre verejné zdravie.
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Identification and expression of neuropeptides RYamides and
FMRFamides and their receptors in the tick Ixodes ricinus

Emma Buchova, Dusgan Zitfian, lvana Daubnerova
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Ticks are very important vectors of dangerous pathogens, including bacteria, viruses and
parasites that pose significant threats to human and animal health worldwide. Understanding
the complex mechanisms governing tick physiology and transmission of pathogens is crucial
for the development of effective strategies to combat tick-borne diseases. In recent years,
neuropeptides have emerged as key regulators of a diverse physiological processes. In ticks
and other arthropods neuropeptides are known to regulate important organ functions, including
those of the digestive tract and central nervous system. This study focuses on identification
and characterization of two neuropeptides, FMRFamides and RYamides, which are known to
regulate feeding in insects. We identified the RYamide and FMRFamide gene transcript and
predicted two candidates for G protein-coupled receptors in the Ixodes ricinus genome. Using
in situ hybridization and immunohistochemistry we stained enteroendocrine cells of the midgut,
as well as a number of peptidergic neurons in the tick’s central nervous system producing
FMRFa and RYa. To validate that both identified receptors are specific and sensitive to FMRFa
or RYa we utilized an aequorin-based functional assay in mammalian CHO cells. The function
of these peptides and their potential roles in the regulation of feeding and digestion will be

further studied by using injection of dsRNA in vivo and various in vitro bioassays.
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buniek A549 a ich odpoved na zapal
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Plucny surfaktant hra kluc¢ovua ulohu pri vymene plynov tym, Ze zniZuje povrchové
napatie poCas nadychu a zabranuje alveolarnemu kolapsu pri vydychu. Okrem svojej
mechanickej funkcie timi nadmernu prozapalova odpoved v plfucach, ktora méze viest k
fyziologickym zlyhaniam [1]. Délezitou zloZzkou tejto imunitnej odpovede je fosfolipid
fosfatidylglycerol (PG), ktory moduluje €innost makrofagov a pomaha predchadzat’ zapalom,
ktoré znizuju efektivnost vymeny plynov v alveolach. Po€as bakteridlnej infekcie PG sutazi s
lipopolysacharidom (LPS) o vazbu na receptor TLR4, &im brzdi LPS-zavislu aktivaciu tohto
receptora, ktory je zasadny pre bunkovu odpoved na patogény. Naviazanim na TLR4 blokuje
signalnu drahu a znizuje produkciu cytokinov, ako su TNFa a IL-8, ¢o vedie k potlaceniu
zapalovej reakcie [2]. Toto potlacenie imunitnej odpovede ma potencial pre lieCbu pacientov
so syndrémom akutnej respiracnej tiesne (ARDS), spdsobenym nadmernou imunitnou
reakciou, ktora je najCastejSou pri€inou umrti pri ochoreni COVID-19. Vysoké hladiny
cytokinov mézu vyvolat cytokinovu burku, ktora zvySuje riziko multiorganového zlyhania a
smirti [3]. Plucny surfaktant je produkovany alveolarnymi bunkami typu Il (ATII) [1]. Ako model
pre Stadium ATII buniek sa pouziva fudska epitelialna bunkova linia A549, odvodena z
plicneho adenokarcindmu.

Nasim cielom bolo skimat podmienky tvorby plicneho surfaktantu v bunkach A549, aby
sme urcili optimalny €as pre jeho vylu€ovanie. Porovnali sme zivotaschopnost kratkodobo a
dlhodobo kultivovanych buniek pomocou prietokovej cytometrie. Stanovili sme tiez hladiny PG
a inych lipidov v kultivathom médiu pomocou kvapalinovej chromatografie spojenou s
hmotnostnou spektrometriou (LC-MS). Okrem toho sme sledovali zmeny v mnozstve
surfaktantového proteinu A (SP-A) v Case, ktory reflektuje mnozstvo vylu€ovaného surfaktantu
do média. Nakoniec sme vyvolali zapal v bunkach pomocou LPS, aby sme porovnali imunitnd
odpoved v kratkodobych a dlhodobych kulturach. Na zaklade vysledkov sme zistili, Ze 10-
driové kultury buniek A549 su najvhodnejSie pre studium vylu¢ovania plicneho surfaktantu.
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Vplyv manipulacie neurogenézy na variabilitu spevu dospelych
samcov pestunky japonskej (Lonchura striata domestica)
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Nové neurdny sa tvoria procesom nazyvanym neurogenéza, ktory zabezpecuje spravny
vyvoj, funkciu a plasticitu mozgu, a prebieha aj v dospelosti. U spevavcov nové neurdny
vznikaju vo ventrikularnej zéne (VZ) susednej bocnej komory, odkial migruju do celého
predného mozgu vratane oblasti zodpovednych za ucenie a produkciu spevu. U pestinky
japonskej (Lonchura striata domestica) je vy3Sia miera v€lefiovania novych neurénov do
mozgovej oblasti zodpovednej za produkciu spevu spojena s vy3Sou variabilitou jej piesne.
Cielom nasej Studie je zistit €i medzi neurogenézou a variabilitou spevu existuje funkény vztah,
a teda ¢i manipulacia neurogenézy bude mat vplyv na variabilitu nau¢enej piesne dospelych
samcov pestunky japonskej.

Samcov sme rozdelili do 3 skupin po 3 jedincov a podali sme im fyziologicky roztok (FYZ,
kontrola), memantin (MEM, 15 mg/kg) alebo temozolomid (TMZ, 25 mg/kg). Latky sme im
podavali do prsného svalu 1 raz denne prvé 3 dni tyzdna. Na 4. den sme zvieratam podali 5-
bromo-2'-deoxyuridin (BrdU, tymidinovy analég) pre oznagenie novych buniek. Dalsie 3 dni
sme zvieratam ni¢ nepodavali a tento postup sme zopakovali pocas 4 tyZzdrov. V posledny
den experimentu sme vtakom podali 5-etinyl-2'-deoxyuridin (EdU, tymidinovy analdg) a po 2
h sme ich usmrtili. Poas celej doby experimentu (pred a po podavani latok) bol spev
nahravany a neskor aj vyhodnocovany v programe Sound Analysis Pro. V mozgovych rezoch
sme zafarbili EQU+ bunky azidovou reakciou pomocou kitu Azide-Eterneon-Red 645. Vytvorili
sme mikrofotografie VZ na 4 urovniach obsahujucich dalSie oblasti ako anatomické znacky —
vokalnu oblast Area X (VZ-Area X), tractus septomesencephalicus (VZ-TSM), commissura
anterior (VZ-CA) a motorické jadro HVC (VZ-HVC). Pomocou programu Photoshop CS6 sme
z mikrofotografii kvantifikovali pocet EAU+ buniek pre kazdu aroven VZ zvlast a vypoditali sme
tieZ priemer z tychto 4 Grovni VZ. Nasledne sme po&et EdU+ buniek prepodéitali na 1 mm dizky
komory. T-testom sme porovnali pocty EdU+ buniek v MEM a TMZ skupinach v porovnani s
FYZ. Spev bol analyzovany v prvych 20 pieshach zaspievanych v dany den. Variabilitu spevu
sme analyzovali 2-faktorovou ANOVOU s opakovanim, kde faktory boli skupina a ¢as. V
analyze sme sa zamerali: na pocet slabik, tranzicii a motivov v piesni, na prevalenciu slabik a
motivov, a na linearitu a konzistentnost piesne.

Zistili sme, ze pocet EdU+ buniek sa zvysil na arovniach VZ-TSM, VZ-HVC a v celej VZ
v skupine MEM v porovnani s FYZ. Naopak, pocet EdU+ buniek klesol na urovniach VZ-Area
X aVZ-TSMyv skupine TMZ v porovnani s FYZ. Z analyzy variability spevu sme zistili, ze poCet
slabik a tranzicii v piesni a pocet typickych tranzicii v piesni sa signifikantne zmenili po
podavani MEM a TMZ v porovnani s piesfiami pred podavanim tychto latok, ale nezmenili sa
po podani FYZ.

Vysledky experimentu naznacuju, Zze TMZ timi tvorbu novych neurénov vo VZ, zatial ¢o
MEM ju podporuje. V pripade analyzy spevu sa ukazalo, ze pocet novych buniek ovplyvnenych
MEM a TMZ ma vplyv na variabilitu piesne dospelych samcov pestinky japonskej. Vysledky
nasej Studie su zatial predbezné, kedze pocet jedincov v kazdej experimentalnej skupine bude
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vy$8i. Dalej budeme kvantifikovat poget novych neurénov vo vokalnych jadrach Area X a HVC
po migracii z VZ. Nakoniec sa zameriame na spektrélnu analyzu variability piesne.
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Medzi hlavné pri€iny smrti a invalidity na celom svete patria poranenia mozgu a
neurodegenerativne ochorenia, ktoré postihuju stale vacsi pocet ludi. Neurozapal, ktory Casto
sprevadza tieto ochorenia, mdze mat rézne Gginky v zavislosti od jeho diZky trvania a intenzity.
Zatial ¢o dlhodoby a silny neurozapal mbéze byt Skodlivy, suasné poznatky naznacuju, Ze
v urcitych pripadoch mdze podporovat neurogenézu a mat aj pozitivny ochranny vplyv. Akutna
reakcia na poranenie a poskodenie je uvolnenie prozapalovych cytokinov a aktivacia
imunitnych buniek, ktoré neskdr dalej sprostredkuju uvolnenie protizapalovych cytokinov.
Cicavce maju obmedzenu schopnost regeneracie centralneho nervového systému, ich
vyuzitie v Studiach zameranych na neurozapal je preto limitujuce. Naopak mozog spevavcov
po neurotoxickom poSkodeni v dospelosti regeneruje.

Cielom tejto Studie je popisat léziou indukovany neurozapal a neuroregeneraciu
striatalnej oblasti. PopiSeme Casovy priebeh génovej expresie pro- a protizapalovych
cytokinov vo vztahu k regeneracii po lézii.

V experimente bolo pouzitych 39 samcov zebri¢ky Eervenozobej (Taeniopygia guttata),
ktoré boli rozdelené do 3 skupin podla dizky prezivania po vytvoreni lézie — 2 dni (2D, n=13),
2 tyzdne (2W, n=13) a 3 mesiace (3M, n=13). Kazda skupina bola tvorena 2 podskupinami, a
to kontrolnou (n=5) a experimentalnou (n=8). Experimentalnej skupine bola vytvorena
bilateralna |ézia oblasti AreaX v striate prostrednictvom 1% kyseliny iboténovej a kontrolnej
skupine bol do rovnakej oblasti aplikovany 0,9% sterilny fyziologicky roztok. Jedince boli
odvazené a 2 hodiny pred usmrtenim im bol intramuskularne podany exogénny marker
neurogenézy, tymidinovy analég 5-etinyl-2’-deoxyuridin (EdU). Vybraté mozgy boli rozdelené
na 2 hemisféry. Lava hemisféra bola narezana na 20 ym hrubé sagitalne rezy, na ktorych boli
zafarbené EdU-pozitivhe bunky a kvantifikované vo ventrikularnej zéne (VZ). Prava hemisféra
bola narezana na 500 um hrubé sagitalne rezy, z ktorych bolo vypichnuté striatum s oblastou
AreaX. Dva striatalne vypichy o priemere 1mm od kazdého jedinca boli pomocou real-time
PCR pouzité na analyzu génovej exprexie neuronalneho markera (NeuN), prozapalovych (IL-
1B, IL-6, TNF-a) a protizapalovych cytokinov (IL-4, IL-10).

Na zacCiatku tejto Studie sme optimalizovali a validovali techniku vypichovania striata
z mozgovych rezov bez aj s 1éziou. Data z génovej expresie su v procese vyhodnocovania. Co
sa tyka regeneracie mozgu, zistili sme, Ze medzi kontrolnymi skupinami 2D a 2W nebol rozdiel.
V skupine 2D vSak jedinci s ledovanym striatom mali signifikantne vy3si po¢et EdU+ buniek

v porovnani s kontrolou. Zvierata s léziou v skupine 2D mali vy38i pocet EdU+ buniek aj
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v porovnani s ledovanymi zvieratami zo skupiny 2W. V skupine 2W nebol rozdiel medzi
podskupinami v pocte EAU+ buniek.

Nase vysledky naznacuju, Ze k intenzivnej proliferacii novych buniek dochadza relativne
velmi rychlo po vytvoreni lézie. Po uplynuti dvoch tyzdriov po lézii sa proces proliferacie
vyrazne spomalil a dostal sa na uroven proliferacie pozorovanej v kontrolnej skupine. Zda sa,
Ze akutny zapal mdéze mat pozitivny vplyv na neuroregeneraciu danej poSkodenej oblasti
mozgu.
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In the past two decades, research on virus-host interactions has uncovered how
different viral families induce metabolic changes during replication. Viruses depend on host
cells for building blocks to produce new virions, as they lack metabolic machinery.

Lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV), a representative of the Arenaviridae
family, is commonly used to study the pathogenesis of related viruses that cause hemorrhagic
fever. Given the crucial role lipids play in viral infections, our research focuses on how LCMV
affects host cell lipid metabolism, specifically investigating the role of acetyl-CoA carboxylase
(ACC), a key enzyme in fatty acid synthesis, during LCMV replication.

ACC catalyzes the conversion of citrate-derived acetyl-CoA to malonyl-CoA, which is
further used to produce palmitate. Palmitate, the simplest fatty acid, can be elongated to form
complex lipids essential for energy storage, membrane construction, and protein
modification—processes vital to the viral life cycle.

We first analyzed ACC in MRC-5 cells, a human lung-derived primary cell line. ACC
gene expression showed a slight increase at various times post-infection. Notably, a 24-hour
pharmacological inhibition of ACC led to a 95% reduction in infectious LCMV virion production,
underscoring the enzyme's importance in viral replication. A time-of-drug addition assay
revealed that ACC is crucial during the early stages of LCMV infection. However, ACC gene
expression remained unchanged during this period, indicating that LCMV influences ACC
activity rather than its transcription. Further analysis showed that inhibiting ACC reduced
LCMV nucleoprotein and matrix protein levels, underscoring the enzyme's necessity for viral
replication. We also observed decreased levels of phosphorylated (inactive) ACC in LCMV-
infected cells at later stages, suggesting post-translational regulation of ACC during infection.

To further verify ACC's role in LCMV infection, we employed the CRISPR/Cas9 system
to delete the ACC gene in A549 cells (derived from lung cancer) since MRC-5 cells did not
survive ACC knockout. ACC expression in A549 cells mirrored that in MRC-5 cells, and
phosphorylation levels decreased similarly during LCMV infection. The knockout resulted in a
75% reduction in LCMV propagation, reaffirming the necessity of ACC-catalyzed reactions for

successful viral replication.
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We also examined the activity of sterol-regulated element binding protein (SREBP), a
transcription factor that regulates lipogenic enzymes like ACC. SREBP activity increased in
LCMV-infected A549 cells at later infection stages, aligning with the rise in ACC gene
expression.

In conclusion, targeting acetyl-CoA carboxylase may effectively disrupt LCMV
replication, as the virus depends on ACC-driven lipid metabolism, particularly in the early
stages of infection. This suggests ACC could be a promising therapeutic target for LCMV and
related viruses.

Acknowledgement: This project was supported by VEGA 2/0078/23 and VEGA 2/099/23
grants.
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Bacillus subtilis is gram-positive, rod-shaped, spore-forming bacterium that normally
divides by binary fission, where the division septum is located between two replicated
nucleoids in the middle of the cell and divides the cell in two identical daughter cells. The
division at mid-cell site is initiated by localization and polymerization of tubulin homologue FtsZ
protein. FtsZ protein polymerizes into a structure known as Z ring that defines the future
division site. In response to environmental and nutrient stresses Bacillus is capable of
differentiation into a dormant cell type — spore [1,2]. Sporulation commences with an
asymmetric cell division event, where the septum is formed at 1/6th of the cell length and give
rise to two unequal cells, larger mother cell and smaller forespore [3]. Asymmetric positioning
of the septum is linked to the membrane, where FtsZ protein together with specific sporulation
protein SpollE form Z ring and E ring, respectively. These rings serve as a scaffold for other
cell division proteins that are needed for building this septum [4]. SpolIE is crucial for precise
asymmetric septation together with negative regulators of cell division like RefZ and Min
system proteins. Here, we examined and characterized interaction between SpollE and RefZ
proteins by using bacterial two hybrid system (BACTH) and size exclusion chromatography
assay (SEC). In addition, we followed localization and co-localization of these proteins by
fluorescence and structured illumination microscopy (SIM) during early stages of sporulation.
Importantly, the nucleoid in the stage | is in the form of axial filament, which is stretched from
one pole of the cell to another [5,6]. We hypothesize that nucleoid itself serves as a measuring
device of the cell that helps to find the asymmetric division site. As RefZ specifically binds to
DNA and interacts with SpollE, we believe that SpollE-RefZ-DNA complex may dictate the

position of the asymmetric septum.
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Degradacia sfingolipidov a ich vplyv na mitochondrialnu respiraciu
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Bratislava, Slovenska republika

PlazmatickhA membrana a jej komponenty, ako eizozémy, hraju kla¢ovu ulohu
v odpovedi na environmentdlne zmeny prostrednictvom regulacie syntézy sfingolipidov.
Eizozémy stabilizuju membranové domény bohaté na ergosterol (MCC) a zahffaju protein
Pil1, ktory pri delécii vedie k rozpadu MCC a stimulacii syntézy dlhych sfingolipidovych baz
(LCB). Protein Dpll degraduje fosforylované LCB na etanolaminfosfat (EtN-P), ktory sa
vyuziva na syntézu fosfatidyletanolaminu (PE) v Kennedyho drahe. PE je druhy najCastejSi
fosfolipid v mitochondriach a je nevyhnutny pre ich Struktiru a produkciu ATP pocas
oxidativnej fosforylacie (OXPHOS). Tato Studia skuma vplyv degradacie sfingolipidov na
mitochondrialnu funkciu pri zachovanej de novo syntéze PE v kvasinkach Saccharomyces
cerevisiae.

NaSe vysledky ukazuju, Zze delécia génu DPL1 vyrazne zniZzuje OXPHOS kapacitu
0 61 % &o nebolo pozorované pri deléciach inych génov Kennedyho drahy. Na zaklade nasich
vysledkov sme zistili Zze, delécia génu PIL1 nedokaze zachranit respiracny deficit dpllA
mutanta, priCom delécia génu NCE102 tento proces opravuje. Moznym dévodom znizene;j
respiracie v kmeni dpllA je pravdepodobne nadmerna akumulacia LCB, ktora by mohla byt
toxicka. Nasa studia zdoérazfiuje vyznam interakcie medzi sfingolipidmi a syntézou PE pre

optiméalnu funkciu mitochondrii.

Pod’akovanie: Financované EU NextGenerationEU prostrednictvom Planu obnovy a
odolnosti SR v ramci projektu €. 09103-03-V02-00020 a podporena grantami VEGA 2-0030-
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The family of trypanosomatids contains exclusively obligate parasites. Based on the type
of life cycle, trypanosomatids are subdivided into two non-taxonomic groups -monoxenous and
dixenous. Monoxenous species infect single host (mostly insects) and are a significantly more
numerous and diverse group compared to the second one. On the other hand, dixenous
species switch between two hosts, of which one facilitates their transmission (usually insect or
another invertebrate) and second is vertebrate or plant host [1]. Most of the research in the
past has dealt with dixenous trypanosomatids cause important human (and animals) diseases.
Typical examples of medically relevant genera are Trypanosoma spp. causing sleeping
sickness in Africa and Chagas disease in South America, and Leishmania spp. causing several
types of leishmaniasis [2]. Change of hosts and the energy sources affects their bioenergetic
metabolism which has been particularly in human pathogens well studied, e.g. oxidative
phosphorylation (OXPHOS) enzymes have been biochemically characterized. T. brucei is
characterized by unusual metabolism, e.g., the Krebs cycle (KC) does not run as a cycle, even
though all the coding genes are present [3]. Trypanosomatids have developed unique cellular
and molecular mechanisms that are not among the typical textbook examples [1]. For example,
an unusual polycistronic arrangement of nuclear genes; a single mitochondrion with all DNA
comprised in one place called a kinetoplast; unique arrangement of kinetoplast DNA into a
network composed of thousands of minicircles and tens of maxicircles; RNA editing; specific
organelles, glycosomes, in which part of glycolysis takes place; the unusual redox system of
trypanothione [4]. The number of hew non-pathogenic strains available for laboratory studies
has increased significantly in recent years [5, 6, 7]. Analysis of their DNA has already yielded
unexpected results, for example genome of Obscuromonas modryi has the highest content of
repetitive elements; the highest proportion of uniqgue DNA is found in the genomes of
Wallacemonas spp., all three stop codons in nuclear genome of Blastocrithidia nonstop are
reassigned [7, 8]. Their study may provide insights that will help in the fight against pathogenic
species.

In our laboratory, we study the bioenergetic metabolism of trypanosomatids. Here we
present the biochemical characterization of the largest group of trypanosomatids to date, which
cover all known subgroups of the family. We focus on in vitro measurement of enzyme activities
of two important metabolic pathways - the respiratory chain and the Krebs cycle. We present

measured activities of selected enzymes of both pathways, and we monitor their connection
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by following the oxygen consumption of digitonin-permeabilized cells with substrates entering
the Krebs cycle.
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Stadium exerkinov a extracelularnych vezikal z cirkulacie ako
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Pravidelna fyzicka aktivita je efektivnou prevenciou viacerych chronickych ochorent,
vratane niekofkych typov rakoviny. Pozitivny efekt cvi¢enia mdze byt sprostredkovany
exerkinmi, latkami vylu€ovanymi z buniek réznych tkaniv pocas fyzickej aktivity do obehu bud
priamo alebo vo vazbe na nosice. K tymto nosiCom mdzeme zaradit’ aj extracelularne vezikuly
(EV) a ich subtyp exozémy, ktorych koncentracia v cirkulacii sa zvySuje prave vplyvom
cviCenia. M6zu teda zohravat ddlezitu ulohu ako mediatori inhibi¢ného ucinku fyzickej aktivity
a cvienia na vznik a progresiu nadorového ochorenia, vratane kolorektalneho karcinému.

Cielom naSej prace bolo (i) sledovat’ efekt cviCenim-kondiciovanej ludskej plazmy na
proliferaciu buniek kolorektadlneho karcindmu, a (ii) overit pritomnost EV vo vzorkach
izolovanych z plazmy a ich schopnost prechadzat’ do nadorovych buniek.

V experimentoch sme pracovali s bunkovou liniou ludského kolorektalneho karcinému
HCT116. Cvi¢enim-kondiciovanu plazmu sme ziskali od netrénovanych zien s obezitou (vek:
31,6+1,3 rokov, BMI: 35,4+4,4 kg/m?). Na ovplyvnenie buniek sme pouzili plazmu odobrant
nala¢no pred, tesne po a 60 min po ukondeni jednorazovej fyzickej zataze (40 min na
stacionarnom bicykli pri 65 — 70 % maximalnej srdcovej frekvencii). Proliferacia nadorovych
buniek bola stanovena metédou BrdU — ELISA. EV z plazmy boli izolované metddou velkostnej
chromatografie a ich pritomnost sa overovala analyzou trajektérii nanocastic (NTA) a Western
blotom. Schopnost nadorovych buniek prijat vyizolované EV bola stanovena prietokovou
cytometriou (FACS) a imunocytochemicky.

Cvi¢enim kondiciovana ludska plazma znizila proliferaciu nadorovych buniek, a to
signifikantne, pri ovplyvneni plazmou ziskanou 60 min po docvi¢eni (p<0,01; n=14). Metdédou
NTA sme nepriamo dokazali pritomnost nano€astic v nami vyizolovanych vzorkach, vo
velkosti exozémov (EV od 30 do 150 nm), kde sme pozorovali ich zvySenu koncentraciu vo
frakciach S3: 1,75x10° ¢astic/ml, v S4: 1,72x10° ¢astic/ml a v S5: 1,4x10° ¢astic/ml. Priamy
dbkaz pritomnosti EV sme ziskali metédou Western blot pouzitim protilatky proti tetraspaninu
CD63, standardne vyuzivanému markeru EV. Signal zodpovedaijuci flourescenéne, s PKH26
znacenym EV, pri merani pomocou FACS bol 16x zvy$eny v nadorovych bunkach, ktoré boli
24 h inkubované so znacenymi EV, ako v bunkach inkubovanych s PBS + PKH26 (kontrola).
Vychytavanie EV nadorovymi bunkami sme vizualizovali imunocytochemicky na konfokalnom
mikroskope. Pri inkubacii s kontrolnou vzorkou (PBS + PKH26) sme nepozorovali pritomnost
EV v bunkach, kym po inkubacii so znaCenymi EV sme videli jasny ¢erveny signal v cytoplazme
bunky.

Zistili sme, ze cviCenim-kondiciovana fudska plazma ma kapacitu znizit proliferaciu
nadorovych buniek. Ukazali sme, ze dokazeme efektivne izolovat EV/exozémy z ludskej
plazmy, ktoré su nasledne schopné prechadzat do nadorovych buniek. V dalSom kroku
planujeme sledovat’ efekt EV izolovanych z cvi¢enim-kondiciovanej plazmy na proliferaénu
kapacitu nadorovych buniek.

Pod'akovanie: Realizacia projektu bola finanéne podporena grantmi VEGA-2/0144/23, APVV
20-0466, APVV 19-0411 a VEGA-2/0076/22.
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Obezita je ochorenie charakterizované nadmernym hromadenim telesného tuku, ktoré
zvyCajne vznika v désledku kombinacie genetickych, environmentalnych a behavioralnych
faktorov. Prevalencia obezity v poslednych desatroCiach neustale rastie a predstavuje vazny
celosvetovy zdravotny problém (1). V sucasnosti je zvySenie metabolickej aktivity tukového
tkaniva povazované za jednu z najsfubnejSich stratégii boja proti obezite. Termogénna
aktivacia tukového tkaniva predstavuje zaujimavy terapeuticky pristup, pretoze v dosledku
aktivacie termogenézy dochadza k zvySeniu energetického vydaja (2). Napriek tomu, zZe bolo
identifikovanych niekolko bioaktivnych molekul s potencialom aktivovat termogenézu
tukového tkaniva, Ziadna z nich sa v klinickych Studiach neukazala ako ucinna (3).

Nasim ciefom je identifikacia novych kandidatov s potencialom zvySit metabolicku
aktivitu tuku pomocou multi-omickej analyzy parovych biopsii ludského hnedého a bieleho
tukového tkaniva.

Vzorky hnedého tukového tkaniva z krku, ktoré vykazuji obohatenie UCP1 mRNA a
morfologiu multilokularnych lipidovych kvapiek, spolu s prifahlymi biopsiami bieleho
podkozného tukového tkaniva od 15 pacientov, ktori podstupili operaciu Stitnej zlazy, boli
podrobené transkriptomickej (sekvenovanie RNA novej generacie), metabolomickej a
lipidomickej (hmotnostna spektrometria) analyze. Po tychto analyzach nasledovala rozsiahla
bioinformaticka analyza vratane analyzy aktivity biologickych drah s vyuzitim GO (Gene
Ontology), KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) a BioPAN analyzy
(Bioinformatics Methodology for Pathway Analysis).

Pomocou tohto pristupu sme identifikovali 4174 transkriptov (FDR<0,01), 59 metabolitov
(p<0,05) a 240 druhov lipidov (p<0,05), ktoré su rozdielne regulované medzi ludskym hnedym
a bielym tukom. NaSe data ukazuju obohatenie membranovych a mitochondrialnych lipidov v
hnedom tuku, zatial ¢o v bielom tukovom tkanive prevladaju neutralne glycerolipidy a mastné
kyseliny. Analyza drah vychadzajuca z lipidomickych dat (BioPAN) identifikovala zvySenu
syntézu fosfatidylserinu a reesterifikaciu triglyceridov v hnedom tuku. Tato analyza zaroven
identifikovala gény zodpovedné za rozdiely v lipidomickom zloZeni a aktivite drah metabolizmu
lipidov, konkrétne DGAT2, PISD, PTDSS1, CHPT1 a PEMT. Okrem toho, multi-omicka
faktorova analyza ktora integruje omics data a znizuje ich komplexnost, identifikovala dva
faktory, ktoré vysvetluju takmer 60 % variability medzi hnedym a bielym tukovym tkanivom.
Zaujimavé je tiez zistenie, ze metabolity a lipidy prispievaju k predikénej sile identifikovanych
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faktorov vyrazne viac ako transkripty. Spomedzi metabolitov su hlavnymi znakmi
identifikovanych faktorov najméa purinové metabolity.

Nasa Studia poskytuje prvi komplexnu multi-omicku analyzu vzoriek ludského hnedého
a bieleho tukového tkaniva. Zaroven, identifikovala niekolko novych kandidatnych transkriptov,
metabolitov a lipidov s potencialom riadit termogénnu aktivitu tukového tkaniva. Na odhalenie
tlohy tychto kandidatnych molekul v kontrole metabolickej aktivity tukového tkaniva su
potrebné dalsie funkéné Studie.
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Prepuknutie pandémie ochorenia COVID-19 viedlo k zvySenému zaujmu o produkciu
rekombinantnych proteinov klu€ovych pri diagnostike, vyvoji vakcin a antivirotik. Hrotovy
protein virusu SARS-CoV-2, pomocou svojej receptor viazucej domény (RBD), sprostredkiva
interakciu s receptorom angiotenzin-konvertujuci enzym (ACE2) lokalizovanym na povrchu
hostitelskych buniek [1]. Prave tato interakcia sa stala jednou z hlavnych cielov vyvoja
Sirokospektralnych antivirotik zamedzujucich vstup virusu do buniek. Vdaka vysokej
konzervovanosti sekvencie RBD sa na fu zameriava rekombinantna produkcia [2].
Dostupnost rekombinantnej RBD vo fuznej forme s fluorescenénymi proteinmi ulahci
biochemickd analyzu jej tlohy pri vstupe virusu do bunky a vizualizaciu mechanizmu interakcie
s ACE2 receptorom.

Fluorescentné proteiny (FP) ako nastroj modernej biolégie umozhuju priame
pozorovanie molekulamych procesov v Zivych systémoch [3]. Jednou z najpopuléarnejSich
aplikacii fluorescenénych proteinov je fuzia s inymi proteinmi umoznujuca ich vizualizciu,
lokalizaciu, interakciu i degradaciu v zivych systémoch ako aj sledovanie interakcie s inymi
proteinmi [4]. Ako fuzna znacka je pouzivany zeleny fluorescenény protein (GFP) vdaka svojej
stabilite, neovplyviiuje funkciu ani lokalizaciu fuzneho partnera v organizme alebo bunke.
Fluorescencéné proteiny chromofér generuju autokatalyticky postranslaénou modifikaciou ich
primarnej aminokyselinovej sekvencii [4], [5]. Cerveny fluorescenény protein (RFP),
Strukturalny pribuzny GFP, dopifia ostatné spektralne varianty FP vo viacfarebnych
aplikaciach. Mechanizmus tvorby &ervenych chromoférov je komplikovanejsi ako u GFP-
podobnych chromoférov. Medzi hlavné vyhody RFP patri nizSia autofluorescencia a mensi
rozptyl svetla [6].

Cielom tejto prace je produkcia a intenzifikacia produkcie rekombinantnych konstruktov
RBD SARS-CoV-2, ktorej gén bol klonovany v plazmide pET21b-RBD-JAL, ktory bol darom
od Davida Marguliesa (Addgene plasmid #167126) [7] vo fuzii s GFP alebo RFP v hostitelskom
kmeni Escherichia coli BL21(DE3). Intracelularne naprodukovany protein je nasledne
izolovany vo forme inkliznych teliesok a odsoleny pre nasledné aplikacie testovania interakcie
s ACE2 receptorom. Zaroven bola uskutoénena extracelularna produkcia konstruktu RFP-RBD
v hostitelskom kmeni Pichia pastoris KM71H-MutS.
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Biotechnologicky potencial kvasinky Rhodotorula toruloides
v produkcii kyseliny punikovej z priemyselného odpadu

Kraj¢iova Daniela, Holi¢ Roman

Ustav biochémie a genetiky Zivocichov, Centrum biovied SAV, Dubravska cesta 9, 840 05
Bratislava

Kyselina punikova je izomér konjugovanej kyseliny linolénovej, ktory sa prirodzene
nachadza v oleji zo semien granatovnika (Punica granatum). Vdaka svojim pozitivnym
bioaktivnym u€inkom ma Siroké moznosti vyuzitia v medicine a priemysle [1]. Vzhladom na
nizky vytazok oleja zo semien granatovnika sa v poslednych rokoch intenzivne skimaju
alternativne zdroje tejto mastnej kyseliny, najmad moznosti produkcie geneticky upravenymi
tukotvornymi mikroorganizmami [2, 3].

V naSej praci sme sa zamerali na Studium heteroldgnej produkcie kyseliny punikovej
v Cervenej tukotvornej kvasinke Rhodotorula toruloides. Na expresiu génu PgFADX, ktory je
kfu€ovy pre biosyntézu tejto mastnej kyseliny, sme pouzili tri r6zne prométory. Skriningom 36
transformantov s nahodne integrovanym génom PgFADX do génomu, sme identifikovali
prométorovu sekvenciu H*-ATPazy plazmatickej membrany (PMA1) ako najefektivnejSiu.
Vybrané kmene sme nasledne kultivovali na réznych zdrojoch uhlika, vratane priemyselnych
odpadovych produktov, priCom najvysSia produkcia kyseliny punikovej bola dosiahnuta na
gluk6éze (105,77 mg/L) po 72 hodinach a na technickom glycerole (72,81 mg/L) po 168
hodinach kultivacie. Nase vysledky poukazuju na znaény biotechnologicky potencial kvasinky
R. toruloides pre produkciu tejto zriedkavo sa vyskytujucej mastnej kyseliny v prirode
z odpadovych substratov, ¢o by mohlo predstavovat udrzatelnd a ekonomicky vyhodnu

alternativu k jej tradi€nym prirodnym zdrojom.
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Xylanolytické enzymy —enzymy degradujuce lignocelulézové
materialy

Dobrovodsky Pavol!, Ivona Haluzoval, Maréekova Zuzana!, Suchova Katarina?,
Martin Rebros?

! Ustav biotechnolégie, FCHPT STU, Radlinského 9, 812 37 Bratislava, Slovenska republika
2 Chemicky Ustav SAV, Dubravska cesta 5807/9, 845 38, Bratislava, Slovenska republika

Lignocelulézové materialy predstavuju vyznamny udrzatelny zdroj na vyrobu energie,
paliv, farmaceutik a inych zlu€enin s pridanou hodnotou v zmysle ,BioBased Economy®.
Hlavné tri zloZky lignocelulézovej biomasy su celul6za, hemiceluléza a lignin. Dominantna Cast
hemicelulézy je tvorena rastlinnym polysacharidom xylanom, ktorého hlavny retazec
pozostava z D-xylopyranozidovych zvyskov spojenych B-1,4-glykozidickymi vazbami, priCom
na hlavny retazec mézu byt naviazané rozne substituenty, ako su arabin6za, kyselina
glukurénova, kyselina ferulovd, alebo kyselina p-kumarova, v zavislosti od rastlinného pévodu.
[2, 3, 4]

Vzhlfadom na heterogenitu a komplexnu chemicku povahu rastlinného xylanu si jeho
Uplna degradacia na monosacharidové zlozky vyzaduje synergické pbsobenie komplexu
niekolkych xylanolytickych enzymov. Xylanolytické enzymy patria do skupiny glykozid
hydrolaz, ktoré hydrolyticky Stiepia -1,4-glykozidické vazby medzi dvoma alebo viacerymi
sacharidickymi jednotkami, & vazby medzi sacharidickou zlozkou a substituentom
nesacharidickej povahy. Na celkovej depolymerizacii xylanu sa spolo¢ne podielaju B-D-
xylozidazy, endo-1,4-B-D-xylanazy, a-L-arabinofuranozidazy,
a-glukuronidazy, acetylxylanesterazy, feruloylesteraza a kumaroylesteraza. [1, 4, 5]

Cielom prace je rekombinantna produkcia xylanolytickych enzymov s r6znou biologickou
aktivitou pochadzajucich z kvasinkového nativneho zdroja, purifikacia rekombinantnych
xylanolytickych enzymov a ich enzymova charakterizacia. V prvom $tadiu prace bola Uspesne
uskuto&nena produkcia rekombinantnej B-D-xylozidazy v expresnom hostitefskom organizme
Pichia pastoris. Katalyticka aktivita rekombinantnej B-D-xylozidazy bola verifikovanad a
kvantifikovana reakciou s chromogénnym substratom. Rekombinantna (3-D-xylozidaza bola
nasledne CiastoCne purifikovana metddou ibnovo-vymennej chromatografie a bolo stanovené
teplotné optimum, pH optimum a teplotna stabilita rekombinantnej B-D-xylozidazy.
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