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Spomienka na prof. Ing. Ludovita Drobnicu, DrSc.

Narodil sa 30. septembra 1930 v Tmave. Po skonceni
vysokoSkolského Studia v Brne v roku 1953 nastupil na Katedru
technickej mikrobiolégie a biochémie Chemickej fakulty
Slovenskej vysokej Skoly technickej v Bratislave. Tu preSiel
vSetkymi ucitelskymi stuprfiami. Na fakulte patril medzi prvych
vedeckych a$pirantov. Hodnost’ kandidata vied ziskal uz v roku
1958. Docentom bol v odbore Biochémia a fyziolégia

mikroorganizmov od roku 1964. Vedecku hodnost’ doktora vied

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 réamci svojej nesmierne bohatej vyskumnej ¢innosti zaloZil, rozvinul a
vybudoval na Slovensku vedecku Skolu tykajuocu sa problematiky mechanizmu uGcinku
prirodnych a syntetickych latok a vztahov medzi ich Struktarou, ucinnost uréujiacimi fyzikalno-
chemickymi vlastnostami a biologickymi aktivitami, a to s ohladom na farmaceuticko-
medicinske, polhohospodarsko-potravinarske i chemicko-ekologické aspekty pouZitia
(aplikécie v praxi). TaZisko jeho zaujmu sa v tomto smere sustredilo na izotiokyanéty a ich
prirodné prekurzory, predovsetkym glukozinolaty. Pod jeho vedenim na stovkach prirodnych
i novosyntetizovanych derivatov boli Studované chemické, biochemické i fyziologické
parametre interakcii s enzymami a inymi izolovanymi biokomponentami, subcelularmymi
partikulami, bunkovymi i nadcelularnymi modelmi a to tak z oblasti mikrobialnej, rastlinnej,
resp. Zivoc¢isnej rise. Prislusné zistenia boli predmetom vySe 100 publikacii, 52 patentov, viac
ako 200 vystupeni na vedeckych konferenciach, z nich viaceré prof. Drobnica ako
medzinarodné organizoval u nas doma v Smoleniciach. Systematicky vyskum izotiokyanatov
vyustil vydanim monografie The Chemistry of —NCS group vo vydavatelstve John Willey a
zavedenim p-bréomfenylizotiokynatu do vyroby a vyuZivania v praxi ako veterinarneho lieciva.
Bohuzial z dévodu predCasnej smrti sa mu uz nepodarilo dokoncit’ a vydat monografiu The

biology of -NCS group.

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

preZivaniu mikroorganizmov v nepriaznivych (stresovych) podmienkach, atd.
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Vysledkom tychto vyskumnych aktivit bola minimélne dalSia stovka vedeckych prac
v renomovanych ¢asopisoch a mnohé dal$ie publikacné produkty. Spominané témy sa stali
zakladom celoZivotného vyskumu jeho Ziakov, z ktorych mnohi su vyznamnymi predstavitelmi
biochemickych, mikrobiologickych, fyziologickych a biotechnologickych vied nielen na

Slovensku, ale aj vo svete.

Prof. Drobnica okrem pedagogickej a vedeckej prace pracoval aktivne v domacich
a zahrani¢nych vedeckych spoloénostiach, v odbornych komisiach pre obhajoby dizertaénych
prac, vo vedeckych a edi¢nych radach tstavov a vydavatelstiev, tzko spolupracoval s praxou.
Popri tom bol v mladosti vykonnym Sportovcom, perfektne hral Sach, aktivne spieval, vyborne
hral na klaviri, bol velmi spolo¢ensky. Jeho velkost spocCivala predovsetkym v excelentnej
schopnosti rozvoja teoretickych predstav experimentalnymi cestami. Bol velmi naroény na
rozsah, hibku, kvantitu i kvalitu experimentalnej préce. Vyznadoval sa obrovskou
netnavnostou a nad$enim v laboratérnej ¢innosti, kritickym pohladom k nameranym Gdajom
a velkou opatrnostou pri formulovani zaverov. Vyznamnou pre jeho pracu bola vysoka
kooperativita. Spolupracoval s obrovskym mnozstvom partnerov na svojom pracovisku,
v ramci Bratislavy, Slovenska i na medzinarodnej urovni. Perfektne vedel organizovat
a vykonavat' kolektivnu pracu. Okrem interdisciplinarneho pristupu k rieSeniu vedecko-
vyskumnych ¢&innosti sa vyznacoval tieZz schopnostou prepajat’ vedu s praxou. Bol napriklad
iniciatorom zaloZenia Vyskumného ustavu lieCiv v Modre s prepojenim na Slovakofarmu
Hlohovec, zriadenia Enzymovej poloprevadzky v Dolnej Krupej cez Vyskumny ustav

liehovarov a konzervarni s nasmerovanim na biotechnologicku prax, atd.

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

uzitoénosti pre ostatnych.
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PROGRAM:
+ 1. Den: 7. 9. 2026 (pondelok)

Registracia u¢astnikov poéas celého dia (od 11:30)

12:30 — 14:00 OBED (Lunch)
14:00 — 14:45 Otvorenie + plenarna prednaska (Opening ceremony and plenary
lecture):

Jan Jamroskovi¢: ,,G-Quadruplexes as Protein Expression Regulators in Bacteria“

Sut'az mladych vedeckych pracovnikov

Sekcia |

Predseda: Albert Breier, Imrich Barak

15:00 — 15:15  Andrea Vetrakova: Direct SpollQ-SpolllAH interaction is dispensable for
sporulation in Bacillus subtilis

15:15-15:30 Patrik Babulic: Protektivny ucinok laktoferinovych peptidov voéi réznym
variantom virusu SARS-CoV-2

15:30 - 15:45 Dominika Piatrova: Vplyv delécie dbl2 na dynamiku chromozémov a
homologicku rekombinaciu v kvasinke Schizosaccharomyces pombe

15:45-16:00 Emma Buchova: Funkéna analyza neuropeptidu SGP a jeho receptorov u
klieSta Ixodes ricinus

16:00 — 16:15 Ivana Fabryova: Funkéné prepojenie proteinov Mdm31, Mdm32 a Fmp30 s
metabolizmom mitochondrialnych fosfolipidov

16:15 — 16:45 PRESTAVKA NA KAVU (Coffee break)
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Sekcia ll

Predseda:

16:45 - 17:00
17:00 - 17:15
17:15-17:30
17:30 — 17:45
17:45 - 18:00
18:30 — 20:00

Dusan Zithan, Stanislav Stuchlik

Dajana Gondolova: Charakterizacia stafylokokov izolovanych zo zdravej
koze koni

Vladimira Hod'ova: Casova dynamika neurozapalu a bunkovej proliferacie
po lézii striata u vtakov a cicavcov

Alexandra KfFizova: Porovnanie

rekombinantnej CGTazy

stratégii heterolognej produkcie

Matej Medla: VyuZitie bioeseji pri Studii regulaénej funkcie neuropeptidov
u kliesta Ixodes ricinus

Tomas Holka: Moderné biosenzorové

diagnostike

technolégie v onkologicke;j

VECERA (Dinner), neformalna diskusia (sociable discussion)

+ 2. Den: 8. 9. 2026 (utorok)

7:30 - 9:00

RANAJKY (Breakfast)

Sut'az mladych vedeckych pracovnikov

Sekcia lll

Predseda:

9:15-9:30

9:30 — 9:45

9:45 -10:00

10:00 - 10:15

10:15-10:30

10:30 - 11:00

Peter Racay, Zdena Sulova

Ilhar Karatkevich: Stratégie zvySovania produkcie a rozpustnosti tazko
exprimovatelnych proteinov v bakterialnych expresnych systémoch

Jana Babulicova: Vplyv miR-133b na proliferaciu, apoptézu a metabolické
preprogramovanie buniek kolorektalneho karcindomu HCT116

EliSka Ozanikova: l|zolacia a charakterizacia myrozinazy z vesnovky
obycCajnej

Alzbeta JancoviCova: Identifikacia laktatom  sprostredkovaného
substratového cyklu medzi tukovym tkanivom a peceriou pocas vystavenia
chladu

Jakub Stepanovsky: Vplyv metabolického stresu na proteomiku
mitochondrii pe€ene — uloha mitochondrialnej oxidacie sirovodika

PRESTAVKA NA KAVU (Coffee break)

10
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Sekcia IV
Predseda:
11:00 — 11:15
11:15-11:30
11:30 — 11:45
11:45 - 12:00
12:00 — 12:15
12:15-12:30
12:30 — 14:00

Jan Malinsky, Jan Jamroskovi¢

Lucia Sofrankova: Biologické Gginky novych syntetickych zlG&enin
v citlivych a rezistentnych leukemickych bunkach

Roman Dekhtiarenko: Translokatorovy  protein v kontakte
s mitochondrialnym intracelularnym chloridovym kanalom CLIC5

Lubomira Takaéova: Studium vplyvu fenantrochinolizidinového alkaloidu
na stres endoplazmatického retikula

Viktoéria LiSkova: Vplyv doxorubicinu, chemickej hypoxie a hyperglykémie
na redoxnu signalizaciu a autofagiu v kardiomyocytoch H9c2

Patrik Jambrich: Dysfunkcia mitochondrii indukovanad stresom
endoplazmatického retikula: u¢ast IRE1a kinazy

Daria Kornieieva: Molekularny vodik a jeho terapeuticky potencial pri
srdcovom zlyhavani

OBED (Lunch)

Posterova sekcia

Predseda:
14:00 — 14:30
14:30 — 15:30
15:30 — 16:00
16:00

19:00

Miroslav Balaz

Prezentacie a diskusie pri posteroch (Poster Presentations and Discussions)
Komeréné prezentacie (Commercial Presentations)
PRESTAVKA NA KAVU (Coffee break)

Volny program (Free program): Komentovana prechadzka po okoli
Trubarky

VECERA (Dinner), neformalna diskusia (sociable discussion)

+ 3. Den: 9. 9. 2026 (streda)

7:30 -9:00

9:30 - 10:30

10:40 - 11:30

11:30 - 13:00

RANAJKY (Breakfast)
Zasadnutie poroty (Jury meeting)

Vyhlasenie vysledkov sut'aze mladych vedeckych pracovnikov
a ukoncéenie 14. roénika Drobnicovho memorialu (Announcement of
the Results and Closing Ceremony)

OBED (Lunch), Odchod (Departure)

11
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Prednasky a postre
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Plenarna prednaska

Bacterial G-quadruplexes: from genome-wide prediction to synthetic
gene regulation in Bacillus subtilis

Jan Jamroskovid

Institute of Molecular Biology of Slovak Academy of Sciences, Dubravska cesta 21, 84551
Bratislava, Slovakia

G-quadruplexes (G4s) are non-canonical nucleic acid structures formed by guanine-rich
sequences that assemble into stacked G-tetrads. In eukaryotes, DNA and RNA G4s are
recognized as important regulators of transcription, translation, genome stability and
chromatin organization. Recent transcriptome-wide studies have demonstrated the presence
of G4 structures in bacterial genomes and transcriptomes, suggesting that they may represent
an additional and largely unexplored layer of gene regulation in prokaryotes. However, the
structural diversity, genomic distribution and regulatory functions of bacterial G4s remain
poorly understood, particularly in Gram-positive bacteria.

We investigated the occurrence and regulatory potential of G4-forming sequences in the
model bacterium Bacillus subtilis. Using complementary prediction algorithms, we generated
a genome-wide map of putative G4-forming sequences (PQSs). Representative PQSs were
characterized by biophysical and biochemical methods such as UV-visible spectroscopy,
circular dichroism spectroscopy, native PAGE, anti-G4 antibody recognition, gPCR stop
assay, primer extension analyses and molecular dynamics simulations. These experiments
revealed substantial structural diversity, ranging from relatively homogeneous intramolecular
G4s to polymorphic higher-order assemblies.

To evaluate the regulatory activity of G4 structures in vivo, we developed a single-copy
chromosomal reporter system enabling the insertion of defined PQSs into regulatory regions
of areporter gene. We complemented these experiments with RT-gPCR analyses of transcript
abundance and integrated the results with genome-wide bioinformatic analyses and RNA
polymerase occupancy data. Together, this multidisciplinary approach provides a
comprehensive framework for investigating the structural properties, genomic distribution and
regulatory potential of bacterial G4-forming sequences. Our study contributes to a better
understanding of non-canonical nucleic acid structures in Gram-positive bacteria and explores
their possible applications as synthetic regulatory elements for bacterial gene expression
engineering.

14
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Direct SpollQ-SpolllAH interaction is dispensable for sporulation in
Bacillus subtilis

Andrea Vetrakova', Katarina Muchova', James A. Brannigan?, Sonam Sidhu?, Jana
Judova', Zuzana Chromikova', Anthony J. Wilkinson?, Imrich Barak’

" Department of Microbial Genetics, Institute of Molecular Biology, Slovak Academy of
Sciences, Bratislava, Slovakia

2 York Structural Biology Laboratory, York Biomedical Research Institute and Department of
Chemistry, University of York, York, United Kingdom

Sporulation is the simplest cell differentiation process, which allows Bacillus subtilis to adapt
to changing environmental conditions by producing highly resistant spores. One of the markers
for sporulation is the process of the formation of a septum close to one pole of the cell called
asymmetric septation [1,2]. The formation of a septum divides the cell into two compartments:
the larger mother cell and smaller forespore [3,4].

Sporulation is connected with a fascinating process called engulfment, where the
mother cell engulfs the forespore, internalizing the latter as a-cell-within-a-cell [5]. Forespore
protein SpollQ and mother cell protein SpolllAH interact through their extracellular domains
across the intermembrane space tracking the migration of the engulfing mother cell membrane
and stabilizing the double membrane structure [6,7]. The crystal structure of SpollQ-SpolllAH
complex is showing that in the interface are prominent two leucines of SpollQ, Leu109 and
Leu118 whose side-chains project towards SpolllAH and become wholly buried in the complex
[8]. These leucines were independently mutated to Ala, Phe, and Glu. We also constructed a
Glu109-Glu118 double mutant [9].

In this work, by introducing mutations into SpollQ at sites that contribute to the SpollQ-
SpolllAH interface, we investigated how these affect SpollQ-SpolllAH interaction, their
localization and sporulation. We showed that selected mutations differently affect this
interaction. Mutant strains also differ in SpollQ localization patterns and sporulation. Our
findings indicate that SpollQ-SpolllAH interaction is dispensable for sporulation and that
alternate mechanisms must exist to ensure effective sporulation in its absence [9].
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[3] Barak I, Muchova K. (2018) PLoS One. 13(8): e0201979.

[4] Errington J. (2003) Nat Rev Microbiol. 1(2): 117-126.

[5] Higgins D, Dworkin J. (2012) FEMS Microbio.l Rev. 36: 131-148.

[6] Blaylock B, Jiang X, Rubio A, Pogliano K. (2004) Mol. Cell. 16(1): 101-112.

[7] Broder DH, Pogliano K. (2006) Cell. 126(5): 917-928.

[8] Levdikov VM, Blagova EV, McFeat A, Fogg MJ, Wilson KS, Wilkinson AJ. (2012) Proc. Natl. Acad.
Sci. 109(14): 5441-5445.
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NextGenerationEU through the Recovery and Resilience Plan of the Slovak Republic, under
project number 09103-03-V06 to 00080.
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Protektivny uc€inok laktoferinovych peptidov voé€i réznym variantom
virusu SARS-CoV-2

Patrik Babulic', Maja Castven', Gabriela Ondroviova', Viadimir Pevala®, Rostislav
Skrabana?, Anna Ohradanova-Repic?, Vladimir Leksa’

1 Ustav molekularnej bioldgie, Slovenska akadémia vied, Dubravska cesta 21, 845 51
Bratislava, Slovenska republika

2 Neuroimunologicky ustav, Slovenska akadémia vied, Dubravska cesta 9, 845 10 Bratislava,
Slovenska republika

3 Institute for Hygiene and Applied Immunology, Medical University of Vienna, Lazarettgasse
19, 1090 Vienna, Austria

Koronavirus SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome 2) spdsobil globalnu
pandémiu znamu ako COVID-19. Napriek dostupnej vakcinacii, nové varianty predstavuju
kontinualne nebezpedenstvo pre rizikové skupiny fudi. Prave preto sa snazime najst a popisat
ucinok novych molekul s moznym terapeutickym potencialom.

SARS-CoV-2 je R-koronavirus s pozitivnou jednovlaknovou RNA (+ssRNA), ktory sa
prvykrat objavil v decembri 2019 vo Wuhane, v Cine [1]. Pomocou S1 podjednotky Spike
proteinu sa viridn viaze na receptor ACE2 (angiotensin-converting enzyme 2), lokalizovany na
povrchu hostitel'skej bunky. VyuzZitim aktivity serinovych proteaz, najméa TMPRSS2, je Stiepeny
na 2 podjednotky S1 a S2. Podjednotka S2 umozni virionu SARS-CoV-2 fuziu s membranou
hostitelskej bunky a prienik do vnutrobunkového prostredia, kde pokracuje replikaény cyklus
[2]. Alternativnym sp&sobom prieniku do hostitelskej bunky predstavuje interakcia medzi Spike
proteinom a HSPG (heparan sulphate proteoglycans), pomocou ktorej virion SARS-CoV-2
prenika do bunky vo forme endozémalnych vezikul [3].

Laktoferin (LF) je glykoprotein, ktory sa nachadza prevazne v materskom mlieku, ale
aj v ostatnych tekutinach v tele a v granulach neutrofilov. Jeho primarnou funkciou je regulacia
idbnov Zzeleza v organizme, avSak ma aj iné beneficné efekty, od antimikrobionalnych,
antivirusovych po antitumorové. LF a jeho prirodzene vznikajuci peptid laktofericin (LFC)
znizuju mieru infekcie SARS-CoV-2 do hostitel'skych buniek. Inhibiciou serinovej proteazy
TMPRSS2 LFC znizil mieru infekcie hostitelskych buniek [4]. Co sa tyka interakcie so Spike
proteinom, tak LF, ako aj LFC dokazu viazat Spike protein. Okrem toho sme pozorovali
rozdiely v schopnosti viazat’ Spike protein medzi ludskym LF a bovinnym LF [5].

V nasej praci sme sa zamerali na preskimanie tychto rozdielov s moznostou ich
naslednej aplikacie pri dizajne potencialnej terapeutickej molekuly. Za tymto ucelom sme sa
pokusili zistit interak&né miesto, ktorym sa LF viaze na Spike protein s vyuzitim krystalizacie
a molekularnych simulacii. S pomocou in silico metdéd sme vyselektovali 7 peptidovych
sekvencii z réznych druhov cicavcov. Z nich sme testovali 5 v schopnosti neutralizacie infekcie
3 réznych variantov SARS-CoV-2 (WT, BA.1, KP.2). Na tento u¢el sme pouzili bunkovu kulttru
E6-Vero-TMPRSS2-GFP. V buducnosti planujeme vykonat ELISA experimenty, kde chceme
zistit schopnost peptidov viazat Spike protein, resp. len receptor viazucu doménu (RBD)
jednotlivych variantov  SARS-CoV-2. V nadvaznosti na bunkové experimenty planujeme
objasnit mechanizmus, ktorym tieto peptidy prejavuju neutralizacny efekt.

Literatara:
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[3] Clausen, T.M., Sandoval, D.R., Spliid, C.B., et al. (2020). Cell. 183(4):1043-1057.e15.
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Meiéza je Specialny typ delenia buniek, po€as ktorého dochadza k redukcii sad
rodi€ovskych chromozémov na polovicu, €im umoznuje vznik gamét, resp. spor [1].
Predpokladom spravnej meiézy je homologicka rekombinacia (HR), zabezpec€ujuca opravu
naprogramovanych dvojvliaknovych zlomov. Ddlezitym intermediatom HR su D-slucky,
vznikajuce, ked vlakno siahajuce zo ,zlomeného chromozému® invaduje homologického donora,
ktory sluzi ako templat na syntézu chybajuceho useku DNA. HR takto zabezpecuje nielen
geneticku variabilitu, ale aj vznik chiaziem, ktoré prispievaju k spravnej orientacii chromozémov
a naslednej segregécii DNA [1, 2].

Dbl2 bol identifikovany ako faktor HR, ktory sa podiela na spravnej segregacii DNA
v meidze kvasinky Schizosaccharomyces pombe [3, 4]. In vitro sa viaze na DNA Struktury,
ktoré pripominaju rézne rekombinaéné intermediaty, ako su D-slu¢ky alebo Hollidayove
spojenia a fyzicky interaguje s podjednotkami niekolkych komplexov helikaz a rezolvaz, ktoré
ich spracovavaju [5]. Bez pritomnosti Dbl2 sa rekombinaéné intermediaty akumuluju az do
neskorych $tadii meidzy, sprevadzané pretrvavajucimi Rad51 fokusmi. To v mnohych
pripadoch vedie ku kolapsu deliaceho vretienka a nespravnej segregacii DNA [4]. Doterajsi
vyskum priblizil dlohu Dbl2 v HR, po&as ktorej lokalizuje Fbh1 helikazu do oblasti D-sluciek,
kde odstrarfiuje Rad51 rekombinazu, ¢im zabezpec€uje spravny priebeh rekombinacnej opravy
[4]. Konkrétny mechanizmus vzniku pozorovanych defektov vSak dosial nebol objasneny.

V tejto praci sme sa zamerali na blizSiu analyzu fenotypu db/2A dele¢nych mutantov.
Nespravne rozdelenie DNA sme pozorovali uz po€as anafazy | a tieto defekty ¢asto pretrvavali
az do anafazy Il a viedli k vzniku réznych typov defektnych zygot. V bunkach s deléciou db/2
dochadzalo k zvySenej frekvencii rekombinacie medzi sesterskymi chromatidami v meioze, ¢o
moze suvisiet s pozorovanymi poruchami segregacie DNA. V interfaznych db/l2A bunkach sme
navy$e zaznamenali Ciastoéne naruSenu organizaciu chromozémov v jadre. Tato praca
prispieva k objasneniu funkcie Dbl2 v S. pombe a poukazuje na jeho SirSiu Ulohu v procesoch
suvisiacich s homologickou rekombinaciou, segregaciou a organizaciou chromozémov.
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KlieSte patria medzi hematofagne ektoparazity, ktoré su schopné prenasat Siroké
spektrum patogénov vratane baktérii, virusov a prvokov, ¢im predstavuju zavazné riziko pre
zdravie fudi aj zvierat na celom svete. Ich schopnost cicat’ krv, prezivat dlhé obdobia mimo
hostitefa a uUspeSne sa rozmnozZovat zavisi od presne regulovanych fyziologickych
mechanizmov, ktoré tvoria zaklad ich biologickej adaptability ako vyznamnych vektorov.
V poslednych rokoch sa klieste v désledku klimatickych zmien geograficky rozSiruju do novych
oblasti Eurdpy, €o zvySuje riziko Sirenia klieStami prenadanych patogénov aj do regiénov, kde
sa doteraz nevyskytovali. Aj napriek narastajucim ekologickym a epidemiologickym poznatkom
vSak molekularna regulacia fyziolégie klieStov zostava do velkej miery nepreskumana.

Kla¢ovu ulohu v riadeni fyziologickych a behavioralnych procesov clankonoZcov
zohravaju prave neuropeptidy, medzi ktoré patri aj SGP peptid. Hoci bola jeho funkcia opisana
u viacerych modelov hmyzu, v su€asnosti nie su k dispozicii Ziadne funkéné ani expresné
Udaje u klieStov. Kedze sa SGP peptid exprimuje v strednom ¢&reve kliesta, ktoré je klu€ovym
organom pre travenie Kkrvi, aktivaciu traviacich enzymov a zaroven sluzi ako rezervoar
patogénov, jeho Studium mbze priniest nové poznatky o molekularnej regulacii travenia
a prijmu potravy u kliestov.

Pod’'akovanie: Tato praca vznikla s finanénou podporou grantov APVV-23-0168, VEGA-
2/0070/23, VEGA-2/0037/23.
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Kardiolipin (CL) je mitochondridlny fosfolipid nevyhnutny na udrzZiavanie Struktury a funkcie
vnutornej mitochondrialnej membrany, stabilitu komplexov dychacieho retazca a
mitochondrialnu bioenergetiku. NaruSenie jeho metabolizmu preto méze vyznamne ovplyvnit
funkciu mitochondrii a celkovu fyziologiu bunky. Napriek vyznamu CL nie su mechanizmy
regulujuce jeho metabolizmus Uplne objasnené. NaSa praca je preto zamerana na
charakterizaciu ulohy mitochondridlnych proteinov Mdm31 a Mdm32 v metabolizme
fosfolipidov a mitochondrialnej homeostaze kvasinky Saccharomyces cerevisiae.

Fenotyp mutantnych kmerfiov bol charakterizovany pomocou rastovych testov na
fermentovatefnych a nefermentovatelnych médiach. Delené mutanty v génoch MDM31 a
MDM32 vykazovali zhorSeny rast, pricom tento fenotyp bol vyraznejSi za podmienok
vyzadujucich funk&nud mitochondrialnu respiraciu. V nadvaznosti na tento fenotyp bol funkény
stav mitochondrii hodnoteny meranim spotreby kyslika v izolovanych mitochondriach
pomocou Clarkovej kyslikovej elektrody. Mutanty s deléciou MDM31 a MDM32 vykazovali
znizenu respiracnu aktivitu, o poukazuje na suvislost tychto proteinov so spravnou funkciou
mitochondrii. KedZe mitochondrialna funkcia uUzko suvisi so zloZzenim membranovych
fosfolipidov, nasledne sme analyzovali aj lipidovy profil mutantnych kmerfiov. Analyza
mitochondrialnych lipidov poukazala na zmeny metabolizmu CL v mutantovi mdm314, v
ktorom bola pozorovana akumulacia monolyzokardiolipinu (MLCL). Rovnaké pozorovanie sme
mali pri mutantovi mdm32A, pricom v tomto kmeni sme navy$e k zmenenym hladinam CL
a MLCL pozorovali aj znizenu hladinu PE.

Doterajsie vysledky naznacuju funkéné prepojenie proteinov Mdm31 a Mdm32 s udrziavanim
mitochondrialnej homeostazy aich potencialnu ucéast v spravnom fungovani mitochondrii
prostrednictvom vzajomne suvisiacich mechanizmov.

Pod’akovanie: Tato praca bola podporena grantmi VEGAZ2/0012/16 a SAS-
NSTC/JRP/2023/773/LipAl.
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Koza zdravych koni je osidlena rozmanitym spoloCenstvom mikroorganizmov, ktoré tvoria
prirodzenu sucast jej mikrobiomu a podielaju sa na udrziavani rovnovahy koZzného prostredia.
Vyznamnu skupinu tychto mikroorganizmov predstavuju stafylokoky, ktoré za fyziologickych
podmienok funguju ako komenzaly, avS8ak za urlitych okolnosti mézu pdsobit aj ako
oportunistické patogény. Charakterizacia stafylokokov izolovanych zo zdravej koze koni je
preto délezita pre lepSie pochopenie ich biologickych viastnosti a potencialneho vyznamu pre
zdravie zvierat. Ciefom tejto prace bolo preto analyzovat druhové zastupenie stafylokokov
izolovanych zo sterov zdravej kozZe koni, charakterizovat ich faktory virulencie a takisto
rezistenciu voCi vybranym antibiotikam. Na identifikciu izolatov bola vyuzitd hmotnostna
spektrometria MALDI-TOF. Vzorky boli odobraté od 50 klinicky zdravych koni z piatich
anatomickych lokalit, konkrétne z krku, chrbta, brucha, sponky a pysku. Celkovo bolo
identifikovanych 19 druhov stafylokokov, pricom najCastejSie sa vyskytovali druhy
Staphylococcus succinus ,S. xylosus, S. vitulinus a S. warneri. Antimikrobialna rezistencia bola
hodnotena fenotypovo pomocou MIC evaluaénych stripov Liofilchem® a genotypovo detekciou
génov rezistencie. Pri kmefioch testovanych pomocou evaluaénych stripov (n = 50; jeden
bakterialny kmen od kazdého kona) bola najvy$Sia miera rezistencie zaznamenana vodi
penicilinu G (48 %). Nizka uroven rezistencie bola zistena voci erytromycinu (12 %),
tetracyklinu (6 %), linezolidu (4 %) a oxacilinu (4 %). U Ziadneho izolatu sa nepotvrdila
multirezistencia. Gén blaZ bol potvrdeny u 90 % izolatov rezistentnych na penicilin, zatial ¢o
gény mecA a mecC neboli detegované. Pre testovanie fenotypovych vlastnosti bolo vybranych
121 kmenov. Schopnost tvorit’ biofilm bola preukazana u 90,1 % izolatov, z ktorych 62 %
vykazovalo intenzivnu produkciu. Produkcia Zelatindzy bola zaznamenana u 50,4% kmeriov,
lipazy u 46,3% kmerov, DNazy u 41,3% a proteazy u 22,3% izolatov. Hemolyticka aktivita bola
hodnotena na ov€om a konskom krvnom agare. Vacsina izolatov nevykazovala hemolyzu.
Enzymaticka aktivita hodnotena pomocou kitov APl ZYM (BioMérieux) preukazala Castu
produkciu kyslej a alkalickej fosfatazy, esterazy, esterazy-lipazy a naftol-AS-Bl-fosfohydrolazy.
Ziskané vysledky poukazuju na to, ze stafylokoky prirodzene osidlujice kozu zdravych koni
disponuju viacerymi faktormi virulencie.

Pod’'akovanie: Praca vznikla s finan¢nou podporou grantov APVV-23-0005 a VEGA
2/0004/24.
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Neurogenéza v dospelom mozgu je dynamicky proces ovplyviiovany viacerymi
faktormi, priCom jednym =z vyznamnych modulatorov je neurozapal. Jeho vplyv na
neurogenézu zavisi od intenzity a trvania zapalovej odpovede, pricom za ur€itych podmienok
moZze proliferaciu a regeneraciu nervového tkaniva podporovat, zatial ¢o pretrvavajuci alebo
nadmerny zapal moZze tieto procesy potlacat. U dospelych cicavcov je bunkova proliferacia za
fyziologickych podmienok sustredena najma do subventrikularnej zény (SVZ) lateralnych
komér a subgranulamej zony (SGZ) gyrus dentatus hipokampu, odkial neuroblasty migruju do
Cuchového laloka a v ramci hipokampu. Proliferacia u spevavcov prebieha vo ventrikularnej
zéne (VZ) lateralnej komory, odkial novovzniknuté neurény migruju do viacerych oblasti
predného mozgu. AvSak schopnost regeneracie centralneho nervového systému (CNS) sa
u vtakov a cicavcov liSi. Kym dospelé spevavce si zachovavaju pozoruhodnu schopnost
regeneracie aj po neurotoxickom poskodeni, dospelé hlodavce maji obmedzenu regeneracnu
schopnost’ poSkodeného tkaniva.

Cielfom tejto Studie je charakterizovat a porovnat dynamiku neurozapalu sledovanim
Casovych zmien v expresii cytokinov a trofickych faktorov a kvantifikovat' proliferaciu buniek
v neurogénnych zénach po |ézii striata u zebricky ervenozobej a potkana.

Do Studie bolo zaradenych 39 dospelych samcov zebri€ky (Taeniopygia guttata), ktoré
boli rozdelené do troch skupin podfa €asu prezivania po lézii: 2 dni (2D), 2 tyzdne (2W) a 3
mesiace (3M) a 21 samcov potkana kmena Wistar, ktoré boli rozdelené do dvoch skupin podla
Casu prezivania po lézii: 2 dni (2D) a 2 tyzdne (2W). Kazda skupina pozostavala z kontrolnej
a léziou ovplyvnenej skupiny. Lézie boli bilateralne indukované v oblasti striata pomocou
kyseliny iboténovej. Dve hodiny pred usmrtenim bol obom animalnym modelom podany
marker bunkovej proliferacie. U zebriCiek bola kvantifikovana expresia génov prozapalovych
cytokinov a trofickych faktorov v jednej hemisfére, zatial €o proliferacia buniek vo ventrikularnej
zone (VZ) bola hodnotena v druhej hemisfére. U potkanov bola zatial hodnotena proliferacia
buniek v dvoch neurogénnych zénach — SVZ a SGZ, a v hiluse hipokampu.

Nase vysledky u zebriCiek ukazuju, ze prozapalové molekuly IL-12 a TNF-a boli
zvysené pocas skorej (2D) a strednej (2W) fazy zapalu, zatial o IGF a BDNF vykazovali
zvysenu expresiu v strednej az neskorej faze (2W-3M), €o mdze odrazat prechod od zapalovej
odpovede k regeneracnym procesom. Hladiny IL-1B, IL-12 a TNF-a boli v skupinach s |éziou
vyS§Sie v porovnani s kontrolnymi skupinami. ZebriCky s Iéziou vykazovali zvySenu bunkovu
proliferaciu po¢as skorej zapalovej fazy (2D), ktora sa nasledne v strednej faze zapalu (2W)
znizila. V €ase 3M sa uroven proliferacie medzi kontrolnou skupinou a skupinou s léziou
neliSila. U potkanov proliferacia v SGZ a hiluse hipokampu vykazovala narast v skupine 2W
v porovnani so skupinou 2D. Zaroven bola proliferacia v SGZ vysS8ia u kontrolnych jedincov
v porovnani s jedincami s léziou. Proliferacia v SVZ nevykazovala ziadne zmeny medzi
jednotlivymi skupinami.

Nase vysledky naznaduju, Ze akutny zapal mdze u spevavcov podporovat’ bunkovu
proliferaciu, zatial ¢o neskorSie fazy zapalovej odpovede mdzu prispievat k regeneracii
poskodenej oblasti striata. U cicavcov vysledky naopak naznacuju odliSnu dynamiku
proliferacie, priom zapalova odpoved méze byt spojena s potlacenim proliferacie v skorych
fazach po poskodeni.

Pod'akovanie: Praca vznikla s finan&nou podporou Doktograntu SAV - APP0800.
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Cyklodextrin glukanotransferazy (CGTazy; EC 2.4.1.19) su bakterialne enzymy
patriace medzi rodinu glykozidovych hydrolaz [1]. Su vyznamné svojou schopnostou
konvertovat' Skrob na cyklické oligosacharidy — cyklodextriny, ktoré sa delia do troch skupin
podla poctu glukopyranézovych jednotiek na a-, B- a y-cyklodextriny. Potencial CGTaz aj
cyklodextrinov je Siroko vyuZivany v priemyselnom odvetvi, od spracovania a balenia potravin
cez farmaceutické a kozmetické aplikacie, Cistenie odpadovych véd az po vyuZitie
v nanotechnoldgii [2, 3].

V na8ej praci sme sa zaoberali termostabilnou CGTazou z termofilnej anaerdbne;j
baktérie Thermoanaerobacter sp., ktorej gén bol klonovany do plazmidu pET28a
a heterologicky exprimovany v hostitel[skom organizme Escherichia coli. Celkovy vytazok
enzymu produkovaného v Standardnom LB médiu pri optimalnej teplote nebol dostatocny
a nepodarilo sa stanovit enzymaticku aktivitu CGTazy. Cielom naSej prace bolo zvysit
mnozstvo stabilného a aktivneho enzymu prostrednictvom rbéznych stratégii expresie
proteinov v E. coli. Praca bola rozdelena do troch Casti, v ktorych bol sledovany a porovnavany
vplyv zloziek produkéného média, vplyv induktora (IPTG) na uroven expresie a vplyv r6znych
produkénych kmeriov E. coli. Po zakladnej optimalizacii produkénych podmienok sme ziskali
stabilnu a aktivnu CGTazu. Pre priemyselnu aplikaciu enzymu je ale nutné zvysit objem
produkcie termostabilnej CGTazy.
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V nasSom vyskume sa dlhodobo venujeme neuropeptidom u klieSta Ixodes ricinus a ich
ulohe v regulacii kfu€ovych fyziologickych procesov, akymi su prijem potravy, rozmnozovanie
Ci metabolizmus. V predchadzajucich analyzach — in silico identifikacia neuropeptidov, farbenia
pomocou préb (in situ hybridizacia) resp. protilatok (imunohistochémia), charakterizacia
receptorov a detekcia ich expresie pomocou qRT-PCR — sme sa zamerali na dvojicu
neuropeptidov, myoinhibi¢ny peptid (MIP) a myostimulaény peptid (MSP).

Receptory pre tieto neuropeptidy su vyrazne exprimované v akcesorickych Zzfazach
samcov, na zaklade ¢oho sme predpokladali funkciu MSP/MIP signalnych drah v reguldcii
reprodukcie klieStov. V tejto praci sme sa venovali predov8etkym vyuzitiu funk&nych bioeseji.
Pomocou in vitro kontrakénych eseji sme preukazali, ze MIP a MSP pdsobia na samcie
akcesorické Zlazy opaénym spdésobom — MSP kontrakcie stimuluje, MIP ich naopak timi.
Nasledne sme RNA interferenciou, resp. priamym injektovanim biogénnych peptidov in vivo
potvrdili priamu ulohu MSP/MIP pri prenose spermatoféru zo samca na samicu a zistili, ze
kombinacia dsRNA pre MIPRs a MSPRs vyrazne zniZuje prezivanie dalSej generacie kliestov.
Kedze prenos spermatoféru je nevyhnutnou podmienkou pre vstup samice do rychlej fazy
cicania (okolo dna 6-7), predpokladame, ze prave MSP signalizacia pocCas tohto procesu
predstavuje spustaci signal pre nastup tejto fazy a naslednu vitelogenézu a ovipoziciu.

Vysledky ziskané kombinaciou in vitro a in vivo bioeseji, ktoré predstavuju kfi€ovy nastroj
pri objasfiovani funkcie neuropeptidov u klieStov, ukazuju, ze signalizacia MSP/MIP
pravdepodobne prepaja reprodukciu samca a samice s nastupom rychlej fazy cicania —
kfu€ovymi krokmi pre prezitie dalSej generacie klieStov. Pochopenie tejto funkcie méze
pomd&ct navrhnut stratégie na obmedzenie reproduk&nej zdatnosti kliestov.

Kracové slova: neuropeptidy, MIP/MSP, Ixodes ricinus, reprodukcia, RNA interferencia
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Moderné biosenzorové technolégie v onkologickej diagnostike
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V&asna diagnostika nadorovych ochoreni zohrava kfu€¢ovu ulohu pri ur€ovani prognézy
pacienta a Uuspesnosti lieCby. Mnohé typy rakoviny su v8ak v su¢asnosti diagnostikované az
v pokrocilych $tadiach, €asto po vzniku metastaz. Z tohto dévodu narasta potreba vyvoja
citlivych, selektivnych a spolahlivych metdéd umoziujucich v€asnu detekciu nadorovych
ochoreni.

V tom zmysle biosenzory predstavuju analytické zariadenia urlené na detekciu
Specifickych biologickych analytov. Ich zakladnymi komponentmi su biorozpoznavacia zlozka
a prevodnik. Bioropoznavacia zlozka ako napriklad protilatka alebo aptamér zabezpecuje
Specifické rozpoznanie a vazbu ciefového analytu, zatial ¢o prevodnik premiena tuto interakciu
na meratefny signal. V zavislosti od principu detekcie mézu byt biosenzory napriklad
elektrochemické, optické alebo hmotnostné. Vdaka vysokej citlivosti, selektivite a moznosti
miniaturizacie predstavuju perspektivny nastroj pre diagnostiku a monitorovanie nadorovych
ochoreni. M6zu byt vyuzité na detekciu nadorovych biomarkerov, monitorovanie priebehu
ochorenia, ako aj hodnotenie odpovede na lieCbu [1].

V tejto praci sme sa zamerali na vyvoj elektrochemickych a QCM aptasenzorov
vyuzivajucich aptamér ako biologicky rozpoznavaci prvok na detekciu mikroRNA-21 (miRNA-
21), ktora predstavuje perspektivny biomarker asociovany s viacerymi typmi nadorovych
ochoreni. Jej citliva a selektivna detekcia je v8ak vzhladom na kratku dizku sekvencie, nizke
koncentracie v biologickych tekutinach a vysoku sekvenénu podobnost’ jednotlivych miRNA
analyticky narocna.

Experimentalna Cast prace bola zamerana na optimalizaciu jednotlivych krokov
potrebnych na konstrukciu a spravne fungovanie aptasenzorov, vratane pripravy senzorového
povrchu, imobilizacie biorekogni¢nych prvkov a optimalizacie podmienok detekcie cielovej
miRNA-21. Po optimalizacii experimentalnych podmienok boli zostavené kalibracné krivky pre
rézne koncentracie miRNA-21 s cielom charakterizovat analytické vlastnosti vyvinutych
senzorovych platforiem.

Dalsi vyskum bude zamerany na detailnt charakterizaciu analytickych parametrov
vyvinutych aptasenzorov, najma limitu detekcie, linearneho rozsahu, selektivity
a reprodukovatelnosti, a nasledne na overenie optimalizovanych senzorovych platforiem
v biologickych a klinickych vzorkach. Vyvoj citlivych aptasenzorovych systémov na detekciu
miRNA-21 tak predstavuje perspektivny pristup, ktory méze v buducnosti prispiet k rozvoju
novych metod v€asnej a minimalne invazivnej diagnostiky nadorovych ochoreni.

Literatura:
[1] Bohunicky B, Mousa S A. (2011) Nanotechnol. Sci. Appl., 4, s. 1-10

Pod'akovanie: Tato praca vznikla s finanénou podporou grantov VEGA 1/0157/24, VEGA
2/0120/26, APVV-24-0491.

24


https://www.scribbr.com/citation/generator/folders/15eoFzFVQjIRcW988HyZDZ/lists/7zsF7gs3IsIuxrZ8iqfeS8/sources/3UZsCwwWxL09ZmXCq4KSg7/
https://www.scribbr.com/citation/generator/folders/15eoFzFVQjIRcW988HyZDZ/lists/7zsF7gs3IsIuxrZ8iqfeS8/sources/3UZsCwwWxL09ZmXCq4KSg7/

Drobnicov memorial 14. roCnik, Chata Trubarka, Trenéin - Kubrica, 7. — 9. september 2026

Stratégie zvysSovania produkcie a rozpustnosti t'azko
exprimovatelnych proteinov v bakterialnych expresnych systémoch
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Rekombinantna produkcia biotechnologicky vyznamnych proteinov v prokaryotickych
expresnych systémoch je Casto limitovana ich nizkou rozpustnostou, nespravnym skladanim
a tvorbou agregatov alebo inkluznych teliesok [1 — 3]. Cielom prace preto bolo vyvinut
a porovnat rbézne stratégie veduce k zvySeniu produkcie, rozpustnosti a funkénosti vybranych
rekombinantnych proteinov v bakterialnych expresnych systémoch.

Ako modelovy protein bola vyuzitd reverzna transkriptaza (RT), ktorej produkcia
v Escherichia coli je limitovana tendenciou k agregacii [2]. Pomocou metddy overlap extension
PCR boli pripravené varianty RT obsahujuce samostatné a kombinované mutacie a ich
expresia a rozpustnost boli porovnané pomocou SDS-PAGE, denzitometrickej analyzy
a Western blotu. Kombinovany mutant dosahoval najvy$Sie zastupenie medzi
cytoplazmatickymi proteinmi (30,9-34,7 %), av8ak jeho podiel rozpustnej formy bol vyrazne
znizeny. Naopak, variant obsahujuci jednu z analyzovanych mutécii vykazoval vy$Sie
mnozstvo rozpustnej RT v porovnani s divokym typom. Vysledky poukazuji na vyznam
individualneho posudzovania mutacii, kedze ich kombinacia nemusi viest k ofakavanému
synergickému zlepSeniu vlastnosti proteinu.

Dalia stratégia bola zaloZena na zmene lokalizacie cielového proteinu. Pre tazko
exprimovatelnu proteazu (TEP) bol pripraveny expresny konStrukt obsahujuci signalnu
sekvenciu umozfiujucu transport rekombinantného proteinu do periplazmatického
priestoru [3, 4]. Pripraveny systém umoznil produkciu cielovej proteazy bez vyrazného
negativneho vplyvu na rast hostitelskych buniek.

Uspesna produkcia tazko exprimovatelnych proteinov si méZe vyzadovat kombinaciu
viacerych pristupov, zahfmajucich racionalny dizajn proteinovych variantov, transport do
periplazmy buniek a do rastového média a vyber vhodného expresného hostitela. Ziskané
poznatky predstavuju vychodisko pre dalSiu optimalizaciu produkcie rekombinantnych
enzymov a pre vyvoj efektivnych bakteridlnych expresnych systémov vyuzitelnych
v biotechnologickych a vyskumnych aplikaciach.
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Bunky kolorektalneho karcindbmu vykazuju dysregulaciu mnohych génov a mikroRNA,
vratane miR-133b. Jej bazalna expresia je nizka v porovnani s okolitym fyziologicky zdravym
epitelovym tkanivom hrubého &reva [1], €o je asociované so zvySenou invazivitou
a metastatickym potencialom nadorovych buniek [2]. Mechanizmy stojace za tymito u¢€inkami
v8ak stale nie su objasnené. V tejto Studii sme preto skumali vplyv miR-133b na proliferaciu,
metabolizmus, génovu a proteinovu expresiu buniek kolorektalneho karcinému.

Bunky kolorektalneho karcindbmu HCT116 sme transfekovali mimikom miR-133b
(30 nM), jeho inhibitorom (50 nM), alebo prisluSnymi negativhymi kontrolami. Proliferacia
buniek bola hodnotena pomocou testov BrdU a MTT 0 h, 24 h, 48 h a 72 h po transfekcii. Miera
apoptoézy bola stanovena pomocou prietokovej cytometrie s vyuzitim farbenia Anexinom V.
Zmeny na urovni expresie proteinov boli zmerané pomocou proteinovych ereji Human XL
Oncology Array kit (R&D Systems). Metabolické parametre glykolyzy a mitochondridlnej
respiracie boli stanovené pomocou Seahorse XF Analyzéru. Na stanovenie hladin proteinov
komplexov oxidativnej fosforylacie a Skp2 bol pouzity Western blot. Expresia génov
suvisiacich s proliferaciou, apoptézou rakovinovych buniek a metabolizmom bola analyzovana
pomocou qPCR 48 h po transfekcii.

Zvysenie hladiny miR-133b viedlo k vyraznému spomaleniu proliferacie rakovinovych
buniek po 72 hodinach od transfekcie a zaroven k zvy$eniu podielu apoptotickych buniek.
Tento efekt bol na molekularnej Urovni sprevadzany zmenami v regulacii bunkového cyklu
a apoptozy, charakterizovanymi zvySenou hladinou tumor-supresorovych proteinov p27
a p53, znizenim hladin proteinu Skp2 (negativny regulator p27) a znizenou expresiou anti-
apoptotického génu BCL-2. Po transfekcii mimikom miR-133b sme pozorovali aj znizenie
bazalnej glykolyzy, bazalnej bunkovej respiracie a produkcie ATP, bez zmeny abundancie
proteinov komplexov dychacieho retazca, poukazujuc na znizenie metabolickej aktivity
nadorovych buniek. Naopak, inhibicia miR-133b neovplyvnila proliferaciu, apoptézu, ani
metabolicku aktivitu buniek HCT116, ¢o mbze suvisiet s ich prirodzene nizkou bazalnou
expresiou miR-133b.

Tieto zistenia naznacuju, ze miR-133b prispieva k inhibicii proliferacie a metabolickej
aktivity buniek kolorektalneho karcinomu HCT116, pravdepodobne prostrednictvom
modulacie mechanizmov zapojenych do regulacie bunkového cyklu a apoptézy.

Literatara:
[1] Yao B, Zhang Q, Yang Z. (2022) Mol. Cancer. 21(1):140.
[2] Wang X, Bu J, Liu X. (2017) Oncotarget. 8:63935.
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Myrozinaza je vyznamny rastlinny enzym, ktory sa podiefa na obrannom mechanizme rastlin
Celade Brassicaceae. Katalyzuje hydrolyzu glukozinolatov, pri ktorej vznikaju biologicky
aktivne produkty, predovdetkym izotiokyanaty, ale v zavislosti od podmienok reakcie aj nitrily
a tiokyanaty. Tieto produkty zohravaju vyznamnu ulohu v ochrane rastlin pred herbivormi
a patogénmi a viaceré z nich su predmetom vyskumu aj pre svoje potencialne antimikrobialne,
protizapalové Ci protirakovinové ucinky. Vlastnosti enzymu sa moézu lidit v zavislosti od
rastlinného zdroja, a preto je charakterizacia myrozinaz z menej preskimanych rastlin
vyznamna pre lepSie pochopenie ich biochemickych vlastnosti a moznosti vyuzitia. Vesnovka
obyc&ajna (Lepidium draba) predstavuje rastlinny zdroj obsahujuci glukozinolaty aj myrozinazu,
pricom jej enzymatické vlastnosti su v porovnani s beznejSie skimanymi druhmi menej
preskimané. [1,2] V tejto praci sme sa zaoberali izolaciou a purifikaciou myrozinazy z listov
vesnovky obyCajnej (Lepidium draba) a naslednou charakterizaciou jej vybranych
biochemickych vlastnosti. Proces izolacie zahfiial homogenizaciu rastlinného materialu,
odstranenie interferujucich latok pomocou aktivneho uhlia a koncentraciu enzymového
preparatu ultrafiltraciou. Nasledna purifikacia bola realizovana kombinaciou gélovej filtracie na
matrici Sephadex G-100 Superfine a afinitnej chromatografie s imobilizovanym
konkanavalinom A. Uginnost jednotlivych purifikaénych krokov bola hodnotena stanovenim
enzymovej aktivity a koncentracie bielkovin, vytvorenim purifikacného profilu, elektroforetickou
analyzou a zymografiou. Biochemicka charakterizacia enzymov zahffia stanovenie
podmienok, pri ktorych enzym dosahuje najvysSiu katalyticku aktivitu. Medzi najdélezitejSie
faktory ovplyviujuce aktivitu enzymov patria pH, teplota a pritomnost kyseliny askorbovej,
ktoré mézu vyznamne ovplyvnit' nielen Struktiru enzymu, vazbu substratu, ale aj samotny
priebeh katalytickej reakcie. Z tohto dévodu bol sledovany vplyv pH, teploty, teplotnej stability
a koncentracie kyseliny askorbovej na aktivitu myrozinazy. Po finalnom purifikaénom kroku
bola dosiahnuta $pecificka aktivita 284,9 + 5,6 nmol-s™'-mg™, purifikacny faktor 84,1 a vytazok
49,8 %. Elektroforetické analyzy a zymografia potvrdili postupné znizovanie komplexnosti
proteinového profilu a pritomnost funkéne aktivnej myrozinazy v purifikovanych frakciach.
V ramci biochemickej charakterizacie bola najvysSia aktivita enzymu zaznamenana priblizne
pri pH 6,1 a teplote 37 °C. Myrozinaza si zachovavala vysoku aktivitu v teplotnom rozsahu 4—
50 °C, zatial ¢o pri 75 °C doslo k vyraznému poklesu aktivity v désledku tepelnej denaturacie.
Maximalna aktivita bola dosiahnuta pri koncentracii kyseliny askorbovej 0,5 mM, pri€¢om pri
vyS§Sich koncentraciach dochadzalo k postupnému poklesu aktivity. Vysledky potvrdili, ze
vesnovka obycCajna predstavuje vhodny zdroj biologicky aktivnej myrozinazy a Ze pouZzity
purifikacny postup umoznuije jej efektivnu izolaciu a predistenie pri zachovani enzymatickej
aktivity.
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Tukovy organ pozostava z dvoch morfologicky aj funkéne odliSnych typov tkaniva,
bieleho a hnedého. Kym hlavnou ulohou bieleho tukového tkaniva je ukladanie energie vo
forme triacylglycerolov, hnedé tukové tkanivo zabezpeluje jej premenu na teplo
prostrednictvom netriaSkovej termogenézy. ESte donedavna sa predpokladalo, Zze hnedé
tukové tkanivo je pritomné vyluéne u novorodencov a hibernujucich cicavcov. Dnes je vSak
dobre zdokumentované, Ze metabolicky aktivne hnedé tukové tkanivo sa nachadza aj
u dospelych jedincov. Je tvorené prevazne hnedymi adipocytmi s charakteristickou
multilokularnou morfolégiou a vysokym obsahom mitochondrii bohatych na odpajaci protein 1
(uncoupling protein 1, UCP1) [1]. Rastuci pocet dbkazov poukazuje na to, Ze vysSie mnozstvo
a aktivita hnedého tukového tkaniva su spojené so zvySenym energetickym vydajom, nizSou
mierou obezity a nizSim rizikom vzniku inzulinovej rezistencie. Z tohto dévodu sa stimulacia
jeho aktivity povazuje za perspektivny terapeuticky pristup pri prevencii a lieCbe obezity a s
fou suvisiacich metabolickych ochoreni [2].

PocCas vystavenia chladu organizmus aktivuje komplexnud metabolicki odpoved
zameranu na udrzanie telesnej teploty. Aktivacia sympatického nervového systému vedie
k intenzivnej lipolyze v tukovom tkanive a k mobilizacii energetickych substratov potrebnych
na podporu netriaSkovej termogenézy [3]. V dbsledku toho dochadza k charakteristickym
zmenam, medzi ktoré patri zvySenie koncentracie volnych mastnych kyselin, glycerolu, ale aj
laktatu. Zatial o uloha mastnych kyselin a glycerolu ako hlavnych substratov pre termogenézu
je dobre etablovana, fyziologicky vyznam zvySenych hladin laktatu po¢as adaptacie na chlad
zostava len CiastoCne objasneny [4]. TradiCne bol laktat povazovany za vedlajSi produkt
anaerébneho metabolizmu, v suCasnosti je vS8ak Coraz viac vnimany ako vyznamny
medziorganovy metabolicky substrat a signalna molekula, ktora sprostredkiva metabolicku
komunikaciu medzi jednotlivymi tkanivami. Predpoklada sa, ze laktat vznikajuci v periférnych
tkanivach méze byt peCenou vyuzivany ako substrat glukoneogenézy alebo oxidovany
v metabolicky aktivhych organoch vratane hnedého tukového tkaniva, &im prispieva
k systémovej metabolickej adaptacii na chlad [5].

Na zaklade tychto poznatkov sme predpokladali, ze laktat nepredstavuje iba vedlajsi
produkt metabolizmu, ale zohrava aj aktivnu ulohu pri systémovej adaptacii organizmu na
chlad. Cielom tejto prace bolo preto identifikovat hlavny zdroj cirkulujuceho laktatu, objasnit
jeho metabolicky osud a zhodnotit’ jeho funk&ny vyznam pri regulacii energetického vydaja
a termogenézy pocas vystavenia chladu.

Na overenie tejto hypotézy sme analyzovali metaboldm parovych vzoriek hnedého
a bieleho tukového tkaniva ziskanych od pacientov podstupujucich chirurgicky zakrok v oblasti
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krku. Povod cirkulujuceho laktatu sme skumali pomocou geneticky modifikovanych mysSich
modelov s indukovanou deléciou génu Ldha vo v8etkych zrelych adipocytoch alebo selektivne
v hnedych adipocytoch (Ldha™# x Adip-CreERT2; Ldha™f x Ucp1-CreERT2). Metabolicky osud
laktatu pocas expozicie chladu sme hodnotili pomocou in vivo experimentov s izotopovo
znacenym laktatom u mysi C57BL/6 adaptovanych na chlad. Funkény vyznam laktatu sme
nasledne overili podavanim exogénneho laktatu in vivo a in vitro v modeloch adipocytov
a hepatocytov.

Metabolomické analyzy odhalili signifikantne vy38Sie hladiny laktatu v bielom
v porovnani s hnedym tukovym tkanivom &loveka, ¢o poukazuje na rozdiely v produkcii laktatu
medzi jednotlivymi typmi tukovych buniek. Selektivna inhibicia produkcie laktatu v bielych
adipocytoch, nie v8ak v hnedych adipocytoch, viedla k vyraznému poklesu hladin laktatu
v cirkulacii mysi akutne vystavenych chladu, ¢im sa biele tukové tkanivo identifikovalo ako
hlavny zdroj cirkulujuceho laktatu po¢as expozicie chladu. Experimenty s izotopovo znaéenym
laktatom ukazali, Ze laktat je prednostne vychytavany peceriou, kde po€as expozicie chladu
sluzi najma ako substrat pre glukoneogenézu. Z funkéného hladiska, zablokovanie produkcie
laktatu v tukovych bunkach viedlo k zniZzeniu vydaja energie mysi po€as vystavenia chladu.
Naopak, podavanie exogénneho laktatu docCasne =zvySilo energeticky vydaj mysi.
V podmienkach in vitro zvySilo pésobenie laktatu produkciu tepla v hepatocytoch linie HepG2,
¢o podporuje jeho priamu ulohu pri aktivacii hepatalnej termogenézy.

Suhrnne tieto vysledky identifikuju laktat ako aktivny metabolicky signal sprostredkujuci
medziorganovy substratovy cyklus medzi tukovym tkanivom a pecefiou. Tato laktatom
sprostredkovana metabolicka os prispieva k regulacii energetického vydaja a podporuje
udrziavanie teplotnej homeostazy pocCas expozicie chladu, ¢im poukazuje na doteraz
nedostato¢ne docenenu ulohu laktatu pri systémovej metabolickej adaptacii.
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Kardiometabolické ochorenia su charakteristické poruchami mitochondrialnych funkcii,
ktoré zahffiaju zvySenu produkciu reaktivnych foriem kyslika a zniZzenu tvorbu ATP. Sirovodik
zohrava vyznamnu ulohu v regulacii mitochondrialneho dychania a redoxnej rovnovahy, avsak
zmeny jeho mitochondrialneho metabolizmu pocas rozvoja kardiometabolickych ochoreni
zostavaju nedostatocne objasnené. Ciefom nadej Studie bolo pomocou proteomickej analyzy
charakterizovat vplyv metabolického stresu na pecefiové mitochondrie potkanov so
zameranim na produkciu a oxidaciu sirovodika.

Experimentalny diabetes bol indukovany streptozotocinom (STZ; 55 mg/kg, i.p.)
u spontanne hypertenznych potkanov (SHR). Sest tyzdfiov po indukcii diabetu boli z peéene
izolované mitochondrie a analyzované pomocou nano-kvapalinovej chromatografie spojenej
s hmotnostnou spektrometriou (LC-MS).

Proteomicka analyza odhalila signifikantné zmeny proteinov zapojenych do regulacie
redoxnej rovnovahy (COQS8A), oxidacie siriCitanu (SUOX), glutaminolyzy (GLSZ2), B-oxidacie
mastnych kyselin (DECR, ECH1) a ketogenézy (BDH1, ACAT1). Analyza vztahov medzi
mitochondrialnymi proteinmi poukazala na vyrazna zmenu ich vzajomnej koordinacie vplyvom
metabolického stresu. V kontrolnej skupine bola produkcia sirovodika prostrednictvom MST
negativne asociovana s mitochondrialnou oxidaciou siri¢itanu prostrednictvom SUOX, ako aj
s enzymom DECR, zodpovednym za redukciu konjugovanych dvoijitych vazieb nenasytenych
mastnych kyselin. Naproti tomu u SHR-STZ potkanov sme zaznamenali silnd pozitivnu
korelaciu medzi enzymami metabolizmu sirovodika (MST, TST a SUOX) a DECR.

Nase vysledky poukazuju na remodelaciu mitochondrialneho protedmu v peceni
hypertenznych diabetickych potkanov a naznaduju, ze metabolicky stres meni funkéné
prepojenie mitochondrialneho metabolizmu sirovodika s B-oxidaciou nenasytenych mastnych
kyselin.
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Leukémie predstavuju heterogénnu skupinu hematologickych malignit charakterizovanych
nekontrolovanou proliferaciou a abnormalnou diferenciaciou hematopoetickych buniek.
Napriek pokrokom v diagnostike a lieCbe zostava terapia leukémii komplikovana, najma
v dbsledku rozvoja rezistencie nadorovych buniek voci konvenénym chemoterapeutikdm
a s tym suvisiaceho rizika relapsu. Z tohto dévodu je vyvoj novych terapeutickych stratégii
a identifikacia latok s odliSnymi mechanizmami UC€inku vyznamnou suc€astou sucasného
vyskumu v oblasti onkologie [1].

Jednym 2z perspektivnych pristupov je fotodynamicka terapia, ktora vyuZiva
fotosenzibilizator aktivovany svetlom vhodnej vinovej dizky. Po absorpcii svetelnej energie
dochadza k prechodu fotosenzibilizatora do excitovaného stavu a naslednej tvorbe reaktivnych
foriem kyslika, ktoré mézu poSkodzovat bunkové Struktury a viest k strate viability a bunkovej
smrti. Uginnost fotodynamicke;j terapie preto zavisi nielen od vlastnosti fotosenzibilizatora, ale
aj od jeho schopnosti absorbovat a emitovat svetlo vo vhodnej oblasti spektra a vyvolat
biologicky relevantnu fotochemicku odpoved. Perspektivnou skupinou latok pre tento ucel su
BODIPY (boron-dipyrromethene) komplexy. Ide o syntetické fluorescenéné zluceniny
charakterizované vysokou absorpciou svetla, vyraznymi fotofyzikalnymi vlastnostami
a moznostou Struktirnej modifikacie, ktorou mozno ovplyvnit ich spektralne a fotochemické
vlastnosti. Tieto charakteristiky robia z BODIPY derivatov zaujimavych kandidatov na vyvoj
fotosenzibilizatorov vyuzitelnych vo fotodynamickej terapii nadorovych ochoreni [2].

Ciefom prace bolo uskuto¢nit zakladny skrining biologického ucinku vybranych
BODIPY komplexov na leukemickej bunkovej linii L1210 a posudit ich potencial pre dalSie
Studium v kontexte fotodynamickej terapie. Cytotoxicky ucinok testovanych komplexov bol
hodnoteny pomocou MTT testu a morfologické zmeny buniek boli sledované mikroskopicky.
Experimentalne hodnotenie bolo zamerané na porovnanie UCinku testovanych latok
v zavislosti od ich koncentracie a svetelnej aktivacie. Su€astou experimentov bola analyza
expresie vybranych génov pomocou PCR s ciefom blizSie charakterizovat potencionalnu
bunkovu odpoved na pdsobenie testovanych komplexov. Nadvazujuce molekularne analyzy
mozu prispiet k objasneniu mechanizmov bunkovej odpovede a k posudeniu potencialu
BODIPY komplexov ako fotosenzibilizatorov pre dalSi vyvoj fotodynamickych pristupov
v terapii leukémie.
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intracelularnym chloridovym kanalom CLIC5
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Srdcové arytmie zostavaju jednou z hlavnych pri¢in imrtnosti na celom svete, najma
v kontexte ischemicko-reperfuzneho poSkodenia myokardu, ked prudké vykyvy hladin kyslika
a zivin vedu k masivnej generacii reaktivnych foriem kyslika a metabolickému stresu. Je
dokazané, Ze tieto faktory iniciuju arytmogénne cyklické oscilacie mitochondrialneho
membranového potencialu, ktoré su podfa su€asnych poznatkov sprostredkované aktivitou
mitochondrialnych chloridovych kanalov [1]. Medzi nimi je izoforma intracelularneho
chloridového kanala CLIC5, lokalizovana vo vnutornej mitochondrialnej membrane,
povazovana za hlavného molekularneho kandidata na ulohu takzvaného ,centum-pS* kanala
[2]. Farmakologické udaje poukazuju na vyrazny kardioprotektivny ucinok 4-chlérdiazepamu
(4CI-DZP) Specifického ligandu mitochondrialneho translokatorového proteinu (TSPO), ako aj
po aplikacii neselektivnych inhibitorov aniénovych kanalov. Av8ak napriek predpokladu, Ze
4CI-DZP moduluje aktivitu chloridovych kanalov nepriamo prostrednictvom TSPO,
molekularne mechanizmy a mozZnost priamej fyzickej interakcie medzi tymito proteinmi
zostavaju nedostatoCne preskimané. Ciefom tohto vyskumu bolo posudit priestorovu blizkost
a overit hypotézu o fyzickej asociacii medzi mitochondrialnym proteinom TSPO a chloridovym
kanalom CLIC5 na bunkovej urovni. Na urenie priestorovej interakcie proteinov bola pouzita
metoda fluorescenéného rezonanéného prenosu energie (FRET). Experimenty sa vykonavali
na imunoznacenych bunkach kardiomyoblastov s pouzitim konfiguracie fotobielania akceptora
(acceptor photobleaching), ktora umozruje merat interakciu medzi molekularnymi znackami
v nanometrovom rozsahu. Na validaciu metodiky a vylu€enie artefaktov sa pouzili vhodné
pozitivne a negativne kontroly. Ziskané Udaje preukazali jasnu kolokalizaciu CLIC5 a TSPO
v mitochondriach kardiomyoblastov a vysoku ucinnost FRET medzi ich znackami na drovni
24 %. Tato hodnota je biologicky porovnatelna s u¢innostou nameranou pre pozitivhu kontrolu
(28 %) a podstatne prevysuje uroven pozadia ziskanu pre negativnu kontrolu (7 %) [3]. Vysoka
ucinnost prenosu energie sved¢i o tom, ze proteiny CLIC5 a TSPO sa nachadzaju
v bezprostrednej priestorovej blizkosti, ktora je dostatocna pre molekularnu interakciu. Tieto
vysledky potvrdzuju hypotézu o moznej fyzickej intetrakcii medzi tymito proteinmi a naznaduiju,
ze ak je CLIC5 skutoéne molekularnym zakladom ,centum-pS* kanala, TSPO je umiestneny
dostatoCne blizko na jeho priamu alebo nepriamu modulaciu. Toto otvara nové mechanistické
perspektivy pre pochopenie kardioprotektivneho ucinku ligandov TSPO pocas ischemicko-
reperfuzneho poskodenia.
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stres endoplazmatického retikula u leukemickych buniek

Lubomira Takadova', Jana Spaldova’, Lucia Sofrankova’, Albert Breier!:2

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

2 Ustav molekularnej fyziolégie a genetiky, Centrum biovied, Slovenské akadémia vied,
Dubravska cesta 9, 840 05 Bratislava, Slovensko

Kryptopleurin predstavuje vysoko bioaktivny fenantrochinolizidinovy prirodny alkaloid,
ktory sa spolu s fenanthroindolizidinmi R-tyloforinom a R-antofinom vyskytuje najma
v rastlinach Celadi Asclepiadaceae a Moraceae [1]. Napriek jeho vyraznej biologickej aktivite
v8ak jeho presny mechanizmus ucinku doposial nebol Uplne objasneny. Medzi jeho doteraz
identifikované ucinky patri inhibicia syntézy proteinov v ddésledku ovplyvnenia funkcie
ribozomalnych podjednotiek. Predpoklada sa, Ze k inhibicii proteosyntézy dochadza
v suvislosti s vazbou kryptopleurinu na eukaryoticky ribozém [2], [3], [4], €0 mOZe nasledne
narusit bunkovi homeostazu a vyvolat’ stresové odpovede. Okrem uc&inku na translaciu boli
v suvislosti s kryptopleurinom popisané aj zasahy do viacerych signalnych drah podielajucich
sa na regulacii bunkového cyklu [1], apoptoze a hypoxickej odpovedi [5]. Aj napriek tymto
poznatkom zostavaju mechanizmy zodpovedné za jeho cytotoxické pdOsobenie stale
neobjasnené.

Jednou z bunkovych odpovedi, ktoré mdzu sprevadzat narusenie proteosyntézy, je
stres endoplazmatického retikula (ER). ER predstavuje vyznamné centrum biosyntetickych
procesov bunky a podiela sa predovSetkym na syntéze a spravnom skladani priblizne 30 %
bunkového protedmu [6], [7]. Pri hromadeni nespravne poskladanych alebo neuplnych
proteinov dochadza k aktivacii adaptanej reakcie znamej ako unfolded protein response
(UPR). Jej priebeh kontroluju tri hlavné senzory ER stresu — IRE1a, PERK a ATF6. Aktivacia
tychto senzorov vedie k utlmeniu proteosyntézy, stimulacii tvorby Saperénov a zvySeniu
degradacie poskodenych proteinov [6], [7], [8]. Ak v8ak ER stres pretrvava dlhodobo alebo
dosiahne nadmernu intenzitu, adaptacna odpoved UPR mbze prejst do proapoptotického
rezimu, na ktorom sa vyznamne podiela transkripény faktor CHOP [8].

Za vyuzitia mySacej bunkovej linie L1210, reprezentujucej model akutnej lymfoidnej
leukémie sme pomocou RT-gPCR pozorovali vplyv kryptopleurinu na zmeny expresie génov
zapojenych v apoptéze (CASP-3; -8 a -9) aUPR (GRP78/BiP; XBP1; CHOP) po 24
a 48 hodinach od ovplyvnenia. Taktiez sme za vyuzitia fluorescenénych sond sledovali zmeny
mitochondrialneho membranového potencialu (JC-1) a zmeny koncentracie intracelularneho
vapnika (Fluo3-AM) v kratSich inkubaénych €asoch, a to 2, 4, 6 a 12 hodin. S vyuzitim
H.DCFDA sme sa zamerali taktiez na sledovanie potencionalnej tvorby reaktivnych foriem
kyslika (ROS) po vystaveni buniek kryptopleurinu po dobu 15, 30, 60, 120 a 180 minut.
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redoxnu signalizaciu a autofagiu v kardiomyocytoch H9c2

Viktéria LiSkova, Miroslav Barandik, Barbora Svetlakova

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

Uvod: Kardiovaskulame ochorenia su &asto sprevadzané oxidaénym stresom,
naruSenou regulaciou redoxnej signalizacie a zmenami v procese autofagie. V désledku
zvySujucich sa hladin reaktivnych foriem kyslika (RFK) sa v bunkach vyvinuli viaceré obranné
mechanizmy. Kli€ovu ulohu v regulacii antioxidaénej odpovede zohrava Nrf2 (nuklearny faktor
erythroid 2-suvisiaci faktor 2), ktory reguluje expresiu viacerych antioxidaénych enzymov,
vratane superoxiddismutazy (SOD), hemoxygenazy-1 (HO-1), katalazy (CAT) a NAD(P)H-
chinén dehydrogenazy 1 (NQO1). Volné radikaly mézu indukovat autofagiu, zaroven vsak
pOsobia ako regulaéné molekuly v réznych fazach tohto procesu. Autofagia prispieva k
regulacii redoxného metabolizmu prostrednictvom eliminacie molekul a organel poskodenych
oxidacnym stresom. Pri kardiovaskularnych ochoreniach méze autofagia pésobit ochrannym
aj $kodlivym spdsobom, pri¢om jej ucinok zavisi od typu stresora a dizky expozicie.

Ciel: Preskumat rozdiely v odpovedi buniek odvodenych z komorovych myoblastov
embryonalnych sfdc potkanov, H9c2, na rézne patologické stavy spojené s oxidacnym
stresom.

Metddy: Bunky H9c2 boli pred expoziciou doxorubicinu (DOX), CoCl, alebo glukozy
(GLUC) preinkubované s kurkuminom (CURC) poCas 2 hodin a nasledne vystavené
jednotlivym patologickym stimulom po dobu 22 hodin. Viabilita buniek bola hodnotena
pomocou MTT testu, hladiny vybranych proteinov boli analyzované metédou Western blot a
intracelularne hladiny RFK boli stanovené pomocou fluorescenénej sondy H2DCFDA.

Vysledky: Spomedzi vSetkych testovanych patologickych stimulov malo najvyraznejsi
vplyv na bunkové stresové odpovede ich vystavenie u¢inkom CoCl,. Chemicka hypoxia zvysila
hladiny RFK, ¢o bolo spojené so zvySovanim proteinovych hladin Nrf2, SOD-2 a HO-1.
Naopak, expozicia buniek CoCl, viedla k znizeniu proteinovych hladin Akt kinazy, GSK3a/f3
a Hsp60. Uginky CoCl, boli tieZ spojené so zmenami v hladinach proteinov suvisiacich s
autofagiou. DOX vyvolal len mierne zmeny v produkcii RFK a antioxida¢nej signalizacii, zatial
¢o GLUC samostatne vyznamne neovplyvnovala intracelularne hladiny RFK. CURC vyznamne
znizoval produkciu intracelularnych RFK a zarover zvysil hladiny proteinov Nrf2, SOD-2 a Akt,
¢o poukazuje na jeho antioxidacné a cytoprotektivne ucinky. Zarovei CURC zmiemil
antioxida¢né stresové odpovede vyvolané CoCl.,.

Zaver: NaSe zistenia naznacuju, ze jednotlivé patologické stimuly ovplyviuju redoxnu
signalizaciu, autofagiu a intracelularne adaptaéné mechanizmy buniek H9c2 v rozdielne;j
miere. Zaroven poukazuju na potencialnu ulohu kurkuminu ako vyznamného modulatora
redoxnej signalizacie a bunkovych adaptaénych mechanizmov v kardiomyocytoch
vystavenych stresovym podmienkam
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Neurodegenerative diseases are frequently associated with disturbed cellular proteostasis,
endoplasmic reticulum (ER) stress, and mitochondrial dysfunction. The unfolded protein
response (UPR) is a major adaptive mechanism activated during ER stress [1]. Inositol-
requiring enzyme 1 alpha (IRE1a), which combines kinase and endoribonuclease activities,
represents one of the principal UPR sensors and regulates the adaptive XBP1 signalling
pathway. IRE1a signalling also contributes to ER-associated degradation (ERAD), including
regulation of HRD1 under ER stress [2,3,5]. Because the ER and mitochondria are functionally
interconnected, disturbances in ER homeostasis may directly affect mitochondrial
bioenergetics and function [6].

The aim of this study was to investigate the contribution of IRE1a signalling to mitochondrial
dysfunction induced by ER stress in human neuroblastoma SH-SY5Y cells. ER stress was
induced using thapsigargin and tunicamycin, while IRE1a signalling was modulated using
KIRAB, an ATP-competitive kinase-inhibiting RNase attenuator [7]. The effects of KIRAG were
evaluated particularly in thapsigargin-treated cells. Cell viability was evaluated by MTT assay.
Activation of the IRE1a/XBP1 pathway was assessed by XBP1 mRNA splicing, and selected
UPR, ERAD, and mitochondrial unfolded protein response (mtUPR) proteins were analysed by
Western blotting. Mitochondrial membrane potential and cellular respiration were used to
characterize mitochondrial functional changes in SH-SY5Y cells [4].

Both thapsigargin and tunicamycin induced ER stress responses accompanied by
mitochondrial functional impairment. Thapsigargin induced XBP1 mRNA splicing, while KIRA6
suppressed thapsigargin-induced XBP1 splicing, confirming inhibition of IRE1a-dependent
signalling. Combined treatment with KIRA6 and thapsigargin resulted in the lowest cell viability
and a more pronounced decrease in mitochondrial membrane potential compared with ER
stress alone. Changes in proteins involved in mitochondrial proteostasis were also observed,
including increased HSP60 and altered LONP1 abundance during combined treatment.

These results indicate that IRE1a signalling participates in the adaptive response of SHSY5Y
cells to ER stress. Its pharmacological inhibition by KIRAG6 enhanced mitochondrial impairment
and cellular injury under the experimental conditions used, supporting a functional link between
ER stress signalling, mitochondrial proteostasis, and neuronal cell survival.
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MikroRNA (miRNA) predstavuju perspektivne biomarkery onkologickych ochoreni,
av8ak ich citlivda a selektivna detekcia je vzhladom na kratku dizku sekvencii, nizke
koncentracie v biologickych tekutinach a vysoku sekvenénu podobnost analyticky naroéna.
Tato praca sa zameriava na navrh a porovnanie QCM aptasenzorov na baze zlatych
a diamantovych povrchov pre detekciu cirkulujucich miRNA.

Ako biorekognicné prvky boli vyuzité DNA aptaméry, ktoré boli imobilizované na
povrchu QCM senzorov. Aptaméry predstavuju perspektivnu alternativu ku konvenénym
biorekogni¢nym prvkom vdaka moznosti ich syntetickej pripravy, jednoduchej chemickej a
funkénej modifikacie a stabilnej imobilizacie na senzorovom rozhrani. Po naviazani cielovej
MiRNA méze dojst ku konformaclnej zmene aptaméru, ktora sa nasledne premieta do
meratelnej odozvy senzora [1,2].

V ramci experimentov boli porovnavané vilastnosti a medzifazova stabilita
bioreceptorovych vrstiev na zlatych a diamantovych povrchoch QCM senzorov. Vysledky
poukazali na potencial diamantovych povrchov pre aplikacie, avSak ich nizSia
reprodukovatelnost zostdva vyznamnym limitujicim faktorom. Uspe$na detekcia na
diamantovych senzoroch bola v porovnani so zlatymi povrchmi dosiahnuta vyhradne pri pouziti
neupravenych diamantovych povrchov. Tieto vysledky poukazuji na vyznam vhodnej
povrchovej Upravy a optimalizacie kondicionovania diamantového rozhrania pre dosiahnutie
stabilnej a reprodukovatelnej senzorovej odozvy.Ako dalSiu moznost zvySenia citlivosti
detekcie v suCasnosti skimame enzymaticki amplifikaciu zalozenu na terminalnej
deoxynukleotidyl transferaze (TdT). Po hybridizacii cielovej miRNA s DNA sondou méze TdT
katalyzovat tvorbu predizeného jednoviaknového DNA produktu s vy3$im pod&tom vazbovych
miest pre signalne molekuly, ¢im sa vytvara predpoklad na zosilnenie vysledného analytického
signalu. Takto amplifikovany signal by bolo mozné nasledne vyhodnocovat elektrochemicky
alebo fluorescentne [3,4]. Vyvoj tejto stratégie predstavuje dalSi smer nasho vyskumu
s cielom zvysit citlivost a rozSirit moznosti detekcie nizkych koncentracii miRNA
v biologickych vzorkach.
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Neurodegenerative diseases are characterized by progressive neuronal loss and
represent a critical issue of concern in current medical research [1]. As a result of various
stress factors, misfolded proteins accumulate in the endoplasmic reticulum (ER) leading to
neuronal degeneration and the onset of these disorders [2]. The cellular response to unfolded
protein accumulation primarily via the Unfolded Protein Response (UPR) and Endoplasmic
Reticulum-Associated Degradation (ERAD) pathways aims to restore protein homeostasis or,
if unsuccessful, triggers cell death. The chaperone protein GRP78 is a crucial regulator of
these processes and plays a key role in the UPR induction, particularly under ER stress
conditions [3].

In this study, we have demonstrated the effect of GRP78 inhibition on the cell survival
and cellular response by applying the GRP78 inhibitor - YUM70. We have used the mouse
hippocampal neuronal cell line HT-22, which was cultured in appropriate growth medium under
specific conditions. The cells were treated with various concentrations of YUM70 and
combination of YUM70/thapsigargin. Using MTT assay, we have determined relative cell
viability. Treatment of the HT-22 cells with YUM70 was associated with decrease of relative
cell viability in concentration and time dependent manner. Based on the MTT assay, we have
selected two concentrations of YUM70 (1 uM and 5 uM) as well as two concentrations of
YUM70/thapsigargin that were used for cell treatment followed by Western blot analysis of the
expression of ER stress proteins (GRP78, HRD1 and SEL1L). In contrast to tunicamycin,
thapsigargin and YUM70/thapsigargin-induced ER stress that was associated with significant
changes in expression of GRP78, HRD1 and SEL1L, the expression of GRP78, HRD1 and
SEL1L was not significantly changed after the cell treatment with YUM70 only. Our results
indicate the possibility that inhibition of GRP78 by YUM70 in addition to UPR induction induces
other pathway that prevents significant changes in expression of GRP78, HRD1 and SEL1L.
GRP78 inhibition may occur at the level of ER stress sensors, impairing its stress-induced
dissociation and consequently preventing activation of UPR signalling pathways, which may
contribute to enhanced cell death.
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Onkologické ochorenia predstavuju vyznamny celosvetovy zdravotny problém a ich
v€asna a presna diagnostika zostava jednou z kfu€ovych vyziev su€asnej mediciny. Vyvoj
novych diagnostickych a zobrazovacich metdd, ktoré umoziuju charakterizovat nadorové
bunky nielen na zaklade ich morfolégie, ale aj z hladiska ich biologickych a fyzikalnych
vlastnosti, modze prispiet k lepSiemu pochopeniu mechanizmov suvisiacich so vznikom
a progresiou nadorovych ochoreni. Perspektivnym pristupom je v tomto smere kombinacia
optickych zobrazovacich metdéd s nanomechanickou charakterizaciou jednotlivych buniek [1].

Tato praca je zamerana na vyuzitie atbmovej silovej mikroskopie (AFM) pri zobrazovani
a charakterizacii nadorovych buniek. AFM predstavuje techniku, ktora umozfiuje ziskavat
informacie o topografii bunkového povrchu a suasne analyzovat mechanické vlastnosti
buniek. Pomocou AFM sme charakterizovali bunky hepatocelularneho karcindmu Hep G2,
a SKBR3, MCF-7 a MDA-MB-231, reprezentujuce rézne modely karcindmu prsnika [2,3].

Sucastou AFM analyzy boli silové merania, prostrednictvom ktorych bola hodnotena
mechanicka odozva jednotlivych buniek. Ziskané krivky sila — vzdialenost’ poskytli informacie
o odozve bunky na mechanické zatazenie a ich analyzou bolo mozné stanovit Youngov modul
pruznosti.

Zmeny mechanickych vlastnosti buniek suvisia s reorganizaciou cytoskeletu a dalSimi
procesmi sprevadzajucimi nadorovu transformaciu a progresiu. Hodnoty Youngovho modulu
tak mézu v kombinacii s dalSimi bunkovymi a molekularnymi charakteristikami predstavovat
potencialny doplnkovy biomarker patologickych zmien [2—4].

Komplementarnu ulohu v praci zohrava konfokalna mikroskopia, ktora bola vyuzita na
vizualizaciu interakcii medzi sledovanymi bunkovymi liniami a prislusnymi DNA aptamérmi.
Aptaméry predstavuju kratke jednovlaknové oligonukleotidy schopné Specificky rozpoznavat
a viazat' cielové molekuly alebo bunkové Struktury. Vdaka tymto vlastnostiam predstavuju
perspektivne nastroje molekularneho zobrazovania, detekcie biomarkerov a vyvoja novych
diagnostickych stratéqii [5].

Prepojenie konfokalnej mikroskopie a AFM umoznuje komplexnejSiu charakterizaciu
nadorovych buniek kombinaciou molekularne Specifického zobrazovania s analyzou ich
morfologickych a nanomechanickych vlastnosti. Takyto multimodalny pristup moze prispiet
k identifikacii novych bunkovych charakteristik asociovanych s nadorovou transformaciou
a progresiou a podporit vyvoj citlivejSich diagnostickych stratégii v onkoldgii.
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Srdcové zlyhavanie (SZ) predstavuje zavazny klinicky syndrém spojeny s vysokou morbiditou
a mortalitou a patri medzi vyznamné pri€iny invalidity a umrti v ramci kardiovaskularnych
ochoreni. Medzi hlavné mechanizmy podielajuce sa na vzniku a rozvoji srdcového zlyhavania
patria oxidaCny stres a zapal, ktoré mézu viest k poSkodeniu srdcového tkaniva a zhorSeniu
jeho funkcie. V poc€iato€nych Stadiach su tieto zmeny povazované za kompenzacnu adaptaciu
myokardu na zvySené zatazenie, ktora umoznuje doasné zachovanie Cerpacej funkcie srdca
[1]. Pri dalSej progresii ochorenia sa vyraznejSie prejavuju oxidacny stres a zapalova odpoved,
ktoré prispievaju k poSkodeniu kardiomyocytov a patologickej remodelacii myokardu [2,3].
Experimentalny model srdcového zlyhavania indukovaného izoproterenolom sa ¢asto vyuziva
na Studium mechanizmov patologickej remodelacie a funk&ného poSkodenia myokardu.
Izoproterenol je neselektivny agonista -adrenergnych receptorov a jeho chronické pésobenie
vedie k pretrvavajucej adrenergnej stimulacii, ktora je spojena s oxidaénym stresom,
poskodenim kardiomyocytov a progresivnym zhorSovanim funkcie myokardu [2]. ZvySena
tvorba reaktivnych foriem kyslika (ROS) a nasledny rozvoj oxidacného stresu predstavuju
vyznamné mechanizmy podielajuce sa na kardiovaskularnom poskodeni a patologickej
remodelacii myokardu [3]. V poslednych rokoch sa molekularnemu vodiku (H;) venuje zvySena
pozornost vdaka jeho antioxidaCnym a protizapalovym vlastnostiam v prevencii a podpornej
terapii kardiovaskularnych ochoreni. Jeho priaznivé 0Cinky su spajané predovsetkym
s znizovanim expresie prozapalovych cytokinov a aktivaciou antioxidaCnych obrannych
mechanizmov. Experimentalne S$tudie naznaduju, ze H, mdze modulovat mechanizmy
relevantné pre rozvoj srdcového poskodenia, najma redukciou oxidaéného stresu,
ovplyvnenim zapalovej odpovede a zmiernenim patologickej remodelacie myokardu [3,5].
Cielom na8ej Studie bolo zhodnotit terapeuticky ucinok molekularneho vodika na rozvoj
zacCiato¢ného Stadia srdcového zlyhavania indukovaného podavanim izoproterenolu. Na
posudenie jeho kardioprotektivneho ucinku sme analyzovali parametre poskodenia myokardu,
oxidaéného stresu a zapalovej odpovede.
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