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Sekcia: Biochémia a bunkova bioldgia

Laktoferin ako spojenec proti nakaze SARS-CoV-2

Babulic Patrik!, Ondrovi¢ova Gabriela®, Pevala Vladimir', Bauer Jacob', Skrabana
Rostislav?, Leksa Vladimir?

1Ustav molekularnej bioldgie SAV, v. v. i., Dubravska cesta 21, 84551 Bratislava,
Slovensko

2Neuroimunologicky ustav SAV, v. v. i., Dubravska cesta 9, 84510 Bratislava,
Slovensko

Koronavirus SARS-CoV-2 spbsobil globalnu pandémiu Covidu-19 [1]. Dnes napriek dostupne;j
vakcinacii stale predstavuje potencialne nebezpeéenstvo pre vybrané skupiny fudi. Prave
preto pokraCuje snaha najst vhodné doplnkové molekuly s terapeutickym u€inkom. Virién
SARS-CoV-2 sa viaze pomocou Spike proteinu na receptor ACE2 hostitelskej bunky.
Nasledne je Spike protein Stiepeny serinovymi protedzami hostitelskej bunky na dve
podjednotky S1 a S2. Podjednotka S1 je zodpovedna za vazbu na ACE2 a S2 je zodpovedna
za fuziu s membranou hostitel'skej bunky. Inhibiciou TMPRSS2, hlavnou serinovou proteazou
Stiepiacou Spike protein, doslo k poklesu infekcie SARS-CoV-2 do hostitelskych buniek [2].

Jednou zo sfubnych kandidatnych terapeutickych molekul je laktoferin (LF). Ide o glykoprotein
nachadzajuci sa predovSetkym v materskom mlieku a inych telovych tekutinach [3]. Laktoferin
a laktofericin (LFC), bioaktivny peptid, ktory sa prirodzene odstepuje z N-konca LF, znizuju
mieru infekcie do hostitelskych buniek. Inhibiciou serinovej proteazy TMPRSS2, LFC znizil
mieru infekcie hostitelskych buniek. Samotny LF neinhiboval TMPRSS2, no napriek tomu
znizil mieru infekcie [4]. V in silico experimentoch bola navrhnuta moznost priamej interakcie
medzi LF a Spike proteinom [5].

Cielom nasej prace bolo overit tito moznu priamu interakciu. Pomocou protein-proteinovych
vazobnych analyz sme potvrdili, ze po pridani LF k Spike proteinu, ako aj k receptor viazucej
doméne (RBD) spike proteinu dochadza k inhibicii vazby na receptor ACE2, na heparan sulfat
proteoglykany a na albumin z fudského séra. Testovali sme Gcinok fudského a bovinného LF,
pricom sme pozorovali rozdiely v intenzite ich uc€inku. Nasledne sme pomocou peptidov
odvodenych zo sekvencie LF zistili, ze najsignifikantnejsi pokles signalu zo Spike proteinu bol
pri pouziti peptidu z N-konca proteinu LF. Pomocou dvojrozmernej BN/SDS PAGE
elektroforézy sme pozorovali nové proteinové signaly vo vzorkach komplexu RBD:LF
(molarny pomer 2:1). Tento komplex sme v druhom rozmere rozdelili na jednotlivé proteiny,
pricom oba proteinové signaly sa nachadzali pod sebou, ¢o potvrdzuje tvorbu komplexu [6].
Presné interakéné miesto sme sa rozhodli zistit pomocou proteinovej krystalizacie a naslednej
rontgenovej difrakénej analyzy.

V krystalizacii proteinového komplexu pokracujeme, doposial sme boli schopni
vykrystalizovat ludsky rekombinantny LF exprimovany v ryZi, ktorého Struktura este nebola
stanovena. Pomocou softwarového balika CCP4 sme definovali a vyrieSili Struktaru, ktord sme
pouzili ako zaklad pre molekulové simulacie vyuzitim softwaru ClusPro. Z proteinovej
databazy PDB sme vybrali 3 Struktury Spike proteinu (6VSB; 6VYB; 6VXX) a vygenerovali
sme 10 predikcii pre kazdu kombinaciu. Okrem toho sme vygenerovali predikcie pre dalich
12 Struktur LF zahrnujucich aj LF z réznych druhov zvierat, dosahujuc celkovy pocet 390
predikcii. Pomocou softwaru PyMol sme vizualizovali tieto predikcie a vyselektovali tie, ktoré
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spinali vopred stanovené podmienky. Nasledne sme tieto predikcie analyzovali v softwari
PDBePISA, aby sme zistili, ktoré aminokyseliny sa nachadzaju v interakcnom mieste. Vacsina
predikcii ukazala, Ze LF interaguje pomocou N-terminalnej domény s S1 podjednotkou Spike
proteinu. Tento vysledok je v sulade s nasimi vysledkami v in vitro experimentoch.

V buducnosti sa zameriame na peptidy LFC z réznych druhov zvierat a na ich vzajomné
odlidnosti v schopnosti inhibicie vazby Spike proteinu s receptorom ACE2, vdaka ¢omu
chceme navrhnuat optimalny/e peptid/y, ktoré by boli vyuzité v in vitro experimentoch.

Tento projekt bol podporeny grantami: Plan obnovy 09103-03-V02-00047; Doktogrant
APP0655; APVV-20-0513 VEGA 01/0426/24

[11Wu F, Zhao S, Yu B, et al. Nature. 2020 Apr;580(7803):E7

[2] Hoffmann M, Kleine-Weber H, Schroeder S, et al.. Cell. 2020;181(2):271-280.e8

[3] Ohradanova-Repic A, Prazenicova R, Gebetsberger L, et al. Pharmaceutics.
2023;15(4):1056

[4] Ohradanova-Repic A, Skrabana R, Gebetsberger L, et al. Front Immunol.
2022;13:958581

[5] Campione E, Lanna C, Cosio T, et al. 2021;12:666600

[6] Babulic P, Cehlar O, Ondrovicova G, et al. Pharmaceuticals (Basel). 2024;17(8):1021
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MikroRNA 133b ako regulator metabolizmu a proliferacie HCT 116
buniek karcindmu hrubého €reva

Babulicova Jana', Balaz Miroslav', Ukropec Jozef', Ukropcova Barbara'?, Kurdiova
Timea '

1Ustav experimentalnej endokrinolégie, Biomedicinske centrum Slovenske;
akadémie vied, Dubravska cesta 9, 845 05 Bratislava, Slovensko

2Jstav patologickej fyzioldgie, Lekarska fakulta Univerzity Komenského, Sasinkova
4, 811 08 Bratislava, Slovensko

MikroRNA 133b (miR-133b) je svalovo-Specifickd mikroRNA, ktora sa podiela na diferenciacii
a regeneracii kostrového svalstva. Okrem fyziologickych funkcii zohrava miR-133b ulohu aj v
progresii nadorovych ochoreni, vratane kolorektalneho karcindmu, kde je znizena v porovnani
s okolitym zdravym epitelom [1]. ZniZenie miR-133b je asociované so zvysSenou invazivitou a
metastatickym potencialom buniek [2]. V naSich experimentoch sme skimali u¢inok miR-133b
na nadorovu liniu HCT 116 s cielom objasnit jej funkciu v regulacii proliferacie a bunkového
metabolizmu.

Nadorové bunky HCT 116 sme transfekovali s miR-133b mimikom (30nM), inhibitorom (50nM)
alebo s ich prislusnymi negativnymi kontrolami. Stanovili sme mieru bunkovej proliferacie
vyuzitim BrdU a MTT eseji v Case Oh, 24h, 48h a 72h po transfekcii. Metabolické parametre
glykolyzy a mitochondrialnej respiracie boli stanovené pomocou Seahorse XF Analyzéru.
Spotreba glukézy a tvorba laktatu bola stanovena z bunkového média 48h po transfekcii.
Expresia vybranych génov zapojenych do proliferacie a apoptézy (HDAC4, IL-6, IL-8, LIF,
SIRT1, SRF, TIMP1, TP53), metabolizmu (CS, PRKAA1) a angiogenézy (VEGF), bola
stanovena pomocou qPCR.

Proliferacia buniek HCT 116 sa po pridani miR-133b znizila po 72 h od transfekcie (BrdU,
MTT, p<0.01). Tento efekt bol sprevadzany znizenym vychytavanim glukézy z média
(p<0.001) bez zmeny tvorby laktatu. Pozorovali sme aj pokles bazalnej glykolyzy, sprevadzany
zvysenim glykolytickej rezervy (p<0.001). Znizenie sme zaznamenali aj pri bazalnej spotrebe
kyslika, ako aj pri respiracii spojenej s tvorbou ATP (p<0.05), za sucasného zvySenia
maximalnej respiracie (p<0.01) a rezervy respiracnej kapacity (p<0.001). Expresia génov sa
znizila pre SIRT1 a TP53 (p<0.01), zatial ¢o expresia HDAC4, LIF a SRF bola zvySena
(p<0.001). V pripade IL-6, IL-8, TIMP1, CS, PRKAA1 a VEGF mRNA sme nepozorovali ziadne
zmeny.

Inhibicia miR-133b neovplyvnila proliferaciu buniek, pravdepodobne v désledku jej nizkej
bazalnej hladiny v HCT 116. Mierne zvySenie glukézovej spotreby z média (p<0.05) bolo
sprevadzané zvySenou maximalnou respiraciou, ako aj vyS§Sou rezervou respiracnej kapacity
(p<0.01). Génova expresia odhalila zvySenie TP53, SRF a VEGF mRNA (p<0.05).

Ziskané vysledky naznaduju, ze miR-133b funguje ako supresor proliferacie nadorovych
buniek karcindomu hrubého €reva a ovplyviiuje ich metabolicky profil, najma znizenim
bazalneho metabolizmu bez ovplyvnenia ich metabolickej rezervy. Tento efekt méze byt
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sprostredkovany regulaciou transkripénych faktorov (SRF), deacetylaz (SIRT1, HDAC4) a
genov spojenych s proliferaciou a apoptézou (p53, LIF).

Tento projekt bol podporeny grantmi VEGA-2/0144/23, APVV 19-0411 a APVV 23-0604.

[1] Lv L.; Zhou J.; Lin C. Oncol. Lett. 2015, 10:907-912.
[2] Wang X.; Bu J.; Liu X. Oncotarget. 2017, 8:63935-63948.
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Stadium potencialnych zmien v bunkovych procesoch po
ovplyvneni novosyntetizovanymi zlu¢eninami na leukemickych
bunkovych liniach s r6znou expresiou P-glykoproteinu

Dostalkova Natalia

FCHPT STU, Radlinského 9, 81237 Bratislava, Slovensko

Akutna myeloidna leukémia (AML) je zavazné ochorenie krvi postihujuce najma starSich
dospelych, charakteristické vysokou biologickou variabilitou. Vyznamnou prekazkou v lieCbe
AML je viacliekova rezistencia, Casto sprostredkovana nadexpresiou P-glykoproteinu (P-gp),
ktory znizuje u€innost chemoterapie aktivnym vylu€ovanim cytotoxickych latok z buniek.
Klinické vyuzitie inhibitorov P-gp je vSak obmedzené pre ich neziaduce ucinky. V poslednych
rokoch sa preto pozornost sustreduje na prirodné latky a zname lieCiva s potencialom
modulovat tuto rezistenciu. Jednym zo sfubnych kandidatov je amantadin — lipofilna zlu¢enina
povodne ur€ena na lie€bu chripky a Parkinsonovej choroby. Tato praca skuma ucinok jeho
derivatov na viacliekovu rezistenciu pri AML.

V experimentalnej Casti bola hodnotena cytotoxicita dvoch derivatov amantadinu (E-A1 a E-
A2) na AML bunkovych liniach (leukémie (SKM-1, SKM-1/VCR, MOLM-13, MOLM-13/VCR) a
zdravych embryonalnych kardiomyocytoch potkana (H9C2) pomocou testu MTT. E-A1
nevykazoval vyznamnu cytotoxicitu, ¢o sa pripisuje jeho slabej rozpustnosti (overenej
pomocou fluorescencnej mikroskopie), nizkej bunkovej priepustnosti a nepolarnej strukture.
Oproti tomu E-A2 preukazal vyrazny cytotoxicky ucinok, najma pri vysSich koncentraciach,
pricom jeho ucinnost suvisela s lepSou rozpustnostou a moznou tvorbou aktivnych
metabolitov. Derivat E-A2 vykazoval Specifickejsi u¢inok na AML bunky, dravé kardiomyocyty
boli ovplyvnené minimalne.

Cytometricka analyza ukazala, ze E-A2 indukuje najma nekrdézu leukemickych buniek, ¢o
poukazuje na nevratné poskodenie bunkovych Struktar. Najvyraznejsi efekt bol pozorovany
pri rezistentnej linii SKM-1/VCR. Analyza retencie kalceinu preukazala, ze E-A2 neinhibuje P-
gp a pravdepodobne nie je jeho substratom, kedze fluorescenény signal zostaval stabilny vo
vSetkych liniach, na rozdiel od pozitivnej kontroly tariquidaru.

Western blot analyza potvrdila expresiu P-gp vyhradne v rezistentnych liniach, s vySSou
hladinou u SKM-1/VCR. Derivat E-A2 zaroven indukoval expresiu LC3B a lipidovaného LC3-
I, €o poukazuje na aktivaciu autofagie, najma v nerezistentnych bunkach. Dominantny vyskyt
nekrozy vSak naznacuje, Ze ide skér o neuplny alebo naruseny proces autofagie, spojeny so
stresom a poskodenim bunkovych membran a mitochondrii.

Pomocou real-time PCR bola zaznamenana zvySena expresia génu TP53, najma v
rezistentnych liniach, €¢o poukazuje na bunkovu stresovu odpoved. Paralelne doSlo aj k
zvySeniu expresie anti-apoptotického génu BCL-2, pricom v SKM-1/VCR stupla aj expresia
BAX. Vysledny pomer BAX/BCL-2 potvrdil prevahu anti-apoptotickych mechanizmov v
rezistentnych bunkach a pro-apoptotickych drah v nerezistentnych. V pripade MOLM-13 boli
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vysledky variabilnejSie. Mierne zvySenie expresie ABCB1 pri nizSich koncentraciach E-A2 v
nerezistentnych liniach naznacuje adaptivhu odpoved na pritomnost cudzej latky.

Tato zavere€na praca vznikla s podporou projektov: grant VEGA-2/0030/23 a
VEGA2/0046/24.

(1) Wachter, F. a Pikman, Y., 2024. Pathophysiology of Acute Myeloid Leukemia. Acta
Haematologica, 147(2), pp.229-246. doi:10.1159/000536152.

(2) Pilotto Heming, C., Muriithi, W., Wanjiku Macharia, L., Niemeyer Filho, P., Moura-Neto,
V., Aran, V., 2022. P-glycoprotein and cancer: What do we currently know? Heliyon. 8(10),
e11171. doi: 10.1016/j.heliyon.2022.e11171

(3) U.S. National Library of Medicine, n.d. Amantadine. National Center for Biotechnology
Information. PubChem Compound Database.
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Vplyv kyseliny valproovej na biosyntézu fosfatidylglycerolu v
bunkach A549

Duriova Ivana, Balazova Maria

Centrum biovied SAV v.v.i., Ustav biochémie a genetiky ZivoCichov, Oddelenie biomembran,
Dubravska cesta 9, 840 05 Bratislava, Slovenska republika

Plucny surfaktant sa podiela na vymene plynov znizovanim povrchového napéatia pocas
nadychu a zabrafiovanim alveolarnemu kolapsu pocas vydychu. Okrem svojej mechanickej
ulohy ma aj imunoregulacné vlastnosti. Dokaze potlacat nadmernu zapalovu odpoved v
plucach, ktora vedie k roznym fyziologickym porucham. Jednou zo zloziek tejto obrannej
reakcie je fosfolipid znamy ako fosfatidylglycerol (PG). Pomaha predchadzat neadekvatne
silnym zapalovym stavom, ktoré zhorSuju alveolarnu vymenu plynov. PoCas bakterialnych
infekcii PG sutazi s lipopolysacharidom (LPS) o vazbové miesto na receptore TLR4, &im
narusa LPS-sprostredkovanu aktivaciu tohto receptorového systému. Tymto mechanizmom
zohrava PG zasadnu ulohu v bunkovej odpovedi na patogény, pretoze brani tvorbe
zapalovych cytokinov ako tumor nekrotizujuci faktor a (TNFa) alebo interleukin 8 (IL-8), a tym
timi zapal. Tento protizapalovy efekt je sfubny najma pre pacientov trpiacich syndrdmom
akutnej respiracnej tiesne (ARDS), ktory vznika ako désledok nadmernej imunitnej reakcie.
Zvysené koncentracie cytokinov mbzu spdsobit’ tzv. cytokinovu burku, ktora vyrazne zvySuje
riziko zlyhania viacerych organov a naslednej smrti.

Jednym z potencialnych regulatorov hladiny PG v bunkach je kyselina valproova (VPA). Ide o
lieCivo, ktoré sa uz viac nez polstoroCie pouziva pri terapii epilepsie a bipolarnej poruchy. VPA
vykazuje Siroké spektrum ucinkov na bunkové procesy, pricom jeho presny molekularny
mechanizmus pbésobenia zostava stale nelplne objasneny. Medzi jeho zname ucinky patri aj
nepriamy zasah do biosyntézy fosfolipidov v kvasinkach. Podavanie VPA vedie k znizeniu
intracelularnej koncentracie inozitolu prostrednictvom inhibicie enzymu myo-inozitolsyntazy
(MIPS), ktory predstavuje limitujuci krok v drahe de novo syntézy inozitolu. Znizenie hladiny
inozitolu nasledne vedie k aktivacii syntazy Pgs1 prostrednictvom jej defosforylacie, €o
spbsobuje narast PG v bunke. Napriek tymto poznatkom zatial nie je preskimany uc¢inok VPA
na syntézu PG v fudskych bunkach.

Zvysenie koncentracie PG v plucnom surfaktante by malo zamedzit neprimeranej imunitne;j
reakcie buniek. Jednou z moznosti, ako navysit mnozstvo PG, je aplikacia surfaktantu priamo
do alveol pacientov, ¢o v8ak predstavuje technicky naro¢ny zasah. Z tohto dévodu sme sa
rozhodli otestovat alternativny pristup, ovplyvnit biosyntézu PG pomocou podania VPA do
ludskej nadorovej linii buniek A549.

Nasim prvotnym cielom bolo Studovat schopnost VPA zvysit hladinu PG v bunkach a v médiu.
Zarovenn sme skumali vplyv VPA na zlozenie molekularych druhov fosfolipidov
nachadzajucich sa v kultivaénom médiu. Nakoniec sme sledovali ako médium z ovplyvnenych
buniek A549 timi zapal v makrofagoch U937.

Tato praca vznikla s podporou VEGA 2/0030/22, SAS-NSTC/JRP/2023/773/LipAl, APVV-
20-0129 a DOKTOGRANT APP0506.
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The effect of mutations in the N-terminal region on the stability and
structure of the human ryanodine receptor 2 and their association
with cardiac arrhythmias

Hromadkova Terézia'2, Vladena Bauerova Hlinkova', Jacob Bauer’
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republika, ?Prirodovedecka fakulta, Katedra gentiky, Mlynska dolina, llkovi¢ova 6, 842 15
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The regulation in human cardiac muscle cells is primarily mediated by the human ryanodine
receptor 2 (hRyR2). hRyR2 is a large Ca2+ channel that mediates the transfer of Ca2+ from
the sarcoplasmic reticulum to the cytosol of cardiomyocytes. hRyR2 consists of four
monomers, each composed of 10 domains. In the N-terminal domain (NTD), where
approximately 70 point mutations associated with arrhythmias have been identified. Mutations
in the NTD cause several cardiologic disorders, primarily CPVT1 and ARVC/D2. In our study,
we focused on the biophysical characterization of hRyR2 NTD in its wild-type and mutant
forms. We successfully expressed and purified wild-type and M81L and L433P mutant
fragments of the hRyR2 NTD. We also verified their fold by CD spectroscopy and determined
their thermal stability by nanoDSF. We found that the M81L mutation increases the thermal
stability and the L433P mutation reduces the solubility of hRyR2 NTD, affects its oligomeric
state, and alters the structure of this domain.

VEGA 2/0081/24
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Vplyv cisplatiny na viabilitu mysSich leukemickych buniek
exprimujucich a neexprimujucich P-glykoprotein

Krepop Jakub', Mario Seres', Zdena Sulova’, Albert Breier?, Lucia Pavlikova'

1Ustav molekularnej fyzioldgie a genetiky, Centrum biovied, Slovenska akadémia vied,
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Viacliekova rezistencia (MDR) je jednou z hlavnych prekazok pri chemoterapeutickej lieCbe
nadorovych ochoreni. Nadorové bunky s viacliekovo rezistentnym fenotypom nereaguju na
Siroké spektrum chemoterapeutik, ktoré sa liSia molekularnou Struktirou a mechanizmom
ucinku. MDR fenotyp je suhrou mnohych mechanizmov, medzi naj¢astejSie pozorované patria
nadmerna expresia membranovych efluxnych pump z rodiny ABC transportérov, zmeny v
metabolickych drdhach, zmeny v expresii regulaénych proteinov bunkového cyklu, autofagie
a apoptozy. V prace sme sa zamerali na sledovanie vplyv chemoterapeutika prvej generacie-
cisplatiny na viabilitu a spbdsob bunkovej smrti leukemickych buniek. Ako model sme pouzili
mysSiu leukemicku bunkovu liniu L1210, materské bunky neexprimujuce P-gp (S) a z nich
odvodené bunky exprimijuce P-gp: rezistentné na vinkristin (R), imatininb (Sima) a docetaxel
(Sdoce). R a Sima bunky maju zvySenu senzitivitu voci cisplatine v porovnani s S a Sdoce
bunkami. ZvySena senzitivita R a Sima buniek je pravdepodobne spojena so znizenou
expresiou antiapoptického proteinu Bcl-XL v tychto bunkach. Co potvrdila aj kultivacia S a
Sdoce buniek v pritomnosti inhibitora Bcl-XL, ktory zvySil senzitivitu tychto buniek vodi
cisplatine.

Klucové slova: viacliekova rezistencia, anti- a pro-apoptické proteiny, autofagia, ALL

Podakovanie: Tato praca vznikla s podporou grantov VEGA-2/0141/22, VEGA-2/0030/23 a
VEGA-2/0046/24
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Ako fosforylacia ovplyviiuje viastnosti mitochondrialneho Saperénu
Trap1
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Uvod a formulacia ciela

Mitochondrialny Saperdn Trap1 je vyznamnym regulatorom mitochondrialnej a tym aj bunkove;j
homeostazy. Svojou aktivitou Trap1 pomaha skladat' klientske proteiny do aktivnej formy a
ochranuje ich pred denaturaciou a agregaciou. Trap1 tak ovplyviuje ¢innost desiatok réznych
druhov proteinov, ktoré su su€astou energetického metabolizmu, integrity mitochondrialnej
membrany, apoptdzy, ochrany pred stresovymi faktormi a inych biologickych procesov [1 — 3].

V pripade deregulacie jeho aktivity sa Trap1 podiefa aj na patologickych procesoch. Nadmerna
aktivita tohto Saperénu bola pozorovana vo viacerych typoch nadorovych buniek, ktoré jeho
cytoprotektivne schopnosti vyuzivaju na prispOsobenie sa nehostinnym podmienkam
hostitelského organizmu a na vyhybanie sa apoptéze. ZvySenu aktivitu Trap1 mdzu nadorové
bunky dosahovat aj posttranslaénymi modifikaciami, ktoré menia vlastnosti cielovych
proteinov. Z posttranslaénych Uprav proteinov je naj¢astejSou fosforylacia, schopna rychlo,
efektivne a reverzibilne modulovat' vlastnosti proteinov. Aj v pripade Trap1 boli pozorované
posttranslacne modifikované, a to najma fosforylované verzie tohto proteinu vo viacerych
druhoch nadorovych buniek [4 — 6].

V ramci tejto Studie sme sa preto zamerali na analyzu vplyvu fosforylacie na vlastnosti Trap1,
pricom predmetom nasho skimania sa stali fosfo-verzie Trap1 vyskytujuce sa vo vzorkach
nadorovych buniek.

Vysledky a diskusia

Pomocou metddy ortogonalneho translaéného systému (OTS) sa nam podarilo pripravit a
izolovat vSetky tri fosforylované verzie proteinu Trap1, vratane dvoch fosfo—serinovych
mutantov pS511 a pS568 a jednej fosfo-mimikujucej verzie pCMF-Y498 v dostatoénom
mnozstve potrebnom na dalSie analyzy [7 — 8].

Signifikantny vplyv fosforylacie na vlastnosti Trap1 sme zaznamenali najmd pri analyze
Saperonovej udrZiavacej aktivity, pomocou ktorej Saperény zachovavaju klientske proteiny v
aktivnej forme a chrania ich pred agregaciou aj v Ciasto¢ne denaturacnych podmienkach.
Uginok fosforylacie na vlastnosti Trap1 sa ligil v pripade interakcii s réznymi klientskymi
proteinmi, no vo vSeobecnosti sme pozorovali zvySenu aktivitu fosfoserinovych mutantov
pS568 a pS511 v porovnani s divym typom, zatial ¢o fosfotyrozinova verzia pCMF-Y498,
vykazovala podobnu Saperénovu aktivitu v porovnani s divym typom cielového proteinu.
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V pripade efektu Trap1 na enzymovu aktivitu glukéza-6-fosfat dehydrogenazy (G6PDH) sme
pozorovali az trojnasobnu mieru aktivity fosfo-verzie pS568 a dvojnasobnu mieru aktivity
pS511 v porovnani s divym typom.

Dalsim krokom v ramci predmetnej $tudie bude analyza refoldazovej a ATP-azovej aktivity
Trap1 ako aj analyza vplyvu vybranych inhibitorov na funkciu tohto proteinu.

Zaver

V ramci tejto Studie sa nam podarilo UspeSne pripravit tri fosforylované verzie
mitochondridlneho Saperdnu Trap1, ktoré sa podlfa databazy PhosphoSitePlus vyskytuju v
ludskych nadoroch, a u ktorych sa na zaklade doterajSich poznatkov predpokladala zvy$ena
aktivita predmetného proteinu. Pripravené fosfo-mutanty proteinu Trap1 sa nam podarilo
izolovat a purifikovat' v dostato€nom mnoZstve a Cistote na analyzu ich vlastnosti. Na zaklade
porovnania vlastnosti spomenutych fosfoserinovych verzii s divym typom Trap1 sme potvrdili
hypotézu o ich zvySenej Saperénovej aktivite. Potvrdili sme tak zasadny vplyv fosforylacie na
vlastnosti proteinov, ako aj signifikantny vplyv miesta fosforylacie v ramci cielového proteinu.

Tato praca bola podporena Vedeckou grantovou agentirou MSVVaM SR a SAV (VEGA 2-
0069-23).
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Chinolizidinovy alkaloid — kryptopleurin, a jeho vplyv na leukemické
bunky

Takad&ova Lubomira, Spaldova Jana, Sofrankova Lucia

FCHPT STU, Radlinského 9, 81237 Bratislava, Slovensko

Chinolizidiny su prirodné alkaloidy, vyskytujuce sa prevazne v ramci ¢elade Leguminosae a v
rode Lupinus a Sophora(1). Ich charakteristicka Struktura pozostava z dvoch kondenzovanych
Sest¢lankov, ktoré zdielaju atém dusiku a maju rozmanité spektrum bocnych substituentov(2).
Medzi fenantrochinolizidiny patri aj kryptopleurin. O tento prirodny alkaloid vzrastol zaujem po
objaveni pre jeho anti-ameobicidne, anti-virusové a protizapalové ucinky. Presny
mechanizmus ucinku kryptopleurinu nie je doposial pochopeny, ale predpoklada sa, ze pbsobi
inhibiCne na syntézu proteinov, taktiez inhibuje HIF-1, tymidylatsyntazy a dihydrofolat
reduktazy. V suvislosti s kryptopleurinom bol popisany aj utim signalnych drah, ako napr. NF-
KB, ako aj regulacnych proteinov bunkového cyklu(3,4). Vdaka tymto vlastnostiam je to sfubna
latka pri terapii akutnej myeloidnej leukémii (AML) aj pri bunkach s viacliekovou rezistenciou
(MDR)(5). AML je maligne ochorenie, postihujuce deti a dospelych, ku ktorému dochadza pri
chybe v regulaénych procesov v myeloidnej vetve krvotvornych buniek. Nasledkom tejto
poruchy je ich nespravna diferenciacia a nekontrolovatelna proliferacia(6).

Preto sme pri nasej praci ako experimentalny model vyuzili fudské bunkové linie SKM-1 a
MOLM-13 a mySaciu malignu bunkovu liniu akutnej lymfocytovej leukémie L1210 . Taktiez sme
vyuzili aj ich sublinie SKM-1/VCR a MOLM-13/VCR, R a T vyznalujuce sa expresiou P-
glykoproteinu. VSetky linie sme inkubovali s kryptopleurinom v koncentraénom rozpati od 0,25
az 2,5 ng/ml po€as 24 a 48 hodin. V praci sme sa venovali aj vplyvu kryptopleurinu na
nerakovinové bunkové linie. Jeho cytotoxicitu sme zistovali pomocou MTT metddy, pri¢om na
jej overenie sme vyuzili elektroforézu DNA (pozorovali sme vznik typickych apoptotickych
rebrikov). Nasledne sme sa v praci venovali aj sledovaniu expresie vybranych génov
zapojenych do apoptézy po ovplyvneni kryptopleurinom s vyuzitim RT-PCR reakcie a zaroven
na sme pozorovali zmenu expresie génov pomocou qPCR a Western blotu.

Pri sledovani typu bunkovej smrti sme zistili, ze vacsia ¢ast populacie bunkovej linie SKM-1,
MOLM-13 a L1210 spadala medzi apoptotické alebo nekrotické, pri€om sme nasli zavislost
medzi zvySujucou sa koncentraciou kryptopleurinu a viabilitou buniek. Pri RT-PCR reakciach
sme pozorovali zvySenu expresiu pro-apoptotickych génov so zvysSujucou sa koncentraciou
kryptopleurinu a s jeho dobou inkubacie. Naopak, expresia anti-apoptotickych génov klesala
alebo sa vyrazne nemenila. Kaspazy, ktoré su zapojené v apoptickych drahach menovite casp-
3,-8 a -9, sme dalej sledovali aj pomocou qPCR a Western blot analyzy na bunkovych liniach
L1210, kde sme zistili najvyraznejSie zmeny expresie génov kaspaz-8 a -9 a to hlavne po
ovplyvneni najvyssimi koncentraciami kryptopleurinu (1 a 2,5 ng/ml).

Tato praca vznikla s podporou grantov VEGA 2/0171/21, VEGA 2/0030/23, VEGA2/0046/24,
APVV-19-0093 a APVV-19-0094.
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Extracelularne vezikuly (EVs) su membranov obalené €astice uvolfiované vSetkymi bunkami,
ktoré ulahuju komunikaciu. EVs prenasaju rozne molekularne cargo vratane DNA, RNA,
proteinov, lipidov a metabolitov, ktoré sa prenasaju do inych buniek. Su €oraz viac uznavané
ako regulatory rezistencie na protinadorové lie€iva, ktoré mézu menit interakcie v ramci
nadorového mikroprostredia (TME) [1]. Okrem toho sa EV vdaka svojej pritomnosti v
biologickych tekutinach pacientov s rakovinou stavaju potencialnymi biomarkermi na
monitorovanie lieCby a hodnotenie progndzy. Su tiez sfubnym nastrojom na cielené podavanie
lieCiv, ktory umozriuje obist mechanizmy rezistencie [2].

Rezistencia na hypometylacné latky (HMAs), ako su 5-azacitidin (AZA) a 5-aza-2'-
deoxycytidin (DAC), predstavuje vyznamny problém pri lieCbe hematologickych malignit
vratane myelodysplastickych syndromov a akutnej myeloidnej leukémie (AML). Tieto latky
posobia tak, ze inhibuju metyltransferazy DNA, €o vedie k hypometylacii DNA, ktora reaktivuje
umi¢ané tumor supresorové gény a indukuje smrt' nadorovych buniek [3].

Cielom tejto prace je preskumat ulohu EVs pri vzniku rezistencie na hypometylaéné latky. Ako
experimentalny model sme v tejto studii pouzili fudskd bunkovu liniu akutnej myeloidnej
leukémie SKM-1, z ktorej boli v naSom laboratériu dlhodobou kultivaciou v pritomnosti AZA a
DAC vytvorené bunkové sublinie rezistentné voci AZA respektive DAC.

V prvej Casti sme sa zamerali na porovnanie rédznych metdd izolacie extracelularnych vezikul,
pricom sme porovnavali izolaciu EV pomocou 1. komeréne dostupného Total Exosome
Isolation Reagent, 2. PEG (polyetylénglykol), 3. Amicon (MERCK) a 4. exoEASY kit (Qlagen).
Na posudenie velkosti a poctu izolovanych EV sa pouZil analyzator velkosti nanocastic,
fenotypova charakterizacia izolovanych castic sa vykonala pomocou MACSPlex a na
sledovanie vybranych markerov EV sa pouzila Western Blot analyza.

Nasledne sme sa zamerali na sledovanie vplyvu EV z rezistentnych buniek na viabilitu
senzitivnej bunkovej linie SKM-1 pomocou troch réznych kultivanych metdd: kultivacia s
pouzitim Millicell® hanging cell culture inserts, kultivacia v kondicionovanom médiu a kultivacia
s pridavkom izolovanych EVs. Viabilita buniek SKM-1 po 72 hodinach kultivacie s réznymi
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koncentraciami AZA a DAC sa stanovila ako percento viability kontrolnych buniek pomocou
testu bunkovej proliferacie CellTiter 96® AQueous one solution (MTS test).

Tato praca bola financovana EU NextGenerationEU prostrednictvom Planu obnovy a
odolnosti SR v ramci projektu €. 09103-03-V02-00020 a podporena grantami vedeckej
grantovej agentury Ministerstva 8kolstva, vyskumu, vyvoja a mladezZe Slovenskej republiky a
Slovenskej akadémie vied (VEGA2/0016/22).
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Neuropeptidy a ich receptory u kliest'ov Ixodes ricinus
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KlieSte patria k najdblezitejSim prenasadom rdéznych patogénov vratane virusov, baktérii a
prvokov, ktoré predstavuju vazne hrozby pre zdravie ludi a zvierat na celom svete. So stale
sa zvysujucim vyskytom klieStov a ich Sirenim do novych oblasti sa oCakava aj narast poctu
ochoreni prenadanych klieStami. Pochopenie mechanizmov, ktoré riadia fyzioldgiu kliedtov a
prenos patogénov, je preto kfu€ové pre vyvoj novych stratégii proti chorobam prenasanym
kliestami.

Neuropeptidy su bioaktivne latky rozSirené v celej ZivoCiSnej riSi a predstavuju jednu z
najrozmanitejSich skupin signalnych molekul z hfadiska Struktary a funkcie. Su nevyhnutnou
sucastou regulacie mnohych procesov vratane rastu, vyvoja, rozmnozovania, metabolizmu
alebo travenia u hmyzu. Napriek rozsiahlemu vyskumu vSak stdle nemame dostatok
informacii o funkcii tychto neuropeptidov u prenasacov patogénov, ako su klieste. V tejto praci
sa zameriavame na identifikaciu a funkénu analyzu vybranych neuropeptidov a ich receptorov
u kliedta Ixodes ricinus s vyuzitim réznych metdd, ako je molekularne klonovanie, bioanalyza
receptorov na baze aequorinu, imunohistochemické farbenie, in situ hybridizacia, RT-qPCR a
RNA interferencia.

Dakujeme slovenskym grantovym agenttram za finanént podporu projektov: VEGA-
2/0037/23, APVV-21-0431 a APVV-23-0168

1. Apanaskevich, D. A., Oliver, J. H., Sonenshine, D. E., & Roe, R. M. (2014). Life cycles and natural
history of ticks. Biology of ticks, 1, 59-73.

2. Dautel, H., Dippel, C., Kdmmer, D., Werkhausen, A., & Kahl, O. (2008). Winter activity of Ixodes
ricinus in a Berlin forest. International Journal of Medical Microbiology, 298, 50-54.

3. Estrada-Pefa, A., Venzal, J. M., Kocan, K. M., & Sonenshine, D. E. (2008). Overview: ticks as
vectors of pathogens that cause disease in humans and animals.
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LATS2 je délezity regulator funkcie hnedych adipocytov, ktory
moduluje aktivitu PPARy

Jancovicova Alzbeta’, Urminsky Roman’, PaleSova Natalia', Petriskova Livia',
Makovicky Peter', Balazova Lucia', Wolfrum Christian?, Balaz Miroslav'-?

!Biomedicinske centrum Slovenskej akadémie vied, v. v. i., Oddelenie vyskumu portch
metabolizmu, Dubravska cesta 9, 845 05 Bratislava, Slovenska republika

?Institute of Food, Nutrition and Health, ETH Zurich, Schorenstrasse 16, 8603,
Schwerzenbach, évajéiarsko

3Katedra zivogisnej fyziologie a etoldgie, Prirodovedecka fakulta, Univerzita Komenského,
llkovi€ova 6, 842 15, Bratislava, Slovenska republika

Tukové tkanivo cicavcov pozostava z dvoch morfologicky a funk&ne odliSnych typov — bieleho
a hnedého tukového tkaniva. Zatial' Co biele tukové tkanivo predstavuje hlavné energetické
depo, hnedé tukové tkanivo premiefia ulozenu energiu na teplo prostrednictvom netriaskovej
termogenézy. Vzhladom na jeho schopnost zvySovat energeticky vydaj je hnedé tukové
tkanivo povazované za perspektivny terapeuticky ciel v boji proti metabolickym ochoreniam
[1]. V naSom predchadzajucom vyskume sme ukazali, ze Hippo signalna draha zohrava
dolezitu ulohu v kontrole aktivity hnedych tukovych buniek [2]. Aktivacia tejto drahy vedie k
fosforylacii transkripénych koregulatorov YAP1 a TAZ prostrednictvom Velkych
tumorsupresorovych kinaz LATS1 a LATS2, ¢o vedie k ich inaktivacii a degradacii. Naopak,
inhibicia Hippo drahy umozriuje akumulaciu nefosforylovanych foriem YAP1/TAZ v jadre, kde
ovplyvhuju expresiu ciefovych génov [3]. Zatial ¢o funkcia TAZ ako represora PPARYy,
kfu€ového transkripéného faktora regulujuceho funkciu hnedého tuku, uz bola preukazana,
uloha LATS kinaz zostava neobjasnena. Cielom nasej Studie je preto skumat funkény vyznam
LATS kinaz v kontexte regulacie termogénnej aktivity hnedého tuku [4].

Na Stadium ulohy kinaz LATS1 a LATS2 v regulacii funkcie hnedych adipocytov sme vyuzili in
vitro model imortalizovanych mySich hnedych adipocytov, v ktorom sme cielene potlacili
expresiu Lats1, Lats2 a ich kombinaciu (Lats1&2) pomocou transfekcie Specifickych siRNA,
pricom sme sledovali vplyv na expresiu Specifickych markerov hnedych adipocytov, a
v8eobecnych markerov zrelych adipocytoy, lipolyticku aktivitu buniek, akumulaciu lipidov a
funkénost mitochondrii. Su¢asne sme vytvorili model Lats1&2fl/fl x Ucp1-CreERT2 mysi, ktory
nam umoznuje zablokovat expresiu oboch LATS kinaz Specificky v hnedych adipocytoch a
skumali sme ich ulohu v kontrole aktivity hnedého tukového tkaniva in vivo.

Pomocou in vitro experimentov na mysSich adipocytoch sme zistili, Ze inhibicia Lats2 a
Lats1&2 viedla k znizeniu expresie markerov hnedych adipocytov - Ucp1, Cidea a Cpt1b,
redukcii hladin proteinov UCP1, PPARy1 a fosforylovanej formy HSL, ako aj k poklesu
mitochondrialnej respiracie. Napriek znizenej fosforylacii HSL a nezmenenej hladine ATGL,
bolo po utimeni Lats2 a Lats1&2 pozorované zvySené uvolfiovanie volnych mastnych kyselin.
Zablokovanie expresie oboch Lats1&2 kinaz v hnedych adipocytoch mySi viedlo k
vyznamnému zniZzeniu hmotnosti hnedého tukového tkaniva a expresie Ppary, zatial ¢o
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expresia markerov hnedych adipocytov bola nezmenena. V hnedom tukovom tkanive mysi
aklimatizovanych na chlad sme pozorovali znizenie mnozstva UCP1 a Perilipinu 1. Podrobna
metabolicka fenotypizacia odhalila signifikantné zniZenie vydaja energie u Lats1&2fl/fl x Ucp1-
CreERT2 mysi in vivo. Potlaenie expresie LATS kinaz viedlo k stabilizacii proteinov YAP1 a
TAZ. KedZe je zname, Zze TAZ pbsobi ako korepresor PPARy, skumali sme ¢i YAP1 a TAZ s
tymto jadrovym receptorom interaguju. Efektivna imunoprecipitacia bola pozorovana len pre
TAZ, ktory precipitoval spolu s PPARy, €o potvrdzuje ich vzajomnu interakciu v hnedych
adipocytoch.

Nase vysledky naznacduju, Zze Hippo signalna draha zohrava déleZitu ulohu v kontrole aktivity
hnedych adipocytov, pricom jej klu€ovym efektorom v hnedych tukovych bunkach je LATS2
kindza, ktora potla¢a aktivitu transkripénych koregulatorov YAP1 a TAZ, &im podporuje
transkripénu aktivitu PPARYy.

Praca vznikla vdaka finanénej podpore SASPRO2, APVV-22-0291 a VEGA 2/0102/23.

[1] Pfeifer A., Hoffmann L.S. (2015) Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 55, p. 207
[2] Yoneshiro T., Saito M. (2015) Ann. Med. 47(2), p.133

[3] Balaz M., Becker A.S., Balazova L., et al. (2019) Cell Metab. 29(4), p. 901
[4] Pocaterra A., Romani P., Dupont S. (2020) J. cell Sci. 133(2), jsc230425
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Multi-omika ako nastroj na hfadanie novych molekul
ovplyviujucich aktivitu tukového tkaniva
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Obezita je ochorenie charakterizované nadmernym hromadenim telesného tuku, ktoré
zvy€ajne vznika v dbsledku kombinacie genetickych, environmentalnych a behavioralnych
faktorov. Prevalencia obezity v poslednych desatro€iach neustale rastie a predstavuje vazny
celosvetovy zdravotny problém (1). V sucasnosti je zvySenie metabolickej aktivity tukového
tkaniva povazované za jednu z najslubnejSich stratégii boja proti obezite. Termogénna
aktivacia tukového tkaniva predstavuje zaujimavy terapeuticky pristup, pretoze v désledku
aktivacie termogenézy dochadza k zvy$eniu 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
cielom je identifikacia novych kandidatov s potencialom zvySit metabolicki aktivitu tuku
pomocou multi-omickej analyzy parovych biopsii ludského hnedého a bieleho tukového
tkaniva.

Vzorky hnedého tukového tkaniva z krku, ktoré vykazuju obohatenie UCP1 mRNA a
morfologiu multilokularnych lipidovych kvapiek, spolu s prilahlymi biopsiami bieleho
podkozného tukového tkaniva od 15 pacientov, ktori podstupili operaciu Stitnej zfazy, boli
podrobené transkriptomickej (RNA sekvenovanie 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). Okrem toho bol uskuto€neny funkény
skrining génov identifikovanych pomocou BioPAN analyzy.

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
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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, PTDSS2, CHPT1 a PEMT. Funkéna validacia
vybranych génov (PTDSS1 a PTDSS2) ukazala, Ze mbdzu zohravat vyznamnu ulohu v
regulacii aktivity hnedych adipocytov — ovplyviiuju najma mitochondrialnu respiraciu, lipolyzu
a expresiu génov spojenych s lipidovym metabolizmom.

Okrem toho, multi-omicka faktorova analyza ktora integruje omické 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 faktorov vyrazne viac ako transkripty. Spomedzi metabolitov
su hlavnymi znakmi identifikovanych faktorov najma purinové metabolity.

NasSa Studia poskytuje prva komplexnu multi-omickd analyzu vzoriek fudského hnedého a
bieleho tukového tkaniva. Zaroven, identifikovala niekofko novych kandidatnych transkriptov,
metabolitov a lipidov s potencidlom riadit termogénnu aktivitu tukového tkaniva. DoterajSie
funkéné analyzy poukazuju na potencialnu ulohu génov PTDSS1 a PTDSS2 v regulacii
funkcie tukového tkaniva.

Tato praca vznikla s podporou grantov SASPRO2, APVV-22-0291, VEGA 2/0102/23,
PostDokGrant APD0063, VV-MVP-24-0335.

1. Phelps, N.H., Singleton, R.K., Zhou, B., Heap, R.A., Mishra A. a kol. (2024). The Lancet.
403(10431):1027-50.

2. Zhu, Y., Liu, W., Qi, Z. (2024). The Journal of Physiology. 602(1):23—48.

3. Choi, Y., Yu, L. (2021). Pharm Res. 38(4):549-67.
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Molecular analysis and bionomy of specific groups of butterflies

KobliSkova Andrea

Ustav zoologie SAV, Dubravska cesta 9, 845 06 Bratislava

Several groups of butterflies represent complex assembles of similar (cryptic) or extremely
variable species which are difficult to identify based on morphological markers. This study
focuses specifically on the genera Lysandra and Melitaea. In Europe and Middle East, the
genus Lysandra is represented by several sympatric and closely related species, which may
cross hybridize and produce viable offspring. On the other hand, the genus Melitaea
constitutes numerous cryptic and locally variable species that are distributed in North Africa,
Europe and Asia. To better understand their taxonomy, evolution and bionomy, we combined
field observations and rearing of larvae with molecular analyses in the laboratory. For
molecular analysis of the extracted DNA, we used fragments of mitochondrial, ribosomal,
and nuclear genes (CO-l, Rps5, EF-1a, MDH, wingless), or Next-Generation Sequencing.
Obtained data have been used to construct phylogenetic trees to clarify the position of
selected taxons. Bionomic studies of the monitored species have been conducted both in the
laboratory and in the field across various localities in Europe and Asia.

VEGA-2/0037/23, APPV-21-0431, APPV-23-0168

Toth J. P., Varga Z., Verovnik R., Wahlberg N., Varadi A. & Bereczki J. 2017. Mito-nuclear discordance
helps to reveal the phylogeographic patterns of Melitaea ornata (Lepidoptera: Nymphalidae).
Biological Journal of the Linnean Society 121: 267-281.

Wahlberg N., Weingartner E. & Nylin S. 2003. Towards a better understanding of the higher
systematics of Nymphalidae (Lepidoptera: Papilionoidea). Molecular Phylogenetics and Evolution 28:
473-484.
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Uloha neurozéapalu v regeneracii striatalneho mozgového tkaniva po
neurotoxickej lézii u zebricky ¢ervenozobej

Hodova Vladimira, Kubanova Nikola, Radi¢ Rebecca, Pavukova Eva, Niederova-
Kubikova Lubica

Centrum biovied SAV, Ustav biochémie a genetiky Zivo&ichov, Dibravska cesta 9, 84005
Bratislava, Slovenska republika

Neurogenéza u dospelych je ovplyviiovana r6znymi faktormi, medzi ktoré patria aj ochorenia
centralneho nervového systému (CNS). PoSkodenie CNS a neurodegenerativne ochorenia
Casto vedu k zapalovej odpovedi, priCom vzniknuty neurozapal mbze, v zavislosti od jeho
trvania a zavaznosti, neurogenézu podporovat’ alebo timit. Neurozapal zasahuje do vSetkych
faz procesu neurogenézy, vratane bunkovej proliferacie. Zaujimavé je, Ze mozog dospelych
spevavcov si na rozdiel od cicavcov zachovava schopnost regeneracie aj po neurotoxickom
poskodeni, vdaka Comu predstavuju vhodny model pre Stadium mechanizmov neurozapalu pri
procese obnovy mozgu. Cielom tejto Studie je charakterizovat priebeh neurozapalu
prostrednictvom sledovania €asovych zmien v génovej expresii cytokinov a trofickych faktorov,
a zaroven vyhodnotit proliferaciu buniek v neurogénnej oblasti po |ézii indukovanej v striatalnej
oblasti mozgu.

V experimente bolo pouzitych 39 samcov zebri¢ky Cervenozobej (Taeniopygia guttata). Samce
boli rozdelené do troch asovych skupin podla dizky prezivania po 1ézii — 2 dni (2D), 2 tyzdne
(2W) a 3 mesiace (3M). Kazdy ¢asovy bod zahffal 13 jedincov rozdelenych do kontrolnej (n=5)
a ledovanej (n=8) skupiny. Ledovanej skupine bola do striatalnej vokalnej oblasti AreaX
bilateralne aplikovana 1% kyselina iboténova, kontrolnej skupine bol aplikovany sterilny
fyziologicky roztok. Dve hodiny pred usmrtenim bol podany exogénny marker proliferacie, 5-
etinyl-2’-deoxyuridin EdU. Mozgy boli rozdelené na hemisféry, z lavej hemisféry boli
pripravené 20 ym hrubé rezy na kvantifikaciu EdU-pozitivnych buniek vo ventrikularnej zéne
(VZ) a z pravej hemisféry boli pripravené 500 um hrubé rezy na vypichnutie striata s ledovanou
oblastou AreaX. Expresia mRNA z dvoch vypichov o priemere 1 mm od kazdého jedinca bola
analyzovani pomocou real-time PCR, pricom sme sa zamerali na expresiu prozapalovych
cytokinov (IL-1B, IL-6, IL-12, TNF-a) a rastovych faktorov (IGF, FGF, TGF, BDNF).
Statisticka analyza odhalila, Ze faktor ovplyvnenia mal vyznamny vplyv na expresiu génov IL-
1B a IGF, pricom pri obidvoch génoch ledované zvierata ukazovali vy$Siu expresiu nez
kontrola. Na expresiu génov BDNF a IGF mal vyznamny vplyv faktor ¢asu uplynutého od
operacie, pricom pri géne IGF mala skupina 2W signifikantne vysSiu expresiu ako skupina 2D,
a pri géne BDNF bola signifikantne najvySsia expresia v skupine 3M v porovnani s ostatnymi
skupinami. Interakcia faktorov ukazala, ze ledované zvierata zo skupiny 2W mali signifikantne
vySSiu génovu expresiu IL-12 v porovnani s kontrolou 2W, a taktiez s ledovanymi zvieratami
zo skupiny 2D a 3M. Dalej sme zistili, Ze génova expresia TNF-a u ledovanych zvierat zo
skupiny 2D a 2W bola signifikantne vy$$ia ako u ledovanych jedincov zo skupiny 3M. Co sa
tyka bunkovej proliferacie, jedince z ledovanej skupiny 2D mali signifikantne vy3Si pocet EdU+
buniek v porovnani s kontrolnou skupinou 2D, a taktiez v porovnani s ledovanymi zvieratami
Z0 skupiny 2W a 3M.

Na zaklade tychto vysledkov sa zda, Ze neurozapal je najsilnejSi dva dni po vytvoreni lézie,
kedy su najvySSie hodnoty expresie prozapalovych cytokinov. V tomto ¢ase je tiez stimulovana
bunkova proliferacia v neurogénnej zéne. NaSe vysledky naznacuju, ze akutny zapal moze
podporovat bunkovu proliferaciu a neskorSie Stadia zapalu prispievaju k regeneracii
poskodenej striatalnej oblasti mozgu spevavcov.
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Té&to praca je podporena grantami APVV-20-0344 a VEGA 2/0150/24.

1. Amanollahi, M., Jameie, M., Heidari, A., & Rezaei, N. (2023). The dialogue between
neuroinflammation and adult neurogenesis: mechanisms involved and alterations in
neurological diseases. Molecular neurobiology, 60(2), 923-959.

2. Kubikova, L., Bosikova, E., Cvikova, M., Lukacova, K., Scharff, C., & Jarvis, E. D. (2014).
Basal ganglia function, stuttering, sequencing and repair in adult songbirds. Scientific reports,
4(1), 6590.
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Neurogenéza ako indikator welfaru hydiny

PISkova Lenka, Kostal Lubor, Pichova Katarina, Niederova Lubica

Ustav biochémie a genetiky Zivogichov Centrum biovied SAV, v. v. i. Dibravska cesta 9,
84005 Bratislava, Slovenska republika

Pre posudenie welfaru zvierat sa v praxi pouziva viacero indikatorov, ktoré prihliadaju na
parametre prostredia, v ktorom zviera Zije, alebo na zvieratach zalozené ukazovatele, akymi
su napriklad fyzicky stav zvierata. Takéto indikatory vSak nie su vzdy uplne presné a Casto
zavisia od subjektivneho posudenia. Preto pokracuje snaha o objavenie a validaciu novych,
presnejSich a objektivnejSich indikatorov welfaru zvierat. Jednym z takychto indikatorov by
mohla byt neurogenéza.

Neurogenéza u dospelych vtakov prebieha vo ventrikularnej zéne (VZ) v stene lateralne;j
mozgovej komory. Novovzniknuté bunky migruju do viacerych oblasti predného mozgu. Medzi
tieto oblasti patri aj hipokampus, ktory zohrava ulohu pri spracovani spomienok a emdcii,
pamati a uceni. Jednym z faktorov, ktoré neurogenézu pravdepodobne ovplyvAujd, je
chronicky stres.

Ako model depresie a Uzkosti u experimentalnych zvierat, predovietkym hlodavcov, je model
nepredvidatefného chronického mierneho stresu (UCMS). Je zaloZeny na predpoklade, ze
depresia sa skor vyvinie po sérii Ciastkovych nepredvidatelnych dennych stresorov, ako po
jednej traumatickej skusenosti. Experimentalne zvierata su preto vystavené dlhSiu dobu
kazdodenne r6znym stresorom.

Cielom tejto Studie bolo validovat neurogenézu ako indikator welfaru hydiny s vyuzitim UCMS
ako modelu zhor§eného welfaru nosnic a posudenim jeho vplyvu na neurogenézu. Dospelé
nosnice plemena Dominant Leghorn (vek 53 tyzdriov) boli rozdelené na kontrolnu skupinu (n
= 6) chovanu v beznom rezime a skupinu vystavenid UCMS pocas 9 tyzdnov (n = 8).
Neurogenéza bola posudzovana ako pocet novych buniek vzniknutych vo VZ (zna¢enych 5-
etinyl-2'-deoxyuridinom [EdU]) a pocCet novych buniek a neurénov (znaéenych 5-bromo—2'—
deoxyuridinom [BrdU] spolo¢ne s neuronalnym markerom (Fox3) inkorporovanych do
hipokampu. V poéte EdU+ buniek prepocitanom na dizku (v mm) VZ sme zaznamenali trend
k znizeniu proliferacie buniek vo VZ prilahlej k hipokampu (F1,121 = 3,20; P = 0,076) a paliu
(F1,122 = 3,20; P = 0,076), zatial ¢o vo VZ prilahlej striatu sme rozdiely nezistili (F1,110 =
0,84; P =0,362). Nepreukazali sme signifikantny vplyv UCMS na poc&et BrdU+ buniek (F1,123
= 0,32; P = 0,570) a BrdU+/Fox3+ (F1,123 = 0,78; P = 0,378) neuronov prepocditanych na
plochu hipokampu (v mm2), t.j. UCMS vyznamne neznizil mieru inkorporacie novych buniek
resp. neurondv do hipokampu. Protokol UCMS pouzity v tejto Studii teda ovplynil mieru
neurogenézy u nosnic iba Ciastoéne. Nepodarilo sa nam jednoznacne validovat mieru
neurogenézy v hipokampe resp. vo VZ, ako indikator welfaru hydiny. Moznym vysvetlenim je
nedostatoéna intenzita chronického stresu spésobena naSim protokolom UCMS, resp.
odolnost’ nosnic vo i stresu.

Tato praca bola podporena grantmi APVV-20-0344 a VEGA 2/0129/23.

33



Sekcia: Fyziologia zivocichov a ¢loveka

Stadium Géinkov kvercetinu na oxidaény stres, apoptézu, RISK
drahu a ischemicko-reperfuzne poskodenie srdca u starntcich
potkanov
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Uvod: Kvercetin (QCT) je bioaktivna zligenina s preukazanymi priaznivymi G&inkami na
kardiovaskularne zdravie. Predchadzajuce studie potvrdili jeho kardioprotektivny uc€inok na
ischemicko-reperfuzne (I/R) poSkodenie myokardu, najmd u mladych zvierat. Kedze I/R
posSkodenie je zavaznym problémom najma u starSich jedincov, tato Studia hodnotila vplyv
QCT na I/R poSkodenie myokardu u 24-mesacnych potkanov kmera Wistar.

Metodiky: Pocas Sesttyzdfiového experimentu sme potkanom kmena Wistar kazdy der
podavali QCT v davke 20 mg/kg telesnej hmotnosti. Po ukonceni podavania boli zvierata
usmrtené a z nich vybrané izolované srdcia boli perfundované Langendorffovou metdédou.
Srdcia boli nasledne vystavené globalnemu I/R poskodeniu, pozostavajucemu z 30 minut
ischémie a 120 minut reperfuzie. Rozsah infarktu bol hodnoteny pomocou TTC farbenia. Na
analyzu ucinkov QCT na molekularne signalizacné drahy v myokarde bol pouZzity Western
blotting, priCom sme sa sustredili na RISK drahu (Akt, PKC-¢, eNOS a GSK-3), endogénne
antioxida¢né enzymy (SOD1 a SOD2) a apoptotické markery (Bax/Bcl-2). Celkovy oxidacny
stres bol stanoveny meranim TBARS, AOPP a FRAP v krvnej plazme.

Vysledky: Nase vysledky ukazali, ze dlhodobé podavanie QCT neprinieslo odakavany
kardioprotektivny efekt na obnovu funkcie srdca po ischémii. Naopak, pozorovali sme
tendenciu zhorSenia obnovy niektorych funkénych parametrov. Vyrazne zvy$ené hladiny
FRAP a AOPP indikuju pro-oxida¢né uc€inky QCT v modeli starnucich zvierat. Su¢asne sme
vSak zaznamenali pokles TBARS, ¢o naznacuje CiastoCny antioxidacny ucinok QCT.
Podavanie QCT u starSich jedincov vyznamne zniZilo expresiu PKC-¢, zatial ¢o expresia
ostatnych proteinov RISK drahy a antioxidaénych enzymov SOD1 a SOD2 zostala
nezmenena. Dolezitym zistenim bol tiez vyrazny pokles pomeru Bax/Bcl-2, ¢o poukazuje na
znizenu apoptdzu u starSich jedincov vplyvom QCT.

Zaver: Na zaklade naSich zisteni QCT nevykazuje kardioprotektivny potencial na I/R
poskodenie srdca u starnucich jedincov. Tento fakt pripisujeme nedostato¢nej aktivacii RISK
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signalnej drahy a obmedzenému antioxidaénému potencialu. Aj napriek jeho prejavujucej sa
schopnosti pésobit’ anti-apoptoticky sa vyuzZitie QCT vo vy8Som veku javi ako menej efektivne
nez u mladych jedincov.

Vyskum bol podporeny grantmi: APVV-21-0194, VEGA 2/0104/20 a VEGA 2/0159/24.
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V tejto praci sa venujeme produkcii nového karpatského variantu nespecifickej peroxygenazy,
pochadzajucej z ektomykoriznej huby Suillus sp., ktora bola identifikovana vo fungalnej
plodnici odobratej z pohoria Vtac¢nik, ale aj vo vzorke pody odobratej z Uzemia Badinského
pralesa [1]. Na sprostredkovanie katalytickej reakcie vyuzivaju ne$pecifické peroxygenazy,
ale aj ich naprotivky, monooxygenazy P450, zlu€eninu | (Cpd1 = copound 1), ktora je
formovana zo zlu€eniny 0 (Cpd0 = compound 0). Monooxygenazy P450 vyuzivaju na tvorbu
CpdO dva kroky, pocas ktorych dochadza k prenosu elektrénov a vazby kyslika na napoly
redukovany komplex hemu. Pritom su potrebné rézne drahé kofaktory, ¢o robi katalyzu
sprostredkovanu tymito enzymami nakladovu. NeSpecifické peroxygenazy su schopné
vytvorit Cpd0 priamo z pokojového stavu a H202 a preto su pre priemyselné vyuzitie
vyhodnejSie [2]. VacdSina UPO su povazované za sekretované fungalne proteiny a
Komagataella phaffii (Pichia pastoris) je idealnym expresnym systémom na ich produkciu [3].
SspUPO4 je pravdepodobne intracelularny protein a je mozné ju produkovat aj v
bakterialnych expresnych systémoch [1]. UPO z askomycétnych huab uz boli Uspesne
produkované v expresnom systéme Escherichia coli [4].

Cielom tejto prace bolo optimalizovat heterolognu expresiu neSpecifickej peroxygenazy
SspUPO4 v expresnom systéme Escherichia coli. Konstruktom pET28a(+) SspUPO4 sme
uspeSne ftransformovali rézne produkéné kmene E. colii C41(DE3), BL21(DE3),
ArcticExpress(DE3), SHuffle T7. V bunkach E. coli C41(DE3) bola expresia SspUPO4
nedostatotna, preto sme pokracovali len s dalSimi 3 kmenmi. Pri vSetkych ostatnych
produkénych kmefioch sa nam ukazala ako najvhodnejSia koncentracia IPTG 0,1 mmol.dm-
3, spomedzi v8etkych optimalizacii koncentracie induktora (0,1; 0,25; 0,5 a 1 mmol.dm-3).
Podfa vystupov z Western blot analyzy sa nam pri tejto koncentracii podarilo dosiahnut
najvyssi podiel solubilnej frakcie SspUPO4 voci nesolubilnej. Pridavok MgS04.7H20 ku
kultiram buniek sa pozitivne prejavil len pri bunkdch E. coli ArcticExpress(DE3). S
narastajucou koncentraciou MgS0O4.7H20 v médiu (1; 2,5; 5 a 10 mmol.dm-3) sa zvySoval
podiel solubilnej frakcie proteinu vocli nesolubilnej. Z hladiska pomeru solubilnej frakcie

36



Sekcia: Mikrobioldgia a biotechnoldgia

cielového proteinu voci nesolubilnej frakcii sa ako najlepSia optimalizacia pre produkciu
SspUPO4 ukazala v E. coli ArcticExpress(DE3) s pridavkom 0,1 mmol.dm-3 IPTG a 10
mmol.dm-3 MgS04.7H20.

Po purifikacii cez IMAC koldnu sme v8ak pozorovali velké proteinové pruhy na SDS-PAGE
geloch v oblasti medzi 63 kDa a 75 kDa. Ide pravdepodobne o chaperén Cpn60, ktoré su v
kmeni E. coli ArcticExpress(DE3) nadexprimované za ucelom zvySenia solubility cielového
proteinu. Nedokazali sme ich odseparovat’ ani afinitnou ani gélovou chromatografiou. Preto
sme sa rozhodli dalej optimalizovat heterolégnu expresiu SspUPO4 v bunkach E. coli
BL21(DES3), nakolko sa ukazali ako druhy najvhodnejSi kmeri, po E. coli ArcticExpress(DE3),
na ziskanie solubilného proteinu. Tu sme dalej zniZili koncentraciu induktora az na 0,05 a
0,025 mmol.dm-3. Okrem toho sme znizili otac¢ky na trepacke na 160 rpm, pricom ako
najvhodnejSia teplota sa ukazalo 16 °C. Celkovy €as heterolognej expresie bol 20 h. Takto sa
nam podarilo ziskat dostatoéné mnozstvo SspUPO4 v solubilnej frakcii, pri€om v solubilnej
frakcii sa nachadzala vacSina z celkového vyprodukovaného mnozstva ciefového proteinu,
ktory bude nasledne podrobeny purifikacii a charakterizacii.

Nas vyskum podporila Slovenska grantova agentura s projektom VEGA 2/0012/22 a
Slovenska vyskumna a vyvojova agentura s projektom APVV-20-0284.
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In the field of cultural heritage conservation, growing attention is being paid to the impact of
cleaning procedures and biocidal treatments on the microbiome colonizing historic surfaces.
Chemical treatments, while aimed at protecting materials, can significantly alter the microbial
communities present, potentially influencing degradation dynamics and material stability. This
study explores the long-term effects of such interventions on the microbiome of two 18th-
century monuments built with fine-grained alkaline two-mica granite. The research was carried
out in Santiago de Compostela (Spain), a UNESCO World Heritage city, where historic stone
architecture is particularly exposed to biological colonization by bacteria, fungi, and algae. The
investigation compared previously treated areas of granite surfaces with untreated ones to
assess differences in microbial composition. The treated sections had undergone cleaning
with ammonium bicarbonate and applications of quaternary ammonium-based biocides,
specifically Biotin R® and New Des® 50. Additionally, the study considered the presence or
absence of visible biological greening, an indicator of the stone’s bioreceptivity—its tendency
to be recolonized by microorganisms. To achieve a high-resolution analysis, the research
employed whole genome sequencing through metabarcoding using Oxford Nanopore’s
MinlON platform. This allowed for the detailed identification of microbial taxa present on the
stone surfaces. Beyond taxonomic profiling, the study also quantified the relative abundance
of genes associated with antibiotic resistance (ARGs) and biocide resistance (BRGs),
providing insights into how past chemical interventions may contribute to the emergence or
persistence of resistant microbial strains in the built environment. The findings suggest that
previous biocidal treatments may influence the structure and resilience of microbial
communities, potentially increasing the material's susceptibility to recolonization—a
phenomenon referred to as quaternary bioreceptivity. These insights offer valuable knowledge
for heritage professionals, supporting the development of more sustainable and targeted
conservation strategies that take into account both the effectiveness of biological control and
the long-term ecological impacts on historic materials.

We acknowledge the grants VEGA 2/099/ 2021, APVV-23-0235 and the European Regional
Development Fund project (313011V578) which financed this study.
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degradation as regulators of mitochondrial functions
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Eisosomes are specialized domains of the plasma membrane that play a crucial role in lipid
organization and the yeast stress response (1). Lsp1 is a key structural protein of eisosomes,
and its function is tightly connected to sphingolipid metabolism (2). Dpl1 catalyzes the
degradation of phosphorylated long-chain bases (LCBs), producing intermediates that enter
into the Kennedy pathway for phosphatidylethanolamine (PE) synthesis (3). In this study, we
investigated how impaired function of Lsp1 and Dpl1 affects mitochondrial physiology.

Respiratory analysis revealed that the double mutant dpl1Alsp1A showed a pronounced
reduction in both oxidative phosphorylation and electron transport system capacity, indicative
of mitochondrial dysfunction. Phospholipid profiling uncovered decreased levels of cardiolipin
and PE - two essential lipids for mitochondrial membrane integrity. Interestingly, the dpl1A
mutant displayed reduced activity of Isc1, leading to the accumulation of complex
sphingolipids. Conversely, Isp1A and dpl1Alsp1A mutants exhibited increased Isc1 activity
compared to the wild type, possibly reflecting a compensatory upregulation of sphingolipid
turnover in response to altered membrane organization or stress.

These results suggest that Lsp1, beyond its architectural role in eisosomes, may influence
sphingolipid metabolism via its interplay with Dpl1 and Isc1. The combined disruption of these
proteins alters mitochondrial lipid composition and impairs organelle function. Together, our
findings reveal a previously underappreciated regulatory axis linking the plasma membrane,
sphingolipid metabolism, and mitochondrial bioenergetics - critical elements for maintaining
cellular homeostasis.

Work was supported by grants VEGA 2-0030-22,APVV 20-0129,CAS-SAS-2024-04,SAS-
NSTC/JRP/2023/773/LipAl. Funded by NextGenerationEU through Slovak Rep. Recovery
and Resilience Plan no.09103-03-V02-00020.
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Bratislava, Slovakia

Rhodotorula toruloides is a nonconventional yeast species receiving growing interest in the
field of biotechnological lipid production [1]. Despite this, its capacity to produce squalene has
not been thoroughly investigated. In this work, we aimed to enhance squalene biosynthesis
by overexpressing a truncated HMG1 gene (cHMG1), which encodes the cytosolic domain of
3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase (Hmglp) - a key enzyme in the mevalonate
pathway [2]. To further increase squalene accumulation, we targeted next steps of the
ergosterol biosynthetic pathway following squalene synthesis using specific chemical
inhibitors. Strains overexpressing cHMG1 were treated with terbinafine, miconazole, and
abafungin, which inhibit Erglp, Ergllp, and Erg6p, respectively. Both terbinafine and
miconazole treatments elevated squalene levels, with terbinafine having the most significant
effect. Abafungin alone had no clear impact on squalene accumulation but enhanced the effect
of miconazole when used in combination. These results highlight Erg1p inhibition as the most
promising approach for improving squalene yields in R. toruloides and contribute important
knowledge for the metabolic engineering of yeast-based systems for sustainable squalene
production.
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Magnusiomyces capitatus je patogénna kvasinka spésobujlica povrchové aj invazivne formy
mykdz [1]. U imunokompetentnych pacientov je incidencia tychto ochoreni velmi nizka, av8ak
u pacientov so znizenou imunitou su invazivne mykézy zivot ohrozujice s mortalitou az do 90
%, pricom v mnohych pripadoch dochadza k nahlemu multiorganovému zlyhaniu, Soku
a naslednému umrtiu aj napriek systémovej antifungalnej lieCbe [2]. Klinické izolaty M.
capitatus su rezistentné na rutinne vyuZivané antimykotika, ¢o poukazuje na naliehavu
potrebu vyvoja novych terapeutickych stratégii. Biosyntéza sterolov predstavuje hlavny
terapeuticky ciel viacerych antimykotik, priCom zmeny v zloZeni sterolov ovplyviuju
membranova fluiditu, permeabilitu, signalne drahy zodpovedné za virulenciu a taktiez
schopnost imunitného systému rozpoznat patogén. Skiumanie vplyvu antimykotik na viabilitu,
rovnako ako aj lipidovy profil patogénnych kvasiniek poskytnu klu¢ové poznatky, ktoré mézu
byt zakladom pre implementaciu inovativnych pristupov v terapii mykotickych infekcii.

V nas$ej praci sme sa zamerali na analyzu uc€inku dvoch antifungalnych latok na viabilitu a
lipidovy profil kvasinky M. capitatus. Mechanizmus ucinku testovanych antimykotik je zalozeny
na inhibicii biosyntetickej drahy ergosterolu, ktory predstavuje esencialnu zlozku bunkovej
membrany kvasiniek. Prvym testovanym antimykotikom bol itrakonazol, patriaci do skupiny
azolov, ktory inhibuje lanosterol-14a-demetylazu. Dal$ou testovanou antifungéinou latkou bol
terbinafin zo skupiny alylaminov, ktory blokuje aktivitu skvalén monooxygenazy.

V praci sme stanovili poloviéna inhibi¢ni koncentraciu (IC 50) pre obidve testované
antimykotika. Bunky kvasiniek sme kultivovali 24 hod. v médiach obsahujlcich uvedené
antimykotika s koncentraciami IC 50 a nasledne pouzili pre dalSie analyzy. Skimali sme
viabilitu buniek a charakterizovali ich lipidové profily. Zistili sme, Ze po opracovani buniek
terbinafinom dochadza k znizeniu viability a akumulacii skvalénu. V pripade opracovania
buniek itrakonazolom sme naopak pozorovali vy$Siu mieru prezivania buniek v pritomnosti
antimykotika. Analyza lipidového zloZenia ukazala zvySené hladiny volnych sterolov
a triacylglycerolov u buniek kultivovanych s itrakonazolom.

Praca vznikla vdaka finan¢nej podpore grantov APVV-20-0166 a VEGA 2/0036/22.
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