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LIEKOVA REZISTENCIA LEUKEMICKYCH BUNIEK AKO
DOSLEDOK ZMIEN V EXPRESII ROZNYCH PROTEINOV.

Zdena Sulova®, Albert Breier! a kol.
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Rezistencia na viaceré¢ lieky je jednym z hlavnych problémov pri liecbe leukémie, pretoze
vyrazne znizuje ucinnost’ liecby a zhorSuje prognézu pacientov. Tento jav je Casto vysledkom
komplexnych molekuldrnych mechanizmov vratane zmien v expresii roznych proteinov. V tejto
prednaske sa zameriame na gény kodujice proteiny zabezpecujuce 1. I1. a II1. fazu detoxikacie,
a v leukemickych bunkdch mézu indukovat viacliekova rezistenciu. Tieto proteiny zahtiiaju
cytochromy P450, konjuga¢né enzymy a transportéry lieCiv z rodiny ABC (ATP-binding
cassette).

Dalej rozoberieme vzt'ah medzi rezistenciou na lieky v leukemickych bunkach a ich odpoved’ou
na stres endoplazmatického retikula. Zaujimavé je, ze rezistencia na lieky mdze zahfnat zmeny
v regulacii drahy latrofilin-1/Tim-3/galectin-9, ktora moéze leukemickym bunkam umoznit’
vyhnit' sa elimindcii imunitnym systémom. Okrem toho bude charakterizovana bunkovu
rezistenciu na demetylacné latky schvéalené na lie¢bu akutnej myeloidnej leukémie.

Podla sucasnych poznatkov je viacliekovéd rezistencia vysledkom kombinacie viacerych
génovych mutécii, epigenetickych zmien a fenotypovych reakcii na chemoterapiu. Tieto
faktory spolu vytvaraju komplexntt mozaiku s prvkami jedine¢nosti v jednotlivych pripadoch.

Podakovanie: Tento vyskum bol podporeny projektami: APVV-19-0093, APVV-19-0094, APVV-22-0383, VEGA
2/0171/21 a VEGA 2/0030/23.



Wearkshop “Aspekty registencie prokaryotickych a enkaryotickych buniek"
26.—29.6. 2024, Fatranskd Lomnica

ANTIMIKROBIALNE POVRCHY N A BAZE NANOKOMPOZITOV
POLYMEROV
Bujdék Juraj*?
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Nanokompozity polymérov predstavuju Siroké spektrum modernych materidlov vyuzivanych
vroznych aplikaciach. Posledné roky sa dostali do popredia kompozity s antimikrobidlnym
povrchom, v ktorych vystupujt vrstevnaté nanocastice silikatov. Na zéklade interakcii silikatov
apovrchov nanokompozitov sbunkami aokolim méze pritomnost’ funkcionalizovanych
nanocCastic ovplyviiovat’ preZivanie arast buniek. Silikdty moézu byt efektivnymi nosi¢mi
antimikrobialnych molekul, riadit’ ich postupné uvolfiovanie z matrice polyméru, alebo zmenit’
charakter povrchu kompozitu polyméru. Tieto faktory mozu viest kvyznamnym
antimikrobialnym vlastnostiam materidlov. Prehl'adné prednaska zosumarizuje hlavné sposoby
ucinku tychto materialov a predstavi najdolezitejSie vysledky ziskané v ramci minulych aj
prebiehajucich projektov. Sucastou bude prezentacia d’alSich stratégii vyvoja efektivnych
materidlov na zéklade uz dosiahnutych milnikov so zameranim na materidly
s fotosenzibilizaénymi vlastnost'ami. Pomenujt sa jednotlivé etapy projektov zahrhajice vyvoj
funcionalizovanych materidlov na baze vrstevnatych silikdtov modifikovanych organickymi
fotosenzibilizatormi a ich vyuzitie pre modifikaciu povrchov polymérov.

Podakovanie: Tento vyskum bol podporeny Agenturou na podporu vyskumu avyvoja vzmluve APVV-21-0302
a APVV-22-0150 a Ministerstvom Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu SR v projekte VEGA 1/0484/24.
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SMEROM K NANOTECHNOLOGIAM VYUZiVAJUCIM BIOAKTIVNE
CASTICE/MOLEKULY V BOJI PROTI MIKROBIALNYM
BIOFILMOM
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Téma projektu reflektuje sucasné vedecké vyzvy a voli interdisciplinarny pristup v
rieSeni vysokoaktudlnej problematiky mikrobidlnych biofilmov. Je zamerany na oblasti
zakladnej a molekularnej mikrobioldgie v suvislosti so §tadiom prevencie, ¢i eradikacie
mikrobidlnych biofilmov pomocou novodizajnovanych hybridnych materidlov. V projekte je
biologicky vyskum uzko prepojeny s roznymi pristupmi z oblasti chémie nanomateridlov.
Hlavnym predmetom Stidia st mnohodruhové biofilmy, a to nielen bakteridlne, ale aj
kvasinkové a ich vzdjomné kombindcie, o redlne odréza ich vyznam v zastupeni biofilm-
asociovanych infekcii. Ide hlavne o baktérie zo skupiny ESKAPE, Escherichia coli, ako aj
zastupcov kvasiniek z rodu Candida. Modernymi mikrobiologickymi pristupmi sa sleduje
tvorba biofilmov, vzajomné medzidruhové interakcie vratane tlohy quorum sensing molekl v
tychto procesoch, ale aj ucinnost’ bioaktivnych partikal/molekal v prevencii a eradikacii
biofilmov. Ako aktivne substancie sa testuju hybridné materialy zaloZené na anorganickych
vrstevnatych nanocasticiach v tlohe nosicov aktivnych organickych bioaktivnych molekul,
najmi fotosenzibilizatorov. Studuju sa u¢inky fotoaktivnych latok, ako metylénova modra,
floxin B a erytrozin na biofilmy zmienenych mikroorganizmov. Pokracuje sa aj v §tadiu
expresie génov kodujucich faktory virulencie, ktoré su vyznamné pocas adherencie. V
nasledujiicom obdobi sa predpoklada aj Siroké zapojenie in vivo modelu G. mellonella, a to
nielen z hl'adiska testovania toxicity jednotlivych zloZiek nanomaterialov, ale aj podrobnejSieho
stadia odpovede G. mellonella na infekciu zmiesanymi biofilmami, pripadne aj pocas terapie
bioaktivnymi molekulami formou zmeny expresie génov pre antimikrobidlne peptidy a z
hladiska analyzy haemocytov. Pokratovat sa bude aj v optimalizacii navrhnutych
nanomateridlov na baze saponitu a floxinu B. Na charakteriziciu materialov sa vyuZiju rozne
pokrocilé metédy na fyzikdlno-chemicku charakteriziciu povrchov, fotoaktivity,
fotochemickych a fotofyzikéalnych vlastnosti.

Podakovanie: Tento vyskum bol podporeny Agentiurou na podporu vyskumu a vyvoja v zmluve APVV-21-0302,
APWV-22-0150, Ministerstvom Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu SR v projekte VEGA 1/0240/23.


mailto:helena.bujdakova@uniba.sk

Wearkshop “Aspekty registencie prokaryotickych a enkaryotickych buniek"
26.—29.6. 2024, Fatranskd Lomnica

Rezistencia voci echinokandinom - je mutacia v ,,hof spot“ regione fks
postacujuca?

Petra Olejnikovd, Terézia Vaclavikova, Jan Viglas

YUstav Biochémie a Mikrobiologie, FCHPT STU, Radlinského 9, 81237 Bratislava

petra.olejnikova@stuba.sk

Echinokandiny su moderné antifungalne latky objavené v 70-tych rokov minulého storocia.
Prvym U¢innym echinokandinom bol echninokandin B, sekundarny metabolit zo skupiny
neribozomalnych peptidov produkovany Aspergillus rugulosa. Dalsi vyskum a semisynteticka
modifikdcia umoznili pripravit’ derivaty s vySSou stabilitou, U¢innostou, rozpustnostou a
lepSimi farmakologickymi vlastnost’ami. V sti€asnosti sa v klinickej praxi vyuzivaju tri u¢inné
Struktlry - kaspofungin mikafungin a anidulafungin. Aj ked’ sa echinokandiny pouZzivaju na
liecbu kvasinkovych infekcii, nie je neobvyklé, Ze sa vyuZziji aj na liecbu aspergilézy najmi
v pripadoch, ked sa potvrdi rezistencia A. fumigatus voci azolom. Velkou devizou
echinokandinov je ich nizka toxicita, pretoze pdsobia ako inhibitory enzymu f-1,3-D-
glukansyntazy (FKS), ktory je zodpovedny sa syntézu dolezitej zlozky bunkovej steny
fungalnych buniek. Napriek zriedkavej$iemu vyuzivaniu echinokandinov v klinickej praxi sme
svedkami vyskytu rezistentnych kmetnov (najméd kvasiniek). Dovodom rezistencie voci
echinokandinom sa uvadzaji mutacie v tzv. "hot spot* regionoch fks génu. V literatre sa
Vv poslednych rokoch objavuju aj priklady rezistentnych izolatov, ktoré nemaji potvrdenu
mutaciu v fks, no napriek tomu vykazuju rezistenciu voci niektorym z echinokandinov.
Odhaleny novy mechanizmus rezistencie nas viedol k sledovaniu ucinku a indukcie adaptivne;
odpovede vlaknitej huby Neurospora crassa, ktora ma potvrdeni mutaciu v hot spot regione
fks a vykazuje na echinokadiny ur€ity stupen tolerancie. Nase vysledky ukazali, Ze napriek
mutacii v fks vlaknitd huba zapija konzervované adaptaéné mechanizmy. U&inok
echinokandinov sa prejavi typickym oslabenim bunkovej steny rastovych vrcholkov, ¢o vedie
k poskodeniu apikalnych casti hyf. Transkriptomickd analyza odhalila viacero génov
indukovanych stresovymi podmienkami, reprezentujiicich odpoved vldknitej huby na
pritomnost’ echinokandinov.

Podakovanie: Tento vyskum bol podporeny Agentiirou na podporu vyskumu a vyvoja v zmluve APVV-19-0094
a Ministerstvom Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu SR v projekte VEGA 1/0388/22.
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STUDIUM FARMACEUTICKYCH LATOK AKO POTENCIALNYCH
LIECIV S IMUNOMODULACNYMI VLASTNOSTAMI
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Liecba imunodeficiencie a ochoreni spajanych s imunodeficienciou (onkologické ochorenia,
chronické bakteridlne a virusové ochorenia) predstavuje v sucasnosti komplexny problém, na
ktorom sa podielaju viaceré medicinske odbory. Rakovina sa da liecit’ rdznymi pristupmi,
chirurgicky, pomocou chemoterapie, radioterapie, hormonalnej terapie, cielenej terapie a
v poslednej dobe pomocou imunoterapie, ktord patri medzi najmodernejSie terapeutické
pristupy. Preto sme sa Vv naSej Studii zamerali na farmakologické moznosti ovplyvnenia
funkénosti imunity prostrednictvom moduldcie tvorby signdlnych proteinov aktivujlicich
makrofadgy. Viaceré imunoterapeutické pristupy podporil objav $pecifického sérového Ge-
globulinu, alebo tiez vitamin D transportného proteinu so schopnost'ou konverzie na Specificky
globulinovy komponent aktivacného faktora makrofagov (GcMAF). Fyziologicky GcMAF
posobi ako signdlny glykoprotein aktivujici makrofagy, inhibuje angiogenézu a pdsobi
tumoricidne [1]. Cielom naSich experimentov je $tidium ucinkov liecivych latok zo skupiny
glykozaminoglykanov a sulfatovanych heteropolysacharidov [2, 3]. Vyskum je zamerany na
antiproliferativny, protinadorovy a imunomodulaény G¢inok tychto latok. Posobenie ti¢inkov
nami Studovanych lieCivych latok, nizkomolekularneho chondroitin sulfatu a fukoidanu
v podmienkach in vivo, je vo zvySeni tvorby G¢cMAF prostrednictvom inhibicie aktivity
enzymu N-acetyl-galaktozaminidazy (nagalazy), vytvaraného nadorovymi bunkami a bunkami
infikovanymi virusmi. Vysledkom posobenia nagaldzy je imunodeficit veduci k chronickym
ochoreniam. Farmakologicka inhibicia aktivity nagalazy moze viest k odstraneniu
imunodeficientnych stavov sprevadzajtcich onkologické a virusové ochorenia [4].

[1] Nabeshima Y., Abe C., Kawauchi T. et al. Simple method for large-scale production of macrophage activating
factor GECMAF. Sci Rep. 10(1):19122, 2020.

[2] Benito-Arenas R., Zarate S.G., Revuelta J. et al. Chondroitin Sulfate-Degrading Enzymes as Tools for the
Development of New Pharmaceuticals. Catalysts 9 (4): 322, 2019.

[3] Bakunina I., Chadova O., Malyarenko O. et al. The Effect of Fucoidan from the Brown Alga Fucus
evanescence on the Activity of a-N-Acetylgalactosaminidase of Human Colon Carcinoma Cells. Mar Drugs
16(5):155, 2018.

[4] Thyer L., Ward E., Smith R. et al. GC protein-derived macrophage-activating factor decreases a-N-
acetylgalactosaminidase levels in advanced cancer patients. Oncoimmunology. 2(8):e25769, 2013.

Podakovanie: Tento vyskum bol podporeny VEGA MSVVaM SR v projekte VEGA 1/0146/23.
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MOZNOSTI MODULACIE UCINNOSTI ANTIMYKOTIK
POUZITIM RASTLINNYCH DEFENZINOV

Nora Téth Hervay?, Daniel Elias!, Michaela Handlovska!, Simona Macugova?!, Yvetta
Gbelskat
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Infekcie spdsobované patogénnymi kvasinkami predstavuju jeden z vaznych celosvetovych
problémov. Zvyseny vyskyt kmenov z rodu Candida, ktoré su rezistentné vo¢i azolom, sa v
poslednych desatrociach zna¢ne zvysil. ST'ubnou stratégiou na zvysenie Ui¢innosti existujucich
antifungalnych lieiv je identifikacia novych latok, ktoré majua s lie€ivom synergicky t¢inok, a
tak dokazu zvysit G¢innost’ antimykotik. Katechiny su organické zliceniny, ktoré si zaradené
medzi flavonoidy resp. medzi flavany. St to silné antioxidanty a nachadzaja sa v zelenom caji,
vine, v kakaovych vyrobkoch, zelenine a v mnohych inych potravinach [1]. Antioxida¢né
vlastnosti katechinov spocivaju v ich schopnosti vychytavat’ reaktivne formy kyslika (ROS) v
bunke a indukovat” antioxida¢né enzymy [2].

Cielom nasho projektu bol analyzovat ucinky komeréne podavanych azolov apolyénu
amfotericinu B v kombindcii s potencidlnymi rastlinnymi latkami na bunky réznych druhov
patogénnych kvasiniek z rodu Candida. Z vysledkov sledovania rastu a prezivania kvasiniek
rodu Candida vyplyva, ze katechin uz v kombinacii s niZz§imi koncentraciami antimykotik
inhibuje rast sledovanych kmenov. Sledovanie ustalenej anizotropie pouzitim fluorescenénych
sond DPH a TMA-DPH preukazala, ze po pdsobeni katechinu dochadza k zmene vo fluidite
membran kvasiniek C. glabrata. Pomocou RT-PCR sme potvrdili znizenu expresiu génu pre
ABC-transportni pumpu Cdrlp. Stanovenim rychlostnej konstanty efluxu rhodaminu 6G
z kvasiniek C. glabrata sme dokazali, ze v pritomnosti katechinu dochadza k znizenej aktivite
efluxnych pimp. Po inkubécii buniek kvasiniek v pritomnosti katechinu sme zaznamenali
zvySenu tvorbu reaktivnych foriem kyslika.

Ziskané vysledky naznacuju , Ze katechiny vykazuji antimikrobidlny u¢inok aj proti kvasinkam
zrodu Candida.

[1] Aboody M. A Mickymaray S. Anti-Fungal Efficacy and Mechanisms of Flavonoids. Antibiotics, 9(2), 45,
2020

[2] Bernatoniene J. A Kopustinskiene D. M. The Role of Catechins in Cellular Responses to Oxidative Stress.
Molecules. 23(4):965, 2018

Podakovanie: Tento vyskum bol podporeny Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja vzmluve APVV-19-0094
a Ministerstvom skolstva, vedy, vyskumu a sportu SR v projektoch VEGA 1/0697/18 a VEGA 1/0388/22.
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VPLYV FOTOAKTiVNEHO NANOMATERIALU NA EXPRESIU
VYBRANYCH GENOV STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Bilska Katarina®, Bujdak Juraj??, Bujdakova Helena!
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Nanomaterialy s hybridnymi vrstvami obsahujice fotoaktivne latky mézu byt efektivne
pri eradikacii bakteridlnych biofilmov na medicinskych poméckach. Gram-pozitivna baktéria
Staphylococcus aureus je Castym povodcom biofilmov, ktoré stazuju liecbu pacientov.
Problematické st najméd meticilin-rezistentné kmene (MRSA) a kmene s aktivnym efluxnym
systtmom, Co vedie krezistencii k d’alS§im bezne pouzivanym antibiotikdm, ako st
fluorochinolény. Ciel'om tejto Studie bolo otestovat’ u¢innost’ nanomaterialov zalozenych na
polyuretane (PU) obsahujucich floxin B ako fotosenzitizér na MRSA kmene s aktivhym
efluxnym systémom. Pri experimentoch bol pouzity Standardny kmen S. aureus CCM3953
aMRSA kmene S. aureus L12 a S61. U¢innost’ materialu na 24 h biofilm bola testovana podl'a
Dadi et al. 2021 [1] a bola vyhodnotena v KTJ/ml. Dalsia ¢ast’ prace sa venovala charakterizacii
zmeny expresie génov pomocou RT-qPCR, konkrétne iSlo o gény norA anorB, kodujuce
efluxné pumpy zodpovedné za rezistenciu voci fluorochinolonom a gény kédujice adhezin PTIA
(operon icaADBC aregulator icaR) ddlezity pre tvorbu biofilmu S. aureus, na nanomateriali
pred a po oziareni zelenym laserom. Testovany material ukazal inhibiciu po oziareni zelenym
laserom viac ako 1 000-nasobne pre MRSA kmen L12 a viac ako 10 000-ndsobne pre kmene
CCM a S61 v porovnani s kontrolou na ¢istom PU. Zmena expresie génov bola pozorovana pri
kmeni S61, pricom doSlo k zvySeniu expresie génu NOrA po oZiareni takmer trojnasobne oproti
kontrole na PU. Testované kmene CCM a L12 nezmenili expresiu norA pred ani po oziareni.
Gény norB, icaA aicaR nezmenili expresiu po oziareni pri ziadnom testovanom kmeni.
Materialy zaloZené na fotoaktivite mézu byt vhodnou efektivnou cestou na vyvoj novych
komplexnych nanomateridlov s rdznym vyuZitim v medicine.

[1] Dadi N. C. T., Bujdék J., Medvecka V., Palkova H., Barlog M., Bujdakova H. Surface Characterization and
Anti-Biofilm Effectiveness of Hybrid Films of Polyurethane Functionalized with Saponite and Phloxine B.
Materials (Basel). 14(24): 7583, 2021.
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Erytrozin B (EryB), cervené xanténové farbivo, ziskalo pozornost ako potencialny
fotosenzibilizator schopny inhibovat” Gram-pozitivne baktérie, ako napriklad Staphylococcus
aureus ajeho biofilmy. Tato Studia sa venuje fotoaktivnym vlastnostiam EryB a Studuje
efektivitu materialu zalozeného na polyuretane (PU) s nanokompozitom zlozenym zo saponitu
(SAP)  modifikovanom  poly  (dialyldimetylaméniovymi)  kationmi  (PDDAC)
a funkcionalizovany s EryB. Vsetky experimenty boli urobené so Standardnym kmefiom S.
aureus CCM 3953 v Mueller-Hinton médiu. V preliminarnych experimentoch boli testované
rozne koncentracie EryB (0.01 mM, 0.05 mM, 0.1 mM) na planktonickych bunkach. Vzorky
boli oziarené zelenym laserom (A = 532 nm, 100 mW; ¢as ozarovania 120 s, 10 min) a SO
zelenym LED svetlom (2.42 mW cm™; ¢as ozarovania 1.5 h). Vysledky boli vyhodnotené
vypoétom koloniu-tvoriacich jednotiek (KTJ/ml). Na testovanie 24-h biofilmu S. aureus bola
vybrana koncentracia 0.05 mM EryB. Najvacsi inhibicny efekt na rast planktonickych buniek
a buniek biofilmu mala koncentracia 0.05 mM EryB, pricom dochadzalo k 10 000-nasobne;j
redukcii prezivania buniek po pouziti zeleného LED svetla (1.5 h) aj zeleného lasera (120 s)
Vv porovnani s kontrolou bez EryB. Bol pozorovany aj inhibi¢ny efekt EryB na planktonické
a biofilmové bunky bez oziarenia, pricom prezivanie buniek bolo inhibované 100-nasobne
Vv porovnani s kontrolou bez EryB. PU modifikovany hybridnym filmom funkcionalizovany
EryB dosiahol efekt priblizne 10 000- a 1 000-nasobnej redukcie v biofilme po iradiacii
zelenym LED svetlom a zelenym laserom. Vysledky ukazali Ze nanokompozity s fotoaktivnou
latkou EryB vykazuju vyznamnu inhibiciu S. aureus, vyrazne zvySenu po oziareni. Tento
inovativny nanokompozit predstavuje sI'ubny spdsob pre d’alSie Studie vzh'adom na potencial
polymérov pre rozne aplikicie, nayméd v zdravotnictve, vyzadujucich Specifické povrchové
vlastnosti.

Podakovanie:. Tento vyskum bol podporeny EU’s Next Generation EU cez Plan obnovy a odolnosti Slovenskej
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0302 a Ministerstvom Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu SR v projektoch VEGA 1/0484/24 a VEGA 1/0240/23.
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Mikroplasty st novodobé kontaminanty a ich vyskyt bol zaznamenany takmer vSade. Ich malé
rozmery im umoznuju kontakt s baktériami. V tejto praci sme skiimali mutagenitu mikroplastov
a ich vyluhov voci Salmonella Typhimurium z hl'adiska genotoxicity a vzniku rezistenciu voci
ciprofloxacinu. Dalej sme sledovali toxicitu modelovych mikroplastov voéi larvam Galleria
mellonella, adsorpciu plazmidovej DNA na mikroplasty a tvorbu biofilmu na mikroplastoch 5
roznymi bakteridlnymi izoldtmi. V experimentoch boli pouzit¢ modelové mikroplasty
z materidlov ABS, PLA, PLA/PHB, PVC, PET a papierenské trblietky z PET. U Ziadneho zo
sledovanych mikroplastov a vyluhov sme nezaznamenali mutagénne ucinky voéi S.
Typhimurium TA 98 alebo TA 100. Na vznik rezistencie voci ciprofloxacinu S. Typhimurium
mali najvyraznej$i vplyv PLA mikroplasty, ktoré zvySovali muta¢nu rychlost’ a frekvenciu
mutacii 3-nasobne oproti kontrole a vyluhy z trblietok po 7 diloch v odpadovej vode, ktoré 4,5-
nasobne zvySovali muta¢nt rychlost’ a frekvenciu mutacii. Adsorpcia plazmidovej DNA na
¢isté mikroplasty a mikroplasty 7 dni inkubované v odpadovej vode prebiehala v minimalne;j
miere. Kfmenie zmesou krmiva a mikroplastov nesposobovalo zvySent toxicitu voci larvam
Galleria mellonella. Larvy boli schopné dokonéit’ svoj vyvinovy cyklus. Najsilnejsiu tvorbu
biofilmu vSetkymi pouzitymi izoldtmi sme zaznamenali na PVC mikroplastoch. Vysledky
ukazuju, Ze niektoré z nami pouzitych mikroplastov mézu mat’ vplyv na vznik mutacii voci
ciprofloxacinu S. Typhimurium alebo mézu sluzit' ako miesto pre vytvorenie biofilmu, ktory
obsahuje aj baktérie rezistentné voci antibiotikam.

Podakovanie: Tento vyskum bol podporeny Ministerstvom Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu SR v projekte VEGA
1/0464/21 a Grantom STU na podporu mladych vyskumnikov MP-RES 1894.
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Kvasinka Candida albicans patri medzi oportinne patogény aje stucastou ludskej
mikrobioty, pricom vSak vo forme biofilmu méze spdsobit’” az Zivot ohrozujice infekcie.
Rezistencia tychto biofilmov voci antifungalnym liecivam sa stava celosvetovo Coraz vac¢Sim
problémom, apreto sa hladaju alternativnhe metddy liecby, medzi ktoré sa zarad'uje aj
fotodynamicka inaktivacia (PDI — photodynamic inactivation).

Utinnost floxinu B (PhB - phloxine B) vkombinacii s PDI bola testovana na
planktonickych bunkach a 24-h biofilmoch tvorenych Standardnym kmenom C. albicans SC
5314 arezistentnym klinickym izolatom C. albicans CCY 29-3-164, pricom sa pouzili rzne
koncentracie PhB (1; 0,5; 0,1 a 0,05 mM), bunky sa predinkubovali s PhB 2-h a ozarovali
zelenym laserom (65 mW/cm2, A 532 nm) po 2 min.

Vysledky preukazali vyrazné znizenie prezivania planktonickych buniek aj buniek
biofilmov v pritomnosti 1 mM PhB pri Standardnom kmeni C. albicans SC 5314, kde po PDI
prezivalo 2,37 % a 16,67 % buniek. Pri klinickom izolate C. albicans CCY 29-3-164 po PDI
prezivalo iba 26,22 % buniek biofilmu pri 0,5 mM PhB.

Z hladiska rezistencie vo¢i azolom st dolezité efluxné pumpy Cdrlp a Mdrlp, pricom
sa praca zamerala na sledovanie zmien expresie génov kodujacich tieto transportéry, a to CDR1,
CDR2 a MDR1 pred apo PDI. K zvySenej expresii génov dochadzalo pri vzorkach po PDI,
pricom pri C. albicans SC 5314 bola zvySena expresia dosiahnuta pri géne MDR1, pri C.
albicans CCY 29-3-164 pri CDR1, a CDR2 pri oboch kmenoch.

Vsnahe zvySit ucinnost PDI sa testovali antifungédlne vlastnosti polyuretanového
nanokompozitu opracované¢ho PhB, pricom sa zvysil inhibiény U¢inok PDI, po ktorom
prezivalo pri Standardnom kmeni 11,26 % arezistentnom klinickom izolate 10,96% buniek.
Vysledky tak potvrdili, Zze PDI mozno povazovat’ za atraktivnu metodu s vel'kym potencidlom
do budutcnosti.

Podakovanie:
Tento vyskum bol podporeny Agentiirou na podporu vyskumu a vyvoja v zmluve APVV-21-0302 a APVV-22-0150
a Ministerstvom Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu SR v projekte VEGA 1/0240/23 a grantu UK/3088/2024.
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Verapamil je blokator vapnikovych kanédlov a bezne sa pouziva v lieCbe kardiovaskularnych
ochoreni. Mnohé¢ studie vSak naznacuju jeho potencialne vyuzitie aj v antifungalne;j terapii, kde
je opisany jeho efekt v blokovani efluxnych piimp kvasiniek. Zvysena expresia ABC efluxnych
transportérov je klucova v mechanizme rezistencie kvasiniek voci antifungalnym latkam,
pricom pouzitie blokatorov tychto pump samostatne alebo v kombinécii s konvencnymi
antimykotikami sa zda byt’ vel'mi perspektivne aj v terapii biofilmov. V praci bola testovana
najskor minimalna inhibi¢na koncentracia verapamilu na planktonické bunky, ale aj na biofilm
kvasiniek Candida albicans SC5314 a klinického izolatu Candida albicans CCY 29-3-164.
Dalej bol sledovany t¢inok verapamilu na tvorbu biofilmu. Po pridani verapamilu (8000 M)
bola zistena redukcia kvantity biofilmu o priblizne 60% pre C. albicans SC5314 a 70% pre C.
albicans CCY 23-3-164. Metabolicka aktivita biofilmu bola tieZ znizena o 90% pre kmen SC
5314 a 85% pre klinicky izolat CCY 29-3-164. U¢innost’ verapamilu bola testovana aj in vivo,
pouzitim Galleria mellonella modelového organizmu. Po 72 h od infekcie lariev kvasinkami
C. albicans SC5314 a C. albicans CCY 29-3-164 bolo pozorované zvysené prezivanie lariev
0 priblizne 30% v skupine lariev, ktorym bol po infekcii podany verapamil v pripade oboch
testovanych kvasiniek. Dalej bol testovany efekt verapamilu na expresiu génov asociovanych
s tvorbou biofilmu (ALS3, HWP1) a génov rezistencie (CDR1, CDR2). Pouzitim qPCR boli
zistené zmeny Vv expresii pre obe testované kvasinky. Vysledky naznacujii potencidlny
antifungélny a antibiofilmovy efekt verapamilu, ktory by mohol byt dalej pouzity
v kombinovanej antifungalne;j terapii alebo fotodynamickej inaktivacii klinicky vyznamnych
kivasiniek rodu Candida.

Podakovanie: Tento vyskum bol podporeny Agentirou na podporu vyskumu a vyvoja v zmluve APVV-21-0302
a Ministerstvom Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu SR v projekte VEGA 1/0240/23



Wearkshop “Aspekty registencie prokaryotickych a enkaryotickych buniek"
26.—29.6. 2024, Fatranskd Lomnica

STUDIUM FUNKCIE GABA V NEUROSPORA CRASSA

Kamila Duri$ova?, , Michal Kalinak?, Martin Simkovi¢®, Svetlana Krystofova®

LUstav biochémie a mikrobiologie, FCHPT, STU v Bratislave
2Centrdlne laboratéria, FCHPT, STU v Bratislave

kamila.durisova@stuba.sk

GABA skrat je jednou z metabolickych drah, ktord je vSadepritomna u prokaryotov a
eukaryotov. Uloha GABA skratu v hubach ostiva stale méalo objasnena. Kyselina y-
aminomaslova (GABA) v hubach je potrebna pri stresovych reakciach, virulencii a vyvoji. Tato
praca sa zameriava na Stidium biologickej funkcie GABA skratu v askomycétnej hube
Neurospora crassa, ktory je napojeny na cyklus trikarboxylovych kyselin (TCA). GABA skrat
je metabolicka draha, ktora sa sklad4d ztroch enzymov. Prvym je glutamatdekarboxylaza
(GAD), ktora predstavuje synteticka drahu GABA metabolizmu. Dal§imi enzymami st GABA
transamindza (GTA) a sukcinyl-semialdehyd dehydrogenaza (SSADH), zahtnaji GABA
katabolizmus. Tieto enzymy spolu katalyzuju premenu glutamatu na sukcinat, ktory je
intermedidtom TCA cyklu. Pocet génov kodujucich glutamatdekarboxylazu (gad), GABA
transaminazu (gta) a sukcinyl-semialdehyd dehydrogenazu (ssadh) sa medzi jednotlivymi
druhmi hub 1isi. Analyza celého gendmu v N. crassa viedla k identifikacii gta a ssadh.
Narusenie bud’ gta alebo ssadh znizilo rychlost’ dychania a akumulaciu biomasy, znizilo rast
na GABA a B-alanine. Mutanty Agra a Assadh vykazovali aberantni morfologiu hyf a
vykazovali diferencialnu transkripciu génov GABA skratu. V Agta bola tvorba protoperitécii a
peritécii takmer uplne potla¢ena v pritomnosti GABA a B-alaninu, ¢o naznacuje potrebu GTA
na obrat tychto aminokyselin. Kmene vykazovali rozdielne metabolické dysregulacie v reakcii
na rozne zdroje dusika. Fenotypové rozdiely medzi mutantmi Agta a Assadh by mohli byt
sposobené akumulaciou medziproduktov GABA skratu a/alebo funkciami nezavislymi od
GABA skratu. Nase udaje spoloc¢ne naznacujt, ze GABA skrat by mohol mat’ ulohu ako mierny
modulator viacerych biologickych procesov, vratane dychania, energetického metabolizmu,
metabolizmu uhlika a dusika, rastu, ako aj sexualneho vyvoja N. crassa.

Podakovanie: Prdca bola podporend grantmi APVV-19-0094, VEGA-2/0016/22.
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V poslednych desatro¢iach sa do popredia medicinskeho z&dujmu dostala narastajuca
prevalencia kmenov kvasiniek rodu Candida so zniZenou citlivost'ou na antifungalnu lie¢bu.
Narastajuca rezistencia spolu s obmedzenym spektrom konvencne dostupnych antifungalnych
latok Casto vedie ku komplikdciam v liecbe mykotickych infekcii a zvySenému mnozstvu imrti.
Vyskum na poli novych, resp. alternativnych spdsobov terapie fungalnych infekcii tak
predstavuje jednu z hlavnych medicinskych vyziev 21. storoCia [1]. Biosyntetickd drdha
ergosterolu je cielovym miestom konvencnych antifungalnych latok. Ergosterol predstavuje
Specificky fungalny sterol, ktory zodpoveda za fluiditu a permeabilitu plazmatickej membrany,
ovplyviiuje vSak aj rezistenciu hub voci antifungdlnym latkam a adapticiu na stresové
podmienky [2]. V predlozenej praci sme sa zamerali na analyzu vplyvu synergického pdsobenia
katechinov a azolov na kvasinky Candida glabrata. Spolo¢né pdsobenie katechinov a azolov
vedie kzhorSenému rastu laboratérneho kmena ako aj klinickych izolatov kvasinky
C. glabrata. Narusenie regulacie (Cgupc2AA) a biosyntézy ergosterolu (Cgerg6A) d’alej zvysilo
ucinok katechinov a viedlo k vyraznejSej inhibicii rastu v porovnani s rodi¢ovskymi kmetimi.
Dalsie experimenty ukazali, Ze kombinacia azolov akatechinov vedie k zvysenej produkcii
reaktivnych foriem kyslika ak zmendm na transkripénej urovni génov zodpovednych za
odpoved’ kvasiniek na oxidacny stres a eflux antimykotik. Na zéklade ziskanych vysledkov
predpokladame, Ze katechiny naruSaji redoxni rovnovahu v kvasinkach C. glabrata.
Fenotypova analyza preukazala zvySenu citlivost’ buniek kvasiniek C. glabrata s narusenou
biosyntézou ergosterolu na oxidacné ¢inidla. NaruSenie biosyntézy ergosterolu v Specifickych
krokoch vkombinacii so synergickym pdsobenim katechinov aazolov moZe prispiet
k zlepSeniu liecby kandidovych infekeii.

[1] Arendrup M. C., Patterson T. F. Multidrug-Resistant Candida: Epidemiology, Molecular Mechanisms, and
Treatment. J Infect Dis. 216: 445-451 , 2017

[2] Jorda T., Puig S. Regulation of Ergosterol Biosynthesis in Saccharomyces cerevisiae. Genes (Basel). 11: 795-
813, 2020
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Katechiny patria medzi prirodné flavonoidy a st hojne zastipené v zelenom caji av inych
rastlinnych pozivatinach. V sti€asnosti si dobre zname pre svoje pocetné biologické ucinky,
vd’aka ktorym st predmetom vyskumu mnohych §tudii, a zdroven st medzi Sirokou verejnost'ou
obl'ibené vpodobe vyzivovych doplnkov. Epikatechin je Stvrtym najviac zastGpenym
katechinom v zelenom ¢aji, ale jeho biologické uc€inky nie s preStudované tak podrobne ako
v pripade inych typov katechinov. Na modelovom organizme Salmonella Typhimurium a na
dvoch multirezistentnych kmenioch Escherichia coli bol skiimany vplyv epikatechinu na
citlivost baktérii na rozne triedy antibiotik, za ucelom hl'adania moznej synergie medzi
ucinkom epikatechinu a antibiotikami. Potencidlna mutagénna aktivita epikatechinu bola
testovana pomocou Amesovho testu na auxotrofnych kmenoch S. Typhimurium TA 98 a TA
100, pricom test nepotvrdil vplyv epikatechinu na vznik bodovych ani posunovych mutacii.
Vdaka antioxidaénym ucinkom katechinov existuje predpoklad, ze katechiny disponuju aj
antimutagénnym potencialom. Schopnost’ epikatechinu branit’ vzniku mutécii bola skimana na
auxotrofnych kmenioch S. Typhimurium v pripade mutagénov 2-nitrofluorén aazid sodny.
Intenzivna konzumadcia katechinov v podobe vyzivovych doplnkov aich nasledna pritomnost’
v odpadovych vodach navodzuje otazku, aky je vzt'ah medzi katechinmi a rezistenciou baktérii
voci antibiotikdm. Mozny vplyv epikatechinu na vznik rezistencie voci ciprofloxacinu bol
testovany na S. Typhimurium, ako aj na 2 auxotrofnych kmenoch S. Typhimurium TA 98 a TA
100. Modifikovany Amesov test neodhalil vyznamny efekt epikatechinu na vznik rezistencie
voci ciprofloxacinu v pripade testovanych kmenov.
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Stanovenie inhibi¢ného G¢inku kombinovanej liecby fotodynamickej inaktivacie (PDI) a
farnezolu v biofilmoch je naro¢né. Limitacie, akymi st pritomnost’ extracelularnej matrix
a eDNA ¢i zivotaschopné, ale nekultivovatel'né bunky po lie¢be vedil k podhodnoteniu alebo
nadhodnoteniu skuto¢ného poctu buniek. Propidium-monoazid qPCR (PMA-qPCR) dokaze
S vysokou presnost'ou rozliSit’ medzi Zivymi a mftvymi bunkami vd’aka selektivnemu prieniku
farbiva (PMA) cez poSkodené membrany mritvych buniek a naslednému zablokovaniu
amplifikacie DNA. Predmetom prace bolo optimalizovat PMA-qPCR na kvantifikaciu zivych
a mrtvych buniek v biofilmoch Candida albicans a Staphylococcus aureus ovplyvnenychPDI
a farnezolom. Na s$pecificku identifikaciu C. albicans a S. aureus sa pouzili primery pre gény
ACT1 a NUC. Teplota topenia pre kazdy primer pocas qPCR cyklu bola optimalizovana na
55°C. Optimalne podmienky na oSetrenie buniek pomocou PMA boli koncentracia PMA
25 uM, inkubacny ¢as 10 min a fotoaktiva¢ny ¢as 15 min. Po prebehnuti gPCR a na zaklade
Specifickej amplifikacie génov ACT1 a NUC sériovo zriedenej DNA oboch druhov bola
generovana kalibra¢na krivka predstavujica zavislost’ Ct hodnot od poctu kopii. Pocet kopii bol
vypocitany na zaklade znameho mnozstva DNA v qPCR reakcii a velkosti genomu
mikroorganizmu. Optimalizovand PMA-QPCR a generované kalibra¢né krivky boli pouZité na
vyhodnotenie inhibi¢ného ucinku PDI na biofilmy C. albicans a S. aureus. Analyza
preliminarnych dat potvrdila inhibiciu 0,9-1,6 logio na 24-h biofilm C. albicans a 0,5-1,1 log1o
na 24-h biofilm S. aureus po pouziti PDI v kombinacii s metylénovou modrou (0,25-1 mM)
a farnezolom (150-300 uM). PMA-qPCR na stanovenie po¢tu kopii DNA prezivajucich buniek
predstavuje vhodnu alternativu ku konvenénym metdédam vyhodnocovania Zivotaschopnosti
buniek v biofilme.

Podakovanie: Tento vyskum bol podporeny grantom Univerzity Komenského cislo UK/255/2023 s ndzvom:
Stanovenie kombinovaného ucinku farnezolu a fotodynamickej inaktivacie na dualny biofilm Candida albicans-
Staphylococcus aureus pomocou propidium monoazid gPCR.
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Stafylokokové alimentarne intoxikacie (SFP) vznikaju v dosledku pozitia potravy
obsahujucej stafylokokové enterotoxiny (SE) produkované toxinogénnymi druhmi
stafylokokov, najmé druhom S. aureus. Ak st takéto toxinogénne stafylokoky navyse odolné
voci posobeniu antimikrobidlnych latok, riziko otravy sa zvySuje, rovnako aj moznosti ich
Sirenia a prezitia v prostredi.

V préaci sme sa zamerali na stanovenie produkcie SE typu A-E a s tym spojene;j
pritomnosti génov kodujtcich ich produkciu, ale aj na identifikdciu vybranych mechanizmov
rezistencie voCi antibiotikdm u Sest'desiatich izolatov rodu Staphylococcus ziskanych z
humannych a zivoc¢isnych vzoriek, ako aj zo vzoriek potravin. Prevazna Cast’ izolatov (58 %)
bola ziskand zo vzoriek potravin. Pit'desiat percent izolatov bolo schopnych produkovat
ktorykol'vek z SE, pri¢om 20 % tychto izolatov patrilo medzi koagulazonegativne stafylokoky.
U 75 % izolatov sme detegovali rezistentciu voci aspon jednému testovanému antibiotiku,
pri¢om najcastejSie bola zaznamenana rezistencia voc€i klindamicinu (45 %), penicilinu (36 %)
a erytromycinu (35 %). U izolatov sme sledovali nadprodukciu efluxnych pamp a schopnost’
tvorby biofilmu. Prevazna cCast’ izolatov (63 %) patrila do skupiny miernych producentov
biofilmu, pricom 33 % vykazovalo vel'mi silnl intenzitu produkcie.

Hoci st SE priméarne produkované koaguldzopozitivnym S. aureus, nase vysledky
naznacuju, ze aj koagulazonegativne stafylokoky mozu byt enterotoxigénne a potencialny
povodcovia SFP. Vicsina z testovanych izoldtov vykazovala rezistenciu voci aspon jednému
testovanému antibiotiku. Znepokojenie vyvoldva aj zvySena produkcia biofilmu u sledovanych
izolatov, ktora zhorSuje moZnosti eliminidcie danych baktérii v prostredi potravindrskych
prevadzok a moZe predstavovat’ kontinudlny zdroj kontaminacie potravin enterotoxinogénnymi
druhmi. Vysledky naSej $tadie potvrdzuju potrebu pristupu One Health, ktory sucasne
zohl'adiiuje otazky tykajuce sa veterinarnej oblasti, 'udského zdravia a Zivotného prostredia.

Podakovanie: Tato praca bola podporena vyzvou pre doktorandov a mladych vyskumnych pracovnikov STU na
nastartovanie vyskumnej kariéry (Grant 23-04-02-A) a Ministerstvom Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu SR
v projekte VEGA 1/0464/21.
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V stcasnosti zohrdva v snahe o rozsirenie stravovacich moznosti eurdpskych spotrebitelov
dolezita ulohu jedly hmyz, ktory ma zabezpecit najmi udrzatelnejSiu stravu z hladiska
zivotného prostredia. Tato nova potravina patriaca do skupiny tzv. ,,novel foods* nesie so sebou
rozne otazky ohl'adom svojej bezpecnosti. V predkladanej praci sme sa zamerali na mikrobialnu
bezpecnost’ tychto potravin. V pripade koliformnych baktérii a enterokokov sme sledovali aj
ich mozn1 rezistenciu vo¢i vybranym triedam antibiotik. Taktiez sme realizovali senzoricki
analyzu vybranych produktov na skupine desiatich dobrovol'nych hodnotitel'ov. Mikrobiélnej
analyze sme podrobili desat’ vzoriek jedlého hmyzu v praskovej a pevnej forme. Zistili sme, ze
v pripade celkovych aerébnych baktérii sa pocty pohybovali v rozmedzi 1,90 az 5,46 log KTJ/g,
pricom v dvoch vzorkdch neboli zaznamenané celkové aerdbne baktérie; vldknité huby a
kvasinky boli v rozmedzi 1,00 az 1,70 log KTJ/g a v Siestich vzorkach neboli detegované;
koliformné baktérie boli detegované iba v dvoch vzorkach testovan¢ho jedlého hmyzu v
poctoch 1,30 a 1,48 log KTJ/g a enterokoky v troch vzorkach a to v poctoch 1,30 az 2,80 log
KTJ/g. Z koliformnych baktérii sme ispesne identifikovali pat kmenov Escherichia hermannii,
pricom sme potvrdili jej kultivaciu aj v pripade Petriho misiek s pridavkom antibiotik ampicilin
a tetracyklin. Medzi identifikovanymi izolatmi enterokokov sme zaznamenali Styri kmene
Enterococcus gallinarium, dva Enterococcus faecium a jeden kmen Enterococcus casseliflavus.
Pri senzorickej analyze hodnotitelia najlepSie obodovali z hl'adiska celkovej preferencie vzorky
jedlého hmyzu cvréka domaceho s prichut'ou bazalky a paradajky. Polovica hodnotitel'ov by
opétovne konzumovala dva testované vyrobky len vtedy, ak by boli nuteni.

Podakovanie: Tento vyskum bol podporeny Agentirou na podporu vyskumu a vyvoja v zmluve APVV-19-
0250, Ministerstvom Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu SR v projekte VEGA 1/0464/21. Tato studia bola
realizovand aj vdaka Stedrej podpore v ramci Operacného programu Integrovand infrastruktira pre projekt:
., Strategicky vyskum v oblasti SMART monitorovania, liecby a preventivnej ochrany pred koronavirusom (SARS-
CoV-2)“, Projekt ¢. 313011A4SS8, spolufinancovany Europskym fondom regiondlneho rozvoja.
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Aspergillus fumigatus je vsadepritomna vlaknita huba, s ktorou prichadzame do kontaktu kazdy
dei. Pre skupinu l'udi, ktori trpia ochoreniami dychacich ciest alebo podstupuji liecbu
imunosupresivami vSak moze byt takyto kontakt fatalny. A. fumigatus ako oportinny patogén
sposobuje Siroku Skdlu ochoreni, od alergickych reakcii az po diseminovanu aspergilozu.
Moznosti liecby zahfiiajii niekol’ko skupin antifungalnych zli€enin, priCom v stcasnosti st
lickmi prvej vol'by azoly. Boj proti aspergilézam, kedy sa mortalita méze pohybovat’ az na
urovni 80%, eSte viac st'azuje vznikajlica rezistencia voc¢i azolom. Pri¢iny vzniku rezistencie
zahiaju predovsetkym dlhodobt liecbu pacientov, ako aj pouzivanie azolovych fungicidov
V pol'nohospodarstve.

V nasej praci sme porovnali profil citlivosti siedmych kmenov A. fumigatus pochéadzajtcich
z klinického 1 environmentéalneho prostredia, ktoré maju, resp. nemaju potvrdené mutacie
zodpovedné za rezistenciu voci azolom. Ddlezitym faktorom, ktory moze ovplyvnit’ liecbu
aspergiloz je iperzistencia, ktora moze mat za nasledok zlyhanie lie¢by aj u pacientov
infikovanych izolatmi citlivymi na azoly. Subpopulécie perzistentnych buniek sme pozorovali
vV pritomnosti supra-MIC vorikonazolu a itrakonazolu. Dal§i uhol pohladu nam poskytlo
porovnanie izoladtov z hladiska predominancie. Rezistentné izolaty maju v porovnani
s citlivymi kmenimi vyhodu v pritomnosti antifungélnych zlticenin, avSak rezistencia sa casto
spaja s tzv. ,.fitness cost*, co moze znizovat’ konkurencieschopnost’ tychto kmenov pri absencii
selektivneho tlaku lieCiv. Vztah medzi rezistenciou a predominanciou sme stanovili in vitro
pasazovanim na stuzenych zivnych médiach, ako aj in vivo koinfikovanim lariev Galleria
mellonella. Tento in vivo model sme zaroven pouzili i na porovnanie virulencie jednotlivych
kmenov.

Tento vyskum bol podporeny grantovymi projektmi VEGA 1/0388/22 and APVV-19-0094.
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Viacliekova rezistencia (MDR) v malignych bunkach je zavazny problém, ktory ¢asto vedie k
zlyhaniu liecby. Jednym z hlavnych mechanizmov MDR je nadmerna expresia P-glykoproteinu
(P-gp). V pripade leukémii, najméd akatnej myeloidnej leukémie a akutnej lymfoblastovej
leukémie, je zvySend expresia P-gp Casto spojena so zlou odpoved’ou na chemoterapiu a horSou
prognézou ochorenia. P-gp totiz posobi ako bariéra, ktord brani dosiahnutiu terapeutickych
koncentracii lie¢iv v malignych bunkach, ¢o vedie k potrebe vyvoja novych stratégii na
prekonanie tejto rezistencie, ako st inhibitory P-gp III generacie alebo nové chemoterapeutické
latky, ktoré nie su substratmi P-gp. Efektivne rieSenie prekonania MDR prostrednictvom
cielenia na P-gp moze vyrazne zlepsit terapeutické vysledky pre onkologickych pacientov, a to
nie len pacientov s leukémiou [1]. 5-aminopyrazoly su heterocyklické zluceniny, ktoré
obsahuju pyrazolové jadro s amino skupinou substituovanou na piatom uhliku. Tieto zluceniny
vykazuju Siroké spektrum biologickych aktivit a nachddzaji uplatnenie v medicinskej chémii a
farmaceutickom priemysle. Napriklad komer¢ne preddvany Jaypirca™ od spoloc¢nosti Eli Lilly
je 5-aminopyrazol pirtobrutinib. Toto chemoterapeutikum je schvalené na liecbu lymfomu z
plaStovych buniek a v sucasnosti sa skiima v 16 klinickych $tadidch na rdzne typy malignit
medzi, ktoré patri aj na chronicka myeoloidna leukémia [3]. Nami skiimané derivaty 5-
aminopyrazolov sme testovali ako potencidlne cytotoxické latky voc€i vybranym
prokaryotickym a eukaryotickym bunkovym modelom a skiimali sme ich vplyv na aktivitu P-
gp, expresiu na urovni génu aj proteinu na bunkovych modeloch mySacej akutnej
lymfoblastovej leukémie L1210 a 'udskej akutnej myeloidnej leukémie SKM-1 a MOLM-13
a ich variantoch s nadexprimovanou efluxnou pumpou P-gp.

[1]. Pilotto Heming C, Muriithi W, Wanjiku Macharia L, Niemeyer Filho P, Moura-Neto V, Aran V. P-
glycoprotein and cancer: what do we currently know? Heliyon;8(10):e11171, 2022

[2]. Pavilek B., Bortiidk D, Sofranko J., Sofrankova L., Spaldova J., Elefantova K., Olejnikova P., Zidekova I.,
Végh D., Dokupilova S., Mikus P.,. Breier A,. Milata V, Eur. J. Org. Chem., 26, €202300410, 2023

[3]. Davis DD, Ohana Z, Pham HM. Pirtobrutinib: A novel non-covalent BTK inhibitor for the treatment of adults
with relapsed/refractory mantle cell lymphoma. J Oncol Pharm Pract. 30(1):182-188, 2023

Podakovanie: Tento vyskum bol podporeny Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja v zmluve APVV-19-0093
a APVV-19-0094 a Ministerstvom Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu SR v projekte VEGA 2/0030/23, VEGA
2/0046/24. a Grantom STU pre podporu mladych vedeckych pracovnikov v Bratislave (Sofiankova 2023)
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Jednou z hlavnych vyziev nielen pri lieCbe leukémie, ale vsetkych typov nadorovych ochoreni,
je zvratit viaclieckova rezistenciu. Td déva malignym bunkdm schopnost’ odolavat
chemoterapeutikdm s roznou Struktirou a mechanizmom uc¢inku. Hlavni ulohu v tychto
procesoch zohravaju ABC transportéry, teda membranové transportné proteiny, ktoré aktivne
vylucuju Siroké spektrum substratov z nadorovych buniek, ¢im znizuju ich intracelularne
koncentracie. Najviac skimanym transportérom spojenym s viacliekovou rezistenciou je
P-glykoprotein, ktorého zvySend expresia je jednym z hlavnych markerov viacliekovej
rezistencie [1]. Z tychto dovodov sa neustale hl'adajii nové potencionalne chemoterapeutika.
Prave alkaloidy prirodného povodu preukézali v tejto oblasti vel'mi sl'ubny potencial, vdaka
¢omu sa intenzivne skiimaju z hl'adiska ich terapeutickych vlastnosti [2]. V tejto praci sme sa
preto zamerali na bunkové linie akttnej leukémie a ich sublinie, ktoré sa vyznacuju expresiou
P-glykoproteinu. Ako U€¢inna latka bol pouzity rastlinny alkaloid kryptopleurin, ktory patri do
skupiny fenantrochinolizidinov vyznacujicich sa rozmanitymi biologickymi aktivitami, medzi
ktoré patria napriklad protizapalové, antivirusové a antimikrobialne ucinky [3].
U kryptopleurinu boli popisané aj potencionalne antineoplastické vlastnosti, avSak jeho presny
mechanizmus G¢inku este nie je Uiplne objasneny. Zistilo sa, ze kryptopleurin dokdze inhibovat’
proteosyntézu, v mensej miere aj syntézu RNA a DNA, potlacit’ signalne drahy a mnoZstvo
regulacnych proteinov bunkového cyklu, ako st cyklin a od nich zavislé kinazy. Preto sme nasu
pozornost zamerali na sledovanie vplyvu kryptopleurinu na typ bunkovej smrti, ktory
kryptopleurin vyvoldva, zmeny v podieloch buniek v jednotlivych fazach bunkového cyklu,
jeho vplyv na aktivitu P-glykoproteinu, na expresiu vybranych génov a d’al$ich procesov najma
v bunkovych modeloch akttnej leukémie.

[1]. Labbozzetta M, Poma P, Notarbartolo M. Natural Inhibitors of P-glycoprotein in Acute Myeloid Leukemia.
Int J Mol Sci. 24(4):4140, 2023

[2]. Kubickova J, Elefantova K, Pavlikova L, Cagala M, Sere§ M, Safai P, Marchalin S, Durigova K, Bohagova V,
Sulova Z, Lakatos B, Breier A, Olejnikova P. Screening of Phenanthroquinolizidine Alkaloid Derivatives for
Inducing Cell Death of L1210 Leukemia Cells with Negative and Positive P-glycoprotein Expression. Molecules.
24(11):2127, 2019

[3]. Wang Y, Chen SR, Yang X, Lee KH, Cheng YC. Structure-activity relationships of cryptopleurine analogs
with E-ring modifications as anti-hepatitis C virus agents. Bioorg Med Chem. 26(3):630-636, 2018

Podakovanie: Tento vyskum bol podporeny Agentiirou na podporu vyskumu a vyvoja v zmluve APVV-19-0093 a
APVV-19-0094, Ministerstvom Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu SR v projekte VEGA 2/0030/23, VEGA 2/0046/24
a Grantom STU pre podporu mladych vedeckych pracovnikov v Bratislave (Sofrankova 2023 a Stefik 2023).
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The resistance of fungi to antifungal drugs evolves mostly at a genomic level. Arguably, the
factors impacting the ability of fungus to adapt to stress caused by antifungal agents (preceding
the resistance development) remains obscure. The new research subject of antifungal tolerance
has been denoted. Tolerance is governed by evolutionary fine-tuned mechanisms (not genomic
variations). The research of tolerance (and resistance) covers pathogens and reference yeast
Saccharomyces cerevisiae. However, as the microbiology progresses, the reference
microorganism for filamentous fungi is strongly needed.

In our research, we chose Neurospora crassa, a filamentous fungus well studied in other areas
of fungal biology. We exposed N. crassa to antifungal azoles and analyzed the level of glycerol
and chitin in the mycelium of fungus and the expression of genes involved in their biosynthesis.
Moreover, we tested the impact of inhibition of important stress signalling pathways
(calcineurin pathway, TOR-kinase signalling) on the susceptibility of N. crassa to azoles.

In accordance with the knowledge in yeast, when N. crassa is exposed to antifungals, the cell
surface is compromised, the osmotic pressure pushes on the cell, so counterpressure by glycerol
production is triggered (peak two hours after exposure). Later, chitin synthesis increases (10
hours after exposure), making the cell wall more rigid (reparation/compensation for caused
damage). TOR signalling is probably involved in stress adaptation because its inhibitor,
rapamycin, proved synergic effect with azoles.

Understanding of adaptation to antifungals in non-pathogens and pathogens may shed light on
why pathogens can develop effective mechanisms of resistance.

This work was supported by research grants No. APVV-19-0094 and VEGA 1/0388/22.
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Horizont Eurépa je 9. ramcovym programom 7-ro¢nej vedecko-vyskumnej iniciativy Europske;j
unie. HE je nastupcom ramcového programu Horizont 2020, v ramci ktorého sa zrealizoval
projekt CEMBO (H2020-WIDESPREAD-2020 ,,vyzvy Twinning* na Katedre mikrobiologie a
virologie, Prirodovedeckej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave). Vo vede je ziskanie
financii kl'a€ové pre realizaciu napadov vedeckych timov a nésledné vytvaranie spoluprac so
svetovo uznavanymi in$titiciami. Je preto dolezité, aby najmé mladi vedecki pracovnici boli
motivovani a porozumeli vyznamu pisania eurdpskych projektov. Aké su hlavné schémy
pomoci eSte pred pisanim projektu? PrednasSka sumarizuje nalezitosti projektovej ziadosti
VvV ramci ramcového programu HE. ,,Narodné kontaktné body* (Centrum vedecko-technickych
informacii SR v spolupraci s Ministerstvom S$kolstva, vyskumu, vyvoja a mladeze SR)
predstavuji nevyhnutnt sucast’ ispeSného pisania projektu.

Zakladnym pohonom pisania eurdpskych projektov je individualna alebo timova motivacia.
Predchadza mu sprdvna vol'ba typu akcie; samostadium dolezitych dokumentov a schopnost’
vediet’ sa orientovat’ vo vyzve. Po samotnom vybere akcie pokracuje $tidium hodnotiacich
aspektov a administrativy projektu. Nasleduje samotné pisanie vyzvy a jej technické Specifika,
pricom kvalita prevlada nad kvantitou. Porozumenie projektu, ako aj schopnost’ vystihnit’
podstatu st pri tomto procese kI'icové.

Prednéaska ponukne uZito¢né tipy a odporic€ania pri pisani eurdpskych projektov, ako aj pri
samotnom podani vyziev. Pisanie takychto projektov prinaSa vyzvu, ktorej treba na Slovensku
¢o raz viac celit’. Nielen kvoli prestiZi a finanénym moznostiam vyvoja a vyskumu, ale najma
kvoli individualnemu a timovému napredovaniu do eurdpskeho sutazivého prostredia, t.j. na
vysSiu uroven kvality zaradenia sa medzi SpiCkové vedecké institiicie alebo individualnych
vedcov.

Podakovanie: Tato predndska bola podporena Narodnymi kontaktnymi bodmi vybranych oblasti
V ramci Narodnej kancelarie Horizontu, taktiez Katedrou mikrobiologie a virologie UK v spoluprdci
s Ceskoslovenskou spolocnostou mikrobiologickou.



Wearkshop “Aspekty registencie prokaryotickych a enkaryotickych buniek"
26.—29.6. 2024, Fatranskd Lomnica

Workshop bol organizovany Katedrou mikrobiologie a viroldgie Prirodovedeckej fakulty
Univerzity Komenského v Bratislave, Ustavom biochémie a mikrobiologie Fakulty chemickej
a potravinarskej technologie Slovenskej technickej univerzity v Bratislave v spolupraci s
Ceskoslovenskou spoloénostou mikrobiologickou. Tento workshop bol ziroveii podporeny
projektami APVV-21-0302, APVV-22-0150 a APVV-19-0094.



