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VPLYV METFORMINU, PYCNOGENOLU® A ICH KOMBINACIE NA VYBRANE
BIOMETRICKE A HEMODYNAMICKE PARAMETRE U DIABETICKYCH A
HYPERTENZNO — DIABETICKYCH SRDC POTKANOV

Kralova E., Jankyova S., Cuborni J., Cizmdrova V., Hrabovskad A., Stankovicova T.
Katedra Farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka Fakulta UK, Bratislava, Slovenska Republika

Diabetes mellitus (DM) je chronické metabolické ochorenie, ktoré je ¢asto komplikované hypertenziou.
Dlhodoba expozicia kardiovaskularneho systému hyperglykémii ma za nasledok vznik chronickych
komplikacii diabetu. Ked’ze oxidacny stres je jednym z faktorov vzniku komplikécii pri DM, adjuvantna
terapia antioxida¢nymi latkami sa javi pri jeho terapii ako prospesna. Metformin je v stiCasnosti lieCivom
prvej vol'by pri terapii DM2. Znizuje riziko vzniku kardiovaskuldrnych prihod a ma aj antioxida¢né
ucinky. Jednym z najpredavanejSich volnopredajnych pripravkov s antioxida¢nymi vlastnostami je
Pycnogenol®, ktory pozitivne ovplyviluje aj kardiovaskuldrny systém. Sktimali sme teda vplyv
Pycnogenolu®, metforminu a ich vzajomnej kombinacie na diabetické a hypertenzno-diabetické srdcia
potkanov. Predpokladali sme synergicky ucinok vzajomnej kombindcie tychto dvoch latok.

V experimentne sme pouzili Wistar potkany (Kontrola, potkany bez diabetu). Experimentalny model
diabetu mellitu sme navodili u Wistar potkanov (Diabetes, D) a SHR potkanov (Hypertenzia-Diabetes,
HD) 3 dni po sebe idacou davkou streptozotocinu (25 mg/kg. i.p). Po 10 dioch od podania
streptozotocinu sme zacali 6 tyziiovi p.o. terapiu Pycnogenolom® (20mg/kg), metforminom (12mg/kg)
a ich vzajomnej kombindcie. Zmeny v hemodynamickych parametroch sme sledovali na izolovanych
srdciach perfundovanych podl'a Langendorffa. Biometrické parametre (hribka lavej komory- LK,
hrubka septa) sme zmerali pomocou posuvneho meradla, hmotnost' LK sme zmerali na analytickych
vahach.

Zistili sme, Ze hmotnost’ I'avej komory stiipala v poradi Kontrola <D <HD. V rovnakom trende sttipala
aj hribka LK a septa pri oboch patologickych modeloch. Pycnogenol® znizil hmotnost’ LK u oboch
patologickych skupin, vyraznejsie vSak u diabetickych potkanov. Rovnako stencil hrubku K a septa u
oboch modelov takmer na uroven kontrolnych zvierat. Metformin taktieZ znizil hmotnost’ CK a stencil
jej hrabku, dokonca vyraznejSie nez Pycnogenol® v porovnani so zvieratami bez lieCby. Sucasné
podanie oboch latok sice znizilo hodnoty sledovanych parametrov, ale nie tak vyrazne ako ich jednotlivé
podanie.

Kontrakciu myokardu (vyjadrent ako systolicko - diastolicky rozdiel tlakov v lavej komore) mali
najviac oslabené zvierata v diabetickej skupine v porovnani s kontrolnou ale aj hypertenzno -
diabetickou skupinou. Srdcia izolované z diabetickych zvierat mali aj najslabsi koronarny prietok.
Metformin vyrazne zlepsil kontrakciu izolovanych stdc u oboch modelov bez lie¢by, ¢im sa zlepsil
prietok koronarnymi cievami. Rovnako aj vyzivovy doplnok Pycnogenol® zlepsil hodnoty tychto
sledovanych parametrov. Premedikovanie kombinaciou metforminu a Pycnogenolu® viedlo k
zlepSeniu kontrakcie a tym aj k narastu koronarneho prietoku oproti patologickym skupinam bez
premedikacie. AvSak pri porovnani hemodynamickych parametrov samostatne podanych latok a ich
kombinacie sme zistili, Ze opat’ bolo G¢innejsie ich samostatné podanie.

Nase vysledky poukazaji, Ze v nami sledovanom modeli experimentalneho diabetu mellitu a
hypertenzie - diabetu lie¢ivo metformin, ale aj vyZivovy doplnok Pycnogenol® pozitivne ovplyvnili
hodnoty vybranych biometrickych a hemodynamickych parametrov. U¢innejsie viak boli ako
samostatne podané, nez v spolo¢nej kombinacii.

Pod’akovanie: Tato publikacia vznikla vdaka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj
pre projekt Centrum excelentnosti pre glykomiku, ITMS 26240120031, spolufinancovany zo zdrojov
Eurdpskeho fondu regionalneho rozvoja.

DYMEKLIN: EXPRESIA V KLUYVEROMYCES LACTIS



Zuzana Kilianova, Lucia Riaposova, Anna Hrabovskd
Katedra farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Komenského

Uvod: Dyggveov-Melchiorov-Clausenov syndrom je zriedkavé ochorenie podmienené autozomalne
recesivnou dedi¢nost’ou a charakterizované mikrocefaliou, nizkym vzrastom, deformaciami stavcov a
kosti konc¢atin a mentalnou retardaciou. Pri¢inou ochorenia je mutacia génu DYM, ktory koduje protein
dymeklin. Dymeklin ma 669 animokyselin, aviak jeho funkcia doposial’ nebola objasnena. Stadium
dymeklinu by umoznila priprava rekombinantného proteinu. Cielom nasho projektu bolo overit
navrhnutu stratégiu pripravy rekombinantného dymeklinu.

Metodika: Stratégia sa zakladala na expresii proteinu nesticeho Strep-tag® za pouZitia expresného kitu
Kluyveromyces lactis. Pracovali sme v spolupraci s Dr. V. El Ghouzzi, INSERM U676, Hopital Robert
Debré, Franctizsko. Navrhli sme PCR primery s epitopom Strep-tagll a s vhodnymi restrikénymi
miestami pre naslednu ligaciu do expresného vektora pK LAC2. Kvasinky Kluyveromyces lactis sme
kultivovali v tekutom médiu pri 30°C s trepanim (250 rpm) a denzitu kultiry sme stanovovali meranim
absorbancie pri vinovej dizke 600nm (OD600). Pre jednotlivé stanovenia sme odoberali kultivaéné
médium, v ktorom sme metodou Western blot stanovovali protein dymeklin pomocou Strep-Tactin-HRP

(IBA, Nemecko).

Vysledky: Pomocou navrhnutych primerov nestcich epitop Strep-tagll a potrebné restrikéné miesta
Xhol a BamHI sme metédou PCR amplifikovali Strep-DYM. Restrikénym Stiepenim enzymami Xhol,
BamHI a naslednou ligaciou sme DYM-Strep vlozili do expresného vektora pKLAC2 (Obr. 1).

Xhol Xhot Xhol-
BamHI
3 8
Zg o &8
1 El <
DYM-Strep-pKLAC2 < é é s s
o a o o a

11kb —>
9kb —>

2kb —>

Obrazok 1: Restrikéna analyza DYM-Strep v pKLAC2. V prvej drahe je DYM-Strep-pKLAC?2 §tiepeny pomocou
Xhol, v druhej drahe samotny pKLAC2 $tiepeny Xhol, v tretej drahe DYM-Strep-pKLAC2 Stiepeny pomocou

Xhol a BamHI, ¢o umoziiuje vystiepenie insertu DYM-Strep (2kb).
Naésledne sme sledovali rast kvasiniek Kluyveromyces lactis a na zaklade merania OD sme skons$truovali
rastove krivky za i¢elom stanovenia doby potrebnej pre saturovanu kultaru (Obr. 2).
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Na zaklade rastovych kriviek sme identifikovali zaCiatok saturacnej fazy kultary, ku ktorej dochadza po
2 dnoch kultivacie. Nasledne sme v roznych ¢asovych intervaloch odoberali kultiva¢né médium s
obshom buniek Kluyveroyces lactis, v ktorych sme metédou Western blot detegovali DYM-Strep
pomocou Strep-Tactin-HRP. Analyza kultivacného média a bunkovych lyzatov nepotvrdila pritomnost’
dymeklinu, a teda zvolena stratégia nie je vhodna pre pripravu rekombinantného proteinu.

Zaver: Pomocou PCR metddy sme uspesne generovali konstrukciu DYM-Strep v expresnom vektore
pKLAC2. V kultare kvasiniek Kluyveromyces lactis sme nepotrvdili analyzou typu Western blot
pritomnost” demyklinu, ¢o nasvedcuje, Ze nami zvolena metéda nebola vhodné pre jeho pripravu.

Pod’akovanie:

Tato publikdcia vznikla vdaka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj pre projekt:
Centrum excelentnosti pre glykomiku, ITMS 26240120031, spolufinancovany zo zdrojov Europskeho
fondu regionalneho rozvoja.
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Stability of Ellman’s reagent in TRIS buffer

Dominika Dingova®®, Anna Hrabovska?
aComenius University, Faculty of Pharmacy, Dept. of Pharmacology and Toxicology, Bratislava, Slovakia
®Université Paris Descartes, CNRS UMR 8257 MD 4, COGNAC G, France

Introduction: Cholinesterases play an important role in cholinergic neurotransmission. Due to their
hydrolytic action on acetylcholine, they control level of this neurotransmitter in the body. Activity of
cholinesterases has been linked to etiopathogenesis of some diseases, e.g. Alzheimer’s disease,
Parkinson’s diseases, cardiovascular diseases, liver disorders or obesity’®. Therefore, an efficient
method for determination of cholinesterase activity is needed. The widely used method to study
cholinesterase activity is Ellman’s assay’. It is a two-step method. In the first step, substrate is
hydrolyzed by cholinesterase when thiocholine (TCh) is produced. In the second step, TCh reacts with
Ellman’s reagent (DTNB) when yellow anion 2-nitro-5-thiobenzoic acid (TNB) is produced. The
method is fast, simple and cheap, however, it has a few limitations e.g. instability of DTNB in time, low
detection sensitivity or high background in biological material. This complicates the measuring of
cholinesterases activity mainly in biological samples. Ellman’s assay is usually performed in phosphate
buffer, but also TRIS buffer is widely used for determination of cholinesterase activity. However, the
effect of TRIS buffer on enzyme activity has never been properly tested.

The aim of this project was to determine the favorable assay conditions and thus to lower the
background and reagent instability, which would allow measurement of low activities of cholinesterases.

Method: Stability of 0.5 mM DTNB in 5 mM TRIS (5mM TRIS/0.05M phosphate) and 0.1 M
phosphate buffer pH 7 - 8.5 was studied over 90 hours at 412 nm. Additionally, DTNB stability was
also recorded in presence of the substrate - 0.5 and 1 mM butyrylthiocholine iodide. Assays were
performed in 96-well plates at room temperature, protected from light.

Pure recombinant human butyrylcholinesterase (140 mU/ml, 0.7ug/ml) was chosen as model enzyme in
Ellman’s assay. 1 mM butyrylthiocholine iodide was used as substrate. The full spectrum was recorded
in 5 mM TRIS buffer or 0.1M phosphate buffer pH = 7 - 8.5. Velocity of the product formation was
followed at 412 nm and time dependence was determined in both mentioned buffers pH = 7 — 8.5.

Results: Stability of DTNB highly depended on pH value (Fig 1). It decreased with increasing pH value
in phosphate and also TRIS buffers. The highest increase in the absorbance was observed in first five
hours. Subsequent increase of color continued at lower rate till 50 hours and then it changed just slightly.
In general, DTNB was more stable in TRIS buffers than in phosphate buffers. Absorbance of DTNB in
TRIS pH 7.0-8.0 was almost unchanged during measurement. In TRIS pH 8.5 we recorded a small
increase in absorbance, which almost corresponds to phosphate buffer pH 7.0. Presence of substrate
initiated faster decomposition of DTNB: the higher concentration of substrate, the higher instability of
reagent.
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Fig 1: Stability of DTNB in phosphate and TRIS buffers

The full spectrum (Fig2) proved that the product of reaction was formed at the same wavelength in both
phosphate and TRIS buffers at all studied pH. The velocity of product formation, however, does not
suggest the same Kinetics of butyrylcholinesterase-catalyzed reaction with butyrylthiocholine in
phosphate buffer pH 8.0 versus TRIS buffers pH 7.0-8.5.
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Fig 2: Full spectrum and v/t curve in phosphate and TRIS buffers

Discussion: In the original paper’, phosphate buffer pH 8.0 was suggested as a buffer of choice for
determination of cholinesterase activity by Ellman’s assay. Low solubility of DTNB in other anorganic
solvents makes the study of its properties more difficult. We used a different strategy to prepare DTNB
solution when powder was solubilized by addition of 0.05M phosphate buffer into 5 mM TRIS buffer
at matching pH values. In this paper we refer, that DTNB is unstable in phosphate buffer in comparison
to TRIS buffer and its stability in liquid depends strictly on pH. While the presence of TRIS buffer does
not affect the wave length of product formation, it clearly influences the velocity of enzyme hydrolysis.

Conclusion: Despite the great stability of DTNB in TRIS buffer, it is not convenient for Ellman’s assay,
because of slow product formation velocity. However, our approach of DTNB solubilization can be used
for study of DTNB stability in different buffers. Stabilization of DTNB will enable a long incubation
assays and following of low cholinesterase activities.
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Kardiometabolické rizikové faktory, tlak krvi a hmotnostné parametre u hypertonikov
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3 Kardiologicka ambulancia, Ruzomberok

Uvod: Kardiometabolické (KM) ukazovatele patria medzi ovplyvnitelné rizikové faktory
kardiovaskularnych ochoreni. Ich modifikacia nefarmakologickym a farmakologickym pristupom tvori
jeden z hlavnych sposobov prevencie kardiovaskularnych prihod. Z tychto dovodov sa v klinickej praxi
pri urcovani kardiovaskularneho rizika pacienta s kardiovaskularnym ochorenim monitoruji hodnoty
tlaku krvi (TK), koncentracia KM rizikovych faktorov (triacyglyceroly, celkovy cholesterol, HDL-
cholesterol, glukdza) a hmotnostnych ukazovatel'ov (obvod pasa, body mass index). Znizenie celkového
cholesterolu 0 10 % sa spaja s 25 % redukciou incidencie koronarnych choréb srdca, pokles LDL
cholesterolu o 1 mmol/l znizuje vyskyt koronarnych prihod o 22 % (1). HDL cholesterol sa povazuje
za protektivny faktor z hl'adiska rozvoja kardiovaskularnych ochoreni (2), jeho zvySenie o 0,39 mmol/l
znizuje kadiovaskularne riziko o 22 % (3).

Ciel’ a metody: Ciel'om prace bolo vyhodnotit' vzt'ah KM rizikovych faktorov k hodnotam TK a k
hmotnostnym ukazovatelom a zhodnotit' vplyv hypolipidemickej liecCby na dosahované hodnoty
plazmatickych lipidov. Pri klasifikovani rizikovych faktorov sa vychadzalo z odporacani ESH/ESC
z roku 2007 (4) a INC VII (5). Za potencialne diabetogénne lie¢iva boli povazované betablokatory a
tiazidové diuretika (6). Na zdklade retrospektivneho vyhodnotenia zdravotnych zdznamov sme
analyzovali idaje 413 ambulantne liecenych pacientov s primarnou diagnoézou esencialna hypertenzia
(I10) lieCenych v kardiologickej ambulancii. Vekovy rozsah probandov bol 19 — 89 rokov (priemerny
vek 63,0 £ 11,7 rokov), pricom z hladiska pohlavia bol subor proporciondlne rozlozeny (muzi 58,4%,
zeny 41,6%). Hodnotilo sa obdobie dvoch rokov liecby.

Vysledky a zaver: Po dvoch rokoch dosahovalo fyziologické hodnoty triacyglycerolov 63 % pacientov,
celkového cholesterolu 49 %, HDL-cholesterolu 78 % a glukézy 78 % pacientov. Pocas tohto obdobia
doslo aj k prerozdeleniu pacientov zo $tadia s vyS$Sou hodnotou celkového cholesterolu a
triacyglycerolov v prospech kategorii s nizSou hodnotou, priCom tato zmena bola Statisticky vyznamna.
Pri zmene koncentracie KM parametrov pocas dvoch rokov sa neprejavila aj Statisticky vyznamna
zmena hodnoty TK, okrem glukdzy, kde bola zmena $tatisticky vyznamna. Statisticky vyznamne vyssie
hodnoty TK boli zaznamenané uz pri zvySenej hodnote glukdzy (> 5,6 mm/l). Zvysené hodnoty TK
(Statisticky nevyznamné) boli aj pri pritomnosti pridruzenej diagnozy hypercholesterolémia. Korelacia
medzi KM parametrami a TK sa nam nepotvrdila. Aj napriek tom, ze 43 % pacientov malo nadhmotnost’
a 35 % bolo obéznych, korelacia medzi hmotnostnymi ukazovatelmi (obvod pasa, BMI) a KM
parametrami sa ndm rovnako nepotvrdila.

Najvyraznejs$i pokles hodnot celkového cholesterolu a triacyglycerolov bol zaznamenany pri liecbe
rosuvastatinom. NajpouzivanejSim statinom bol atorvastatin, pri ktorom bolo zaznamenané pocas
dvojro¢ného obdobia aj Statisticky vyznamné zniZenie celkového cholesterolu. Pri pridruzenej diagnoze
hypercholesterolémia a uzivani hypolipidemickej lie¢by boli koncentracie plazmatickych lipidov vo
fyziologickom rozmedzi.

Pacienti lieCeni potencialne diabetogénnym lie¢ivom dosahovali po dvoch rokoch vysSie hodnoty
glukozy. Najvyssie hodnoty glukdzy boli u hypertonikov liecenych kombinaciou betablokatora s
tiazidového diuretika, najvyraznej$i narast glukdzy bol zaznamenany pri lie¢be tiazidovym diuretikom.
Pri betablokatoroch bol najvyraznejsi (Statisticky nevyznamny) narast glukdzy zaznamenany pri lieCbe
atenololom.

Na zaklade dosiahnutych vysledkov mézeme konstatovat’, Ze aj napriek zmene hodnot niektorych KM
rizikovych faktorov pocas dvojrocného obdobia, sa ich vztah k hmotnostnymi ukazovatelom a TK
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nepotvrdil. U pacientov lieCenych potencidlne diabetogénnymi lie¢ivami bol po dvoch rokoch
kontinualnej liecby zaznamenany narast hodnoty glukozy.
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Detekcia modifikovanych glukoamylaz Saccharomycopsis fibuligera separovanych
pomocou PAGE zaloZena na retrogradacii Skrobu
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Glukoamylazy (D-glucan glucohydrolase, EC 3.2.1.3) patria do skupiny enzymov s vyznamnym
potencidlom pre priemyselné vyuzitie. Su to enzymy schopné postupne odstiepovat’ molekuly glukozy
z neredukujiiceho konca Skrobu alebo maltooligosacharidov.

Priama detekcia enzymovej aktivity amylolytickych enzymov v polyakrylamicovom géli je vyhodné pri
ich hl'adani v surovych proteinovych zmesiach, pri sledovani tvorby izoforiem pocas fermentacie, pre
rozliSenie nativnych a denaturovanych foriem enzymov a pod. Za nativnych podmienok je mozné
elektroforeticky separovat’ enzymy, ktoré si pocas celého procesu zachovavaji svoju hydrolazova
aktivitu. Alternativne je mozné za denatura¢nych podmienok (napr. v pritomnosti dodecyl sulfatu
sodného) separovat’ aj enzymy schopné nasledne;j in situ renaturacie. Doteraz bol popisany rad technik,
pri ktorych sa substrat inkorporuje do gélu, alebo po elektroforetickej separacii sa do gélu penetruje. Pre
lokalizaciu aktivneho enzymu je mozné vyuzit zmeny absorbancie vo viditeI'nom alebo UV svetle,
fluorescencie alebo zafarbenia substratu ¢i produktu.

U amylolytickych enzymov sa pre in situ detekciu najcastejSie vyuziva detekcia pomocou jodu, ktora je
zalozena na skutocnosti, Ze kratke retazce degradovaného Skrobu sa nim nefarbia. Pritomnost’
katalyticky aktivneho amylolytického enzymu v géli sa preto prejavuje po primerane dlhej inkubacii
ako bezfarebna zona.

Skupina glukoamylaz z variantnych kmenov potravinarskej kvasinky Saccaromycopsis fibuligera je
dobrym vychodiskovym materidlom pre pripravu modifikovanych enzymov ¢i uz pre sledovanie vzt'ahu
medzi ich Strukturou a funkciou alebo pre zlepsSenie ich technologickych vlastnosti. Pre jednoduché a
rychle sledovanie zmien ich fyzikalnych vlastnosti v désledku cielenych bodovych mutacii sme vyvinuli
vysoko citlivii detekciu elektroforeticky separovanych modifikovanych glukoamylaz S. fibuligera
pomocou nativnej PAGE. Tato je zaloZena na skuto¢nosti, Ze v mieste, kde sa nachadza tento enzym,
popri dominantnej glukéze vzniknutej hydrolyzou, nehydrolyzovany zvySok linearizovaného Skrobu
vytvara agregaty v procese zvanom retrogradacia. Vzniknuté agregaty su rezistentné voc¢i d’alSiemu
pdsobeniu amylolytického enzymu a st pozorovatelné ako zékalové zony. Citlivost tejto metddy
niekol'’konasobne vzrasta pri pozorovani gélu v temnom poli pri bo¢nom osvetleni (obr. 1).

Vyuzitie tejto techniky je mozné aj pre iné amylolytické enzymy. Zakladnou podmienkou je vsak, ze
ich separacia sa musi realizovat’ za takych podmienok (pH alebo teploty), pri ktorych je potlacena ich
katalyticka aktivita do tej miery, ze pocas elektroforézy nedochadza k vyraznejsej degradacii Skrobu na
maltooligosacharidy.

16

Gél




Obr. 1

Jednoduché zariadenie pre sledovanie a dokumentovanie zakalu v tzv. temnom poli.

V pripade vyuzitia retrogradacie sa pracuje s podstatne mensim mnozstvom rozpustného skrobu v géli
ako je obvyklé pri farbeni jodom. V dosledku toho nevznika neziaduce pozadie, v ktorom by bol zakal
retrogradovaného Skrobu tazko identifikovatelny. NavySe, po fotografickom zdokumentovani zon
lokalizujucich pritomnost’ amylolytickych enzymov, je mozné nasledne uskutocnit’ klasické farbenie
vSetkych separovanych bielkovin, napr. s coomassie brilliant blue alebo aktivny enzym z gélu eluovat’
a pouzit’ ho v d’alsich pokusoch.

Elektroforetickti separaciu glukoamylaz S. fibuligera s molekulovou hmotnostou cca 55 kDa a s pH
optimom pri 5,6 je ucelné robit pomocou vertikalnej elektroforézy v 10% polyakrylamidovom géli
pripravenom nasledovnym postupom:

75 mg rozpustného Leulierovho $krobu suspendovaného v roztoku pripravenom z 2.5 ml 1.5 M
Tris.HCI pH 8,8 a 4 ml destilovanie vody sa za miesania povari 5 min. Po ochladeni a doplneni na
povodny objem sa prida 3.3 ml roztoku akrylamidu (30% akrylamid + 2.6% bisakrylamid vo vode), 120
ul 10% persiranu amonneho a 5 ul TEMED. Ako vrchny koncentra¢ny gél mozno pouzit’ Standardné
gély pre nativnu elektroforézu.

Po skonceni elektroforetickej separacie amylolytickych enzymov sa gél ponori do 0.2 M
timivého roztoku zodpovedajiceho pH optimu prislusného enzymu (v pripade glukoamylaz S.
fibuligera je to octan sodny pH 4.8 az 5.6). Po 3-4 vymenach roztoku v 5 min. intervaloch, pocas ktorych
sa za mieSania pH v géli ustali, sa gél vyberie z roztoku, zabali sa do folie a umiestni do termostatu na
cca 40°C az pokial’ sa nevytvori zona nerozpustného retrogradovaného Skrobu v intenzite vhodnej pre
fotograficku detekciu (zvy€ajne 10 min. az 1 hod. v zavislosti od mnozstva a aktivity enzymu).

Pozn.: Kvalita rozpustného $krobu a tym aj schopnost’ jeho retrogradacie je zna¢ne variabilna.
Pre dosiahnutie maximalnej citlivosti je vhodné otestovat’ si $krob od viacerych vyrobcov resp.
Z roznych Sarzi.
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Elektricka aktivita srdca u mysi s absenciou génu pre M2 podtyp muskarinovych
receptorov
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Autonémny nervovy systém je hlavny modulator srdcovej ¢innosti. Na inervacii srdca sa podiel’aju
v rovnake] miere parasympatikovy a sympatikovy systém. Parasympatikova inervacia je
sprostredkovand nikotinovymi receptormi na trovni ganglia a muskarinovymi receptormi (MR) na
urovni efektorovej bunky. Stimulacia MR acetylcholinom vedie predovSetkym k poklesu tepovej
frekvencie a kontraktility myokardu. Ako vo vSetkych organoch aj v srdci boli popisané vsetky podtypy
MR. Expresia jednotlivych podtypov MR v myokarde je druhovo Specifickd s predominantnym
zastpenim M2 podtypu.l V roku 1999 Gomeza et al. pripravili mysi s deléciou M2 podtypu MR
a preukazali, ze je zodpovedny za negativny chronotropny ucinok. Aj napriek delécii tohto génu sa mysi
fenotypovo nelisili od jedincov divokého kmefa.? K zmene pomeru zastipenia jednotlivych podtypov
MR dochédza pri roznych srdcovych ochoreniach a taktieZ s narastajiicim vekom organizmu. Vagova
eferentnd stimulécia je v sti€asnosti povazovand za ochranny systém pred srdcovymi ochoreniami a za
novy mozny terapeuticky postup pri ndhlom srdcovom zlyhani.? V praxi sa na lie¢bu srdcového zlyhania
vyuziva elektrostimulacia nervus vagus. Parasympatikova stimuldcia vyvolala u pacientov zvysenie
produkcie oxidu dusnatého, redukciu zapalovych procesov v myokarde a zlepsenie srdcovej variability.*

Ciel'om tohto projektu bolo sledovat’ zmeny v elektrickej aktivite srdca u mysi s deléciou majoritného
M2 podtypu MR. Projekt bol zrealizovany za pomoci geneticky modifikovanych zvierat s deléciou génu
pre M2 podtyp MR (M2-/-). Ako kontroly boli pouzité mysi divokého kmefia so zmesnym genetickym
pozadim. Zvieratd boli poskytnuté Ceskym fyziologickym tstavom 1. Lekarskej fakulty v Prahe,
V spolupraci s ktorym bol projekt rieSeny. Zo zvieratami sa manipulovalo v sulade s platnymi
legislativami Slovenskej republiky a Ceskej republiky. Tento projekt bol schvaleny Statnou
veterinarnou spravou a potravinovou spravou Slovenskej republiky (Ro-557/11-221/2). Mysi boli
uvedené do anestézie intraperitoneadlnym podanim 2,5% vodného roztoku tribrometanol v davke 15
pl/gram. Po dosiahnuti chirurgického Stadia a po ustaleni fyziologickych hodnét sme urobili zdznam
trojzvodového EKG za pomoci ktoré¢ho, sme sledovali rozdiely v elektrickej aktivite srdca. Néasledne
sme vyhodnotili RR interval, diZku trvania PQ intervalu, QRS komplexu a QT intervalu. Interval RR
udava dizku trvania srdcového cyklu. PQ interval popisuje prevod vzruchu z predsiene na komory. QRS
komplex vyjadruje dizku trvania depolarizacie komor. QT interval predstavuje celkova diZku trvania
komorového cyklu.

V ramci jednotlivych parametrov sme nezaznamenali ziadne Statisticky vyznamné rozdiely medzi
jednotlivymi genotypmi. Mierne predizeny RR interval viak viedol k trendu zniZenej srdcovej
frekvencie u M2-/- mysi. PrediZenie tohto intervalu vyplyva zo zmeny v QT intervale.

Na zaklade naSich vysledkov, delécia majoritne vyskytujiceho M2 podtypu MR v srdci nevedie
k zmenam v elektrickej aktivite srdca. Nezmenené bazalne srdcové hodnoty M2-/- mysi su
pravdepodobne dosledkom viacerych adaptacnych mechanizmov. Absencia M2 podtypu MR moéze
viest’ k adaptacnej zmene v zastpeni ostatnych podtypov MR v srdci, rovnako ako to bolo preukazané
pri mnohych srdcovych ochoreniach. Nezmenené bazalne srdcové parametre popisané u M2-/- mysi
mozu byt taktiez zapri¢inené aj heterolognou regulaciou receptorovych systémov, ked’ze cholinergicky
a adrenergicky systém su v srdci uzko prepojené.
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Preliminary crystallographic analysis of Drosophila melanogaster lysosomal
a-mannosidase.
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The lysosomal a-mannosidases are class |1 mannosidases that belong to glycoside hydrolase family 38
and play an important role in the degradation of asparagine-linked carbohydrates of glycoproteins. Based
on peptide similarity to human and bovine lysosomal mannosidase (LM), recombinant a-mannosidase
from Drosophila melanogaster (dLM408) was cloned and heterologously expressed in Pichia pastoris.
The recombinant form of dLM408 designed for structural analysis lacks the transmembrane domain and
was crystallized using two different methods.

(a) The sitting-drop and hanging-drop vapour-diffusion crystallization techniques yielded thin plate-
shaped crystals;

(b) crystals of tetragonal bipyramid shape were grown in capillaries using the standard counter-diffusion
crystallization technique.

(@)

®)
Optimized crystals were obtained using both the abovementioned crystallization methods after several
days using the following conditions: 30%(v/v) PEG 8000, 150 mM sodium acetate, 50 mM sodium
cacodylate pH 4.5-6.0. The observed resolution of the plate-like dLM408 crystals was not better than
3.5 A and the tetragonal bipyramid crystals diffracted even more weakly (7 A ). However, the dLM408
plate-like crystals were found to belong to the orthorhombic space group P212121.

X-ray diffraction data-collection statistics for plate-like crystals of dLM408.
Values in parentheses are for the highest resolution shell.

X-ray source Beamline 7-1, SSRL
Data-collection temperature (K) 100

20



Wavelength (A )

No. of images

Oscilation range (°)
Exposure time (s)

Space group

Unit-cell parameters (A , ©)

No. of reflections
No. of unique reflections
Resolution limits (A )

1.2389

260

1

10

P212121
a=6622,b=92.63,c=10291,

a=pf=y=90

50888 (6830)

10824 (1474)
50.00-3.50 (3.75-3.50)

Mean 1/5(I) 11.6 (2.1)
Completeness (%) 98.7 (96.6)
Rinerge T (%) 11.0 (26.2)
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Vlaknité huby a kvasinky a najnovsie pohl’ady na etiologiu sarkoidozy
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Uvod: Sarkoiddza je choroba neznamej etiologie. Zaujimavé st najnovsie $tudie slovinskej autorky M.
Tercelj, zamerané na detekciu mykotického agens. Tito autori maju tiez dobré skusenosti s liecbou
sarkoiddzy antimykotikami. Zavery najnovsich §tadii zameranych na etiologiu sarkoidézy a napadna
podobnost’ imunitnej odpovede pri sarkoidoze a pri fungalnych infekciach nas viedli k formulovaniu
hypotézy mozného zvysSenia antimykotickych protilatok v bronchoalveolarnej lavazi (BAL), resp. v sére
u pacientov s placnou sarkoid6zou (PS).

Subor pacientov a metodika: Do siboru sme zaradili 29 pacientov s plticnou sarkoidozou, 18
pacientov s inymi intersticialnymi pneumopatiami (kontrolna skupina BAL) a 170 zdravych jedincov
(kontrolna skupina sérum). V experimentalnej praci sme sa zamerali na detekciu a vyhodnotenie hladiny
1gG, IgA a IgM Sspecifickych protilatok voci stenovému B-D-glukdnu a mananu C. albicans a S .
cerevisiae v BAL tekutine a aj v sére metddou heterogénnej ELISA (Biogema, Kosice).

Vysledky: 1. Zistili sme zvySenie IgG, IgM, IgA Specifickych protilatok proti f-D-glukanu C. albicans
a S. cerevisiae u pacientov s pl'icnou sarkoidézou v BAL Vv porovnani s kontrolnou skupinou pacientov
s inymi IPP v BAL (C. albicans: 1gG p=0.0329, IgM p=0.0076, IgA p=0.0156; S. cerevisiae: 1gG
p=0.0062, IgM p=0.0367, IgA p=0.0095). 2. Zistili sme zvysenie IgG, IgM, IgA Specifickych protilatok
proti B-D-glukanu C. albicans a S. cerevisiae u pacientov s plicnou sarkoidozou v BAL v (C. albicans:
1gG p=0.0329, IgM p=0.0076, IgA p=0.0156; S. cerevisiae: 1gG p>0.05, IgM p<0.05, IgA p<0.001). 3.
Specifické IgG, IgM, IgA protilatky proti p-D-glukanu C. albicans a S. cerevisiae boli signifikantne
zvysené aj u pacientov s inymi IPP v porovnani s kontrolnou skupinou zdravych jedincov v sére. 4.
Hodnotili sme percento pozitivnych pacientov. Zistili sme zvySenie anti-kandidovych protilatok u viac
ako 50% pacientov v oboch skupinach (sarkoid6za, iné IPP) v sére. Anti-saccharomyces protilatky boli
zvysené u menej ako 20% pacientov v sére u oboch skupin. Avsak na rozdiel od séra sme zaznamenali
signifikantne vyss§i pocet pozitivnych pacientov so sarkoiddézou v porovnani s poctom pozitivnych
pacientov s inymi IPP v BAL (u oboch sledovanych mikroorganizmov). Zaujimavé bolo najma zvySenie
anti-saccharomyces protilatok az u 75% pacientov so sarkoidézou (iné IPP menej ako 35% pozit.
pacientov).

Korelacie sérum/BAL sarkoidéza
IeG Iehd IgA IeG Ighd IgA
(BAL) [(BAL) |(BAL) |[(BAL) [(BAL) [(BAL)

c. albic. %, CRIEWIS.
sérum |=€ } TeAl Ied ' IeG IeM Ied
PO 0001 |P=00867 |P<00MM1 [P=D,6073 |B=08T25 |P=00286

Korelacie séerum/BAL KS J_
G M |gA  |EG EM |IzA
(BAL) [(BAL) |[(BAL) |BAL) [(BAL) |[(BAL)

¢. albic. . CEEVIE

sérum |2C o [N @ |T=t @ [EC =M IeA
P=00176 |P=00093 |P=0,0353 |P=0£583 |P=04544 |P=01306
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Zaver: Vedecka hypotéza: etiologickym agens sarkoidozy s huby je zaujimava a tejto problematike
sa oplati venovat’ pozornost’.
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Various target uptake is discriminative for phagocytosis of mice neutrophils
and monocytes.
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Summary: The study demonstrates, that phagocytosis and metabolic activity, covered both
phagocytosis and respiratory burst of phagocytes, critically depends on the combination of the
phagocytic cells and the material to be engulfed. Differences in phagocytosis rates at the level of a
specific target (Candida albicans-yeast, Candida albicans hyphae, Staphylococcus aureus BioParticles®
and microspheric hydrophilic particles (MSHP)) could be largely explained based on a different manner
of cell-invader specific pattern-recognition receptors - pathogen-associated molecular patterns-mediated
internalization. The next differences were found between monocyte’s and neutrophil’s efficiency to
phagocyte different microbial and abiotic targets, due to their specific receptor-mediated phagocytosis
pathways.

The yeast-to-hypha transition as the most prominent morphological change in the C. albicans life cycle
specifically influenced the manner of phagocyte cell recognition of pathogen.

This complex study compared the microbial and synthetic targets’ efficacy in the process of
phagocytosis and stressed the different immune cell-invader inter-reactivities, mediating the
phagocytosis pathways. Our observations provide further insight, especially into the complexity of
phagocytosis and respiratory burst, and pointed out the importance of effective target-
immunomodulating relationships.

2. Experimental procedures

2.1 Animals

Mice (five animals per group, female, 6-8 weeks old, variety BALB/c, breeding facility VELAZ, Prague,
Czech Republic) were used for in vitro tests of phagocytic and metabolic activity of peripheral blood
neutrophils and monocytes. The animal experiments were conducted in accordance with the revised
Declaration of Helsinki, and followed the criteria for the welfare of experimental animals, and complied
with the ethical guidelines issued by the Research Base of Slovak Medical University, Institute of
Preventive and Clinical Medicine (Bratislava, Slovakia), under the approval No. Ro 2939/09-221 of the
State Veterinary and Food Administration of the Slovak Republic. Following 2 weeks quarantine, the
blood specimens were obtained by retro-orbital puncture. Blood samples were collected into lithium-
heparine complex (Multivette 600 LH, Sarstedt, Germany) and were immediately subjected to
functional cellular tests.

2.2 Microorganisms and growth conditions

Clinical isolate of C. albicans CCY 29-3-32 (serotype A) (Culture Collection of Yeasts, Institute of
Chemistry, Slovak Academy of Science, Slovakia) was grown in a nutrient rich liquid yeast peptone
dextrose medium (YPD) (Difco Laboratories, Detroit, MI) for 24 hr, at 28 °C. To induce hyphal growth,
strain was inoculated in RPMI 1640 medium (Lonza, Belgium) enriched with 2% BSA and grown at 37
°C, with shaking, for 2 days. The density of cells was determined spectrophotometrically at 630 nm.
The yeast and hyphal suspensions were adjusted to 1.0 extinction value, corresponding to 0.8 x 108 yeast
cells per mL

2.3 Fluorescein-isothiocyanate labeling of Candida yeast and hyphae cells
Ethanol-fixed Candida albicans CCY 29-3-32 (70 % ethanol for 1hr) was labelled according
(Bjerknes,1984) with fluorescein-isothiocyanate (FITC) (Sigma, USA) by stirring the fungi (0.8 x 108
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yeast cells per mL) in 0.5 M carbonate/bicarbonate buffer (pH = 9.5) containing 0.1 mg FITC per mL
for 1hr at 20 °C. Aliquotes of ethanol-fixed Candida albicans yeast and hyphae cells were stored at -80
°C until use.

2.4 Immunocytometric evaluation of simultaneus phagocytosis and oxidative burst

Phagocytosis accompanied by respiratory burst of mice neutrophils and monocytes was evaluated by
the flow cytometry (Beckman-Coulter FC 500 flow cytometer running under CXP software). For each
sample, the fluorescence histogram of 10, 000 cells was generated and analyzed. Gates were set
separately around neutrophils and monocyte populations to exclude debris. Measurements of
phagocytosis i.e. the ingestion of bacteria, Candida and MSHP, respectively, took place under the
controlled conditions using a fluorescein labelled opsonised Staphylococcus aureus BioParticles® (SPA-
FITC) (Molecular Probes, The Netherlands), fluorescein labelled C. albicans yeast and hyphal cells and
microspheric hydrophilic particles (MSHP), diameter 1.2pum, FITC conjugated (ARTIM Ges.m.b.H.,
Praha, Czech republic). Metabolic activity was determined via the oxidative-burst of the stimulated
transformation of originally non-fluorescent hydroxyethidine (HE) (Polysciences, USA) to fluorescent
ethidium, which intercalates into DNA and give arise of red fluorescence (excitation of 488 nm)
following ingestion of FITC labelled Staphylococcus aureus BioParticles®, Candida yeast and hyphae,
and MSHP. Aliquots of Li-heparine blood (30 pL) were incubated with HE (15.75 mg in 5 ml of
dimethylformamide, Merck, Germany) for 15 min at 37 °C. Following the treatment with
Staphylococcus aureus BioParticles®-FITC, Candida-FITC or MSHP-FITC for the next 15 min at 37
°C, the reaction was stopped on ice. The subsequent lysis was performed for 15 min with an ice-cold
ammonium chloride-potassium chloride (ACK) lysing buffer.

Phagocytosis Metabolic activity
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Influence of different agents on phagocytic effectiveness and metabolic activity (simultaneous phagocytosis &
oxidative burst) of monocytes and neutrophils. The data represent means + standard error of the mean (SEM) of
duplicate values. Phagocytosis and metabolic activity are expressed as percentage of cells actually undergoing
these processes toward total cell number equal to 10,000. Levels of significance were expressed as follows:
*** 0 <P<0,001, **, 0.001 <P<0.01, *, 0.01 <P< 0.05.

Conclusions
Study model of simultaneous phagocytosis and metabolic activity stressed effectively the differences
between the engulfment and subsequent processing of different pathogens i.e. two morphological forms
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of C. albicans and S.aureus and abiotic MSHP particles by mouse phagocytic cells as neutrophils and
monocytes. The experimental study pointed out the influence of size, character and recognition by cell
surface receptors. Moreover, the dissimilarity between both neutrophils and monocytes concerning
target uptake has been characterized.
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Influence of branched a-oligomannoside structures on stimulation of anti —
Candida humoral immune response
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Abstract

Several studies have established the potential efficacy of humoral immunity, primarily mannan specific
antibodies, in host protection against major fungal pathogen Candida albicans. In this study, we
analysed humoral immune response induced by immunization with BSA-based conjugates bearing
synthetic a-1,6-branched a-oligomannosides (pentamannosides (M5) or hexamannosides (M6))
mimicking antigenic sequences of Candida cell wall mannan. We analysed the ability of antibodies
prepared by immunization to recognize relevant antigenic determinants in mannan polysaccharide
structure and in C. albicans yeast and hyphal morphoforms. M6-BSA conjugate induced markedly
higher levels of mannan specific IgG compared to M5-BSA conjugate. In contrast to M5-BSA
conjugate, M6-BSA conjugate induced immunoglobulin isotype class switch from IgM to IgG, as
revealed also from ELISpot analysis. Immunization induced antibodies showed higher reactivity with
hyphal form of C. albicans cells. The reduced immunogenicity of M5-BSA conjugate seems to be
related to branching point location at terminal non-reducing end in comparison with M6-BSA
oligomannoside with branching point at non-terminal location.. Limited capacity of a-1,6-branched
oligomannoside — BSA conjugates to induce antibodies significantly enhancing candidacidal activity of
polymorphonuclear leukocytes was presumably related to absence of antibodies with strong reactivity
to corresponding antigenic determinants in natural cell wall mannan and with reduced ability to activate
complement. The study documented markedly structure dependent immunogenicity and limited capacity
of branched a-mannooligosides conjugates to induce production of potentially protective antibodies.

Material and methods

Oligosaccharide-conjugate preparation

Conjugation of BSA with spacered oligosaccharide derivatives (compounds a on Fig. 1) bearing
synthetic pentamannoside (M5: «a-D-Man-(1—3)-[a-D-Man-(1—6)]-a-D-Man-(1—2)-a-D-Man-
(1-2)-a-D-Man) and hexamannoside (M6: a-D-Man-(1—2)-a-D-Man-(1—3)-[a-D-Man-(1—6)]-a-
D-Man-(1—2)-a-D-Man-(1—2)-a-D-Man) ligands was performed by squarate method [15, 16]. Thus
the treatment with diethyl squarate at pH 7 gave corresponding monosubstituted adducts (b on Fig. 1).
Their subsequent coupling with BSA at pH 9 resulted in the formation of conjugates (c on Fig. 1)
designed as M5-BSA and M6-BSA (Fig. 1). According to MALDI TOF mass spectrometry M5-BSA
conjugate contained on the average 10 pentasaccharide residues and M6-BSA conjugate contained on
the average 8.5 hexasaccharide residues per one BSA molecule [16]. Selected oligomannosides mimic
natural structures of Candida antigenic factor 4 [9, 11] in acid-stabile mannan part of both C. albicans
serotypes [8, 9] and C. guilliermondii [11]
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Figure 1: Structures of BSA-based glycoconjugates M5-BSA and M6-BSA.
Conjugates were prepared by squarate method [16].

Results

We observed higher yeast and hyphae specific IgM sera levels following M5-BSA immunization in
comparison with control although without significant alteration throughout immunization. M5-BSA
conjugate immunization induced significantly higher levels of yeast and hyphae specific IgG antibody
levels in comparison with 1gG levels in sera of controls only after the primary sc injection of conjugate
(Fig. 5). 1gG levels induced by subsequent M5-BSA conjugate injections were comparable or lower than
IgG levels in sera of controls for both morphological forms of C. albicans serotype A. Yeast and hyphae
specific IgA levels significantly increased after primary M5-BSA conjugate injection and decreased
after the primary sc booster administration to the levels comparable with IgA levels in sera of controls
(Fig. 5).

For M6-BSA conjugate and whole cell specific IgM levels we obtained similar results as for M5-BSA
conjugate immunization. Hyphae specific IgM levels in immune sera were slightly higher than or
comparable with control (yeast form, secondary ip booster injection, 3"ip) but without significant
alteration throughout immunization (Fig. 5). Immunization with M6-BSA conjugate induced C. albicans
serotype A yeast form specific 1gG levels comparable with yeast form specific IgG levels in sera of
controls. For hyphal form of C. albicans serotype A primary sc booster injection and secondary booster
injections (both routes of administration, 3™ip and 3"sc) induced significantly higher IgG levels in
comparison with sera of controls with maximal peak after secondary ip booster injection (Fig. 5). Only
for hyphal form of C. albicans whole cell specific IgA levels significantly increased after primary M6-
BSA conjugate injection.

The alterations in C. albicans serotype A whole cell specific 1gG levels after individual administrations
of conjugates reveal differences between conjugates. Different changes of the whole cell specific 1gG
levels in the course of immunization with conjugates indicated different specificity of induced 1gG
antibodies and indicate M6-BSA conjugate as preferable for induction of potentially opsonising
antibodies. According to high yeast and hyphae specific IgM levels in control sera higher level of
nonspecific interaction of serum IgM antibodies with C. albicans serotype A whole cells could be
assumed
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Figure 5: Anti - C. albicans serotype A whole cell antibodies levels

C. albicans serotype A yeast (Yeast form) and hyphae (Hyphal form) specific antibodies levels detected
in sera on day 14 after each injection of M5-BSA or M6-BSA conjugate (after the primary sc injection
(1%, n=10), the primary sc booster injection (2", secondary sc injection, n=10), the secondary ip booster
injection (3" ip, tertiary ip injection, n=10) and the secondary sc booster injection (3" sc, tertiary sc
injection, n=10) of conjugate). Control represents yeast and hyphae specific antibodies in sera of mice
after third sc injection of saline (n=10). All data were expressed as mean +SD, statistical significance of
differences between immunized and control mice are expressed: *** - P<0.001, ** - 0.001<P<0.01, * -
0.01<P<0.05.

Conclusions: The study documented markedly structure dependent immunogenicity and limited
capacity of branched a-mannooligosides conjugates to induce production of potentially protective
antibodies.
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Immune responsiveness of Candida glabrata cell wall mannan
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Abstract: The yeasts Candida glabrata is a human commensal fungus that resides on the skin, mucosa
surfaces and gastrointestinal tract of healthy individuals. Although C. glabrata is not pathogenic under
normal host conditions, it can cause infections when host defence is compromised. C. glabrata is one
of the most common causes of candidiasis following C. albicans. This fungus is associated with a wide
spectrum of diseases in humans, ranging from acute superficial infections of skin and mucosal
membranes due to impaired epithelial barrier functions in immunocompetent individuals to
inflammatory diseases and severe life-threatening infections in immunocompromised patients. C.
glabrata is of special importance because of a recent increase in its frequency and its innately reduced
susceptibility to antifungal agents, specifically to azoles. The immunomodulation of fungal infections
depends on the specific recognition of cell-wall antigens, representing the pathogen associated
molecular patterns by immunocompetent cells. The dendritic cells (DCs) model represents a promising
target for immunotherapy interventions and vaccine development. DCs increase an innate or specific
response to fungi by producing inflammatory mediators, they are uniquely appropriate for decoding the
fungus-associated information and next translation into a qualitatively different T helper responses.

Material and methods

Mannan preparation

Yeast strain C. glabrata CCY 26-20-1 (Culture Collection of Yeasts, Institute of Chemistry of Slovak
Academy of Science, Bratislava, Slovakia) was cultured on semi-synthetic 2 % glucose medium at 28°C
for 4 days. Cellular mannan was extracted by autoclaving in 0.2 mol/L NaCl (120°C, 700 kPa) and
purified using precipitation with Fehling’s reagent.

Experimental animals

Mice (female CD1 mice, 4 - 6 weeks of age, Charles River Breeding Laboratories, Calco, Lecco, Italy)
were used for isolation of DCs and subsequent analysis of DCs activation and mice (female, BALB/c, 6
weeks old, Research Institute of Animal Production Velaz, Prague, Czech Republic) were used for
isolation of splenocytes and following analysis of cytokine production and proliferation assay.

Cells separation

Spleens were placed into ice cold saline, homogenized and resuspended in ACK lysis buffer to lyse the
red blood cells and washed twice with saline and resuspended in complete RPMI-1640 (Lonza, Belgium)
containing 10 % fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin sulphate (Gibco,
Germany). The cell density was adjusted to 1 x 106 cells per mL with RPMI-1640. CD11c+ DC were
separated from spleens of CD1 mice using CD11c (N418) mAbs - conjugated MicroBeads (Miltenyi
Biotec, Germany), followed by magnetic separation according to the manufacturer’s instructions.

Cell stimulation and flow cytometry analysis

Purified splenocytes and splenic CD11c+ DCs (105 cells/mL) were stimulated for 24 or 48 h with
Escherichia coli LPS and mannan C. glabrata. After stimulation, cells were harvested and stained with
anti-CD80 and anti-CD86 monoclonal antibodies (Antigenix America Inc., USA). After incubation,
cells were analyzed by flowcytometry. Control staining of cells with irrelevant antibodies was used to
obtain background fluorescence values.
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Synthetically prepared manno- and glucooligosaccharides mimicking Candida albicans
cell wall glycan antigens - novel tools to study host-pathogen interactions.
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Summary
The immunobiological efficacy of synthetically prepared mannooligosaccharides and a

glucooligosaccharide, mimicking the structure of Candida albicans cell wall glycans was assessed in
vivo and in vitro to exploit immune responses. The exposure of mice splenocytes to BSA-based
conjugates of synthetic oligomannosides and oligoglucoside revealed intense influence on T-cell subsets
polarization. The conjugates biased the immune responses towards Tnl and Tp17 with respect to the
prevalence of interferon-gamma (IFN-y) and interleukin (IL)-17 (IL-17) over IL-4 and IL-10 levels.
Post-vaccination anti-mannooligosaccharide and anti-glucooligosaccharide anti-sera were subjected to
an evaluation of the structure-immunomodulation activity relationship. Clinical isolates of C. albicans
CCY 29-3-32 and C. albicans CCY 29-3-164 were applied to study interactions between Candida cells
and anti-oligosaccharide antibodies. In situ recognition of parietal oligomannosyl- and oligoglucosyl-
sequences in C. albicans cell wall by the antisera raised against BSA-based conjugates of synthetic
oligomannosides- and oligoglucoside revealed the effective recognition of specific distribution of
natural oligosaccharide sequences in the cell wall of C. albicans serotype A. With respect to these
results, it can be concluded, that novel, synthetically prepared oligosaccharides mimicking Candida cell
wall structures represent prospective immunobiologically effective components for further
immunopharmacologically relevant Candida vaccine design.

Material and Methods.

Animals, experimental design and immunisation

Female 8-week old rabbits (2000g of weight, variety New Zealand, Research Institute of Animal
Production, Nitra, Slovakia) and mice (female, 6-8 weeks old, variety BALB/c, breeding facility
VELAZ, Prague, Czech Republic) were used for sequential immunisations with synthetically prepared
oligosaccharide-BSA conjugates. These animal experiments were conducted in accordance with the
revised Declaration of Helsinki, and followed the criteria for the welfare of experimental animals, and
complied with the ethical guidelines issued by the Research Base of Slovak Medical University, Institute
of Preventive and Clinical Medicine (Bratislava, Slovakia), under the approval No. Ro 2939/09-221 of
the State Veterinary and Food Administration of the Slovak Republic. The animals were housed in a
temperature controlled enviroment at 22-24 °C, with 12 hr day-night cycles, and recieved food and tap
water ad libitum.

Primary immunisation and, following, two booster immunisations of the mice (10 mice/group) were
administered subcutaneously (s.c.) at 2-week intervals, with 100 pL doses of 6 pug of M5-2, M6, M7-A
glycosides in conjugate, or at 3-week intervals (M7-B and G9). The rabbits (5 animals/group) were
immunised intravenously (i.v.) with 50 pg/doses of M2 and M5-1 in marginal ear vein three times, 2
weeks apart. Mice and rabbit prime—boost immunisation protocols also included a placebo group of
saline-injected animals.

Whole cell ELISA

Evaluation of anti-Candida yeast- and anti-Candida hyphae-growth forms specific Ig isotype antibodies
was performed via whole-cell ELISA assay using C. albicans CCY 29-3-32 (serotype A) and
Itraconazole, VVoriconazole and Fluconazol resistant strain C. albicans CCY 29-3-164 hyphal and yeast
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cells as antigens in coating step (microtitrate plates Immulon 4HBX, Dynex, USA). Anti-Candida yeast
and hyphal specific IgG, IgA and IgM antibody levels were detected at optimal 1:100 sera dilution in
Milk diluent (KPL Inc., USA. The goat-anti mouse IgG, IgM and IgA alkaline phosphatase conjugates
(Bethyl Laboratories, Inc., USA) were used as detection secondary antibodies. After specific colour
development (BluePhos® Phosphatase substrate, KPL Inc., USA) the Candida yeast and hyphae
recognizing antibody isotypes levels were expressed as a mean absorbance at 630 nm.

Indirect immunofluorescence

Indirect immunofluorescence staining was used to detect specific interactions between anti-
manooligosaccharide and anti-glucooligosaccharide conjugate post-vaccination sera and natural
oligosaccharidic sequences of C. albicans cell-wall glycans. Briefly, 100 uL aliquots of prepared viable
yeast and hyphae of C. albicans CCY 29-3-32 and C. albicans CCY 29-3-164 cultures were placed in
1.5 mL micro centrifuge tubes. The cells were washed three times with PBS, by centrifugation (210 x g
/ 5min/ 4 °C). Then, the Candida cells were treated with different anti-oligosaccharide post-vaccination
sera (dilution 1:3 in PBS) at 37 °C for 2 hr, washed again with PBS and subsequently incubated with
the fluorochrome-conjugated secondary anti-mouse antibodies. The samples were developed with goat
anti-mouse- and goat anti-rabbit 19gG and IgM FITC (fluorescein isothiocynate) conjugated antibodies
(dilution 1: 200, Bethyl Laboratories, Inc., USA) at 37 °C for another 1hr, in the dark. Afterwards, the
cells have been washed three times with PBS, by centrifugation, to remove the unbound antibodies.
Finally, the samples were resuspended in PBS and mounted on slides and stained cells were observed
under a fluorescence microscope Imager A.1, running under AxioVision software and equipped with
AxioCam MRC camera and Plan-Neofluar objectives, (Zeiss, Germany).

Results and Discussion

Candida whole-cell ELISA

The overview of the resulting values evidenced the major role of anti-oligosaccharidic 1gG and IgM
isotype antibodies, contrary to IgA response (Fig.1.). The maximal induced increase of IgG and IgM
was reached with oligosaccharide conjugates M5-1, M5-2, M6 and M7-A in C. albicans CCY 29-3-32
yeast and hyphal models. The oligosaccharidic moiety of these conjugates is branched (M5-1, M5-2,
M®6) or highly substituted (M7-A), contrary to the M2 and M7-B structures. Such Ig class engagement
can be ascribed to the oligosaccharide structure-immunobiological efficacy interrelationships
(Paulovicova et al., 2012; Dang et al., 2012; Han et al., 1999; Cutler et al., 2007). Moreover, the
antibody isotype and subclass may strongly influence the specificity and the antifungal protective
capacity of certain anti-saccharide antibodies (Torres & Casadevall, 2008). The results of
oligosaccharide conjugates inducible 1g isotype antibodies revealed with C. albicans CCY 29-3-164
yeast and hyphal growth forms resembled the dominancy of IgG and IgM class antibodies directed
against oligosaccharidic conjugates, more evident with the hyphal morphoform. Contrary to C. albicans
CCY 29-3-32, the intense interaction of specific anti-oligosaccharidic isotype IgA with complementary
sequences presented in hyphae resulted in higher values. That the anti-oligosaccharide conjugate sera
enhanced inter-reaction with natural oligosaccharidic epitopes presented in hyphae growth form is of
interest because the sequential mechanism of candidosis is closely associated with Candida dimorphism,
hyphal formation, adhesion, and tissue organ invasion (Vinh et al.,2011; Berman& Sudber, 2002; Naglik
et al., 2011; Egiman et al., 2003).

33



A630
=
a1

C. albicans CCY 29-3-32 C. albicans CCY 29-3-164

EBM2 BM5-1 OMS-2 OM6 BEBM7-A EBM7-B KG9
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164 yeast and hyphae specific Ig class antibody responses. The results of two parallel measurements
are expressed as average = S.D.

Indirect immunofluorescence.

The indirect immunofluorescence assay was performed in situ in order to verify the ability of anti-
oligosaccharide conjugate antisera to recognize naturally expressed Candida yeast and hyphal cell-wall
oligomannose and oligoglucose sequences. As a result of the higher average titres of anti- C. albicans
CCY 29-3-32 and anti-C. albicans CCY 29-3-164 yeast and hyphal specific IgG class antibodies (Fig.2)
and the previously observed high possibility of anti-oligosaccharide conjugate IgM non-specific
interaction with C. albicans whole cells (Paulovicova et al., 2012), the immunofluorescence patterns
were developed by goat anti-mouse and/or anti-rabbit 1gG (H+L)-FITC conjugated. The overview of
immunofluorescence patterns (Fig.2) strongly suggested the heterogenous distribution of the cell-wall
oligomannosyl moieties recognised by sera directed against M2 - M7-B synthetically prepared
mannoligosaccharide antigens. Comparable immunofluorescence patterns were observed even different
anti-mannooligosaccharide conjugate sera with different specificity towards particular
mannooligosaccharidic sequence of side chains of natural mannan molecule have been used. This could
be explained by the fact that the structure of synthetic mannooligosaccharide sequences is derived from
C. albicans naturally expressed mannoligosaccharides as characterised by antigenic factor polyclonal
sera (Candida Check, latron, Tokyo Japan) and by cell-wall localisation of complex mannan moiety
(Chauhan et al., 2002 ; Suzuki et al., 1997, Fukazawa et al., 1997).

Taking into account, that relevant sequences of mannooligosaccharides are visualised with higher
intensity in the germ-tube and mycelial form, their role in the yeast-hyphal transition can be proposed.
Shibata et al. pointed out the structural changes and different engagement of acid-labile and acid-stabile
mannan moieties throughout yeast-hyphal transition (Shibata et al., 2007). In contrast, the reactivity of
anti-G9 prepared antiserum with corresponding oligoglucosyl sequences of Candida cell-wall was more
dominant in yeast and budding yeast form than in hyphal morphoform, where the signal was fainter or
mostly absent. This finding is in agreement with studies on -glucan specific interactions with Dectin-
1, B-glucan recognizing receptor. It demonstrates that f-glucan is exposed at discrete patches on the C.
albicans yeast form and also in bud and birth scars resulting from separation of the budding yeast. By
contrast, during filamentous growth, the core B-glucan layer is obscured by the outer layer (mostly
mannan) (Ganther et al., 2005; Goodridge et al., 2009). This rearrangement of the cell wall with
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masking B-glucan underneath a mannan/mannoprotein layer, and in this way blocking recognition by
immune competent phagocyting cells, is one of the most important features of the mechanisms of
immune evasion in Candida (Collette&Lorenz, 2011; Romani, 2011).

5
um

Immunofluorescence patterns of expression of natural C.albicans CCY 29-3-32 cell-wall
mannooligosaccharides, recognized by post-immunisation antisera against synthetically prepared BSA
conjugates of oligomannoside (A,B,C -anti-M2 serum, D,E,F,G I, J- anti-M6, H -anti-M7-A, K-anti-
G9) in yeast (A, C, D, H, K) budding yeast (E,F) and pseudo-hyphae (J,G) and true hyphae (B, I,).

The reaction was revealed with FITC-conjugated anti-mouse and anti-rabbit 19G (Imager A.1,
magnification 400 x times (A and B), 630 x times (C-K) AxioVision, Zeiss,Germany).
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Carboxymethylation significantly increases antioxidant potential of yeast
mannans and glucans.
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We compared the antioxidant activities against hydroxyl radicals of original polysaccharides and their
CM-derivatives with similar DS (0.41 — 0.45) . All CM-derivatives prepared from mannans and [3-
glucan were stronger antioxidants than original ones. Comparing CM-mannans, the highest antioxidant
activity against OHe was achieved by CM-mannan from C. dubliniensis (49.8 %), the lowest value (40.8
%) belonged to the C. glabrata CM-mannan and CM-B-glucan (DS 0.43) appeared as weaker antioxidant
(34.1 %) (Table 1). The differences between CM-mannans could be evocated by different branching of
original mannans - C. dubliniensis mannan is much more branched than C. glabrata mannan. On the
other hand, the antioxidant activities of original mannans were significantly lower, from 12.5 % for C.
tropicalis mannan to 10.5 % for C. glabrata mannan . It was impossible to compare CM-B-glucan and
B-glucan alone as antioxidants due to water insolubility of underivatized B-glucan.

From our results it is evident that the presence of carboxymethyl groups on mannans markedly increased
the scavenging of OHe and therefore the antioxidant activity of CM- derivatives.
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Preparation and immunogenicity of conjugate based on hydrazine
detoxified LPS antigen of Vibrio cholerae O139

Anna Fleischhackerova and Slavomir Bystricky
Institute of Chemistry, Slovak Academy of Sciences, Bratislava, Slovak Republic

The appearance and rapid spread of V. cholerae 0139 serogroup with epidemic and pandemic potential
poses a serious threat to developing countries. Effective vaccine against cholera caused by Vibrio
cholerae 0139 is currently needed.. Lipopolysaccharide is dominant protective antigen of V. cholerae.
A glycoconjugate construct was based on attachment of hydrazine detoxified LPS (dLPS) to
carboxylated BSA (CBSA) via its amino group. The immunologic properties of the glycoconjugate were
tested using BALB/c mice injected subcutaneously without any adjuvant three times at 2 weeks interval.
The immunogenicity of the conjugate was estimated by enzyme-linked immunosorbent assay, testing of
anti-lipopolysaccharide 1gG, IgM and IgA antibodies. The conjugate elicited a statistically significant
increase of LPS-specific IgG levels in mice (P < 0.001). The specific anti-LPS IgG and IgA response
after the second booster dose were significantly higher compared to reference and unconjugated dLPS
response. Antibodies elicited by the dLPS-CBSA conjugate were vibrocidal.
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Rabbit antisera elicited by mannan-protein conjugates prevent yeast
growth

Eva Machovd and Slavomir Bystricky
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Candida albicans mannan and capsular galactoglucoxylomannan of Cryptococcus laurentii were
isolated and chemically attached to serum albumin. Antisera elicited by intensive immunization of
rabbits with both conjugates showed effective cross-reactive growth inhibition of different
representatives: C. albicans CCY 29-3-32; C. tropicalis CCY 29-7-6; C. parapsilosis CCY 29-20-1; C.
glabrata CCY 26-20-1; Cr. laurentii CCY 17-3-5; Cr. neoformans CCY 17-1-5and Cr. albidus CCY
17-4-6). Chromatographic profile of proteins of rabbit antiserum elicited by C. albicans mannan-HSA
conjugate comprised of five fractions. Only one of them (fraction 1V) inhibited the growth of examined
yeasts. Gel electrophoresis of fraction 1V showed two dominant bands at 25 and 55 kDa, evidently
belonging to light and heavy chains of IgG. The decisive factor for production of antibodies which
considerably inhibited the growth of various yeasts is probably the conservative part of mannan
structure, common for Candida and Cryptococcus microorganisms.
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Preparation of novel carboxymethyl derivatives of yeast mannans
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Carboxymethyl derivatives of yeast mannans were prepared by reaction of chloroacetate with
concentrated polysaccharides in alkaline aqueous solution. Mannans from yeasts differing in size and
space structures show similar reactivity. The degree of substitution at Candida albicans mannan (DS =
0.3, 0.41, 0.73) was proportional to amount of added monochloroacetate. The effectiveness of
derivatization of mannans was lower than that of branched glucan — dextran (DS = 0.33, 0.6, 1.1) at the
same reaction conditions. Though strong alkaline conditions cause degradation of polysaccharides, the
resulted carboxymethyl derivatives have higher molecular weight than original mannans. Non-uniform,
variable position of substitutions causes non-proportional change of optical rotation and increase of
NMR spectra complexity. Physico-chemical characteristics of novel carboxymethyl manans obtained by
FT-IR, UV, HPLC,'H NMR and optical rotation measurements are presented.

Acknowledgements:

This contribution is the result of the project implementation: Centre of excellence for Glycomics, ITMS
26240120031, supported by the Research & Development Operational Programme funded by the
ERDF.

Mo6zZu mikroorganizmy v oblacnej vode ovplyvnit’ formu zrazok?

Maria Matulova
Chemicky ustav, Centrum glykomiky SAV, Bratislava, Slovensko
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Vyskum v ostatnom desatro¢i ukazal, Ze v atmosférickej vode a snehu su pritomné zivé
mikroorganizmy. Oblaky predstavuju extrémne prostredie pre zivé organizmy, charakteristické nizkymi
teplotami, kyslym pH, UV ziarenim a nedostatkom zivin a rychlymi zmenami fyzikalno-chemickych
podmienok v priebehu kratkych casovych intervalov. Nedavne Stidie dokézali, ze st v nich pritomné
metabolicky aktivne mikrobialne komunity, a tym vyvolali zdujem o definovanie ich Struktary a
fungovania. Predmet tohto vyskumu predstavuje inovativnu a skoro nedotknuti oblast. Oblaky su
heterogénne médium (pevna, kvapalnd a plynna fiza) obsahujuce komplexni zmes organickych a
anorganickych latok. Taktiez mozu byt povazované za skutocny reaktor, kde prebiehaju rézne typy
chemickych a fyzikdlnych procesov. Doteraz sa predpokladalo, ze tu prebiehaji iba fotochemické
reakcie radikalovou cestou posobenim solarnej energie. Porozumenie tychto procesov prebiehajucich
v oblakoch je kl'iovou otazkou pretoze maju dopad na tvorbu a oblakov a zrazky a teda aj na klimu.
Iba do nedavna bol vplyv nezivych (abiotickych) procesov veducich k transformaciam organickej hmoty
v oblakoch. Tieto procesy sa tykali radikalovej chémie a to fotochémie. Pohl'ad sa v§ak zmenil zistenim,
7ze v oblacnej vode su pritomné metabolicky aktivne mikroorganizmy aj napriek nehostinnym
podmienkam ako st napr. extrémne nizke teploty, kyslé pH riziko vysuSenia. Vynorili sa tak nové
vedecké otazky : "MOZzu tieto mikroorganizmy participovat’ na chémii atmosféry a mikrofyzike
oblakov? Su biologické procesy v konkurencii s abiotickymi?*

Troposféra je komplexné multifazové prostredie pozostavajuce z plynov a rozptylenych pevnych
a vodnych ¢iastociek vratane hmly, obla¢nych kvapiek a krystalov. Molekuly plynov a ¢iastoCiek sa
oznacuju za troposferické aerosoly. Primarne aerosolové CiastoCky sa dostavaju do troposféry
antropogénymi aktivitami (ako je spalovanie paliv) a prirodzenymi procesmi (prachom, rozprasovanim
morskej Ciastociek prispieva k znecisteniu ovzdusia hlavne v mestskych zonach. Sekundarne aerosoly
vznikaji konverziou plynu do Castic vody a biogénnymi aktivitami) (Obrazok 1).

Mikrofyzika
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Obrazok 1: Interakcie medzi oblakom, aerosolmi a chémiou. Cervené Sipky zndzornuju infracervené
e

Ziarenie uvolniované zemou, zIté znazornuju slnecné Ziarenie.

Fyzikalno-chemické vlastnosti aerosdlov zavisia od ich pdvodu a dizky pobytu v atmosfére a ked’ze su
transportované vzduchom na vel'ké vzdialenosti tieto st modifikované vplyvom réznych faktorov
(zlozenie ovplyvnené kondenzaciou, velkost’ vyparovanim...).

Aerosoly priamo interaguji so slne¢nym Ziarenim rozptylom a absorpciou svetla a maju tak nepriamy
vplyv na bilanciu radiacie zeme. Tento efekt je viazany na schopnost’ acrosolovych ¢astic pdsobit’ ako
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kondenza¢éné jadra oblakov na tvorbu kvapiek v oblakoch, na fyzikalno-chemické vlastnosti
vytvaranych oblakov — reflektivitu a dobu zivota. Chemické interakcie vo vodnej faze ovplyvituju
cyklovanie aerosolov a mikrofyzikalne procesy v oblakoch, také ako distribuciu velkosti aecrosolovych
Castic a ich chemické zlozenie. Modifikované Castice vo vSeobecnosti obsahuju po vypareni rozpustné
frakcie v dosledku coho sa dostavaji do oblacnych kvapiek uz pri nizkej supersaturacii. Toto vedie k
vytvaraniu opticky jasnych oblakov zlozenych z malych kvapiek, ktoré zvySuji dobu zivota
oblaku/Castice a redukujt ich pontencidl zrazok.

Donedavna bola venovana vel’ka pozornost’ chémii v oblakoch v zavislosti na anorganickych zlozkach
ako je sira, zatial' ¢o vplyvu organickych zlucenin bol Studovany v menSom rozsahu. Znaént cast
aerosolovych castic v troposfére predstavujii prchavé organické zluceniny (VOC) (mnohé su
vodorozpustné), ktoré mozu podliehat’ oxidacnym reakciam. VOC st teda priamo aj nepriamo spojené
s vodnou chémiou radikalov, radikalovych anionov, neradikalovych oxidantov a idonov prechodnych
kovov. Oxidacia organickych latok v oblakoch mo6ze byt’ zdrojom sekundarnych organickych aerosolov
v atmosphere po vypareni oblacnej kvapky.

Pritomnost’ mikroorganizmov v atmosfére bola predpokladana uz Antonie van Leeuwenhoekom v 1641.
Pritomnost’ zivych mikroorganizmov vo vzduchu v Parizi neskor dokazal Pasteur. Zaujem
0 mikroorganizmy v atmosfére bol dlhu dobu iba z pohl'adu zdravia a prenosu patogénov a neskor z
pohl'adu klimatoldgie a atmosférickych procesov. V stcasnosti zaujem o ich mozny vplyv na chémiu
a mikrofyziku oblakov stipa. Metabolicky aktivne mikroorganizmy v boli identifikované vo vsetkych
Castiach atmosféry od suchého vzduchu k oblacnej vode, v hmle, zrazkach od hladiny mora az po
mezosféru. St na zemi vSadepritomné, vo vode, zemi, na vegetacii v désledku ¢oho sa pocas svojho
zivotného cyklu mézu dostat’ aj do atmosféry tak ako to ilustruje Obrazok 2.

Obla¢&né kvapky
oy Zachytenie oblakmi s
e - ;- ;
.
s 20
usadzovanie
Volné radikaly 6 ¢ 6
) Vihké usadzovanie
Baktérie g -
nesené vzduchom °° \
Aerosolizdcia o L
Vegetacia Rozsirenie

‘Voda

Obrazok 2: Schematicka reprezentacia Zivotného cyklu mikroorganizmov v atmosfére sumarizujica faktory ktoré
obmedzuju ich prezitie a aktivitu.
Baktérie pritomné v atmosfére sa mozu vyskytovat’ osamotene ale najcastejSie v zhlukoch mnohych
bakterialnych buniek, fragmentoch vegetacie a prachu, ku ktorym boli prichytené. St prenasané na
velké vzdialenosti. V atmosfére sa zdrzuju pomerne dlha dobu, aZ niekol’ko dni a tyzdiiov. DiZka tohto
obdobia zavisi od mnohych faktorov, hlavne od velkosti a schopnosti vytvarat kondenzac¢né jadra
oblakov. Vdaka ich schopnosti vytvarat na svojom povrchu polysacharidy a proteiny su
mikroorganizmy zname ako ucinné aktivatory kondenzacnych jadier oblakov. M6zu tvorit’ podklad na
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vytvorenie kvapiek a 'ahko sa pripojit’ k oblaku. Oblaky s pre mikroorganizmy drsnym prostredim,
dokonca nehostinnejsim ako atmosféra (Obrazok 2). Okrem vysusenia, nizkeho obsahu zivin, vplyvu
slnecného Ziarenia a radikalov v suchej atmosfére musia mikroorganizmy v oblakoch celit’ toxickym
latkam, zmenam osmotického tlaku, rozsahu pH od 3 do 7 a cyklu zmrazovanie/rozmrazovanie.

Vysledky nedavneho Stidia ukazali, ze Studované mikroorganizmy moézu transformovat ako
biokatalyzatory organické zluceniny pritomné v oblacnej vode. Ich vyznamny vplyv sa prejavuje pocas
noci pri absencii slnecného Ziarenie. NavySe su schopné produkovat’ exopolymérne latky, ktoré jednak
zvySuju ich pravdepodobnost’ prezitia v nehostinnom prostredi oblakov, ale mézu ovplyvnit aj
mikrofyziku oblakov a formu zrazok tym, Ze ich povrch sa zmacatelnej$im.
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Baktérie pritomné v atmosfére sa mozu vyskytovat’ osamotene ale najcastejSie v zhlukoch mnohych
bakteridlnych buniek, fragmentoch vegeticie a prachu, ku ktorym boli prichytené. St prenaSané na
vel’ké vzdialenosti. V atmosfére sa zdrzujia pomerne dlhii dobu, aZ niekolko dni a tyzdiov. DiZka tohto
obdobia zavisi od mnohych faktorov, hlavne od velkosti a schopnosti vytvarat kondenzacné jadra
oblakov. Vdaka ich schopnosti vytvarat na svojom povrchu polysacharidy a proteiny su
mikroorganizmy zname ako ucinné aktivatory kondenzacnych jadier oblakov. M6zu tvorit’ podklad na
vytvorenie kvapiek a 'ahko sa pripojit’ k oblaku. Mikrofyziku oblakov mézu ovplyvnit tak, ze mézu
posobit’ ako jadra 'adu IN - ice nuclei, alebo vdaka ich proteinovej membrane umoznuju tvorbu
snehovych krystalov pri vyssej teplote ako je to v pripade homogénnej krystalizacie snehovych vlo¢iek
a tym sa priamo zcastnuju tvorby snehu. Niektoré mikroorganizmy mozu sluzit' ako kondenzacné jadra
oblakov CCN - cloud condensation nuclei, pretoze su aeros6lmi so Specifickymi povrchovymi
vlastnost’ami, ktoré¢ maja poévod v ich biologickych Struktarach. Mo6zu to byt extracelularne polymérne
latky (polysacharidy a ich konjugaty, alebo proteiny). M6zu produkovat’ biosurfaktanty - molekuly
s hydrofilnou a hydrofobnou ¢ast'ou molekuly. Ich $truktira moze byt rozmanita od nizkomolekulovych
Struktur az po polyméry. Obrazok 1 znazoriuje niektoré z nizkomolekulovych $truktir biosurfaktantov.
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Medzi 157 testovanymi kmenmi bolo identifikovanych mnoho mikroorganizmov schopnych
produkovat’ biosurfaktanty, hlavne bakterialne druhy rodu Bacillus, Rhodococcus, Clavibacter,
Microbacterium, Frigobacterium, Pseudomonas, Erwinia a Pantoea a kvasinky réznych kmefiov
Diozegia, Undeniomyces a Bullera.

Ako druhy bol na testovanie zvoleny Pseudomonas sp. kmen 14B2.

Produkcia a izoldcia biosurfaktantu:

Inkubacné podmienky:

glukéza 20g/100mL, Na;HPO4 6g/L, KH2PO4 4g/L, MgS0O4.7H,O 0.25g/L, NH4sNOs 4g/L, EDTA
0.1g/L, MnS0O4.H,0 0.2g/L, FeS0O4.7H.O 0.01g/L, CaCl, 0.01g/L, CoCl, 0.01g/L, ZnSO,4 0.01g/L,
CuS040.001g/L, H3BO.0.001g/L, NazMoO. 0.001g/L. InkubAacia bola robena pri 27°C. Vzorky boli
odobraté pri 48h, 120h a 168h (2, 5 and 7 dni) inkubacie.
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Optimalizdcia separdcie biosurfaktantu:

1. Testované boli tri typy extrakénych postupov (Schéma 1):
- precipitacia acetonom
- extrakcia zmesou Chloroform:Metanol (CHCI3:MeOH =2:1) (CM)
- extraktion Ethyl Acetatom (AE).
Kazdou extrakciou bola ziskané rozdielne frakcie. Ich zlozenie bolo kontrolované¢ 1H NMR

spektroskopiou. Obrazok 2 ukazuje spectra frakcii ziskanych extrakciou organickymi rozptstadlami a
vyzrazanim acetonom, v ktorych bol biosurfakatant pritomny v zmesi s inymi zluceninami.
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Obrazok 2 *H NMR spektra frakcii po extrakcii organickymi rozpustadlami alebo vyzrdZanim.

Optimalizacia extrakcie biosurfaktantu z acetonového precipitatu

Zlyofilizovany precipitat po 5 dilovej inkubacii Pseudomonas 14B2 po vyzrazani acetonom bol zlozeny
z amorfnej zlozky a krystalickych produktov. Urobena bola nasledna extrakcia v mnohych krokoch kvoli
separacii jednotlivych zloziek zmesi co viedlo k ziskaniu réznych frakcii (Schéma 1). Z kazdej z nich
bolo zmerané 'H NMR spektrum a oil spread test na zistenie pritomnosti biosurfaktantu. Amorfna
zlozka predstavovala nespotrebovanu glukézu a glycerol. Krystalicka obsahovala zmes organickych
molekul.

Porovnanie NMR spektier ukézalo, Ze extrakcia Metyl Tert-Butyl Eterom (MTBE) a zmesou
CHCI5:MeOH boli najefektivnejSie. Preto precipitat po 7-mich diioch inkubacie bol rozdeleny na
polovicu a jedna z nich bola extrahovana s MTBE a druha zmesou CHClz:MeOH.
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Za hlavny zdroj premeny organickych zlicenin pritomnych v atmosfére bola donedavna povazovana
radikalova chémia posobenim slneéného Ziarenia. Zistenie pritomnosti metabolicky aktivnych
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mikroorganizmov v atmosférickych vodach vzbudilo otazku ako mézu mikroorganizmy ovplyvnit
atmosferick chémiu a mikrofyziku oblakov.

Vplyv na atmosfericki chémiu: Mikroorganizmy moézu byt povazované za biokatalyzatory schopné
transformovat’ organické zliGeniny a tak ovplyvitovat’ atmosferickii chémiu. Stdium vybranych
mikroorganizmov izolovanych z obla¢nej vody ukazalo, ze maju potrebni enzymaticku vybavu na
metabolizovanie mono- a dicarboxylovych kyselin (sukcinat, acetat, laktat, kyselinu mravéiu), metanolu
a formaldehydu (Amato et al. 2005, 2007c, Vaitilingom et al 2010, Ariya et al 2002, 2004). Tieto
organické toxické zluceniny su pritomné v oblakoch v najvacsom mnozstve.

Vplyv na mikrofyziku oblakov : Po prvé, niektoré mikrobialne druhy (hlavne Pseudomonas a
Xanthomonas) mézu posobit’ ako jadra 'adu IN - ice nuclei. Vd’aka ich proteinovej membrane je mozna
tvorba snehovych krystalov pri vysSej teplote ako je to v pripade homogénnej krystalizacie snehovych
vlociek (Morris, 2004; Mohler, 2007) a tym sa priamo zGcastiuji tvorby snehu. Po druhé, niektoré
mikroorganizmy moézu sluzit’ ako kondenza¢né jadra oblakov CCN - cloud condensation nuclei, pretoze
st aerosolmi so Specifickymi povrchovymi vlastnostami, ktoré maju povod v ich biologickych
Struktarach.

Nedavno bolo ukazané, Ze baktérie izolované z oblaénej vody, hlavne Pseudomonas, boli schopné
produkovat’ biosurfaktanty = (Ahern, 2007). Pritomnost tychto molekal bola dokdzand aj v
atmosférickych aerosoloch (Ekstrom, 2009). Podla najnovsej vedeckej hypotézy, mikroorganizmy
mozu menit’ povrchové napitie aerosolov a tym aj formu zrazok. V spolupraci s laboratoriom SEESIB
Univerzity Blaise Pascal vo Franctuzsku sme produkciu biosurfaktantov mikroorganizmami izolovanymi
z oblacnej vody zacali Studovat’ iba nedavno. Pocas skriningu Casti franctizskej mikrobidlnej banky (>
500 mikroorganizmov) bolo objavenych mnoho so schopnost'ou produkovat’ biosurfaktanty. Predmetom
slovensko- franctzskeho bilateralneho projektu bol:

- Skrining franctzskej mikrobialnej banky na produkciu biosurfaktantov

- Identifikacia najlepsich producentov biosurfaktantov

- Hradanie podmienok pre nadprodukciu biosurfaktantov

- Identifikacia ich $truktury
Skrining:
Na stanovenie pritomnosti biosurfaktantov v inkuba¢nych médiach mikrobidlnych kmenov boli
prevedené boli 3 druhy testov (Obr. 1):
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Obrazok 1 Testy pouzité pri skrininguna aktivitu biosurfaktantov

Medzi 157 testovanymi kmefimi bolo identifikovanych mnoho mikroorganizmov schopnych
produkovat’ biosurfaktanty, hlavne bakterialne druhy rodu Bacillus, Rhodococcus, Clavibacter,
Microbacterium, Frigobacterium, Pseudomonas, Erwinia a Pantoea a kvasinky roznych kmenov
Diozegia, Undeniomyces a Bullera.

Ako najlepsi producent bol identifikovany Bacillus sp. kmeni 7B11, ktory bol vybrany na d’alSie §tadium.

Produkcia a izoldcia biosurfaktantu:

V skriningovych testoch sa Bacillus sp. 7b11 ukazal ako najlepsi producent biosurfaktantov. Pretoze
produkcia biosurfaktantov je ovplyvnend inkuba¢nymi podmienkami tieto boli starostlivo vybrané.
Zlozenie inkuba¢ného média a extrakéné podmienky boli identické ako u Kumar a spol. (2007).
Inkubacia bola prevedena pri 27°C, vzorky odobraté po 48h, 72h a 144h. Biosurfaktant bol izolovany
vyzrazanim po okysleni inkuba¢ného media na pH=2. Sediment po centifugacii bol premyty vodnym
roztokom HCl a pH upravené na pH=8, aby sa rozpustil. Ziskany roztok bol zlyofilizovany.

Purifikacia a ldentifikacia:

Testované boli 2 postupy extrakcie. Extrakcia dichlorometanom neposkytla &istl zlugeninu. Uspesna
bola extrakcia zmesou organickych rozpustadiel CHClz:methanol=2:1. Vzorky odobraté po 48h, 72h a
144h extrakciou poskytli nasledne tri vzorky, ktoré boli analyzované 1D a 2D NMR a IC
spektroskopiami. *H NMR spektra tychto troch vzoriek mali rovnaky spektralny obrazec (Obrazok 2)
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sosignaln = e e == g oesw w2 s e o olekuly (CHs
6 1.1-0.74 /29.0-11.0, CH2 & 1.41-1.0/45.0-28.5 a CH2-O- & 4.22-3.65/72.0-61.0). Signaly proteinovej
casti molekuly (aminokyselin) boli pritomné v oblastiach 6 7.8-6.7, 5.3-3.25 a 3.0-1.0 ppm. Signaly
sacharidov neboli pritomné. Ziskané idaje sved¢ia o lipoproteinovej §truktiire biosurfaktantu. IC spektra
potvrdili tdaje z NMR analyzy. (Obrazok 3). Cistota krystalov bola kontrolovana optickym
mikroskopom (Obrazok 4).
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Obrazok 3 Infracervené ATR spektra extraktov obsahujucich lipoproteinovy biosurfaktant
Z inkubacnych médii po 48, 72 a 144 hodindch.

A C

Obrazok 4 Obrazky biosurfaktantu- lipoproteinoych krystalov zachytené optickym mikroskopom. A —
krystal biosurfaktant lipoproteinu ziskany extrakciou dichlorometanom z inkubacného
média po 48h; B — po extrakcii 72h inkubacného média zmesou CHCI3: metanol = 2:1;
C — po extrakcii s CHCI3: metanol = 2:1 z média po 144h inkubdcie.
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Baktérie pritomné v atmosfére sa mozu vyskytovat’ osamotene ale najcastejsie v zhlukoch mnohych

bakterialnych buniek, fragmentoch vegetacie a prachu, ku ktorym boli prichytené. St prenaSané na
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vel’ké vzdialenosti. V atmosfére sa zdrzuja pomerne dlht dobu, aZ niekolko dni a tyzdiiov. DiZka tohto
obdobia zavisi od mnohych faktorov, hlavne od velkosti a schopnosti vytvarat kondenzacné jadra
oblakov. Vdaka ich schopnosti vytvarat na svojom povrchu polysacharidy a proteiny su
mikroorganizmy zname ako u¢inné aktivatory kondenzacnych jadier oblakov. Mézu tvorit’ podklad na
vytvorenie kvapiek a I'ahko sa pripojit’ k oblaku. Mikrofyziku oblakov mozu ovplyvnit’ tak, Ze mozu
posobit’ ako jadra l'adu IN - ice nuclei, alebo vd’aka ich proteinovej membrane umoznuju tvorbu
snehovych krystalov pri vyssej teplote ako je to v pripade homogénnej krystalizacie snehovych vlo¢iek
a tym sa priamo zacastnuju tvorby snehu. Niektoré mikroorganizmy mozu sluzit' ako kondenzacné jadra
oblakov CCN - cloud condensation nuclei, pretoze su aeros6lmi so Specifickymi povrchovymi
vlastnostami, ktoré maji povod v ich biologickych strukturach. Mézu to byt’ extracelularne polymérne
latky (polysacharidy a ich konjugaty, alebo proteiny). M6zu produkovat’ biosurfaktanty - molekuly
s hydrofilnou a hydrofobnou ¢ast'ou molekuly. Ich $truktira moze byt rozmanita od nizkomolekulovych
Struktar az po polyméry. Obrazok 1 zndzormuje niektoré z nizkomolekulovych struktar biosurfaktantov.
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Medzi 157 testovanymi kmefimi bolo identifikovanych mnoho mikroorganizmov schopnych
produkovat’ biosurfaktanty, hlavne bakterialne druhy rodu Bacillus, Rhodococcus, Clavibacter,
Microbacterium, Frigobacterium, Pseudomonas, Erwinia a Pantoea a kvasinky réznych kmefiov
Diozegia, Undeniomyces a Bullera. Ako druhy bol na testovanie zvoleny Pseudomonas sp. kmen 14B2.

Produkcia a izoldcia biosurfaktantu:

Inkubacné podmienky:

glukéza 20g/100mL, Na;HPO, 6g/L, KH2PO4 4g/L, MgS04.7H20 0.25g/L, NH4sNO3 4g/L, EDTA
0.1g/L, MnS0O4.H,0 0.2g/L, FeSO4.7H,O 0.01g/L, CaCl, 0.01g/L, CoCl, 0.01g/L, ZnSO,4 0.01g/L,
CuS0,40.001g/L, H3BO40.001g/L, NazMoO. 0.001g/L. InkubAacia bola robena pri 27°C. Vzorky boli
odobraté pri 48h, 120h a 168h (2, 5 and 7 dni) inkubacie.
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Optimalizdcia separdcie biosurfaktantu:
2. Testované boli tri typy extrakénych postupov (Schéma 1):
- precipitacia acetonom
- extrakcia zmesou Chloroform:Metanol (CHCI3:MeOH =2:1) (CM)
- extraktion Ethyl Acetatom (AE).
Kazdou extrakciou bola ziskané rozdielne frakcie. Ich zlozenie bolo kontrolované 1H NMR

spektroskopiou. Obrazok 2 ukazuje spectra frakcii ziskanych extrakciou organickymi rozpustadlami a
vyzrazanim acetonom, v ktorych bol biosurfakatant pritomny v zmesi s inymi zli¢eninami.
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Obrdzok 2 *H NMR spektra frakcii po extrakcii organickymi rozpustadlami alebo vyzrdzanim.

Optimalizdacia extrakcie biosurfaktantu 7 acetonového precipititu

Zlyofilizovany precipitat po 5 ditovej inkubacii Pseudomonas 14B2 po vyzrazani acetonom bol zloZeny
z amorfnej zlozky a krystalickych produktov. Urobena bola nasledna extrakcia v mnohych krokoch kvoli
separacii jednotlivych zloziek zmesi co viedlo k ziskaniu réznych frakcii (Schéma 1). Z kazdej z nich
bolo zmerané 'H NMR spektrum a oil spread test na zistenie pritomnosti biosurfaktantu. Amorfna
zlozka predstavovala nespotrebovanu glukozu a glycerol. Krystalicka obsahovala zmes organickych
molekl.

Porovnanie NMR spektier ukazalo, 7e extrakcia Metyl Tert-Butyl Eterom (MTBE) a zmesou
CHCI3:MeOH boli najefektivnejSie. Preto precipitit po 7-mich dfioch inkubéacie bol rozdeleny na
polovicu a jedna z nich bola extrahovana s MTBE a druha zmesou CHClz:MeOH.

Pod’akovanie:
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“Ceritical point” between the stem and the catalytic enzyme domain of core a 1,3
fucosyltransferase cloned from plant.

Peter Both!2, Lukas Sobczak®, Christelle Breton?, lain B.H. Wilson® and Jin Mucha?
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Abstract
Core al,3-fucosylation is a conserved feature of plant and invertebrate N-linked oligosaccharides with
not yet known biological function. Core al,3-fucosyltransferases share some common features as the
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motifs of the donor substrate binding subdomain and the general topology of these enzymes. In addition,
plant core al,3-fucosyltransferases possess an unique C-terminal tail of 100-115 amino acid (aa)
residues of unknown function. We present here a structure-function study of two core al,3-
fucosyltransferases FUCTA (A. thaliana) and FUT-1 (Caenorhabditis elegans) which catalyse the same
reaction, but which have different acceptor substrate specificity. In this study we report results of protein
truncations and peptide fusions to both N- and C- terminal parts of the enzymes. N-terminal truncations
up to 78 aa residues of FUT-1 and 88 aa residues of FUcTA did not abolish the enzyme activities,
however removal of 95 aa residues resulted in complete inactivation of both FUT-1 and FucTA,
suggesting location between the stem and the catalytic enzyme domain.

Key words: Arabidopsis/Caenorhabditis/fucosyltransferase
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Mucolipidosis I (MLII or I-cell disease) is an autosomal recessive metabolic disease with severe clinical
and radiologic features. The disease onset is within the first months of life, and the clinical symptoms
include congenital dislocation of the hip, thoracic deformities, hernia, and hyperplastic gums which are
evident soon after birth. MLII results from defects in the multimeric GIcNAc-1-phosphotransferase
(GNPTA) responsible for the initial step in the generation of the mannose 6-phosphate (M6P). M6P
residues on oligosaccharides of newly synthesized lysosomal enzymes are important for the receptor-
mediated transport to the endosomal/prelysosomal compartment. Failure of acquisition of this marker,
therefore, leads to mistargeting of lysosomal enzymes and consequent accumulation of the respective
substrates which appear as phase-dense intracytoplasmic inclusion bodies.
GIcNAc-1-phosphotransferase is a heterohexamer composed of two alpha, two beta and two gamma
subunits. Mutations in alpha and beta subunits, encoded by the GNPTAB gene (chr.12), cause
Mucolipidosis type I, whereas mutations in gamma subunit, encoded by the GNPTG gene (chr.16)
cause Mucolipidosis type IlI.

GNPTAB gene contains 21 exons and spans a genomic region of approximately 80 kb; GNPTAB cDNA
encodes a protein of 1,256 amino acids.

We now report on the molecular characterisation of a cohort of 38 MLII patients. The mutational profile
consists of 22 different alleles, due to 20 diverse mutations, including two still unknown. The two
previously reported mutations, p.L1168QfsX5 and p.R1205X, account for 57% of the mutant alleles.
The remaining eighteen alleles are due to new mutations. Among these, twelve are insertions or
deletions leading to frameshifts (p.N250KfsX5, p.K286KfsX6, p.S399AfsX10, p.1403YfsX5,
p.D4671fsX33, p.V653VFsX3, p.P655PfsX2, p.M741RfsX2, p.K850NfsX10, p.S887KfsX33,
p.V1148AfsX2, p.M1175PfsX32), three are nonsense (p.S252X, p.R375X, p.Q507X) and two are
missense mutations (p.Q926P, p.L1001P). Finally, we identified an Alu-insertion mutation causing an
exon skipping.

Our findings provide further evidence that mutations in the GNPTAB gene are responsible for
Mucolipidosis Il. The molecular characterization of index case is very valuable for identifying individual
carriers in at risk families. The availability of molecular test also corroborates the prenatal diagnosis
procedures.
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Prvé skusenosti a uskalia v diagnostike kongenitalnych poruch glykozylacie
na Slovensku
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Kongenitalne poruchy glykozylacie (CDG) su rychlo rasticou skupinou autozoémovo recesivne
dedi¢nych metabolickych portch charakterizovanou abnormalnou glykozylaciou glykoproteinov
a glykolipidov. Doteraz je znamych viac ako 50 poruch, klinické prejavy sa pohybuju od vyrazného
multisystémového ochorenia az po Specifické poskodenie organov alebo mierny klinicky priebeh.
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Klinicky obraz CDG zahina predovsetkym psychomotoricki retardaciu, neprospievanie, zachvaty,
ataxiu, hypotoniu, atrofiu mozocka, periférnu neuropatiu, cievne prihody, facialnu dysmorfiu,
strabizmus, invertované prsné bradavky, abnormalne ukladanie tuku, hypogonadizmus, hepatopatiu,
koagulopatiu, zivot ohrozujtce kardialne symptomy a iné. Ciel'om prace bolo zavedenie a vyhodnotenie
skriningovej metddy pre zachyt CDG, ktora nebola zatial’ v krajine dostupna.

Diagnostika CDG sa za¢ina vySetrenim glykozylacného statusu sérového transferinu (Tf). K detekcii
sialovanych izoforiem Tf sme pouzili metodu izoelektrickej fokusacie (IEF) s naslednou imunofixaciou
na PhastSystémeTM® (GE Healthcare, USA), ktora je skriningovou metédou povazovanou za zlaty
Standard pre vyhl'adavanie pacientov s CDG. Umoziluje detegovat’ poruchy N-glykozylacie proteinov a
samotna analyza vyZzaduje iba minimalny objem vzorky pacientského séra.

V ramci skriningu CDG sme vySetrili od septembra 2011 do februara 2012 spolu 183 pacientov
poukdzanych z metabolickych ambulancii a jednotlivych klinik Detskej fakultnej nemocnice a
selektovanych na zaklade klinickych priznakov. U 2 pacientov ( porucha N-glykozylacie II. typu a
kombinovand porucha N-a O-glykozylacie) boli potvrdené pozitivne IEF obrazy. Tito pacienti boli uz
identifikovani v zahrani¢i v priebehu poslednych rokov.

Zavedend metoda IEF Tf je najefektivnejSim skriningovym testom pre vyhl'adavanie pacientov s CDG
a ponuka nové moznosti diagnostiky tychto zriedkavych ochoreni. Poruchy st v naSej krajine vyrazne
poddiagnostikované z viacerych dovodov: neuspokojivé lekarske povedomie, vysoka mortalita v prvom
roku zivota a nedostupnost’ Standardného Specifického laboratérneho testu v minulosti. O indikacii na
vySetrenie CDG by sa malo uvazovat’ najmé u kazdého pacienta s nevysvetlenym multisystémovym
poskodenim.

Pod’akovanie:

Tato publikdacia vznikla vdaka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj pre projekt:
Centrum excelentnosti pre Glykomiku, ITMS 26240120031, spolufinancovany zo zdrojov Europskeho
fondu regiondalneho rozvoja.

MS ANALYSIS IN DIAGNOSTICS OF TETRASACCHARIDE IN
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This study deals with a comparison of different diagnostic opportunities of Pompe disease of newborn
patient, including high-tech spectral approaches, with causistics description. Pompe disease is caused
by deficiency of lysosomal acid o-glucosidase, which participates in metabolism of glycogen
degradation in tissues. Wide variety of clinical symptoms classifies this lysosomal storage disorder as
difficult to diagnose. Laboratory tests became a necessary part of the correct determination of diagnosis.

Specific glucose tetrasaccharide Glca(1—6)Glca(1—4)Glca(1—4)Glc, accumulated in significantly
higher concentrations in patient’s urine, is used as a screening biomarker. Besides a traditional method
using high performance thin layer chromatography (HPTLC), urine oligosaccharides can be detected
also by means of new diagnostic tools: MALDI TOF/TOF mass spectrometry and 'H NMR
spectroscopy. For successful treatment of Pompe disease the early therapy onset is necessary. Analysis
of patient’s urine by mass spectrometry and NMR spectroscopy abbreviates the time needed for results
acquisition as well as it decreases the cost of consumables. Both techniques have been shown very
effective in diagnostic of inherrited metabolic diseases due to a high specificity, reproducibility and
sensitivity. Moreover, they allow a monitoring of the patient during the therapy.
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Positional specifity of the Orpinomyces sp. CE6 acetylxylan esterase on natural
polysaccharide

Iveta Uhliarikova, Maria Vrsanska, Peter Biely
Institute of Chemistry, Slovak Academy of Sciences, Dubravska cesta 9, 845 38 Bratislava, Slovakia

Hardwood glucuronoxylans are partially acetylated heteropolysaccharides. Xylopyranosyl (Xylp)
residues linked B-1,4-glycosidically form the polysaccharide main chain and this is substituted with o-
1,2-linked 4-O-methyl-D-glucuronic acid (MeGIcA) residues. In native state, that is in plant cell walls,
the polysaccharide is partially acetylated. More than a half of Xylp residues of the main chain is
monoacetylated at position 2 or 3, or 2,3-di-O-acetylated. 3-O-acetylation is to a high degree observed
on Xylp residues substituted with MeGIcA.
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Acetylxylan esterase (AcXE) from Orpinomyces sp. belonging to carbohydrate esterase family 6
efficiently deacetylates birch acetyl glucuronoxylan. The monitoring of the deacetylation by 'H-NMR
spectroscopy showed that the enzyme targets are all acetyl groups of the polysaccharide except of the
3-O-acetyl group on xylopyranosyl residues a-1,2-substituted with 4-O-methyl-D-glucuronic acid. The
enzyme attacks also the di-O-acetylated xylopyranosyl residues. The position 2 appears to be
deacetylated faster than position 3 in both mono- and di-O-acetylated residues.
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Fig.1 Monitoring of the action of Orpinomyces sp. CE6 AcXE on birch acetylglucuronoxylan by *H-NMR spectroscopy.
The signal intensity changes of acetylated Xylp residues in the anomeric region of the spectrum are shown in Part A, intensity

changes of the methyl protons of acetyl groups are in Part B. The most rapidly decreasing signals are marked with thick
arrows, slower decreasing signals with thinner arrows. Signals of protons not influenced by the enzymes are marked with
crossed arrows. The spectrum of the chemically deacetylated polysaccharide is shown on the top of Part A, B. The following
designations are used: Xyl, non-acetylated Xylp; Xyl-3Ac, 3-O-acetylated Xylp; Xyl-2Ac, 2-O-acetylated Xylp; Xyl-2,3Ac,
2,3-di-O-acetylated Xylp; Xyl-3Ac-2MeGIcA, 3-O-acetylated Xylp 2-O-linked with MeGlIcA. aXylred at 5.15 ppm and
PXylred at 4.55 ppm are marked by asterisk.
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Fig.2. Time course of the decrease in intensity of signals of acetylated Xylp residues in the anomeric region of the spectrum
(Part A) and signals of the methyl protons of acetyl group (Part B) during incubation of birch acetyl glucuronoxylan with
Orpinomces sp. AcXE.

Symbols of xylopyranosyl residue: [J- Xyl-isol,@- 3-O-acetyl , O-2-O-acetyl, A- 2,3-di-O-acetyl, A-3-O-acetyl-2-O-
MeGIcA.

The 'H-NMR spectroscopy approach to study positional and substrate specificity of acetylxylan
esterases outlined in this work appears to be a simple way to characterize catalytic properties of plant
polysaccharide deacetylating enzymes on natural substrates. The detail knowledge of the mode of action
of polysaccharide deacetylating enzymes is important in view of the development of efficient
bioconversion of plant materials that did not undergo alkaline pretreatment leading to hydrolysis of ester
linkages.
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Utinky agonistu PPAR-y receptorov piogliDazénu na redox-senzitivnu bunkovi
signalizaciu u mladych spontanne hypertenznych potkanov
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Uvod

Hypertenzia je vdznym zdravotnym problémom a je rizikovym faktorom poSkodenia viacerych orgdnov
a organovych systémov (mozog, oblicky, kardiovaskularny systém). Medzi najzavaznejSie dosledky
hypertenzie patri trvalé poskodenie kardiovaskularneho systému. Rozvoj hypertenzie a endotelovej
dysfunkcie je multifaktoridlny proces a existuje viacero regulacnych systémov, ktoré su zahrnuté v
patogenéze ich rozvoja. Neddvne §tidie poukazuji na potencidlnu tlohu nuklearnych receptorov PPAR
(,,peroxisome proliferator-activated receptors) v tychto procesoch. Aktivaiciou PPAR mozno
ovplyvnovat nielen lipidovy profil a inzulinovi rezistenciu, ale aj priebeh hypertenzie resp. kontraktilitu
a relaxaciu ciev u experimentalnych zvierat s hypertenziou.

Metody

V praci boli sledované ucinky agonistu PPAR-gama receptorov, pioglidazénu (PIO), na regulaciu
krvného tlaku u mladych spontanne hypertenzych potkanov (SHR) a skimané taktiez molekularne
mechanizmy zahrnuté v uc¢inkoch PIO. Ako experimentalny model boli v §tadii pouziti 5 tyzdiov stari
samci SHR, ktorym bol v davke 10 mg/kg/den podavany pocas dvoch tyzdnov PIO. Kontrolnym
potkanom bol podavany fyziologicky roztok. Pred a v priebehu podavania PIO (fyziologického roztoku)
bola u zvierat sledovana telesna hmotnost’, denny prijem potravy a vody. Systolicky tlak krvi bol merany
na chvostovej artérii potkanov z oboch experimentalnych skupin a na meranie tohto parametra bola
pouzitd metdda neinvazivne] pletyzmografie. Merania systolického tlaku krvi boli uskutocnené pocas
aplikacie PIO (1., 5., 9. a 12. deil). Na konci experimentu boli odobraté vzorky tkaniva srdca ('ava
komora - I’K ) a mozgu (mozgovy kmef - MK). Dalsie spracovanie vzoriek zaviselo od $pecifickej
analyzy. Celkové aktivity superoxiddismutdzy (SOD) boli analyzované s vyuzitim Specifického kitu a
aktivity syntdz oxidu dusnatého (NOS) meranim konverzie radioaktivneho *H-L-Argininu na 3H-L-
Citrulin. Na sledovanie hladin proteinov boli vyuzivané imunochemické analyzy s vyuzitim
$pecifickych protilatok, zmeny v expresii génov boli sledované qPCR.

Vysledky

Bolo zistené, ze u mladych SHR dochadza medzi piatym az siedmym tyzdiiom zivota k vyznamnému
zvySeniu systolického tlaku krvi zo 113 mmHg na 151 mmHg, pricom podavanie PIO vyznamne
znizovalo tento narast krvného tlaku (Obrazok 1). Podavanie PIO nemalo vyznamny vplyv na niektoré
dalsie fyziologické (biometricke) parametre, ako je hmotnost’ tela, hmotnost’ srdca a jeho komér.
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Obrazok 1. Vplyv PIO na zmeny systolického krvného tlaku u mladych SHR.

Pri skiimani potencidlnych mechanizmov zahrnutych v ucinkoch PIO bol v lavej komore srdca
a mozgovom kmeni sledovany vplyv PIO na PPAR-gama, enzymy zahrnuté v regulacii hladin radikalov
(SOD, NOS) a zlozky vnutrobunkovych signalizalnych drah (Akt kinaza, beta-katenin). Bolo zistené,
ze kym v mozgovom kmeni dochadza uc¢inkom PIO k vyznamnému zvySeniu expresie mRNA pre
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PPAR-gama, v l'avej komore srdca sa u¢inky P1O neprejavuji. Boli pozorované taktiez rozdielne ucinky
PIO na bunkovu signalizaciu a enzymy zahrnuté v regulécii tvorby radikalov (SOD, NOS) na tirovni
lavej komory srdca a mozgového kmenia. V MK bola zvysena expresia génu PPAR-gama sprevadzana
zvySenou expresiou superoxiddismutazy-2 (SOD2) a potlacenim expresie SOD1. Celkové aktivity SOD
ako aj NOS neboli u¢inkom PIO v mozgovom kmeni vyznamne zmenené. V LK, na rozdiel od MK,
boli ti¢inky PIO spojené so zvysenim aktivity SOD, ako dolezitej sucasti antioxidacnej odpovede bunky.
Pri $tadiu mechanizmov potencidlne zahrnutych v u€inkoch PIO bolo zistené, ze v MK dochéadza u
zvierat, ktorym bol podavany PIO, k zvySeniu proteinovych hladin Akt kindzy, enzymu, ktory je
sucastou PI3K/Akt kindzovej signalnej drdhy. Tkanivovo rozdielne ucinky po aplikacii PIO boli
pozorovan¢ v pripade beta-kateninu. Kym v LK doslo k zvySovaniu proteinovych hladin, v MK bol
pozorovany opacny u¢inok PIO a hladiny tohoto proteinu vyrazne poklesli.

Zaver

Ziskané vysledky poukazuju na to, Ze uc¢inky PIO na znizovanie (spomal'ovanie) narastu tlaku krvi u
mladych SHR st spojené s ovplyviiovanim enzymov zahrnutych v regulacii hladin radikdlov (SOD),
ako aj vnutrobunkovych signalizalnych drah, ktorych sucastou si Akt kinaza a beta-katenin.

Pod’akovanie:

Tato publikacia vznikla vdaka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj pre projekt:
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Vplyv ionizujiceho Ziarenia na myokardialne a cirkulujice matrixové metaloproteinazy

Miroslav Barancik, Maria Fogarassyova, Ludmila Okruhlicova, Monika Bartekova, Jan Slezak
Ustav pre vyskum srdca SAV, Bratislava, Slovenskd republika

Uvod
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Aj napriek vyuzivaniu modernych a dobre definovanych protokolov, vykazuje terapia s vyuzitim
ionizujuceho Ziarenia neziadtce u¢inky na normdlne tkaniva. Pri ozarovani onkologickych pacientov v
oblasti hrudnika a mediastina je vyznamnym neziadicim ucinkom, ktory moéze viest k zvysenej
morbidite a mortalite, poskodenie srdca a ciev vyvolané ti¢inkom Ziarenia. Cielom §tidie bolo skiimat’
molekularne markery a mechanizmy radiaéného poskodenia zdravého tkaniva, ktoré by mohli priniest’
relevantné udaje pre hl'adanie novych preventivno-ochrannych interven¢nych opatreni.

Metody

Ako experimentalny model boli v §tadiach pouzité samce potkanov kmena Wistar. Potkany vo veku 12
tyzdnov boli rozdelené do kontrolnej skupiny zvierat a zvierat vystavenych ucinkom ionizujiceho
ziarenia. V skupine zvierat vystavenych uc¢inkom radidcie bola potkanom aplikovana jedna davka
ionizujiceho ziarenia o intenzite 25 Gy, a to v oblasti mediastina a plic. Po vystaveni ionizujicemu
ziareniu boli potkany ponechané nazive este 6 tyzdiov, a po tomto asovom useku boli odobraté vzorky
tkaniva pravej a 'avej komory srdca a plazmy. S vyuzitim transmisnej elektronovej mikroskopie boli na
urovni tkaniva lavej komory srdca sledované Strukturdlne zmeny vyvolané ucinkami ionizujuceho
ziarenia. Sledované boli tiez subchronické Ui¢inky Ziarenia na matrixové metaloproteinazy (MMP), a to
v komorach srdca a v cirkulacii (vzorky plazmy). Proteinové hladiny MMP-2 boli stanovované
imunochemickou Western blot analyzou (s vyuzitim Specifickej protilatky), na meranie aktivit bola
vyuzita technika zymografie (so Zelatinou ako substratom).

Vysledky a diskusia

Analyzy ultrasktruktary elektronovou mikroskopiou ukazali, ze u¢inkami radiacie dochadza v tkanive
l'avej komory srdca k miernym subcelularnym zmenam na Grovni kardiomyocytov. Pri $tudiu zmien na
urovni extraceluldrnej matrix (ECM) bolo zistené, Ze ionizujlice Ziarenie malo za nasledok heterogénnu
Strukturalnu disorganizaciu ECM, akumulaciu denzného materialu a zvySenie obsahu proliferujucich
fibroblastov v ECM. Tieto zmeny neboli pozorované u kontrolnych (neoziarenych) potkanov. Zo stadia
substruktury tiez vyplynulo, Ze skoré zmeny po ucinku ionizujuceho Ziarenia mézu byt spojené s
degeneraciou endotelovych buniek, ale sicasne i s aktivaciou/proliferaciou endotelu a angiogenézou.

Utinky radidcie na proteinové hladiny MMP-2 boli sledované s vyuzitim Specifickej protilatky
interagujucej s 63 aj 72 kDa formou tohto enzymu. Bolo zistené, ze v pravej komore srdca potkana
nedochadza uc¢inkom ionizujuceho Ziarenia k vyznamnym zmenam v proteinovych hladinach 63 kDa
MMP-2. Na druhej strane, po radidcii boli v pravej komore srdca vyznamne znizen¢ hladiny 72 kDa
MMP-2. V sulade s tymto zistenim bolo v pravej komore srdca pozorované aj vyznamné zniZenie
aktivity 72 kDa MMP-2. Aktivacia tejto formy MMP-2 kore$ponduje s konformaénymi zmenami
proteinu, ktoré mézu byt vyvolané oxidativnym stresom. V T'avej komore srdca potkana nemala radiacia
vplyv na proteinové hladiny MMP-2, vyznamnym sposobom vsak indukovala zvysenie aktivity 73 kDa
MMP-2. Tieto vysledky poukazuju na to, Ze ionizujuce Ziarenie aplikované do oblasti mediastina ma
rozdielne u¢inky na MMP-2 v pravej a 'avej komore srdca. U potkanov vystavenych ti¢inkom Ziarenia
boli pozorované taktiez vyznamné zmeny v aktivitich MMP uvol'nenych do cirkulécie. Zistili sme, ze
v sére zvierat ovplyvnenych uc¢inkami ionizujuceho ziarenia dochédza k vyznamnému zvyseniu aktivit
72 kDa formy MMP-2 (Obrazok 1).

4= 72 kDa MMP-2
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Obrdzok 1. Vplyv ionizujuceho Ziarenia na aktivity MMP-2 v sére.

K — kontrolné potkany, R — potkany vystavené ucinkom ionizujuceho Ziarenia.

Zaver

Vysledky dokumentuju tkanivovo Specifické zmeny v aktivacii srdcovych MMP-2 Sest’ tyzdnov po
vystaveni potkanov uc¢inkom ionizujiceho Ziarenia v oblasti mediastina. V ramci l'avej komory srdca
bolo zistené, Ze tieto zmeny v aktivacii MMP-2 su spojené s ultrastrukturdlnymi zmenami na urovni
extracelularnej matrix. Ziskané vysledky poukazuju na zapojenie matrixovych metaloproteinaz, hlavne
72-kDa MMP-2, do procesov vyvolanych subchronickymi u¢inkami ionizujiceho Ziarenia a javi sa tiez,
ze pozorované zmeny v aktivitach cirkulujicej MMP- po aplikacii DOX suvisia so zistenymi zvysenymi
hladinami superoxidu a zvySenou produkciou oxidu dusnatého (v dosledku pozorovanej indukcie
NOS2). Stimula¢né Gcinky radiacie na cirkulujuice MMP-2 poukazujti na to, Ze tento enzym mdze mat’
priamy suvis s vyvinom U¢inkov vyvolanych ionizujicim ziarenim a moze byt dolezity pre vyvin
patologickych zmien vyvolanych v doésledku uc¢inkov ionizujiiceho ziarenia aplikovaného do oblasti
mediastina.

Pod’akovanie:

Tato publikacia vznikla vdaka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj pre projekt:
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Kvercetin zlepSuje postischemicki obnovu hemodynamickych parametrov izolovanych
sfdc u normalnych, juvenilnych, ako aj doxorubicinom lie¢enych potkanov.

Monika Bartekova, Miroslav Barancik
Ustav pre vyskum srdca SAV, Bratislava, Slovenskd Republika

Uvod
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Kvercetin je prirodny bioflavonoid, u ktorého boli zistené viaceré pozitivne ucinky na kardiovaskularny
systém. Hlavnymi zdrojmi kvercetinu v 'udskej strave st jablka, cibul’a, hrozno, ¢aj, ale napriklad aj
cervené vino. Bolo zistené, Ze kvercetin znizuje krvny tlak u hypertenznych jedincov a ma tiez silnu
schopnost’ ochrafiovat’ organy pred ischemicko-reperfiznym poskodenim. Tento efekt kvercetinu bol
zisteny na viacerych experimentalnych modeloch ischémie a reperfizie, napriklad pecene, obliciek ¢i
mozgu. Je vSak len vel'mi malo zname o tom, ako poOsobi kvercetin na ischemicko-reperfuzne
poskodenie srdca. Preto cielom nasej suicasnej prace bolo zistit’ na modeli izolovaného perfundovaného
srdca potkana, ¢i ma kvercetin schopnost’ chranit’ srdce pred ischemicko-reperfiznym poskodenim.

Mnoheé lieciva, ale aj prirodné latky maju rozdielny vplyv, najmé Co sa tyka sily ucinku, na dospely a na
mlady, este sa rozvijajici organizmus. My sme napriklad v predchadzajicich pracach zistili, ze kvercetin
moze zabranit’ rozvoju hypertenzie u kmena spontanne hypertenznych potkanov, ked’ je podavany v ¢ase
dospievania jedinca. Preto bolo d’alsim cielom naSej siCasnej prace zistit, ¢i ma kvercetin rozdielny
vplyv na odolnost’ stdc vo¢i ischémii u juvenilnych ako u dospelych potkanov.

Doxorubicin je antracyklinové antibiotikum, ktoré je Casto tispeSne pouzivané v liecbe malignych
ochoreni. Ma vsak viaceré negativne u¢inky, medzi ktoré patri aj mozny vznik vaznej kardiomyopatie,
v odbornej literatire oznaCovanej ako doxorubicinova (alebo vSeobecnejSie antracyklinova)
kardiomyopatia. K tejto patoldgii pritom spravidla dochadza niekol’ko tyzdiov, mesiacov alebo aj rokov
po ukonceni liecby doxorubicinom. Preto bolo d’al§im cielom naSej prace zistit, ¢i moze kvercetin
ovplyvnit odolnost sfdc potkanov lieCenych doxorubicinom voc¢i ischemicko-reperfiznemu
poskodeniu.

Metody

V praci sme pouzili samce potkanov kmenia Wistar, z ktorych boli v hlbokej anestézii izolované srdcia
a nasledne perfundované na Specialnej perfiiznej aparatire podl'a Langendorffovej metody. Srdcia boli
po uvodnej 30-minttovej stabilizacnej perfuzii vystavené globalnej 30-minttovej ischémii a néaslednej
40-minttovej reperfuzii. Hemodynamické parametre stdc boli sledované na konci stabilizacie tesne pred
ischémiou a potom pocas celej reperfiizie v 5-mintitovych intervaloch. Z hemodynamickych parametrov
sme hodnotili systolicky a diastolicky tlak, tlakova amplitaidu (LVDP), maximalne rychlosti narastu
a poklesu tlaku v Tavej komore (+dP/dtmax,-dP/dtmax), ako aj hodnoty koronarneho prietoku a frekvencie
stdc. V prvej faze experimentu sme pouzili srdcia z normalnych zdravych potkanov a sledovali sme
ucinok kvercetinu na ich postischemicki obnovu, priCom sme kvercetin podéavali srdciam priamo
v perfiznom roztoku. Davka kvercetinu bola 15umol/l a bola podavana bud’ pocas stabilizacie pred
ischémiou (poslednych 15 minut stabilizacie, skupina Q1) alebo pocas celej reperfuzie (skupina Q2).
V druhej faze experimentu sme podavali kvercetin priamo zivym zvieratam, este pred ich usmrtenim
a izolaciou sfdc, a to potkanom dospelym ako aj juvenilnym (4-tyZzdiové na zaciatku podavania
kvercetinu). Davka kvercetinu bola 20mg/kg/den a bola zvieratdm podavana po dobu 4 tyzdnov. V tretej
faze experimentu sme podavali kvercetin v rovnakej davke ako bolo uvedené vyssie (20mg/kg/den)
zvieratam, ktoré boli sicasne lieCené doxorubicinom (kumulativna davka 15 mg/kg, rozdelend do 7 i.p
injekcii podanych pocas 21 dni). Kvercetin sme zvieratdm podavali sucasne s doxorubicinom a eSte
d’alsie tri tyZdne po ukonceni podavania doxorubicinu (spolu 6 tyzdiov). Zvierata boli ponechané nazive
eSte d’alSich 5 tyzdiov a nésledne boli ich srdcia perfundované podla Langendorffovej metody
a vystavené ischémii a reperfuzii.

Vysledky

Vysledky nasej prace ukazali, Ze kvercetin vyznamne zlepSuje postischmick(l obnovu stdc u dospelych
aj juvenilnych potkanov, a tiez u potkanov sucasne lieCenych doxorubicinom. Toto zlepSenie sa
prejavilo najma zlepsenim postischemickej obnovy tlakovych parametrov stdc (systolicky tlak, LVDP),
ako aj parametrov kontraktility (+dP/dtmax,-dP/dtmax). Kvercetin podavany priamo do perfizneho roztoku
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tiez dokazal znizit narast diastolického tlaku po ischémii a tym zmiernit’ nastup diastolickej dysfunkcie
stdc. Ukazalo sa, Ze kvercetin ma silnej$i u€inok u stdc juvenilnych potkanov oproti u¢inku na srdcia
dospelych jedincov. Na druhej strane sa ukéazalo, Ze uc¢inok kvercetinu, najmé co sa tyka sily jeho ucinku,
vyrazne zavisi na jeho davkovani, ako aj na spdsobe a dizke trvania jeho podavania a veku jedinca,
ktorému je podavany.

Zaver

Vysledky nasej prace mozno zhrnut’ do konstatovania, Ze prirodny polyfenol kvercetin ma pozitivne
ucinky na odolnost’ myokardu voci ischemicko-reperfiznemu poskodeniu. Tieto zistenia si v stlade so
zisteniami 0 inych pozitivnych uéinkoch kvercetinu na organizmus a osobitne na kardiovaskularny
systém..

Pod’akovanie:
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pH optimum transglykozylaz Phr1 a Phr2 bunkovej steny kvasiniek

Kovicova K* a Farkas V.
Chemicky ustav, Slovenskad akadémia vied, Bratislava, Slovakia, Kristina.kovacova@savba.sk

Bunkova stena kvasiniek ma zasadnt funkciu v interakcii hostitel'-patogén. Formovanie bunkovej steby
kvasiniek je zavislé na koordinacii aktivity niekolkych extracelularnych enzymov, ktoré spajaji
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jednotlivé zloZzky bunkovej steny a remodeluji bunkova stenu. V pripade Candidy albicans s tymito
enzymami Phrl a Phr2 proteiny, ktoré patria do rodiny glykozylovych hydrolaz GH72 a maju f-(1,3)-
glukanozyl transferazovu aktivitu. pH-regulované enzymy (Phr) su doélezité pri spajani molekuly -
(1,3)-glukanu s d’alsou molekulou B-(1,3)-glukanu in vivo, dochadza k homotransglykozylacii. Gény
PHR1 a PHR2 su rozne regulované prostrednictvom extracelularneho pH. PHR1 je exprimovany pri pH
5.5 alebo vyssom, zatial’ co expresia PHR2 je regulovana opacne, teda pri pH 5,5 a nizS8om. Delécia
tychto dvoch génov vedie k pH-zavislym defektom v morfogenéze a virulencii kvasiniek (1). Cielom
tejto prace bolo stanovit pH optimum transglykozylacnej aktivity transglykozylaz bunkovej steny
kvasiniek Phrlp a Phr2p, ktoré boli produkované rekombinantnou kvasinkou Picchia pastoris,
fluorescencnou in vitro metodou.

Metody

pH optimum rekombinantnych proteinov Phrl a Phr2 exprimovanych v Picchia pastoris bolo stanovené
fluorescencnou in vitro metdodou. Ako akceptor bola pouzita laminarihexadza znacena sulforodaminom
(L6-SR) a laminarin ako donor. Inkuba¢na zmes obsahovala 0,25% laminarin, 30 uM L6-SR, 10 ug
proteinu Phrl alebo 10 pg Phr2 a 50 mM citratovy pufor, pH 1,2 - 9 pre Phrl a 1,2 - 6,6 pre Phr2
v celkovom objeme 100 pL. Tato zmes bola inkubovana 4h pri 37°C. K 20 uL alikvotom inkubaénej
zmesi bolo pridanych 20 puL 40% (v/v) kyseliny mravcej na zastavenie reakcie. Zo zastavenej zmesi
bolo pipetovanych v quintupletoch 5 pL na celulézovu papierova (Whatman 3MM) matricu. Papierova
matrica bola vysuSend a premyvanad 16h s 66% (v/v) etanolom s obsahom 5% (v/v) kyseliny mravce;j.
Nezreagovanad L6-SR sa odstranila premyvanim, kym vysokomolekulovy produkt zlozeny z laminarinu
s akceptorom L6-SR zostal ukotveny na matricu. Matrica bola vysuSena a umiestnena medzi dve
sklenené tabulky a fluorescencia bola merana pomocou Synergy HT-1 ELISA microplate reader s
fluorescenénym detektorom a filtrami s excitaénou vlnovou diZkou 530 nm a emisnou 575 nm.

Vysledky a diskusia

Poznat” pH optimum transglykozylacnej aktivity proteinov Phrl a Prh2 je dolezité z hl'adiska ich
d’alsieho skimania ako potencidlnych teréov novych antimykotik. Vysledky zalozené na relativnej
rychlosti transglykozylacie pri roznom pH citratového pufru ukazuju, ze pH optimum proteinu Phrl je
5,6 (obr. 1) a pH 3 pre protein Phr2 (obr. 2). Tieto vysledky taktiez ukazuja, Ze enzymy Phrl and Phr2
su schopné transglykozylacného prenosu v SirSom rozsahu pH.

Phrt| Phr2
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4000 |

2000 4

pH pH

Obr. 1 pH optimum Phrlp Obr. 2 pH optimum Phr2p
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Teplotné optimum transglykozylaz Phr1 a Phr2 bunkovej steny kvasiniek

Kovacova K. 1 a Farkas V.1
1 Chemicky ustav, Slovenska akadémia vied, Bratislava, Slovakia, kristina.kovacova@savba.sk
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Bunkova stena kvasiniek ma zasadnt funkciu v interakcii hostitel'-patogén. Formovanie bunkovej steby
kvasiniek je zavislé na koordinacii aktivity niekolkych extracelularnych enzymov, ktoré spdjaja
jednotlivé zlozky bunkovej steny a remodeluji bunkova stenu. V pripade Candidy albicans su tymito
enzymami Phrl a Phr2 proteiny, ktoré patria do rodiny glykozylovych hydrolaz GH72 a maju f-(1,3)-
glukanozyl transferazovu aktivitu. pH-regulované enzymy (Phr) su doélezité pri spdjani molekuly -
(1,3)-glukanu s d’alsou molekulou B-(1,3)-glukanu in vivo, dochadza k homotransglykozylacii. Gény
PHR1 a PHR2 su rdzne regulované prostrednictvom extracelularneho pH. PHR1 je exprimovany pri pH
5.5 alebo vysSom, zatial’ ¢o expresia PHR2 je regulovana opacne, teda pri pH 5,5 a nizSom. Delécia
tychto dvoch génov vedie k pH-zavislym defektom v morfogenéze a virulencii kvasiniek (1). Cielom
tejto prace bolo stanovit’ teplotné optimum transglykozylacnej aktivity transglykozylaz bunkovej steny
kvasiniek Phrlp a Phr2p, ktoré boli produkované rekombinantnou kvasinkou Picchia pastoris,
fluorescen¢nou in vitro metodou.

Metod

pH opti);num rekombinantnych proteinov Phrl a Phr2 exprimovanych v Picchia pastoris bolo stanovené
fluorescencnou in vitro metodou. Ako akceptor bola pouzita laminarihexadza zna¢ena sulforodaminom
(L6-SR) a laminarin ako donor. Inkuba¢na zmes obsahovala 0,25% laminarin, 30 uM L6-SR, 10 pg
proteinu Phrl alebo 10 pg Phr2 a 50 mM citratovy pufor, pH 5,6 pre Phrl a pH 3 pre Phr2 v celkovom
objeme 100 pL. Tato zmes bola inkubovana 2h pri 20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C a 45°C. K 20 uL
alikvotom inkubacnej zmesi bolo pridanych 20 uL 40% (v/v) kyseliny mravcej na zastavenie reakcie.
Zo zastavenej zmesi bolo pipetovanych v quintupletoch 5 pL na celulozovi papierovia (Whatman 3MM)
matricu. Papierova matrica bola vysuSena a premyvana 16h s 66% (v/v) etanolom s obsahom 5% (v/v)
kyseliny mravcej. Nezreagovana L6-SR sa odstranila premyvanim, kym vysokomolekulovy produkt
zloZzeny z laminarinu s akceptorom L6-SR zostal ukotveny na matricu. Matrica bola vysuSena
a umiestnena medzi dve sklenené tabul’ky a fluorescencia bola merana pomocou Synergy HT-1 ELISA
microplate reader s fluorescenénym detektorom a filtrami s excitaénou vinovou dizkou 530 nm
a emisnou 575 nm.

Vysledky a diskusia
Poznat’ teplotné optimum transglykozylacnej aktivity proteinov Phrl a Prh2 je dolezité z hl'adiska ich

d’alsieho skimania ako potencialnych teréov novych antimykotik. Vysledky zalozené na relativnej
rychlosti transglykozylacie pri roznej teplote ukazujua, Ze tepltoné optimum oboch proteinov Phrl (obr.
1) aj Phr2 (obr. 2) je 30°C.
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4000 4500
3500 Phr1 4000 Phr2
2000 | 3500 4
3000
2500
. ;2500 A
z 2000 :
2000 {
1500
1500 A
1000
1000 -
00 500
0 0
20 25 30 35 40 45 5( 20 25 30 35 40 45 50
t(°C) t(°C)

Pouzita literatara

65



1. Calderon, J., Zavrel, M., Ragni, E., Fonzi, E. A., Rupp, S. and Popolo, L. (2010) PHR1, a pH-
regulated gene of Candida albicans encoding a glucan-remodelling enzyme, is required for adhesion
and invasion, Microbiology, 156: 2484-2494

Pod’akovanie

Tato publikacia vznikla vdaka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj pre projekt
Centrum excelentnosti pre glykomiku, ITMS 26240120031, spolufinancovany zo zdrojov Eurdopskeho
fondu regionalneho rozvoja.

Acceptor specificity of transglycosylases Crhl and Crh2 of the yeast cell
wall

66


http://mic.sgmjournals.org/search?author1=Julia+Calderon&sortspec=date&submit=Submit
http://mic.sgmjournals.org/search?author1=Martin+Zavrel&sortspec=date&submit=Submit

Kovdcova K%, Firdkova Z.*, Blanco N., 2 Arroyo, J.? and Farkas V.*

YInstitute of Chemistry, Slovak academy of sciences, Bratislava, Slovakia,
2Departamento de Microbiologia II, Facultad de Farmacia, Universidad Complutense de Madrid, 28040
Madrid, Spain, kristina.kovacova@savba.sk

Introduction

The yeast cell wall is an essential structure that determines the cell shape, mediates cellular interactions,
protects the cells from adverse effects of the environment and provides protection against internal turgor
pressure. Inner layer of the yeast cell wall consists mainly of three principal polysaccharides: the major
structural component - $-(1-3)-glucan, B-(1-6)-glucan and chitin.. The external layer of the cell wall is
formed by mannoproteins. These individual components are mutually linked by covalent bonds into
large macromolecular complexes, which are based on [-(1,3)-glucan backbone. Carbohydrate-active
enzymes (Crh) are necessary for connection of chitin to -(1,3)-glucan and to $-(1,6)-glucan in vivo (1).
The aim of this work was determinate of substrate specificity of Crhl and Crh2 transglycosylases of the
yeast cell wall expressed in Picchia pastoris.

Methods

Transglycosylation activities of recombinant proteins Crh1 and Crh2 expressed in Picchia pastoris were
determined by a fluorescent in vitro assay. The wide spectrum of oligosaccharides labeled by
sulforhodamine (SR) was tested as the artificial acceptors: laminarioligasaccharides; N-acetyl-
chitooligosaccharides, cellooligosaccharides and oligo-xyloglucosides derived from xyloglucan, mixed-
linkage B-(1,3/1,4)-glucan; B-(1,6)-linked glucooligosaccharides derived from pustulan; -(1,4)-linked
mannooligosaccharides and o-(1,4)-maltotetraose as the artificial acceptors. Carboxymethyl-chitin
(CM-chitin) was used as the donor. The incubation mixture contained 0,1% carboxymethyl-chitin (CM-
chitin), 30 uM SR-labeled oligosaccharides, 2,5 ug of the Crh1 protein or 10 ug of the Crh2 protein and
50 mM citrate buffer, pH 3,5 in a total volume of 100 uL. This mixture was incubated at 37°C for 3h.
20 uL aliquot from incubation mixture was added to 20 pL of 40% (v/v) formic acid to stop of reaction.
5 uL aliquots from the stopped mixtutre were spotted in quintuplicates onto a filter paper (Whatman
3MM) template. This filtrate paper was drying and then was washed for 16h with 66% (v/v) ethanol
containing 5% (v/v) formic acid. Unreacted SR-oligosaccharides was removed by washing, whereas
the high-Mr products of CM-chitin with the SR-labeled acceptors remainded attached to the paper. The
paper was dried, placed between two glass plates and the fluorescence was measured in a Synergy HT-
1 ELISA microplate reader equipped with a fluorescent detector and filters with excitation wavelenght
at 530 nm and emission wavelenght at 575 nm.

Results and discussion

Results based on relative rates of transglycosylation with different acceptors have shown that p-(1,4)-
linked N-acetyl-chitooligosaccharides are the preferred acceptors for both Crh transglycosylases,
followed by B-(1,3)-linked laminarioligosaccharides, -(1,4)-linked cellooligosaccharides and (3-(1,4)-
linked oligo-xyloglucosides. The transglycosylation of CM-chitin to B-(1,3/1,4)-linked glucan was
lower than to the oligosaccharides. There was no transglycosylation from CM-chitin to B-(1,4)-
mannooligosaccharides and a-(1,4)-maltotetraose mediated by Crh1,2 observed. The substrate
specificity of Crhl and Crh2 was similar for both enzymes except that Crh2 could use also B-(1,6)-
linked pustulooligosaccharides as the acceptors. The rate of transglycosylation mediated by Crh1 was
higher than by Crh2.

Activity Crh1 with different SR-labeled oligosaccharides after 3h
incubation
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Fig. 1: Activity of the Crh1 with different types of the oligosaccharides.
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Fig. 2: Activity of the Crh2 with different types of the oligosaccharides.
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by Crhl-catalyzed transglycosylation reaction.

68



Kovdcova K.2, Firdkova Z.*, Blanco N., 2 Arroyo, J.? Rehulka, P..° and Farkas V.*

Ynstitute of Chemistry, Slovak academy of sciences, Bratislava, Slovakia,

2Departamento de Microbiologia II, Facultad de Farmacia, Universidad Complutense de Madrid, 28040
Madrid, Spain,

3Institute of Molecular Pathology, Faculty of Military Health Sciences, University of

Defence, Trebesska 1575, CZ-500 01 Hradec Krdlové, Czech Republic, kristina.kovacova@savba.sk

Introduction

Carbohydrate-active enzymes Crhl is necessary for connection of chitin to f-(1,3)-glucan and to -(1,6)-
glucan in vivo at Saccharomyces cerevisiae (1). The protein encoded by CRH1 was heterologously
expressed in Pichia pastoris and a sensitive fluorescent in vitro soluble assay was devised for
determination of their transglycosylating activities. Crhlp act as chitin transglycosylase; it uses soluble
chitin derivatives as the oligoglycosyl donors, and oligosaccharides derived from chitin, B-(1,3)-glucan
(laminarin or laminarioligosaccharides) and -(1,6)-glucan, fluorescently labeled with sulforhodamine
or fluorescein isothiocyanate as acceptors (2). The transglycosylase reaction catalyzed by Crh1 involves
the cleavage of the B-(1,4) linkages of the chitin and subsequent attachment of the fragment of the donor
molecule through the newly formed reducing end onto the OH-group of the acceptor molecule,
presumably by B-(1,4) glycosidic bond. The nature of the newly formed bond is indicated by the fact
that it can be hydrolyzed by purified chitinase (2).

Methods

Reaction mixture contained 0,1% CM-chitin, 50 uM SR laminaripentaose labeled by suphorodamine
(L5-SR), 25 mM citrate buffer, pH 3.5, 2.5 pg Crhl protein and 0.02% NaN3. The incubation was
carried out at 37 °C for 16 h. Then ice-cold ethanol were added to precipitate the polysaccharide, and
centrifuged. The sediment was washed several times with 66 % (v/v) ice-cold ethanol to separate the
unreacted L5-SR until the supernatant was clear. The sediment containing CM-chitin-L5-SR hybrid
product was dissolved in 0.1 M citrate buffer, pH 6 and 10 pg of glucanase-free chitinase from Serratia
marcescens were added and incubated at 37 °C for 1 h. Dilute solutions of the incubation mixture were
then applied onto a preparative TLC plate with 0.5 mm thick Silicagel 60 layer (Merck) and ascending
chromatography was run twice with intermittent drying using the solvent system nbutanol- ethanol-
water (5:3:2, by vol.). The major fluorescent zones (a) — (d) corresponding to L5-SR and hybrid products
were located under the UV light (Figure 1), scraped out from the TLC plate and eluted with 20 % (v/v)
ethanol. The eluates were analyzed by MALDI-TOF mass spectrometry using UltrafleXtreme MALDI-
TOF/TOF system (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). a-Cyano-4- hydroxycinnamic acid (5 mg.ml-
1 in 60% acetonitrile and 0,1% trifluoroacetic acid) was used as MALDI matrix. One pl of the extracted
supernatant was mixed with 1 ul of matrix solution directly on the MALDI target plate. Measurements
were done in the positive reflectron mode.

Results and discussion

Products of the transglycosylation reactions were hybrid molecules composed of the acceptor and
portions of carboxymethyl chitin attached to its nonreducing end. MALDI TOF mass spectrometry of
the fluorescent fragments obtained after treating the product with purified glucanase-free Serratia
chitinase and their separation by TLC (Figure 1) identified the hydrolysis products migrating in zones
(@) — (d) as L5-SR with attached portions of CM-chitin of varying length (Figure 2). Zone (a) on the
chromatogram corresponded to liberated L5-SR. The hydrolysis product HP1 migrating on TLC plate
in zone (b) consisted of the acceptor L5-SR with one unit of N-acetyl-D-glucosamine (GIcNAc) attached
to it. Zone (c) contained fragment HP2 consistingof L5-SR with two GIcNAc units attached and a minor
fraction HP2-CM where one of the two GIcNAc’s was carboxymethylated. Zone (d) contained a single
compound HP3-CM identified as L5-SR with three GICNAc units, one of them carboxymethylated.
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These resultes have proved that Crhl really catalyses heterotransglycosylation from chitin to f-(1,3)-
glucan.
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Fig. 1 Separation fluorescent fragments obtained after treating the product with purified glucanase-free
Serratia chitinase by TLC
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Fig. 2 MALDI TOF mass spectrometry analysis of the individual zones from the TLC chromatogram.
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,,Carbohydrate-active enzym Crhl je dolezity
pre pripojenie chitinu k B-(1,3)-glukanu a B-
(1,6)-glukanu in  vivo v Saccharomyces
cerevisiae (1). Crhlp ma aktivitu chitin
transglykozyldzy; vyuziva rozpustné derivaty
chitimu  ako  oligoglykozylovy  donor,
a fluorescencne znacCené oligosacharidy
odvodené od chitinu, B-(1,3)-glukanu a p-(1,6)-
glukanu ako akceptory. Transglykozylacna
reakcia katalyzovana proteinom Crhl zahfna
Stiepenie P-(1,4) védzieb v chitine a nasledne
pripojenie fragmentu molekuly chitinu cez novo
vytvoreny redukujici koniec na OH-skupinu
molekuly akceptora, pravdepodobne [3-(1,4)
glykozidickou véazbou (2). Nase predchadzajtice
vysledky ziskané fluorescenénou in vitro
papierovou metodou ukazuju, ze Crhl je tiez
schopny heterotransglykozylaéného prenosu z
chitinu na iné glukany, napr. B-(1,4)-viazané
oligo-xyloglukozidy (xylan, typicky pre
rastlinné bunkové steny a niektoré riasy).

Methods

Reakéna zmes obsahovala 0,1% karboxymetyl-
chitin (CM-chitin), 50 uM xylohexadzu
zna¢eni sulforodaminom (X6-SR), 25 mM
citratovy pufor, pH 3.5, 2.5 pg proteinu Crhl a
0.02% NaNs3. Zmes bola inkubovana pri 37 °C,
16 h. Nasledne l'adovo studenym etanolom bol
vyzrazany polysacharid a scentrifugovany.
Sediment bol premyty ladovo studenym
etanolom na odstranenie nezreagovanej X6-SR,
az kym nebol supernatant bezfarebny. Sediment
pozostavajuci z hybridného produktu CM-
chitin-X6-SR  bol rozpusteny v 0.1 M
citratovom pufri, pH 6 a pridalo sa k nemu 10
ug chitinazy bez glukanazy =zo Serratia
marcescens a zmes bola inkubovana pri 37°C,
90 min. Nasledne bola inkubacnd zmes
nanesend na preparativnu TLC platnicku s 0.5
mm vrstvickou silikagélu 60 layer a platnicka
bola vyvijana dvakrat v systéme nbutanol-
etanol-voda (5:3:2). Hlavné fluorescencné
zony (A) — (D) korespondujtce s X6-SR (obr.
Transglykozyla¢nou reakciou katalyzovanou
Crh1 vznikli z CM-chitinu a X6-SR

vysokomolekulové hybridné produkty. Na ich
analyzu bolo nutné ziskat menSie produkty,
ktoré boli pripravené chitinazovou hydrolyzou.

1) a hybridnymi produktami boli lokalizované
pod UV svetlom, nasledne boli tieto zony
vyskrabané z TLC platnicky a eluované 20 %
(v/v) etanolom. Eluaty boli anazylované
MALDI-TOF hmotnostnou spektrometriou
pouzitim systému UltrafleXtreme MALDI-
TOF/TOF  (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany). a-Cyano-4-  hydroxyskoricova
kyselina (3 mg.ml* v 60% acetonitrile a 0,1%
trifluorooctovej kyseline) bola pouzita ako
MALDI matrica. 1 pl eluatu bol zmieSany s 1 pl
roztoku matrice priamo na MALDI
(Anchorchip). Meranie prebiehalo v pozitivnom
reflektronovom mode.

Vysledky a diskusia

Pomocou  MALDI  TOF  hmotnostnej
spektrometrie  fluorescencnych  fragmentov
ziskanych po hydrolyze produktov
transglykozylacénej reakcie Cistou Serratia
chitinazou bez glukanazy a ich naslednou
separaciou na TLC platnicke (Obr. 1) sme
identifikovali hydrolyza¢né produkty migrujtce
v zonach (A) — (D) ako X6-SR s pripojenou
astou CM-chitin réznej dizky.

Obr. 1 Separacia produktov po chitinazovej
hydrolyze pomocou TLC

Tieto produkty st zloZené z akceptora X6-SR a
Casti CM-chitinu pripojeného
k neredukujucemu koncu X6-SR (obr. 2).
Zéna (A) na chromatograme odpoveda
samotnej X6-SR.
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Zobna (B) je tvorena hydrolyza¢nym produktom
HP1, ktory pozostava z akceptora X6-SR, na
ktory je viazana jedna jednotka N-acetyl-D-
glukézaminu (GIcNAc); a minoritna frakcia
HP2 pozostdvajuca z X6-SR, na ktoru su
viazané dve jednotky GIcNAc.

Zéna (C) obsahovala fragment HP2
pozostavajuci z X6-SR, na ktory su viazané dve
jednotky GlcNAc a minoritné frakcie - HP3-
CM zlozena z X6-SR a troch jednotiek
GIcNAc, kde jedna jednotka GIcNAc bola
karboxymetylovana; a HP4-CM zloZend z X6-
SR a Styroch jednotiek GIcNAc, kde jedna B
jednotka GlcNAc bola karboxymetylovana. %
Zb6na (D) pozostava zo zluceniny HP3, ktorad
bola identifikovana ako X6-SR s naviazanymi
tromi jednotkami GICNAC a minoritna frakcia .|
HP4 zlozend z X6-SR a Styroch jednotiek
GIcNAc.

Tieto vysledky dokazuji, ze Crhl skuto¢ne =l
katalyzuje tiez heterotransglykozyla¢ny prenos
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Analyza hybridného polysacharidového produktu vytvoreného transglykozylaénou
reakciou katalyzovanou Crhl proteinom z CM-chitinu a C5-SR.

Kovacova K. a Farkas V.

Chemicky ustav, Slovenskad akadémia vied, Bratislava, Slovakia, Kristina.kovacova@savba.sk

,,Carbohydrate-active enzym Crhl je dolezity
pre pripojenie chitinu k B-(1,3)-glukanu a -
(1,6)-glukanu in  vivo v Saccharomyces
cerevisiae (1). Crhlp ma aktivitu chitin
transglykozyldzy; vyuziva rozpustné derivaty
chitinu  ako  oligoglykozylovy  donor,
a fluorescencne znacCené oligosacharidy
odvodené od chitinu, B-(1,3)-glukanu a p-(1,6)-
glukanu ako akceptory. Transglykozylacna
reakcia katalyzovana proteinom Crhl zahina
Stiepenie P-(1,4) vézieb v chitine a nasledne
pripojenie fragmentu molekuly chitinu cez novo
vytvoreny redukujiaci koniec na OH-skupinu
molekuly akceptora, pravdepodobne B-(1,4)
glykozidicko vézbou (2). NaSe predchadzajtice
vysledky ziskané fluorescenénou in vitro
papierovou metodou ukazuju, ze Crhl je tiez
schopny heterotransglykozylacného prenosu z
chitinu na iné glukany, napr. B-(1,4)-viazané
celooligosacharidy typické pre rastliny.

Metody

Reakénd zmes obsahovala 0,1% karboxymetyl-
chitin (CM-chitin), 50 pM celopentadzu
znacenu sulforodaminom (C5-SR), 25 mM
citratovy pufor, pH 3.5, 2.5 pg proteinu Crhl a
0.02% NaN3. Zmes bola inkubovana pri 37 °C,
16 h. Nasledne T'adovo studenym etanolom bol
vyzrazany polysacharid a scentrifugovany.
Sediment bol premyty ladovo studenym
etanolom na odstranenie nezreagovanej C5-SR,
az kym nebol supernatant bezfarebny. Sediment
pozostavajuci z hybridného produktu CM-
chitin-C5-SR  bol rozpusteny v 0.1 M
citratovom pufri, pH 6 a pridalo sa k nemu 10
pug chitinazy bez glukanazy zo Serratia
marcescens a zmes bola inkubovana pri 37°C,
90 min. Nasledne bola inkubacnd zmes
nanesend na preparativnu TLC platnicku s 0.5
mm vrstvickou silikagélu 60 layer a platnicka
bola vyvijana dvakrat v systéme nbutanol-
etanol-voda (5:3:2). Hlavné fluorescencné zony
(A) — (D) korespondujuce s C5-SR (obr. 1)
a hybridnymi produktami boli lokalizované

pod UV svetlom, nésledne boli tieto zony
vyskrabané z TLC platnicky a eluované 20 %
(v/v) etanolom. Eluaty boli anazylované
MALDI-TOF hmotnostnou spektrometriou
pouzitim systému UltrafleXtreme MALDI-
TOF/TOF  (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany). a-Cyano-4-  hydroxyskoricova
kyselina (3 mg.ml* v 60% acetonitrile a 0,1%
trifluorooctovej kyseline) bola pouzita ako
MALDI matrica. 1 pl eluatu bol zmieSany s 1 pl
roztoku matrice priamo na MALDI
(Anchorchip). Meranie prebiehalo v pozitivnom
reflektronovom mode.

Vysledky a diskusia

Pomocou MALDI TOF  hmotnostnej
spektrometrie  fluorescencnych  fragmentov
ziskanych po hydrolyze produktov
transglykozylanej reakcie Cistou Serratia
chitinazou bez glukanazy a ich naslednou
separaciou na TLC platnicke (Obr. 1) sme
identifikovali hydrolyza¢né produkty migrujtice
v zonach (A) — (D) ako C5-SR s pripojenou
astou CM-chitin roznej dizky.

Obr. 1 Separacia produktov po chitinazovej
hydrolyze pomocou TLC
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Transglykozylaénou reakciou katalyzovanou Crhl
vznikli z CM-chitinu a C5-SR vysokomolekulové
hybridné produkty. Na ich analyzu bolo nutné ziskat
mensie produkty, ktoré boli pripravené chitindzovou
hydrolyzou. Tieto produkty st zlozené z akceptora C5-
SR a ¢asti CM-chitinu pripojeného k neredukujucemu
koncu C5-SR (obr. 2).

Zbna (A) na chromatograme odpoveda samotnej C5-SR.
Zbéna (B) je tvorend hydrolyzacnym produktom HPI,
ktory pozostava z akceptora C5-SR, na ktory je
viazana jedna jednotka N-acetyl-D-glukézaminu
(GIcNAc); a minoritna frakcia HP1-CM, kde GIcNAc
bol karboxymetylovany.

Zo6na (C) obsahovala fragment HP2 pozostavajuci z C5-
SR, na ktory st viazané dve jednotky GIcNAc.

Zoéna (D) pozostava zo zluceniny HP3, ktord bola
identifikovand ako C5-SR s naviazanymi tromi
jednotkami GlcNAc. Tieto vysledky dokazuju, ze Crhl
skutocne katalyzuje tiez heterotransglykozylacny prenos
z chitinu na B-(1,4)-glukan in vitro.
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Uvod

V Zbierke kultir kvasiniek, CHU SAV, je priblizne 40 kmetiov kvasiniek zaradenych do skupiny
Cryptococcus laurentii. Toto zaradenie bolo zaloZené na urcitych morfologickych, fyziologickych a
biochemickych vlastnostiach jednotlivych kmenov. V poslednej dobe sa zacalo postupné preverovanie
zaradenia kmenov pomocou sekvenovania D1/D2 LSUrRNA.

Okrem molekularno-biologickych metod sa v poslednych rokoch zacina stale viac presadzovat’ metdda
biotypizacie mikroorganizmov hmotnostnou spektrometriou, a to najmd pri taxonomickom
a diagnostickom zarad’ovani prokaryontov [van Veen et al., 2010; Ho a Reddy, 2010]. Napriek ur¢itym
tazkostiam sa zaCinaju objavovat aj prace tykajuce sa eukaryontov, a V ramci nich aj vybranych
mikroorganizmov rodu Cryptococcus [Stevenson et al., 2010; Dhiman et al., 2011; Yan et al., 2011,
McTaggart et al., 2011]. Komeréné databazy vsak stale poskytuju malo informacii o spektrach tohto
rodu a uz vobec nie dostatacné informacie na rozliSenie druhov patriacich do skupiny Cr. laurentii.
Néplnou tejto prace bolo zistit’, ako ovplyvituje pouzité kultivacné médium a doba kultivacie spektra
intracelularnych latok ziskanych z kmefiov kvasinkovych mikroorganizmov skupiny Cr. laurentii.

Material a metody

Sedem kmetiov Cryptococcus laurentii zo Zbieky kultir kvasiniek, CHU SAV, CCY 17-3-5, CCY 17-
3-15, CCY 17-3-17, CCY 17-3-29, CCY 17-3-33, CCY 17-3-34 a CCY 17-3-38, bolo kultivovanych na
Sikmom agare, ktory slizi aj ako ich uschovné médium a na tekutom médiu s obsahom laktozy (2%)
ako zdroji uhlika. Druhy, Stvrty, Siesty, 6smy a desiaty deni kultivacie boli odobraté ockovacou sluckou
vzorky z kultar (jedno o¢ko alebo 1 ml média) do mikroskiimavky s vrchnac¢ikom, premyté 7x vodou
a potom vystavené na 20 min zmesi zlozenej z kyseliny ferulovej (10 mg/ml) a kyseliny sinapovej (30
mg/ml) v 70% acetonitrile (ACN) s 3% kyselinou trifluéroctovou (TFA). Po centrifugacii sa naniesol 1
ul supernatantu na meraciu platnicku MTP 384 target plate polished steel T F (Bruker) a nechal vysusit’.
Vzorky boli pripravené aj podl'a postupu navrhnutého v manudli softvéru Biotyper (Bruker) pre obtiazne
pripady. MALDI-TOF MS merania boli robené na zariadeni UltrafleXtreme (Bruker) v linearnom
pozitivnom mode pre oblast m/z 2-22 kDa. Zariadenie bolo kalibrované na Cytochrom C (Sigma).
Surové spektralne tidaje sa spracovali pomocou softvéru Biotyper (Bruker).

Vysledky a diskusia

Ako sme ocakavali, vSetky kmene vykazovali zmeny spektier v ddsledku rastu na odlisnom kultiva¢nom
médiu a na faze rastu buniek. Na Obr. 1 s znazornené vzorové zmeny pre dva kmene, CCY 17-3-29
a CCY 17-3-34. Namerané udaje su sprocesované do tzv. ¢iarovych spektier (program Biotyper). Zmeny
boli vyraznejsie v pripade odlisného kultivaéného média, kde doslo k zmene hlavnych pikov. V pripade
inej doby kultivacie sa hlavné piky nemenili, dochadzalo len k pribadaniu alebo ubytku niektorych latok.
Tento fakt vylucuje pouzitie automatizované¢ho systému vyhodnocovania Biotyper-a aj keby bola
databaza rozsirena o udaje tykajuce sa tychto kmenov. Dévodom je systém jej vyhodnocovania identity
a podobnosti, ktory zahriiuje aj pomer jednotlivych pikov. Da sa predpokladat’, Ze toto bol hlavny dévod
navrhu McTaggart et al. [2011], aby sa pre rod Cryptococcus povazovalo za vierohodnu identifikaciu
uz skore 1,8 namiesto 2,0, ktoré je stanovené pre ostatné mikroorganizmy (program Biotyper).
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Obr. 1: Porovnanie &iarovych spektier kmetia CCY 17-3-29 rastiiceho na §ikmom agare a tekutom laktézovom
médiu (vl'avo) a CCY 17-3-34 odobratého zo Sikmého agaru $tvrty a Siesty den po inokulécii (vpravo)

Zaver

Pri biotypizacii eukaryontov pomocou hmotnostnej spektrometrie je nevyhnutné pouzit' rovnaké
kultiva¢né médium pre vzorku a pre Standard. V pripadoch, kedy stacia na rozlisenie druhu hlavné piky
spektra intracelularnych latok, doba kultivacie nerozhoduje, hoci najlepsie vysledky sa dosahovali
medzi Stvrtym a Siestym ditom kultivacie. KratSia doba mohla spdsobit’, ze kultira nebola dostato¢ne
narastena pre odber vzorky a dlhSia znamenala narast kontaminacie spdsobenej produkciou
extracelularnych latok mikroorganizmami typickej pre cely rod Cryptococcus.
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Uvod

Identifikdcia patogénnych mikroorganizmov hmotnostnou spektrometriou sa stile viac stava
nerozlu¢nou stcast'ou technik pouzivanych v medicinskych diagnostickych laboratoriach [van Veen et
al., 2010; Ho a Reddy ,2010] a pri taxonomickom zarad’ovani novych kmenov. Kym identifikacia
prokaryontov je jednoduchSia a jednoznacnejSia, vdaka Comu sa vyuZziva rutinne, databdzy stéle
neobsahuju dostatocné tdaje o eukaryotickych druhoch. Niektoré z nich jednoducho po priprave vzoriek
podl'a predpisanych protokolov nedéavaju spektra, s ktorymi by sa dalo d’alej pracovat. Medzi takéto
mikroorganizmy mozu napr. patrit’ niektoré¢ druhy rodu Cryptococcus, kvasinkového mikroorganizmu,
ktory produkuje jednak extracelularne polysacharidy, ale vdésinou aj tazko znicitel'n bariéru v podobe
polysacharidovej kapsule. Neslavne znamymi zastupcami rodu Cryptococcus su Cr. neoformans a Cr.
gattii, povodcovia tzv. kryptokokdzy, ktora ma Casto smrtelné nasledky. Z tohto dévodu uz boli
publikované prvé prace o identifikacii tychto dvoch druhov hmotnostnou spektrometriou [Stevenson et
al., 2010; Dhiman et al., 2011; Yan et al., 2011], dokonca bola nazna¢ena moznost’ rozlisit' touto
metddou jednotlivé variety, hoci prave v jednom pripade Cr. neoformans doslo k nespravnej
interpretacii [McTaggart et al., 2011].

Naplnou tejto prace bolo zistit, ¢i sa metdda biotypizacie patogénnych mikroorganizmov pomocou
hmotnostnej spektrometrie da skutocne pouzit’ aj na Grovni stanovenia variety daného mikroorganizmu,
konkrétne Cryptococcus neoformans. Stanovenie variety je pre klinicku prax esencialne, ked’Ze odlisné
variety vykazuju roznu citlivost’ voci lieCivam.

Material a metody

Tri kmene Cryptococcus neoformans zo Zbieky kultar kvasiniek, CHU SAV, CCY 17-1-4, 17-1-5a 17-
1-8, boli kultivované na Sikmom agare, ktory sluzi aj ako ich ischovné médium. Stvrty a Siesty defi
kultivacie boli ockovacou sluckou odobraté vzorky z kultir (jedno ocko) do mikroskiimavky s
vrchnacikom, premyté 7x vodou a potom vystavené na 20 min zmesi zlozenej z kyseliny ferulovej (10
mg/ml) a kyseliny sinapovej (30 mg/ml) v 70% acetonitrile (ACN) s 3% kyselinou trifluéroctovou
(TFA). Po centrifugacii sa naniesol 1 pl supernatantu na meraciu platnicku MTP 384 target plate
polished steel T F (Bruker) a nechal vysusit. Vzorky boli pripravené aj podla postupu navrhnutého
vV manuali softvéru Biotyper (Bruker) pre obtiazne pripady. MALDI-TOF MS merania boli robené na
zariadeni UltrafleXtreme (Bruker) v linearnom pozitivnom mode pre oblast’ m/z 0,2-22 kDa. Zariadenie
bolo kalibrované na Cytochrom C (Sigma). Surové spektralne idaje sa spracovali pomocou softvéru
Biotyper (Bruker).

Vysledky a diskusia:

Program Biotyper umoziiuje sprocesovanie udajov do tzv. ¢iarovych spektier, ktoré potom porovnava
S0 svojou databazou. Hodnoty podobnosti spektier sa pohybuju v rozmedzi 0-3, pricom o identifikacii
kmena sa d& uvazovat’ pri hodnotach nad dva. Napriek tomu, Ze tato databaza obsahuje okolo sedem
spektier, ktoré patria kvasinkam rodu Cryptococcus, pri kultivacii sme vychadzali z poziadaviek na
uschovu mikroorganizmov a nie protokolu predpisaného dodavatel'om softvéru, takze sme nemohli
vyuzit vyhodnocovanie proti databaze, ktoré tento softvér poskytuje. V pripade, Ze sme pouzili firemny
postup pre eluciu intracelularnych latok, sme v niektorych pripadoch vobec neziskali spektrum, s ktorym
by sa dalo d’alej pracovat. Pravdepodobnym dévodom su extracelularne a kapsularne polysacharidy
typické pre rod Cryptococcus. Preto sme softvér pouzili na porovnanie spektier CCY 17-1-4, 17-1-5
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a 17-1-8 navzajom (Obr. 1), pricom sme dospeli k zaveru, ze kmene CCY 17-1-4 a 17-1-5 by mali byt
identické, kym kmen CCY 17-1-8 sa od nich odliSuje.
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Obr. 1: Porovnanie ¢&iarovych spektier kmetiov CCY 17-1-4 a CCY 17-1-5 (skoére 2,65) a CCY 17-1-4 a

CCY17-1-8 (skore 1,17)

Po identifikécii tychto kmetiov sekvenovanim D1/D2 LSUrRNA sa zistilo, ze CCY 17-1-4 a CCY 17-
1-5 patria medzia Cr. neoformans var. neoformans a CCY17-1-8 je Cr. neoformans var. grubii.

Zaver:

Biotypizacia mikroorganizmov pomocou hmotnostnej spektrometrie je rychlou, v pripade dostupnosti
zariadenia lacnou a spolahlivou metodou na stanovenie variety aj tzv. obtiaznych pripadov, medzi aké
nesporne patria kapsularne kvasinky druhu Cr. neoformans. Rozhodujticou je metdda pripravy vzorky,
ktorda musi zaruéit' reprodukovatené uvolfiovanie latok z bunky mikroorganizmov a existencia
Standardu v databaze (Ci uz komercnej alebo vlastnej) ziskaného rovnakym postupom ako sa ziskala

vzorka.
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Uvod

V Zbierke kultar kvasiniek, CHU SAV, sa nachadza okolo 40 kmetiov, ktoré boli v minulosti zaradené
na zaklade ur¢itych morfologickych, fyziologickych a biochemickych vlastnosti do druhu Cryptococcus
laurentii.

Taxonomia Cr. laurentii vS§eobecne podlichala pomerne ¢astym zmenam, ktoré zaviseli jednak od metod
zarad’'ovania, ako aj od individuélneho pristupu jednotlivych vedeckych skupin, ktoré sa nimi zaoberali.
Dnesny pristup bol ovplyvneny najmé zavedenim molekularno-biologickych metod. Klinické izolaty
kmenov kvasinkovitého mikroorganizmu Cryptococcus laurentii vytvorili v ramci fylogenetického
stromu zaloZeného na porovnavani ITS oblasti a D1/D2 LSUrRNA dve fylogenetické skupiny (Sugita
a kol. 2000). Neskor bola cast’ tychto kmenov preskupena do samostatnych druhov (Takashima et al.
2003) v ramci ,,skupiny* Cryptococcus laurentii, priCom tento nazov sucasne ostal aj ako nazov jedného
druhu z prvej fylogenetickej skupiny. Okrem Cr. laurentii obsahuje tato fylogeneticka skupina aj Cr.
flavescens a Cr. aureus. Zmeny Vv taxonomii si vyziadali aj opatovné preverenie zaradenia jednotlivych
kmetiov v Zbierke kultar kvasiniek, CHU SAV. Okrem sekvenovania D1/D2 LSUrRNA bola testovana
aj moznost’ vyuZit’ biotypizaciu pomocou hmotnostnej spektrometrie.

Tato praca je zamerana na identifikaciu 14 kmefiov zo Zbierky kultiir kvasiniek, CHU SAV a jedného
nového izolatu, ktory sa od nich odlisuje, ked’Ze netvori polysacharidovu kapsulu.

Material a metody

Kapsuldrne kmene oznacené ako Cryptococcus laurentii zo Zbieky kultir kvasiniek, CHU SAV, CCY
17-3-4, CCY 17-3-15, CCY 17-3-16, CCY 17-3-19, CCY 17-3-28 az CCY 17-3-34, CCY 17-3-38,
CCY 17-3-39 a jeden novy akapsularny izolat, boli kultivované na Sikmom sladinovom agare, ktory
sltzi aj ako ich ischovné médium. Stvrty a Siesty def kultivacie boli o¢kovacou slu¢kou odobraté vzorky
Z kultur (jedno oc¢ko) do mikroskiimavky s vrchnacikom, premyté 7x vodou a potom vystavené na 20
min zmesi zlozenej z kyseliny ferulovej (10 mg/ml) a kyseliny sinapovej (30 mg/ml) v 70% acetonitrile
(ACN) s 3% kyselinou trifluéroctovou (TFA). Po centrifugacii sa naniesol 1 ul supernatantu na meraciu
platnicku MTP 384 target plate polished steel T F (Bruker) a nechal vysusit. Vzorky boli pripravené aj
podl'a postupu navrhnutého v manuali softvéru Biotyper (Bruker) pre obtiazne pripady. MALDI-TOF
MS merania boli robené na zariadeni UltrafleXtreme (Bruker) v linearnom pozitivnom méde pre oblast’
m/z 0,2-22 kDa. Zariadenie bolo kalibrované na Cytochrom C (Sigma). Surové spektralne tidaje sa
spracovali pomocou softvéru Biotyper (Bruker).

Mikroskopické merania mikroorganizmu s matricou a bez matrice boli robené na mikroskope Nikon
Eclipse 80i (CFI 15 x 40) a dokumentované kamerou DS-Fil Nikon (5 Mpx rozlisenie).

Vysledky a diskusia
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Obr. 1 zobrazuje vybrané kmene v pritomnosti matrice, ktora bola pouzita na extrakciu ribozomalnych
proteinov z buniek a sti¢asne na meranie tychto proteinov hmotnostnou spektrometriou.

CCY 17-3-28 CCY 17-3-29
Obr. 1: Mikroskopia CCY 17-3-28 a CCY 17-3-29 s krystalikmi matrice (kyselina ferulova a kyselina
sinapova v 70% ACN s 3% TFA)

Kmene zaradené v Zbierke kultar kvasiniek, CHU SAV, pod oznaceniami CCY 17-3-4, CCY 17-3-15,
CCY 17-3-16, CCY 17-3-19, CCY 17-3-28 az CCY 17-3-34, CCY 17-3-38, CCY 17-3-39 a jeden novy
akapsularny izolat vykazovali pri biotypizacii hmotnostnou spektrometriou typické spektrum (Obr. 2,
3). Spektra st zobrazené po sprocesovani pomocou programu Biotyper do tzv. ¢iarovych spektier. Tieto
sme porovnavali navzajom a nie s databazou, ktorti program ponuka. Dévodom boli iné podmienky
kultivacie mikroorganizmov, hoci metddy pripravy vzoriek pre meranie boli pouzité obe, ako
optimalizovana, tak aj doporucena dodavatel'om pristroja a softvéru. Kym optimalizovana metdda viedla
k ziskaniu reprodukovatelnych spektier vo vSetkych pripadoch, v pripade, ze sme pouzili firemny postup
pre eluciu intracelularnych latok, v niektorych pripadoch sme vobec neziskali spektrum, s ktorym by sa
dalo d’alej pracovat.

Na Obr. 2 je porovnanie ¢iarovych spektier typového kmena Cr. laurentii (CCY 17-3-2) a kmena z tejto
skupiny, CCY 17-3-29, ktory D1/D2 LSUrRNA sekvenacia identifikovala ako Cr. flavescens. Obr. 3
zobrazuje porovnanie spektier réznych kmenov Cr. flavescens identifikovanych tiez aj D1/D2
LSUrRNA sekvenaciou. Hodnoty podobnosti spektier sa v§eobecne pohybuju v rozmedzi 0-3, pricom
0 identifikacii kmenia sa da uvazovat’ pri hodnotach nad dva, ¢o v pripade tychto kmenov bolo splnené.
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Obr. 2: Porovnanie ¢iarovych spektier typového kmeiia Cr. laurentii CCY 17-3-2 s CCY 17-3-29
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Obr. 3: Porovnanie ¢iarovych spektier kmetiov CCY 17-3-29 a CCY 17-3-31 (skore 2.611) — vl'avo a
kmenov CCY 17-3-31 a CCY 17-3-34 (skore 2.228) — vpravo.

Zaver:

Biotypizacia mikroorganizmov pomocou hmotnostnej spektrometrie je rychlou, v pripade dostupnosti
zariadenia lacnou a spol'ahlivou metddou na stanovenie aj tzv. obtiaznych pripadov, medzi aké nesporne
patria kapsularne kvasinky druhu Cr. flavescens. Tieto mikroorganizmy patria do prvej fylogenetickej
skupiny skupiny Cr. laurentii spolu s druhom Cr. laurentii, od ktorého sa vyrazne odliSuji svojim
spektrom. Tvorba kapsule neovplyvnila spektrum latok, na zéklade ktorého tento druh identifikujeme.
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Uvod

Taxondémia kapsularneho kvasinkového druhu Cryptococcus laurentii podliehala pomerne ¢astym
zmenam, ktoré zaviseli jednak od metdd zarad’ovania, ako aj od individualneho pristupu jednotlivych
vedeckych skupin, ktoré sa nimi zaoberali. Uz ,klasické” zarad’'ovanie (na zaklade urcitych
morfologickych, fyziologickych a biochemickych vlastnosti) poukazalo na existenciu viacerych
odlisSnych variet v ramci tohto druhu. Zmenu prinieslo zarad'ovanie na ziklade molekuldrno-
biologickych metdd.

Klinické izolaty kmenov druhu Cryptococcus laurentii vytvorili v ramci fylogenetického stromu
zalozeného na porovnavani ITS oblasti a D1/D2 LSUrRNA dve fylogenetické skupiny (Sugita a kol.
2000). Neskor bola ¢ast’ tychto kmenov preskupena do samostatnych druhov (Takashima et al. 2003)
v ramci ,,skupiny* Cryptococcus laurentii, pri¢om tento nazov suc¢asne ostal aj ako nazov jedného druhu
z prvej fylogenetickej skupiny. Ciel'om tejto prace bolo zistit, ¢i sa druhy v ramci skupiny Cryptococcus
laurentii daju odlisit’ aj pomocou biotypizacie hmotnostnou spektrometriou.

Identifikdcia patogénnych mikroorganizmov hmotnostnou spektrometriou sa stala nerozlucnou
sucast'ou technik pouzivanych v diagnostickych laboratoriach [van Veen et al., 2010; Ho a Reddy,
2010] ako aj pri taxonomickom zarad’ovani novych kmetiov. Kym identifikacia prokaryontov je
jednoduchsia a jednoznacnej$ia, databazy stale neobsahuji dostato¢né udaje o eukaryotickych druhoch.
Dovodom je, ze niektoré z nich po priprave vzoriek podla predpisanych protokolov nedavaju spektra,
S ktorymi by sa dalo d’alej pracovat’. Medzi takéto mikroorganizmy mozu patrit’ napr. niektoré druhy
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rodu Cryptococcus, ktoré produkuji extracelularne polysacharidy, ale vacSinou aj tazko znicitel'na
bariéru v podobe polysacharidovej kapsule.

Material a metody

Kmene Cryptococcus laurentii zo Zbieky kultar kvasiniek, CHU SAV, CCY 17-3-2,17-3-7 a7z 17-3-11,
17-3-14, 17-3-17, 17-3-20 az 17-3-25 a 17-3-27, boli kultivované na Sikmom sladinovom agare, ktory
sl0Zi aj ako ich ischovné médium. Stvrty a Siesty defi kultivacie boli o¢kovacou slu¢kou odobraté vzorky
z kultar (jedno ocko) do mikroskiimavky s vrchnacikom, premyté 7x vodou a potom vystavené na 20
min zmesi zlozenej z kyseliny ferulovej (10 mg/ml) a kyseliny sinapovej (30 mg/ml) v 70% acetonitrile
(ACN) s 3% kyselinou trifluéroctovou (TFA). Po centrifugacii sa naniesol 1 pl supernatantu na meraciu
platnicku MTP 384 target plate polished steel T F (Bruker) a nechal vysusit. Vzorky boli pripravené aj
podla postupu navrhnutého v manuali softvéru Biotyper (Bruker) pre obtiazne pripady. MALDI-TOF
MS merania boli robené na zariadeni UltrafleXtreme (Bruker) v linedrnom pozitivnom mode pre oblast’
m/z 0,2-22 kDa. Zariadenie bolo kalibrované na Cytochrom C (Sigma). Surové spektralne tdaje sa
spracovali pomocou softvéru Biotyper (Bruker).

Mikroskopické merania mikroorganizmu s matricou a bez matrice boli robené na mikroskope Nikon
Eclipse 80i (CFI 15 x 40) a dokumentované kamerou DS-Fil Nikon (5 Mpx rozlisenie).

Vysledky a diskusia
Obr. 1 zobrazuje vybrané kmene Cr. laurentii v pritomnosti matrice, ktora bola pouzita na extrakciu
ribozomalnych proteinov z buniek a suasne na meranie tychto proteinov hmotnostnou spektrometriou.

. A4

CCY 17-3-17

CCY 17-3-2 "CCY 17-3-8

Obr. 1: Mikroskopia Cr. laurentii s krystalikmi matrice (kyselina ferulova a kyselina sinapova v 70%  ACN s
3% TFA)

Kmene kvasiniek zaradené v Zbierke kultur kvasiniek, CHU SAV, pod oznaéeniami CCY 17-3-2, 17-
3-7 az 17-3-11, 17-3-14, 17-3-17, 17-3-20 az 17-3-25 a 17-3-27 ako Cr. laurentii, vykazovali pri
biotypizacii hmotnostnou spektrometriou dva typy rozdielnych spektier (Obr. 2, vlavo). Do prvej
skupiny patril kmen CCY 17-3-2 (typovy kmen Cr. laurentii), do druhej skupiny izolaty (spolu 14)
z vody a sedimentov slovenskych rybnikov, riek (Dunaj a Morava) ako aj lesnej a laénej pédy. Vetky
izolaty vykazovali vynikajtiicu zhodu spektier so skore vy$sim ako 2,0 (vzor — Obr. 2 vpravo).
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Obr. 2: Porovnanie ¢iarovych spektier kmenov CCY 17-3-17 a CCY 17-3-2 (typovy kmen Cr.
laurentii) — vl'avo a kmefiov CCY 17-3-17 a CCY 17-3-9 (skore 2,138) - vpravo

Po identifikacii kmetiov z oboch skupin sekvenovanim D1/D2 LSUrRNA sa zistilo, ze napriek
rozdielnym spektram patria vSetky k druhu Cr. laurentii.

Zaver:

Napriek tomu, ze sme skimané kmene rozdelili na zaklade spektier do dvoch skupin, sekvenovanie
D1/D2 LSUrRNA preukazalo, Ze vsetky mikroorganizmy patria k druhu Cr. laurentii. Predpokladame
identifikaciu dvoch variet, ktor¢ sa odlisuju v inej ako D1/D2 oblasti.
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Uvod

Bulleromyces albus je kvasinkovy druh, ktory umiestiuji fylogenetické stromy zaloZené na
porovnavani D1/D2 LSUrRNA [Fell a kol., 2000] do bezprostrednej blizkosti kvasiniek patriacich do
skupiny Cryptococcus laurentii (Tremellales — Indecorata). Podobne aj porovnavanie ITS oblasti
ukazalo umiestnenie Bulleromyces albus vedla Cr. aureus, Cr. flavescens a Cr. laurentii, ktoré tvoria
prvu fylogeneticku skupinu Cr. laurentii [Takashima a kol., 2003]. Z tohto dévodu méze dojst’ pri
identifikécii tychto mikroorganizmov klasickymi metodami zalozenymi na stanoveni morfologickych,
fyziologickych a biochemickych vlastnosti k omylu.

Ked'Ze sa identifikacia mikroorganizmov hmotnostnou spektrometriou stale viac stdva nerozlu¢nou
sucastou technik pouzivanych pri taxonomickom zarad’ovani novych kmenov do svetovych Zbierok
mikroorganizmov, testovali sme vyuzitel'nost’ tejto metddy pre skupinu Cr. laurentii napriek tomu, ze
existuju protichodné nazory o vhodnosti tejto metddy pre rod Cryptococcus [Stevenson et al., 2010;
Dhiman et al., 2011; Yan et al., 2011; McTaggart et al., 2011]. Pravdepodobnou pri¢inou je produkcia

85



extracelularnych polysacharidov, ale véd¢Sinou aj tazko znilitel'nej bariéry v podobe polysacharidovej
kapsule.

Népliou tejto prace bola identifikacia troch izolatov z uhlia zo Zbieky kvasiniek CHU SAV, CCY 17-
3-35, CCY 17-3-36 a CCY 17-3-37, ktoré boli pdvodne zaradené ako Cr. laurentii.

Material a metody

Tri kmene zo Zbieky kultir kvasiniek, CHU SAV, CCY 17-3-35, CCY 17-3-36 a CCY 17-3-37 (vietky
tri izolované z uhlia, CR), ktoré boli povodne zaradené ako Cr. laurentii, boli kultivované na $ikmom
sladinovom agare, ktory slazi aj ako ich ischovné médium. Stvrty a Siesty defi kultivacie boli o¢kovacou
sluckou odobraté vzorky z kulttir (jedno oc¢ko) do mikroskiimavky s vrchnacikom, premyté 7x vodou
a potom vystavené na 20 min zmesi zlozenej z kyseliny ferulovej (10 mg/ml) a kyseliny sinapovej (30
mg/ml) v 70% acetonitrile (ACN) s 3% kyselinou trifluéroctovou (TFA). Po centrifugacii sa naniesol 1
pl supernatantu na meraciu platnicku MTP 384 target plate polished steel T F (Bruker) a nechal vysusit.
Vzorky boli pripravené aj podl’a postupu navrhnutého v manuali softvéru Biotyper (Bruker) pre obtiazne
pripady. MALDI-TOF MS merania boli robené na zariadeni UltrafleXtreme (Bruker) v linedrnom
pozitivnom mdde pre oblast m/z 0,2-22 kDa. Zariadenie bolo kalibrované na Cytochrom C (Sigma).
Surové spektralne udaje sa spracovali pomocou softvéru Biotyper (Bruker).

Mikroskopické merania mikroorganizmu s matricou a bez matrice boli robené na mikroskope Nikon
Eclipse 80i (CFI 15 x 40) a dokumentované kamerou DS-Fil Nikon (5 Mpx rozlisenie).

Vysledky a diskusia

Obr. 1 zobrazuje kvasinku CCY 17-3-37 v pritomnosti matrice, ktora bola pouzita na extrakciu
ribozomalnych proteinov z buniek a su¢astne na meranie tychto proteinov hmotnostnou spektrometriou.

Obr. 1: Mikroskopia CCY 17-3-37 s krystalikmi matrice
(kyselina ferulova a kyselina sinapova Vv 70%
ACN 5 3% TFA)

Obr. 2 zobrazuje sprocesované ¢iarové spektrum kmenia CCY 17-3-37, ktoré bolo identické s ¢iarovymi
spektrami kmenov CCY 17-3-38 a CCY 17-3-39. Takéto sprocesovanie idajov ziskanych hmotnostnym
spektrometrom umoziiuje program Biotyper, ktory potom udaje porovndva so svojou databazou.
Hodnoty podobnosti spektier sa pohybuji v rozmedzi 0-3, pricom o identifikacii kmena sa da uvazovat’
pri hodnotach nad dva. Napriek tomu, Ze tato databaza obsahuje okolo sedem spektier, ktoré patria
kmeniom rodu Cryptococcus, pri kultivacii sme vychéadzali z poziadaviek na uschovu mikroorganizmov
a nie protokolu predpisaného dodavatel'om softvéru, takze sme nemohli vyuzit' vyhodnocovanie proti
databaze, ktoré tento softvér poskytuje. V pripade, ze sme pouzili odporticany firemny postup pre eliiciu
intracelularnych latok, v niektorych pripadoch sme vobec neziskali spektrum, s ktorym by sa dalo d’alej
pracovat. Vzhl'adom na odlisnost’ tychto spektier od zatial’ ziskanych spektier kvasiniek skupiny Cr.
laurentii (ako je mozné pozorovat’ napr. na Obr. 2), bolo potrebné overit' pomocou molekularno-
biologickych metod, ¢i ide o d’alSieho zastupcu tejto skupiny alebo nie.
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Identifikacia kmena CCY 17-3-35 sekvenovanim D1/D2 LSUrRNA vyluéila tento kmen zo skupiny Cr.
laurentii a ukazala, ze ide o druh Bulleromyces albus.

0.0

rel.irt.

T

Obr. 2: Ciarové spektrum kmetia CCY 17-3-35 versus
typového Cr. laurentii (skore 0).

miz (10°3)

Zaver:
Biotypizacia mikroorganizmov pomocou hmotnostnej spektrometrie je rychlou, v pripade dostupnosti
zariadenia lacnou a spolahlivou metdédou na stanovenie druhu aj tzv. obtiaznych pripadov, medzi aké
nesporne patria kapsularne kmene kvasiniek rodu Cryptococcus. V pripade troch kmenov zaradenych
povodne ako Cr. laurentii naznacili spektra, ktoré boli identické navzajom, ale naprosto odlisné od
ostatnych spektier ziskanych s kmenmi skupiny Cr. laurentii, Zze je potrebna analyza pomocou
sekvenovania D1/D2 LSUrRNA. Tato definitivne ukazala, Ze ide o druh Bulleromyces albus. Ziskané
spektra mozu byt v budtcnosti vyuzité pri identifikacii u novych izolatov.
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Uvod

Identifikacia mikroorganizmov hmotnostnou spektrometriou sa stale viac stava nerozlu¢nou sucast’ou
technik pouzivanych v medicinskych diagnostickych laboratoriach pre rychle rozpoznanie patogénnov
[van Veen et al., 2010; Ho a Reddy, 2010; Stevenson et al., 2010; Dhiman et al., 2011; Yan et al., 2011]
ako aj pri taxonomickom zarad’ovani novych kmenov. Tato metdda je dokonca vyuzite'na aj na tirovni
variety [McTaggart et al., 2011].

Kym identifikacia prokaryontov je jednoduchsia a jednoznacnejSia, vd’aka comu sa vyuziva rutinne,
databazy stale neobsahuju dostato¢né udaje o eukaryotickych druhoch. Niektoré z nich jednoducho po
priprave vzoriek podl'a predpisanych protokolov nedévaju spektra, s ktorymi by sa dalo d’alej pracovat’.
Medzi takéto mikroorganizmy mozu patrit’ napr. niektoré druhy rodu Cryptococcus, kvasinky, ktora
produkuje jednak extracelularne polysacharidy, ale va¢Sinou aj tazko znicitelna bariéru v podobe
polysacharidovej kapsule.

Naplnou tejto prace bolo overit, ¢i sa metdda biotypizacie pomocou hmotnostnej spektrometrie da
aplikovat’ na kmene druhu Cryptococcus magnus. V pripade ziskania reprodukovatel'ného spektra by
toto mohlo v budiicnosti sluzit’ ako referenéné pre potreby Zbierky kultar kvasiniek, CHU SAV.

Material a metody
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Tri kmene Cryptococcus magnus zo Zbieky kultir kvasiniek, CHU SAV, CCY 17-4-39, 17-4-40 a 17-
4-41, boli kultivované na Sikmom agare, ktory slaZi aj ako ich Gischovné médium. Stvrty a Siesty def
kultivacie boli ockovacou sluckou odobraté vzorky z kultir (jedno ocko) do mikroskimavky s
vrchnacikom, premyté 7x vodou a potom vystavené na 20 min zmesi zlozenej z kyseliny ferulovej (10
mg/ml) a kyseliny sinapovej (30 mg/ml) v 70% acetonitrile (ACN) s 3% kyselinou trifluéroctovou
(TFA). Po centrifugacii sa naniesol 1 pl supernatantu na meraciu platnicku MTP 384 target plate
polished steel T F (Bruker) a nechal vysusit. Vzorky boli pripravené aj podla postupu navrhnutého
v manuali softvéru Biotyper (Bruker) pre obtiazne pripady. MALDI-TOF MS merania boli robené na
zariadeni UltrafleXtreme (Bruker) v linearnom pozitivnom mode pre oblast m/z 0,2-22 kDa. Zariadenie
bolo kalibrované na Cytochrom C (Sigma). Surové spektralne udaje sa spracovali pomocou softvéru
Biotyper (Bruker).

Mikroskopické merania mikroorganizmu s matricou a bez matrice boli robené na mikroskope Nikon
Eclipse 80i (CFI 15 x 40) a dokumentované kamerou DS-Fil Nikon (5 Mpx rozlisenie).

Vysledky a diskusia
Obr. 1 zobrazuje vybrané kmene Cr. magnus v pritomnosti matrice, ktora bola pouzita na extrakciu
ribozomalnych proteinov z buniek a sucastne na meranie tychto proteinov hmotnostnou spektrometriou.

CCY 17-4-39 CCY 17-4-41

Obr. 1: Mikroskopia Cr. rmagnus s krystalikmi matrice (kyselina ferulové a kyselina sinapova
v 70% ACN s 3% TFA)

Program Biotyper umoziluje sprocesovanie udajov do tzv. ¢iarovych spektier, ktoré potom porovnava
S0 svojou databazou. Hodnoty podobnosti spektier sa pohybujt v rozmedzi 0-3, pricom o jednoznaéne;j
identifikacii kmena sa d4 uvazovat pri hodnotach nad dva. Hodnoty nad 1,8 naznacuju, ze by mohlo ist
0 dany kmen. Napriek tomu, Ze tato databaza obsahuje okolo sedem spektier, ktoré patria druhom rodu
Cryptococcus, pri kultivacii sme vychadzali z poziadaviek na ischovu mikroorganizmov a nie protokolu
predpisaného dodavatel'om softvéru, takze sme nemohli vyuzit’ vyhodnocovanie proti databaze, ktoré
tento softvér poskytuje. V pripade, Zze sme pouzili firemny postup pre eliciu intracelularnych latok,
v niektorych pripadoch sme vobec neziskali spektrum, s ktorym by sa dalo d’alej pracovat.
Pravdepodobnym dévodom st extracelularne a kapsularne polysacharidy typické pre rod Cryptococcus.
Obr. 2 ukazuje Ciarové spektra sekvenovanych kmenov CCY 17-4-41 a CCY 17-4-39 (skore 2,070)
a porovnanie spektier sekvenovaného kmenia CCY 17-4-41 a nesekvenovaného 17-4-40 (vpravo, skore
1,91). V druhom pripade vidime, ze hlavné piky su identické pre oba kmene, zniZenie skore je
zapricinené vyskytom pocetného mnozstva latok, ktoré sa v referencnej vzorke nevyskytuju. Na zéklade
porovnania vysledkov zo sekvenacie a hmotnostnej spektrometrie sa da konstatovat, Zze druh sa da
spolahlivo rozlisit uz na zaklade hlavnych pikov. K tomuto zaveru dospela pravdepodobne aj
McTaggart a kol. [2011], ktori navrhli pre rod Cryptococcus znizit identifika¢né skore z dvoch na 1,8
a pravdepodobnostné skore z 1,8 na 1,6.
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Obr. 2: Porovnanie Ciarovych spektier sekvenovanych kmenov CCY 17-4-41 a CCY 17-4-39 (vlavo,
skore 2,070) a sekvenovaného kmetia CCY 17-4-41 a nesekvenovaného 17-4-40 (vpravo, skore 1,91).

Zaver:
Biotypizacia mikroorganizmov pomocou hmotnostnej spektrometrie je rychlou, v pripade dostupnosti
zariadenia lacnou a spol'ahlivou metédou na stanovenie aj tzv. obtiaznych pripadov, medzi aké patria
kapsularne kvasinky druhu Cr. magnus. Rozhodujucou je metdda pripravy vzorky, ktora musi zarucit’
reprodukovatel'né uvol'movanie latok z bunky mikroorganizmov a existencia standardu v databaze (&i uz
komercnej alebo vlastnej) ziskaného rovnakym postupom ako sa ziskala vzorka. Prave na referencné
ucely budu v budiicnosti sluzit’ spektra ziskané v tejto praci.
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Uvod

Identifikacia mikroorganizmov hmotnostnou spektrometriou sa stale viac stava nerozlu¢nou sticastou
technik pouzivanych v medicinskych diagnostickych laboratériach [van Veen et al., 2010; Ho a
Reddy ,2010] a pri taxonomickom zarad’ovani novych kmenov. Kym identifikacia prokaryontov je
jednoduchsia a jednoznaénejsia, vd’aka ¢omu sa vyuziva rutinne, databazy stale neobsahuju dostato¢né
udaje o eukaryotickych druhoch. Niektoré z nich jednoducho po priprave vzoriek podla predpisanych
protokolov nedavaju spektra, s ktorymi by sa dalo d’alej pracovat’. Medzi takéto mikroorganizmy mézu
patrit’ napr. niektoré druhy rodu Cryptococcus, kvasiniek, ktoré produkuju jednak extracelularne
polysacharidy, ale vid¢Sinou aj tazko zni¢itelnt bariéru v podobe polysacharidovej kapsule. Napriek
tomu uz boli publikované prvé prace o identifikacii tychto mikroorganizmov hmotnostnou
spektrometriou, ktoré boli zamerané najmai na patogénne druhy Cr. neoformans a Cr. gattii a ich variety
[Stevenson et al., 2010; Dhiman et al., 2011; Yan et al., 2011; McTaggart et al., 2011]. Stale castejSie
sa vSak objavuju pripady, kedy sa patogénmi stavaju druhy, ktoré sa pévodne povazovali za neskodné,
ako napr. mikroorganizmy skupiny Cr. laurentii [Sugita a kol. 2000; Takashima et al. 2003]. Prave tato
znacéne rdznorodu skupinu sme sa rozhodli preverit’ pomocou hmotnostnej spektrometrie. Za zaklad nam
slazili kmene uchovavané v Zbierke kultar kvasiniek, CHU SAV.

Naplnou tejto prace bola biotypizacia kmena CCY 17-3-13 izolovaného z vdd Dunaja a zaradeného
v Zbierke kultur kvasiniek, CHU SAV, ako Cryptococcus laurentii.
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Material a metody

Kmen oznaceny ako Cryptococcus laurentii CCY 17-3-13 bol kultivovany na sladinovom Sikmom
agare, ktory sliZi aj ako jeho ischovné médium. Stvrty a Siesty defi kultivacie boli o¢kovacou slutkou
odobraté vzorky (jedno ocko) do mikroskiumavky s vrchnacikom, premyté 7x vodou a potom vystavené
na 20 min zmesi zlozenej z kyseliny ferulovej (10 mg/ml) a kyseliny sinapovej (30 mg/ml) v 70%
acetonitrile (ACN) s 3% kyselinou trifluéroctovou (TFA). Po centrifugécii sa naniesol 1 ul supernatantu
na meraciu platnicku MTP 384 target plate polished steel T F (Bruker) a nechal vysusit. Vzorky boli
pripravené aj podl'a postupu navrhnutého v manuali softvéru Biotyper (Bruker) pre obtiazne pripady.
MALDI-TOF MS merania boli robené na zariadeni UltrafleXtreme (Bruker) v linedrnom pozitivhom
mode pre oblast m/z 0,2-22 kDa. Zariadenie bolo kalibrované na Cytochrom C (Sigma). Surové
spektralne udaje sa spracovali pomocou softvéru Biotyper (Bruker). Sprocesované spektrum bolo
porovnané so spektrami ostatnych kvasiniek zo zbierky, ktoré boli zaradené do skupiny Cr. laurentii.
Mikroskopické merania mikroorganizmu s matricou a bez matrice boli robené na mikroskope Nikon
Eclipse 80i (CFI 15 x 40) a dokumentované kamerou DS-Fil Nikon (5 Mpx rozli$enie).

Vysledky a diskusia
Obr. 1 zobrazuje kvasinku v pritomnosti matrice, ktora bola pouzitd na extrakciu ribozomalnych
proteinov z buniek a sti¢astne na meranie tychto proteinov hmotnostnou spektrometriou.

Obr. 1: Mikroskopia CCY 17-3-13 s krystalikmi
matrice (kyselina ferulova a kyselina
sinapova v 70% ACN s 3% TFA)

Porovnanie sprocesovaného spektra kmenia CCY 17-3-13 (Obr. 2) so spektrami vSetkych kmenov, ktoré
boli povodne zaradené do skupiny Cr. laurentii ukazalo, ze sa toto spektrum odliSuje od vsetkych
ostatnych.

Nasledna identifikacia tohto kmena sekvenovanim D1/D2 LSUrRNA ho zaradila ako Cr. carnescens do
druhej fylogenetickej skupiny kvasiniek Cr. laurentii [Sugita a kol. 2000; Takashima et al. 2003].
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Zaver:

Biotypizécia mikroorganizmov pomocou hmotnostnej spektrometrie je rychlou a v pripade dostupnosti
zariadenia aj lacnou a spol'ahlivou metddou na stanovenie druhu, pripadne variety. V tomto pripade,
kedZze sme nemali k dispozicii referenéné spektrum, viedla Kk naslednej identifikacii kmena
sekvenovanim D1/D2 LSUrRNA. Kmen bol zaradeny ako Cr. carnescens do druhej fylogenetickej
skupiny Cr. laurentii. Spektrum bude sluzit’ ako referen¢né pri pomocnych stanoveniach druhu u novych

izolatov.
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Uvod

Identifikacia mikroorganizmov hmotnostnou spektrometriou sa stale viac stava nerozlu¢nou sti€astou
technik pouZivanych v medicinskych diagnostickych laboratoriach [van Veen et al., 2010; Ho a Reddy
,2010], ako aj pri taxonomickom zarad’ovani novych kmefiov. Kym identifikacia prokaryontov je
jednoduchsia a reprodukovatelnejSia, vd’aka comu sa vyuziva rutinne, databazy stdle neobsahuju
dostato¢né udaje o eukaryotickych druhoch. Dévodom je, ze vo vysokom percente pripadov po priprave
vzoriek podla predpisanych protokolov sa neziskaju interpretovatelné spektra. Medzi takéto
mikroorganizmy moéZzu patrit’ napr. niektoré druhy rodu Cryptococcus, kvasiniek, ktoré produkuju velké
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mnozstva extracelularnych polysacharidov. Va¢sina z nich je naviac obalena t'azko zni€iteI'nou bariérou
Vv podobe polysacharidovej kapsule. Napriek tomu uz boli publikované prvé prace o identifikacii tychto
mikroorganizmov hmotnostnou spektrometriou, ktoré boli zamerané najmi na patogénne druhy Cr.
neoformans a Cr. gattii [Stevenson et al., 2010; Dhiman et al., 2011; Yan et al., 2011; McTaggart et al.,
2011]. Problémom je, Ze sa stale CastejSie objavuju pripady, kedy sa patogénmi stavaju aj druhy, ktoré
sa povodne povazovali za neskodné, ako napr. mikroorganizmy skupiny Cr. laurentii [Sugita a kol.
2000; Takashima et al. 2003]. Prave tato zna¢ne réznoroda skupinu sme sa rozhodli preverit’ pomocou
hmotnostnej spektrometrie. Za zaklad nam slizili kmene uchovavané v Zbierke kultir kvasiniek, CHU
SAV.

Népliiou tejto prace bola biotypizacia kmenia CCY 17-3-5 zaradeného v Zbierke kultur kvasiniek, CHU
SAV, ako Cryptococcus laurentii.

Material a metody

Kmeti oznadeny v Zbieke kultar kvasiniek, CHU SAV, ako Cryptococcus laurentii (CCY 17-3-5), bol
kultivované na §ikmom sladinovom agare, ktory sluzil aj ako jeho ischovné médium. Stvrty a iesty defi
kultivacie boli ockovacou sluckou odobraté vzorky (jedno ocko) do mikroskiimavky s vrchna¢ikom,
premyté 7x vodou a potom vystavené na 20 min zmesi zloZenej z kyseliny ferulovej (10 mg/ml) a
kyseliny sinapovej (30 mg/ml) v 70% acetonitrile (ACN) s 3% kyselinou trifludroctovou (TFA). Po
centrifugacii sa naniesol 1 ul supernatantu na meraciu platnicku MTP 384 target plate polished steel T
F (Bruker) a nechal vysusit. Vzorka bola pripravena aj podl'a postupu navrhnutého v manuali softvéru
Biotyper (Bruker) pre obtiazne pripady. MALDI-TOF MS merania boli robené na zariadeni
UltrafleXtreme (Bruker) v linearnom pozitivnom modde pre oblast’ m/z 0,2-22 kDa. Zariadenie bolo
kalibrované na Cytochrom C (Sigma). Surové spektralne udaje sa spracovali pomocou softvéru Biotyper
(Bruker). MS spektra boli porovnavané so spektrami typového kmena Cr. laurentii.

Vysledky a diskusia

Porovnanie sprocesovaného spektra kmenia CCY 17-3-5 so spektrom typovej kvasinky Cr. laurentii
poukazalo na 100% nezhodu oboch spektier (Obr. 1). Rovnaky vysledok sa ziskal porovnanim tohto
spektra so spektrami vSetkych kmenov, ktoré boli povodne zaradené do skupiny Cr. laurentii.
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Kmen CCY 17-3-5 vykazoval v porovnani s typovym kmeiiom Cr. laurentii (CCY 17-3-2) nezhodné
MS spektrum ribozomalnych proteinov (skore 0). Na zaklade D1/D2 LSUrRNA sekvenovania bol kmen
identifikovany ako Cr. flavus a vyradeny zo skupiny Cr. laurentii.
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Uvod

Kvasinky rodu Cryptococcus patria medzi vSeobecne rozSirené patogény. Neslavne znamymi
zastupcami su Cryptococcus neoformans a Cryptococcus gattii, ktori st priamymi pdévodcami
kryptokokalnej meningitidy, najmd medzi jedincami so znizenou imunitou. Ich najdoélezitejSim
virulentnym faktorom je polysacharidové kapsula, ktora ich chrani pred nepriaznivymi podmienkami
prostredia vratane imunitnej odpovede napadnutého organizmu [Pirofski a Casadevall, 1996].
Rearanzovanie kapsule poc¢as pucania, resp. uvol'fiovanie kapsularnych polysacharidov do prostredia,
bolo opisané ako dosledok fyzikalnych dejov (Zaragoza et al., 2006). Tito autori predpokladajt, ze
existuje mechanizmus, ktory blokuje vymenu kapsularneho materialu medzi materskou a dcérskou
bunkou pri pucani. Zistili, Ze uvol'nenie kapsuly poc¢as pucania nastane v oblasti pucania bez sucasnej
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degradacie kapsuly. Kedze pucanie naznacuje degradaciu bunkovej steny a kapsula je spojena s
bunkovou stenou, st pravdepodobne vlakna kapsuly uvolfiované pomocou rearanzovania bunkovej
steny a nie priamou degradaciou kapsularnych polysacharidov. V $tadiu rodu Cryptococcus zostava
tento jav klu¢ovym bodom, ktory je potrebné d’alej skimat’ (Zaragoza a kol., 2009).

V tejto praci sme sa venovali pozorovaniu povrchu dvoch kapsularnych kmefiov z rodu Cryptococcus,
Cryptococcus flavus, ktory pochadzal z listov ovocného stromu a Cryptococcus laurentii, ktory bol
izolovany z vody rieky Dunaj. Povrch buniek bol studovany pomocou atdbmového silového mikroskopu,
ktory okrem celkového obrazu bunky je schopny poskytnut’ aj udaje o vybranych charakteristikach
povrchu.

Material a metody

Dva kmene rodu Cryptococcus, Cryptococcus flavus CCY 17-3-5 a Cryptococcus laurentii CCY 17-3-
17 zo Zbierky kultir kvasiniek, CHU SAV, boli kultivované na $ikmom sladinovom agare. Po narasteni
kultir boli pripravené mikroskopické preparaty vo vodnej kvapke, ktora bola nasledne vysusena nad
plamefiom. Dal§im 20 min zahrievanim nad plamefiom boli bunky fixované na podlozné skli¢ko. Takto
pripravené preparaty boli pouzité na sledovanie dehydratovanych kapsularnych buniek atdmovou
silovou mikroskopiou na zariadeni Bioscope Catalyst (Bruker) pomocou naostreného silikonového
hrotu na nitridovej packe (model SCANASYST-AIR, Bruker).

Vysledky a diskusia

Atomova silovd mikroskopia preukazala, Ze bunky napriek intenzivnemu zahrievaniu nad plamenom
nevykazuju ziadne zndmky dehydratacie (Obr. 1, 2). Povrch buniek vyzera kompaktny (Obr. 1, 2), €o je
Vv rozpore s vlaknitou Strukturou kapsule pozorovanou skenovacou elektronovou mikroskopiou (Van
Duin a kol., 2004). Tento jav sa da pripisat’ prave dehydratacii kapsule, ktora vytvorila pri zahrievani
okolo bunky kompaktny obal, ¢im ju chranila pred stratou tekutin. Toto pozorovanie je v stlade so
zavermi Zaragozu a kol. (2006), ktori opisali zmenSenie objemu kapsule v désledku pdsobenia roznych
fyzikalnych a chemickych faktorov, ktoré by mohli poskodit’ bunky.

Bunky boli navzajom doslova pozliepané vysuSenymi extracelularnymi polysacharidmi, ¢o je dobre
viditeI'né najméa v pripade kmena Cr. flavus (Obr. 1).

Obr. 1: Atdmova silova mikroskopia kmefia CCY CCY 17-3-5,
Cr. flavus

V pripade Cryptococcus laurentii (Obr. 2) sa podarilo najst’ jazvu po pucani a oddeleni buniek (Obr.
2A), pricom prave vd’aka pouzitému zariadeniu sa podarilo zistit, Ze cely povrch ohraniceny jazvou
vykazuje iné vlastnosti (adhézia a rozptyl) ako zvySok povrchu (Obr. 2B). Toto zistenie by mohlo
suvisiet’ s inym zloZenim polysacharidov, ktoré tvoria povrch v mieste oddelenia dcérskej bunky. Otazne
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je, €i sa pozerame na polysacharidy kapsule alebo bunkovej steny. Nové informacie by mohlo priniest’
preskimanie daného miesta pomocou Ramanovej mikroskopie. Vzhl'adom na to, ze podl'a Zaragozu
a kol. (2009) uvol'nenie kapsul po¢as puc¢ania nastane v oblasti pucania bez su¢asnej degradacie kapsul,
je dolezité aj zodpovedat’ otazku, ¢i pripadné rozdiely suvisia s pozorovanim inych druhov rodu
Cryptococcus.

A

Obr. 2: Atomova silova mikroskopia kmenia CCY CCY 17-3-17, Cr. laurentii.
A — zobrazenie povrchu  bunky s jazvou,
B — vlastnosti povrchu ako adhézia a rozptyl.
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spolufinancovany z Eurépskeho socidlneho fondu a statneho rozpoctu CR.
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Uvod

Biotypizéacia patogénnych prokaryontov pomocou hmotnostnej spektrometrie sa stala nerozlu¢nou
sucastou technik, ktoré sa vyuzivaju v medicinskych diagnostickych laboratoriach [van Veen et al.,
2010; Ho a Reddy ,2010] a pri taxonomickom zarad’'ovani novych kmenov. Rutinni identifikaciu
baktérii umoziuje reprodukovatelnejsia kultivacia, jednoduchsie uvoliiovanie ribozomalnych proteinov
z buniek a absencia vic¢sieho mnozstva kontaminujucich latok v kultivacnom médiu, vd’aka comu sa
ziskavaju reprodukovatelné prehladné spektra vedice k jednoznacnej interpretacii, ktora nasledne
umoziiuje automatizdciu stanovenia. Toto je dovodom, preCo existujuce databazy spektier stdle
neobsahuju dostatocné tdaje o eukaryotickych druhoch. Niektoré z nich jednoducho po priprave vzoriek
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podl'a predpisanych protokolov nedavaju spektra, s ktorymi by sa dalo d’alej pracovat. Medzi takéto
mikroorganizmy moézu patrit’ aj niektoré druhy rodu Cryptococcus, kvasinkového mikroorganizmu,
ktory produkuje jednak extracelularne polysacharidy, ale vda¢sinou aj tazko znicite'nu bariéru v podobe
polysacharidovej kapsule. Napriek urCitym tazkostiam sa zacCinaju objavovat’ prace tykajuce sa
eukaryontov a v ramci nich aj vybranych mikroorganizmov rodu Cryptococcus [Stevenson et al., 2010;
Dhiman et al., 2011; Yan et al., 2011; McTaggart et al., 2011].

Napliou tejto prace bolo vypracovat’ vhodnu metddu pripravy vzoriek z kmenov skupiny Cr. laurentii
pre ziskanie optimalnych spektier pouzitenych na biotypizaciu hmotnostnou spektrometriou. Vysledky
ziskané optimalizovanou metédou boli porovnané s komerénou metédou navrhnutou pre obtiazne
pripady, ktora je ponukana spolu s porovnavacim programom a databazou.

Material a metody

Sedem kmefiov Cryptococcus laurentii zo Zbierky kultur kvasiniek, CHU SAV, CCY 17-3-5, CCY 17-
3-15, CCY 17-3-17, CCY 17-3-29, CCY 17-3-33, CCY 17-3-34 a CCY 17-3-38, bolo kultivovanych na
sikmom sladinovom agare, ktory sluzi aj ako ich aschovné médium. Stvrty den kultivacie boli
ockovacou sluckou odobraté vzorky z kultir (jedno ocko) do mikroskiimaviek s vrchnacikom. Dve
vzorky z kazdého kmena boli premyté 5x vodou, 10x vodou alebo 1x vodou a potom 1x 33% etanolom.
Takto premyté vzorky boli alebo vystavené na 20 min zmesi zlozenej z kyseliny ferulovej (10 mg/ml) a
kyseliny sinapovej (30 mg/ml) v 70% acetonitrile (ACN) s 3% kyselinou trifluéroctovou (TFA), pricom
sa po centrifugécii naniesol 1 pl supernatantu na meraciu platnicku MTP 384 target plate polished steel
T F (Bruker) a nechal vysusit, alebo 70% kyseline mravéej s koncentrovanym ACN (1:1) na 30 min, po
¢om nasledovala centrifugécia a nanesenie alebo 1 pl supernatantu na platiiu, vysusenie a pridanie 1 pl
matrice (CHCA - kyselina hydroxyskoricova, 10 mg/ml v TFA : voda : ACN, 2,5% : 47,5% : 50% alebo
kyselina ferulovd, 10 mg/ml a kyselina sinapovéa, 30 mg/ml v 70% ACN) alebo bol na platnicku
naneseny 1 ul zmesného roztoku vzorky a jednej alebo druhej matrice. MALDI-TOF MS merania boli
robené na zariadeni UltrafleXtreme (Bruker) v linedrnom pozitivnom méde pre oblast’ m/z 2-22 kDa.
Zariadenie bolo kalibrované na Cytochréom C (Sigma). Surové spektralne tidaje sa spracovali pomocou
softvéru Biotyper (Bruker).

Vysledky a diskusia

Premyvanie buniek vodou sa ukézalo efektivnejiie (aj ked’ zdihavejsie) ako vodou a 33% etanolom,
ktor¢ je doporucené pre problematické pripady v manuali softvéru Biotyper. Premyvanie vodou 5x bolo
nepostacujuce, 10 x zbytocné, napokon sme ho optimalizovali na 7x. Strata Casu pri premyvani bola
kompenzovana, ked’ sa pouzila priama elucia ribozomalnych proteinov v matrici (kyselina ferulova a
kyselina sinapova v 70% ACN s 3% TFA). Cast postupu ohl’adom matrice bola rozhodujtica, sposob
premyvania bol druhorady. Prejavilo sa to tym, Ze s vynimkou kmenia CCY 17-3-5, ktorého spektrum
sme neziskali, davali ostatné kmene spektra, ktorych kvalita sa zniZzovala v poradi: premyvanie 7 x
vodou - kyselina ferulova a kyselina sinapova v 70% ACN s 3% TFA > premyvanie voda a etanol -
kyselina ferulova a kyselina sinapova v 70% ACN > premyvanie voda a etanol - 70% kyselina mravcia
s koncentrovanym ACN (1:1) na 30 min - CHCA v TFA : voda : ACN (2,5% : 47,5% : 50%). Ako sa
dalo ocakavat’, matrica s obsahom kyseliny sinapovej vizualizovala najmé oblasti vys$sich molekulovych
hmotnosti, CHCA zas nizsich. Spektra s CHCA, ktora je doporuc¢ena v manuali Biotyper-a s bohatsie
(Obr. 1), a preto vhodnejSie na automatizované vyhl'adavanie a porovnavanie, problém je v8ak v tom,
ze sme ich vo vacsine pripadov vObec neziskali. Spektra s kyselinou sinapovou su sice jednoduchsie,
vizualizovali sa vSak piky jedine¢né pre dany druh mikroorganizmu (Obr. 2). Spektra v obrazkoch st
zobrazené po sprocesovani do tzv. ¢iarovych spektier, co nam umoznil program Biotyper. V pripade
pouzitia dvojstupiiove]j pripravy vzorky (uvolnenie proteinov a pridanie matrice), bolo vo vSetkych
pripadoch vyhodnejsie vzorku nechat’ vysusit’ a potom naniest’ matricu, ako pouzit’ zmie$any roztok.
Ziskané spektra sa dali rozdelit’ do troch skupin; jedna bola tvorena kmeniom CCY 17-3-17 a druha,
s navzajom identickymi spektrami, kmenmi CCY 17-3-15, CCY 17-3-29, CCY 17-3-33, CCY 17-3-34
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a CCY 17-3-38 (Obr. 2). Sekvenovanie D1/D2 LSUrRNA jednotlivych kmetiov urcilo, ze kmen CCY
17-3-17 je Cr. laurentii, kmene CCY 17-3-15, CCY 17-3-29, CCY 17-3-33, CCY 17-3-34 a CCY 17-
3-38 patria do druhu Cr. flavescens (tiez prislusnici skupiny Cr. laurentii). Treti typ spektra patril kmenu
CCY 17-3-5 a D1/D2 LSUrRNA sekvenovanie urcilo, ze ide o Cr. flavus, ktory do skupiny Cr. laurentii
vObec nepatri.

1:5 I I 1?-?:-31|I : : : 15 . . I?_IEB . . . .
10 4+ | 1.0 + 4
05 4+ _ 05 + 4
g 00 uii.__l,, l!!l —] g 0.0 — i| — —
05 - ‘ _ 05 -
101 - 101 -

1.5 ot | ot | 1.5 R Y BT S
o 2 4 6 & 10 12 14 0o 2 4 6 8 10 12 14

m/z (10*3) m/z (10*3)

Obr. 1: (vlavo): Porovnanie &iarovych spektier kmetia CCY 17-3-34 pripraveného na meranie pomocou
hmotnostnej spektrometrie podl'a protokolu predpisaného v programe Biotyping (matrica - CHCA)
a optimalizovanej metddy (matrica — zmes kyselina sinapova a ferulova)

Obr. 2 (vpravo): Porovnanie Ciarovych spektier kmetia CCY 17-3-34 a kmena CCY 17-3-17 pripraveného na
meranie pomocou hmotnostnej spektrometrie podl'a optimalizovanej metédy (matrica — zmes kyselina
sinapova a ferulova). Kmene CCY 17-3-15, CCY 17-3-29, CCY 17-3-33 a CCY 17-3-38 mali spektrum
identické s kmetiom CCY 17-3-34.

Zaver:
Biotypizacia mikroorganizmov pomocou hmotnostnej spektrometrie je rychlou, v pripade dostupnosti
zariadenia lacnou a spol'ahlivou metédou na stanovenie kvasinkového druhu skupiny Cr. laurentii.
Vyzaduje ovSem optimalizovanu pripravu vzorky, v ktorej je kIiCovym pouzit' ako matricu zmes
kyseliny sinapovej a ferulovej namiesto kyseliny hydroxySkoricove;j.
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Uvod

Z 92 testovanych kmetiov kvasiniek zo Zbierky kultir kvasiniek, CHU SAV, ktoré patrili k 29 druhom,
vykazovalo viac ako 50% lipolyticka aktivitu testovanti na Tween 80 [Molnarova a kol., 2013].
Vzhladom na to, Ze testovanie v tejto praci bolo vyhodnocované kvalitativne (opaleskujuce okolie
kultary rastiicej v miske s médiom s obsahom Tween 80) [Slifkin 2000], bolo zaujimavé najst’ kmene
s kvantitativne najvysSou lipolytickou aktivitou a ocharakterizovat’ produkované enzymy. Jednou zo
zakladnych charakteristik, od ktorej sa priamo odvija moznost’ priemysleného vyuzitia enzymov je ich
skladovacia stabilita.

Material a metody
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Na zéklade produkovanych lipolytickych aktivit boli zo Zbierky kultar kvasiniek, CHU SAV, vybrané
tri kmene kvasiniek - Yarrowia lipolytica CCY 29-26-52, Meyerozyma guilliermondii CCY 39-23-5 a
Pseudozyma fusiformata 89-1-1.

Kmene boli kultivované na trepacke pri 28 °C v médiu s obsahom TWEEN 60/80 alebo olivového oleja
ako zdroja uhlika. Vzorky boli odobraté z kultivacného média po 24/48 hod a po 144 hod od zaockovania
v zavislosti od doby dosiahnutia najvyssej aktivity v médiu.

Vzorky boli ulozené pri -20 °C a 4 °C po dobu piatich tyzdiiov, v priebehu ktorych sa stanovovala
zostatkova lipolyticka aktivita. Testovala sa aj stabilita extracelularnych lipaz pri 40 °C. Aktivita sa
stanovovala na PNP-laureat ako substrat, pricom sa vyuzivalo meranie Zltého zafarbenia iimerného
uvol'nenému mnozstvu PNP (para-nitrofenyl).

Vysledky a diskusia

Porovnanie aktivity lipdz vybranych kmenov kvasiniek v ¢ase odberu a po piatich tyzditoch skladovania
pri -20 °C a 0 °C je zobrazena v Tab. 1. Na Obr. 1 je ukdZzka spésobu vyhodnotenia, ktorého vysledok
vidime v Tab. 1. Pripadny pokles aktivity bol vypocitany z rovnic priamok pre xo=0 a x = 5, vyjadreny
Vv % a spriemerovany pre pararelné stanovenia. Obr. 2 vizualizuje stabilitu extracelularnych lipaz
inkubovanych pri 40 °C.

Zaver

V priebehu skladovania v mraznicke (-20 °C) sa aktivita znizila o 0-3.26%, pricCom vzorky odobraté
v neskorSom casovom intervale boli stabilné. Lipazy odobraté v neskorSom casovom intervale
produkované kmeniom 29-26-52 boli stabilné aj pri skladovani pri 4 °C. V pripade ostatnych vzoriek
skladovanych pri 4 °C bol zisteny pokles aktivity 0-7.13%.

Vo vsetkych pripadoch boli lipazy, ktoré boli produkované v neskorsich fdzach kultivacie stabilnejsie,
ako tie, ktoré boli produkované na zaciatku kultivacie a umoznili rast kmenov na kultivacnom médiu,
ktoré obsahovalo lipidy ako jediny dostupny C-zdroj. Toto sa prejavilo najma pri dlhodobom inkubovani
vzoriek pri 40 °C.

Tab. 1: Skladovacia stabilita extracelularnych lipdz kmeniov CCY 89-1-1, CCY 39-23-5 a CCY 29-26-
52 vyjadrena ako pokles aktivity lipaz v kultivaénom médiu po 5 tyzdiovom skladovani

Kmefi/doba kultivacie/C-zdroj Skladovanie pri 4 °C Skladovanie pri -20 °C

89-1-1/24 hod/O0O 7.13% 0%
89-1-1/24 hod/TW60 0% 1.71%
89-1-1/144 hod/O0 2% 0%
89-1-1/144 hod/TW60 0% 0%
39-23-5/48 hod/O0 2.47% 0%
39-23-5/48 hod/TW80 0% 0%
39-23-5/144 hod/O0 0% 0%
39-23-5/144 hod/TW80 6.36% 0%
29-26-52/48 hod/O0O 0% 2.69%
29-26-52/24 hod/TW80 6.31% 3.26%
29-26-52/144 hod/O0O 0% 0%
29-26-52/144 hod/TW80 0% 0%
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Obr. 1: Ukazka sposobu vyhodnotenia skladovacej stability. Vzorky boli odobraté po 144 hod kultivécii a boli
skladované pri -20 °C. Kmeti 89-1-1 kultivovany na médiu s OO (®—@, paralelka ll—M), 89-1-1 na médiu s

TW60 (A—A, paralelka x—x) a kmeii 29-26-52 na médiu s TW80 (% —%, paralelka @—@).
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Obr. 2: Stabilita extracelularnych lipaz inkubovanych pri 40 °C. Aktivita enzymov produkovanych kmefiom 89-
1-1 kultivovanym 24 hod (¢—%) a 144 hod (l—M), kmeniom 39-23-5 kultivovanym 48 hod (A—A) a 144
hod (x—x) a kmetiom 29-26-52 kultivovanym 24 hod (%—%) a 144 hod (@—@®).
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Uvod

Bacillus subtilis slazi ako modelovy organizmus pri $tadiu diferenciacie a vyvoji prokaryotickych
buniek. Z tohto dévodu bol medzi prvymi mikroorganizmami, ktorym sa stanovila kompletna $truktira
genomu [Kunst et al, 1997], na ktorej sa doteraz intenzivne pracuje [Berka et al., 2002; Kobayashi et
al., 2003; Barbe et al., 2009]. Bacillus subtilis subsp. subtilis kmen 168 ponuka v databdzach na
porovnanie 4185 proteinovych sekvencii [http://www.ncbi.nlm.nih.gov].

Naplnou tejto prace bola identifikacia majoritnych extracelularnych proteinov B. subtilis CCM 1999
v rozsahu 17-55 kDa, ktoré sa daju stanovit’ z kultivatného média pomocou hmotnostnej spektrometrie.

Material a metody
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Bacillus subtilis CCM 1999 (Ceska zbierka mikroorganizmov, MU Brno, CR) bol kultivovany na médiu
S obsahom glukézy (20g/1), peptdénu (30g/1), kvasni¢ného extraktu (10g/1) a NaCl (5g/1). Sedemdiiova
kulttra bola scentrifugovana a médium sa pouzilo na identifikaciu extracelularnych proteinov.
Proteiny z média boli separované SDS-PAGE [Laemli, 1970], vizualizované Coomassie blue a po
redukcii a alkylacii Stiepené v géli trypsinom [Jensen a kol., 1999]. Po elucii bol roztok so Stepmi
naneseny na kapilarnu mikrokolénku (dizka 30 mm) naplnenu reverznou fazou (C18), z ktorej sa
peptidy vytlacali gradientom acetonitrilu (0-80%) priamo na meraciu platnicku (MTP AnchorChip 384
BC, Bruker). MALDI-TOF MS a MS/MS merania boli robené manualne na zariadeni UltrafleXtreme
riadeného programom FlexControl v. 3.4 (Bruker) v reflektronovom pozitivnom a ,lift“ mode
$pecifickom pre toto zariadenie. Zariadenie bolo kalibrované na Peptide calibration standard II (Bruker).
Surové spektralne udaje sa spracovali pomocou softvéru FlexAnalysis v. 3.4, z ktorého boli zaslané do
ProteinScape v. 3.0 (oba Bruker). Databazové vyhladdvanie v NCBI prebehlo pomocou programu
Mascot v. 2.4.1. a bolo zaloZené na identite primarnych Struktir sekvencii proteinov z kultivacného
média a sekvencii odvodenych zo znameho genomu B. subtilis.

Vysledky a diskusia
Na Obr. 1 st znazornené majoritné extracelularne proteiny B. subtilis vizualizované Coomassie blue po
separacii SDS-PAGE.
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Obr. 1: SDS-PAGE proteinov z kultivaéného média B. subtilis CCM 1999

Vzhl'adom na to, Ze priame nanesenie kultivaéného média na gél (bez akejkol'vek predbeznej tipravy
ako odsolenie alebo zahustenie) spdsobilo, ze jednotlivé zony na géle neboli jasne oddelené (Obr. 1),
zaradili sme po tryptickom Stiepeni v géli d’alsi separacny krok, a to kvapalinovii chromatografiu na
reverznej faze. Téato prebiehala manudlne na mikrokolonke. Vysledok identifikacie Stepov je zobrazeny
v Tab. 1.

Tab. 1: Identifikacia extracelularnych proteinov B. subtilis z kultivacného média pomocou Mascot
programu. V tabulke je uvedené merané/experimentilne m/z sekvencii, nazov
identifikovaného proteinu z databazy, jeho pokrytie identifikovanymi sekvenciami, jeho
databazové ¢islo (Uniprot) a zdroj.

m/z merand/experimentalna

Pokrytie

. UniProt Mr Organizmus
sekvencie

Protein
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741.3581/740.3508,

1570.8344/1569.8271,
1669.8098/1668.8025, Bacillus subrilis
1760.8597/1759.8525, UPF0173 metal- YTKL_BACSU b obtilis bmes
1938.9764/1937.9692, dependent 53% Q795U4 24816 | SUOSP: 5‘16;315 men
1939.0795/1938.0722, hydrolase YtkL
2383.2188/2382.2115,
3193.4753/3192.4681,
3210.5642/3209.5569
1629.8333/1628.8260,
1401.7777/1400.7704,
1181.6056/1180.5983, manganese- MNTA_BACSU Bacillus subtilis
987.5554/986.5481, binding 27% 034385 33454 | subsp. subtilis kme
1879.9121/1878.9048, lipoprotein MntA 168
1105.4814/1104.4742,
940.5567/939.5494
1617.9006/1616.8934: Uncharacterized L9 YL OleE;QfSU 17789 Ea"'”“; ?‘ll?b“'kg )
1912.8599/1911.8526 protein YIgB 0 Subsp- Slieté 15 kmen
1462.8654/1461.8581, i
1665.7921/1664.7848, Vegte f‘ Ive CATA BACSU Bacillus subtilis
1509.7897/1508.7824, Eéalalisi 6 15% P26901; P77838 | 54757 | subsp. subtilis kmef
2495.1274/2494.1202, S 168
1132.5996/1131.5923
1515.7096/1514.7023, uncharacterized YBDN_BACSU Bacillus subtilis
1199.6472/1198.6399, oin bl 14% 031436;Q7DL54 | 31484 | subsp. subtilis kmeii
1589.8584/1588.8511 prote 168
1529.7985/ 1528.7912, subtilisin E P%%' Bacillus subtilis
1893.9979/ 1892.9906, EC3.4.21.62 12% o70080 | | 39485 | subsp. subtilis kmen
1663.8322/ 1662.8249 168
1306.6198/1305.6125 amiﬁg;f;)\t/{?jase YHFE_BACSU Bacillus subtilis
2285.2000/2284.1927 YhfE 9% 007603; Q796U6 | 20003 | subsp. S‘fgéhs kmefi
EC3.4.11.-
Beta-lactamase BLAC BACSU Bacillus subtilis
122?38225?231;;322 EC3.5.2.6 7% P39824; 034848 | 33597 | subsp. sitgélis kmef
Beta-glucanase GUB_BACSU Bacillus subtilis
1534.7819/1533.7746 EC3.2.1.73 5% P04957 27365 | subsp. subtilis kmen
168
Zaver

V kultivaénom médiu bolo identifikovanych devat’ majoritnych extracelularnych proteinov B. subtilis
CCM 1999. Vsetky mali sekvencie identické s proteinmi kmetia Bacillus subtilis subsp. subtilis kmen
168 [Kunst et al, 1997]. Vysledok ma slizit’ ako referencny K proteomickym $tudiam extracelularnych
proteinov B. subtilis produkovanych v réznych kultivaénych podmienkach, ako napr. pri indukcii
proteinov zdrojom uhlika a dusika.
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Uvod

Z 92 testovanych kmetiov kvasiniek zo Zbierky kultir kvasiniek, CHU SAV, ktoré patrili k 29 druhom,
vykazovalo viac ako 50% lipolytickt aktivitu testovanti na Tween 80 [Molnarova a kol., 2013].
Vzhl'adom na to, Ze testovanie V tejto praci bolo vyhodnocované kvalitativne (opaleskujice okolie
kultury rastticej v miske s médiom s obsahom Tween 80) [Slifkin 2000], bolo zaujimavé najst’ kmene
s kvantitativne najvyssou lipolytickou aktivitou a ocharakterizovat’ produkované enzymy.

Ciel'om tejto prace bolo vybrat’ kmene kvasiniek produkujice najvyssie lipolytické akvity.

Material a metody

Bolo vybranych 10 kmenov kvasiniek alebo kvasinkovitych mikroorganizmov, ktoré vykazovali
najvyssie aktivity pri predbeznom skiningu kmenov [Molnarova et al., 2013] stanovenych vycirenim
substratu s hovadzim tukom alebo Tweenom 80:

. Aktivita zistena na*:
cecy Kmen Tween80 | Hovidzi tuk
16-1-29 Galactomyces candidus +
17-3-33 Cryptococcus flavescens +
17-4-39 Cryptococcus magnus +
20-1-35 Rhodotorula mucilaginosa +
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20-2-41 Rhodotorula glutinis +
27-1-119 Aureobasidium pullulans +
29-2-129 Metschnikowia pulcherrima +
29-26-52 Yarrowia lipolytica + +
39-23-5 Meyerozyma guilliermondii +
89-1-1 Pseudozyma fusiformata +

Kmene boli kultivované na médiu s obsahom TWEEN 80 ako zdrojom uhlika. V priebehu kultivacie sa
stanovoval rast kvasiniek pocitanim buniek v Biirkerovej komorke a lipolytickd aktivita v médiu
s bunkami (celkova aktivita) a bez nich (aktivita extracelularnych lipaz). Aktivita sa stanovovala na
PNP-laureat ako substrat, pricom sa vyuZzivalo meranie Zltého zafarbenia timerného uvolnenému
mnozstvu PNP (para-nitrofenyl).

Vysledky a diskusia

Ako uz naznacili predoslé testy, vSetky vybrané kmene boli schopné rast’ na médiu s obsahom TWEEN
80 ako zdroja uhlika, len miera rastu nebola rovnaka (Obr. 1). NajrychlejSie rastli Meyerozyma
guilliermondii a Yarrowia lipolytica, priblizne o polovicu pomalsie Cryptococcus magnus a

Rhodotorula mucilaginosa.
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Obr. 1: Rast kmenov kvasiniek na médiu s TWEEN 80 ako zdrojom uhlika. 1 — CCY 89-1-1 Pseudozyma
fusiformata; 5-CCY 39-23-5 Meyerozyma guilliermondii; 52 — CCY 29-26-52 Yarrowia lipolytica; 129 — CCY
29-2-129 Metschnikowia pulcherrima; 41 — CCY 20-2-41 Rhodotorula glutinis; 35 - CCY 20-1-35
Rhodotorula mucilaginosa; 39 — CCY 17-4-39 Cryptococcus magnus; 33 — CCY 17-3-33 Cryptococcus
flavescens; 29 — CCY 16-1-29 Galactomyces candidus; 119 — CCY 27-1-119 Aureobasidium pullulans

V pociatku exponencialnej fazy rastu sa v médiu a na bunkach dala stanovit’ lipolyticka aktivita, ktora
bola vyrazne vyssia v pripade kmenov Meyerozyma guilliermondii, Yarrowia lipolytica a Pseudozyma
fusiformata (Obr. 2, 3). Kym v pripade prvych dvoch kmenov kopiroval vysledok vysledok z rastu
kulttr, v pripade kmenia Pseudozyma fusiformata nekore$pondoval s rastom a bol o to prekvapujuce;si.
Ked'ze priebeh kriviek indikoval dvojfazova produkciu lipaz, po 48 hod (pravdepodobne prejav
adaptacie kmenov na C-zdroj, ktora im umoznila rast) a po dlhsej dobe kultivacie (udrziavanie kultiry
v médiu), sa charakterizacia enzymov naplanovala s odbermi v oboch ¢asovych intervaloch.
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Obr. 2: Celkova lipolyticka aktivita produkovana kmeiimi kvasiniek na médiu s TWEEN 80 ako zdrojom uhlika.
1 — CCY 89-1-1 Pseudozyma fusiformata; 5 — CCY 39-23-5 Meyerozyma guilliermondii; 52 — CCY 29-26-52
Yarrowia lipolytica; 129 — CCY 29-2-129 Metschnikowia pulcherrima; 41 — CCY 20-2-41 Rhodotorula glutinis;
35 - CCY 20-1-35, Rhodotorula mucilaginosa; 39 — CCY 17-4-39 Cryptococcus magnus; 33 — CCY 17-3-33
Cryptococcus flavescens; 29 — CCY 16-1-29 Galactomyces candidus; 119 — CCY 27-1-119 Aureobasidium
pullulans
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Obr. 3: Extracelularna lipolyticka aktivita produkovana kmefimi kvasiniek na médiu s TWEEN 80 ako zdrojom
uhlika. 1 — CCY 89-1-1, Pseudozyma fusiformata; 5 — CCY 39-23-5, Meyerozyma guilliermondii; 52 — CCY 29-
26-52, Yarrowia lipolytica; 129 — CCY 29-2-129, Metschnikowia pulcherrima; 41 — CCY 20-2-41, Rhodotorula
glutinis; 35 - CCY 20-1-35, Rhodotorula mucilaginosa; 39 — CCY 17-4-39, Cryptococcus magnus; 33 — CCY 17-
3-33, Cryptococcus flavescens; 29 — CCY 16-1-29, Galactomyces candidus; 119 — CCY 27-1-119, Aureobasidium
pullulans

Zaver:

Kmene CCY 29-26-52 (Yarrowia lipolytica), CCY 39-23-5 (Mayerozyma guilliermondii) a CCY 89-1-
1 (Pseudozyma fusiformata) vykazovali radovo vyssiu produkciu lipolytickej aktivity ako ostatné
kmene. Z tohto dovodu boli vybrané na d’al$ie experimenty, ktoré prvotne vyZadovali charakterizaciu
produkovanych enzymov.
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Uvod

Taxonomia kapsularneho kvasinkového mikroorganizmu Cryptococcus laurentii podliehala pomerne
Castym zmendm, ktoré zaviseli jednak od metéd zarad’ovania, ako aj od individualneho pristupu
jednotlivych vedeckych skupin, ktoré sa nimi zaoberali. Uz zarad’'ovanie na zaklade urcitych
morfologickych, fyziologickych a biochemickych vlastnosti poukdzalo na existenciu viacerych
odlinych variet v ramci tohto druhu. Dal§ie zmeny prinieslo zarad’ovanie na ziklade molekularno-
biologickych metdd.

Klinické izolaty kmenov Cryptococcus laurentii vytvorili v ramci fylogenetického stromu zalozeného
na porovnavani ITS oblasti a D1/D2 LSUrRNA dve fylogenetické skupiny [Sugita a kol. 2000]. Neskor
bola cast’ tychto kmenov zaradena do samostatnych druhov [Takashima et al. 2003] v ramci ,,skupiny*
Cryptococcus laurentii. Prva fylogeneticka skupina je tvorena druhmi Cr. laurentii, Cr. flavescens, Cr.
aureus a Bullera pseudoalba, druha minimalne druhmi Cr. peneaus, Cr. victoriae a Cr. carnescens
[Takashima et al. 2003]. Ciel'om tejto prace bolo zistit’, ¢i sa druhy v ramci skupiny Cr. laurentii daja
odlisit’ aj pomocou biotypizacie hmotnostnou spektrometriou.

Identifikdcia patogénnych mikroorganizmov hmotnostnou spektrometriou sa stala nerozlu¢nou
sucastou technik pouzivanych v diagnostickych laboratéridch [van Veen et al., 2010; Ho a Reddy,

111



2010] a pri taxonomickom zarad’'ovani novych kmeniov. Kym identifikacia prokaryontov je
jednoduchsia a reprodukovatelnejsia, databazy stale neobsahujii dostatocné udaje o eukaryotickych
druhoch. Dovodom je, Ze niektoré z nich po priprave vzoriek podla predpisanych protokolov
neposkytuju interpretovatelné spektra. Medzi takéto mikroorganizmy mozu patrit’ napr. niektoré druhy
rodu Cryptococcus, kvasiniek, ktoré produkuju extracelularne polysacharidy, ale vacSinou aj tazko
znidite'nt bariéru v podobe polysacharidovej kapsule.

Material a metédy

Kmene (36) oznagené v Zbieke kultar kvasiniek, CHU SAV, ako Cryptococcus laurentii (CCY 17-3-),
boli kultivované na $ikmom sladinovom agare, ktory sliiZi aj ako ich ischovné médium. Stvrty a Siesty
den kultivacie boli ockovacou sluc¢kou odobraté vzorky z kultir (jedno oc¢ko) do mikroskumavky s
vrchnacikom, premyté 7x vodou a potom vystavené na 20 min zmesi zloZenej z kyseliny ferulovej (10
mg/ml) a kyseliny sinapovej (30 mg/ml) v 70% acetonitrile (ACN) s 3% kyselinou trifludéroctovou
(TFA). Po centrifugacii sa naniesol 1 pl supernatantu na meraciu platnicku MTP 384 target plate
polished steel T F (Bruker) a nechal vysus$it. Vzorky boli pripravené aj podla postupu navrhnutého
v manuali softvéru Biotyper (Bruker) pre obtiazne pripady. MALDI-TOF MS merania boli robené na
zariadeni UltrafleXtreme (Bruker) v linearnom pozitivnom mode pre oblast m/z 0,2-22 kDa. Zariadenie
bolo kalibrované na Cytochrom C (Sigma). Surové spektralne udaje sa spracovali pomocou softvéru
Biotyper (Bruker).

Vysledky a diskusia

Priprava vzoriek podla odporucaného postupu viedla k interpretovatelnym spektram len v 20%
pripadov. Optimalizovana metdda priniesla uspech vo vSetkych. Vysledkom bolo devit’ réznych typov
spektier. Pomerné zastiipenie kmetiov s identickymi spektrami je na Obr. 1. Druh kvasinky bol priradeny
k spektram pomocou sekvenovania D1/D2 LSUrRNA nahodne vybranych kmenov.

Q

@ Cr. laurentii - typowy
B Cr. laurentii

O Cr. flavescens

OCr. carnescens

| Cr. flaws

@ Bulleromyces albus
W neznamy

O neznamy

W neznamy

Obr. 1: Pomerné zastupenie kmetiov oznagenych ako Cr. laurentii usporiadanych podl’a typu spektra ich
ribozomalnych proteinov.

Zaver

Z deviatich typov spektier, ktoré sme ziskali pre 36 kmenov kvasiniek povodne zaradenych ako Cr.
laurentii, sa zatial’ podarilo priradit’ druh kvasinky na zaklade sekvenovania D1/D2 LSUrRNA Siestim.
Skupine Cr. laurentii, t.j. druhom Cr. laurentii, Cr. flavescens a Cr. carnescens zodpovedali Styri typy
spektier, ked’ze pre druh Cr. laurentii sme ziskali dva typy spektier. Predpokladame vyskyt rozdielnych
variet, ktoré sa odli$uju v inej ako D1/D2 oblasti, ¢o ¢iastoéne mbze suvisiet’ aj s oblastou, z ktorej sa
tieto kvasinky ziskali (stredna Afrika/juhozapad Slovenska). NajpocetnejSie boli zastipené druhy Cr.

112



laurentii a Cr. flavescens. Z testovaného stiboru kmetiov boli vy¢lenené tri kmene Bulleromyces albus
a jeden kmen Cr. flavus. Identifikacia troch kmenov, z ktorych kazdy daval odlisné spektrum (ako v
porovnani s identifikovanymi kmetimi, tak aj navzajom), metdédami molekularnej bioldgie, je tilohou
najblizsieho obdobia.
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Uvod

Xyloglukanendotransglykozylaza bola prvykrat popisana v roku 1992 [Fry et al., 1992; Nishitani a
Tominaga, 1992; Farka$ et al., 1992]. Ako vyplyva z nazvu, tento enzym primarne operuje na
xyloglukane rastlinnej bunkovej steny, ktorej umoziiuje rozpinanie bez straty pevnosti a pruznosti.
Transglykozylac¢na reakcia tohto enzymu je zaloZena na Stiepeni polymérneho donorového substratu,
uvolneni fragmentu, ktory obsahuje povodny redukujuci koniec a na kovalentnom naviazani
akceptorového substratu (polymérneho alebo oligomérneho) na fragment donorového substratu, ktory
zostal viazany na enzymeu. Sporadicky bola popisana pre niektoré xyloglukanendotransglykozylazy
heterotransglykozyla¢na aktivita [Ait-Mohand a Farka§, 2006; Hrmova et al., 2007], t.j. schopnost’
roz§tiepit a kovalentne naviazat' Strukturdlne odlisné sacharidy. Enzymom so zatial najvac¢Sou
popisanou nespecificitou je majoritnd forma xyloglukanendotransglykozylazy z klic¢iacich semien
kapucinky s izoelektrickym bodom 6.3 (XET®6.3) [Stratilova et al., 2010].

Ciel'om tejto prace bolo stanovenie primarnej Struktury tohto enzymu.

Material a metody

RNK bola izolovana z naklicenych semien kapucinky (Tropaeolum majus) pomocou GeneJET™ Plant
RNA Purification Mini Kit (Thermo Scientific, USA). DNK bola odstranena pomocou SiMax™ Total
RNA Columns Isolation kit (Ecoli, Slovakia). Kvalita ziskanej RNK bola overena pomocou agar6zovej
gélovej elektroforézy.

Rychla amplifikacia cDNK koncov bola urobena podl'a modifikovanej metody Frohman et al. (1988).
Primery, ktoré boli pouzité na reverznu transkripciu a PCR amplifikaciu cDNK st uvedené v Tab. 1.
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Tab. 1: Primery pouZité pri reverznej transkripcii a PCR amplifikacii cDNK

Primery Aplikacia
Nazov Nukleotidova sekvencia
5'- syntéza 3'cDNA konca (RT)
AOdTA GACTCGAGTCGACATCGATTTTTTTTITT amplifikacia 3'cDNA konca
TTTTTTTV-Wobbles-3° amplifikacia 5'cDNA konca

5'-TTCAACCAAGATGTTGATATTACTTGG

XETPIT | GGNGAYGG-3'

amplifikacia 3’cDNA konca

XETSRT 5-TTCAGCATCCCAAAGTGTGC-3’ syntéza 5'cDNA konca (RT)

XET5amp | 5'-CCTTTCGATTGTAAGTAAGACGTAG-3" | amplifikacia 5'cDNA konca

3"a 5'cDNK konce boli syntetizované pomocou ReverAid™ Premium First Strand cDNA Synthesis Kit
(Thermo Scientific, USA). Fragmenty 5'cDNK koncov boli po syntéze purifikované s High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche, Germany). PCR amplifikdcie 3’a 5'cDNK fragmentov boli robené
pomocou Phusion Hot Start 11 High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific, USA).
Amplifikované 3’a 5'¢cDNK fragmenty s predpokladanou dizkou boli purifikované agarézovou
elektroforézou s pouzitim Wizard® SV Gel a PCR Clean-Up System (Promega, USA) a ligované do
vektora (CloneJET PCR Cloning Kit, Thermo Scientific, USA). Po transformacii E. coli XL10 Gold
(Stratagene, USA) boli plazmidové DNK izolované z viacerych klonov pomocou GeneJET™ Plasmid
Miniprep Kit (Thermo Scientific, USA) a komercne sekvenované. Sekvencia kompletnej XET6.3 cDNK
bola ziskana pomocou programu BioEdit (www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). Na preklad cDNA
bol pouzity program Translator (www.justbio.com) a signalny peptid bol predikovany pomocou
programu PrediSi (www.predisi.de).

Vysledky a diskusia
Primarna $truktira XET6.3 so zvyraznenou N-terminalovou sekvenciou a pod¢iarknutymi sekvenciami,
ktoré boli stanovené hmotnostnou spektrometriou [Stratilova et al., 2010], je na Obr. 1:

MKIHSRFSTHNIFLHICITSLSFTIISAGNENODVDITWGDGRAKILDNGDLLTLSLD
KASGSGFQSKNEYIFVKTDMQIKLIHGNSAGTVTTSYLQSKGATWDEIDFEFLGNLSGDP
YIVHTNIFVQGKGAREQQFYLWFDPTTDFHTYSIHWSPQHIVLLVDNIPIREFKNLESIG
VPYPKYQPMRLOQCTLWDAEDWATRGGQVKTDWTQAPFIASYKYFNADTNKNPSTSTWFSQ
QLDSNSKEKLKWVRDNYMIYDYCKDFKRFSQGLPRECSVN

Obr. 1: Primarna $truktira XET 6.3. Boldom je vyznagena N-terminalova sekvencia, pod¢iarknuté st
sekvencie, ktoré boli stanovené pomocou hmotnostnej spektrometrie.

Porovnanie primarnych Struktur tejto XET so znamymi primarnymi StruktGrami XET z inych Casti
kapucinky alebo inych rastlinnych zdrojov, zaradilo podla fylogenetického stromu navrhnutého
Hrmovou et al. [2009] neSpecificka XET6.3 do skupiny XTH II.

Zaver

Sekvenacné uidaje sa nachadzaju v European Nucleotide Archive
(http://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/HF968473) pod pristupovym ¢islom: xet6.3 gene (HF968473),
Tropaeolum majus mRNA for xyloglucan endotransglycosylase 6.3
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Vizba ruténiovej ¢ervenej na povrch mysich leukemickych buniek
ovplyvnenych tunikamycinom
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Uvod

V transmisnej (TEM), skenovacej (SEM) a transmisnej skenovacej (STEM) elektronovej mikroskopii
je obraz preparatu ziskavany detekciou prejdenych, resp. odrazenych primarnych elektronov. Takto
ziskany obraz vSak neposkytuje informaciu o latkovom zlozeni skimaného objektu, resp. jeho
chemickej aktivite. Klasicka biologicka elektronova mikroskopia (EM) je Specifickd, pretoze preparat
mozno pozorovat’ az po dokladnej Giprave vzorky, ktora pozostava z fixacie a kontrastovania — proces,
pri ktorom sa jednotlivé bunkové Struktiry zvyraznia atbmami tazkych kovov (rozptyl'uju elektronovy
lu¢ a vytvaraju negativny obraz preparatu, ktory mozno detegovat’).V biologii sa vyuzivaju rozne typy
histochemickych znaceni, jednym z nich je znaenie kyslych povrchovych polysacharidov buniek
pomocou polykatiénovych farbiciek, medzi ktoré patri aj Ruténiova cervenn (RR) dobre pozorovatelna
v TEM, ako vyrazny kontrastny pas na povrchu bunky. Na urcenie koncentracie a jednoznacné
potvrdenie RR je potrebna d’alSia analytickd metdda napr. EDS, ELLS, elektronova difrakcia.

EDS - Energo-disperzna mikroanalyza (Energy-Dispersive X-ray Analysis) pracuje na principe merania
energie rontgenového Ziarenia, ktoré je vyvolané dopadom primarneho elektrénu na valenény elektron
prvku, kde je tento elektron vyrazeny a nasledne nahradeny elektronom z nizSej hladiny. Tato energia
je pre kazdy prvok a elektronovu hladinu charakteristicka a jej hodnota uruje prvok. Mnozstvo
vyziarenych kvant urCuje zastupenie (koncentraciu) daného prvku.

Pouzili sme tri linie mySich leukemickych buniek L1210: parentalna senzitivna linia (S) a rezistentna
sublinia (R) a bunky transfekované génom pre l'udsky P—glykoprotein (T), kultivované 24 hodin
S tunikamycinom a prislusné kontroly. Tunikamycin je znamy ako inhibitor N-glykozylacie
prebiehajucej v endoplazmatickom retikule. Inhibuje prenos N-acetylglukozamin 1-fosfatu z uridin
difosfat N-acetyl glukozaminu na PP dolichol fosfat Inhibicia celkovej glykozylacie ako aj glykozylacie
P-gp moze viest’ k navodeniu zvySenej citlivosti buniek na rozne lieky. Inhibicia glykozylacie P-gp
tunikamycinom tiez méze viest' k masivnej ubikvitinacii a postupnej degradacii P-gp. Tunikamycin
modze zvySovat alebo znizovat rezistenciu, ¢o zavisi od typu bunkovej kultary. V kone¢nom désledku
meni zloZenie kyslych povrchovych sacharidov na povrchu bunky.
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Material a metody

Bunky L1210 boli kultivované 24h s tunikamycinom. Preparaty pre TEM boli pripravené standardnym
spdsobom. Bunkova kultura bola fixovana 2% glutaraldehydom a nasledne 1% osmiom, oba V prostredi
kakodylatového tlmivého roztoku, v pritomnosti 0,3% ruténiovej cervene. Bunkova kultura sa zaliala
do 7zivice DurcupanACM Fluka. Boli pripravené ultratenké rezy hrabky 100 nm, pouzitim
ultramikrotomu Powertome fy. Boeckeler. Elektronovym mikroskopom JEOL 1200EX (TEM) so
skenovacim zariadenim ASID 10 (SEM, STEM) a EDS analyzitorom INCA energy OXFORD
Insruments boli pripravené elektronogramy, RTG prvkové mapy a ziskali RTG spektra vybranych
lokalit buniek.

Vysledky a diskusia
Transmisna elektronova mikroskopia poskytne vel'mi v§eobecnu informaciu o vizbe kontrastujuceho
agenta na povrch bunky

2 = =0 S = Y =y j"?f > > SO
Obr.1: Vplyv tumnikamycinu na vézbu ruténiovej Cervenej , vlavo ovplynené, vpravo neovplyvnené bunky,
oboje v procese kontrastovania ruténiovovu ¢erveilou (RR) v TEM zobrazeni

o

Na obr. 1 mozno pozorovat zmeny v povrchovom zna¢eni RR a mozno konstatovat, Ze bunky
ovplyvnené tunikamycinom maj vyssiu afinitu k RR. Subjektivne je mozné zhodnotit’ rozdiely medzi
jednotlivymi typmi buniek:

e Vvkontrolach S=T >R

e v bunkach ovplyvnenych tunikamycinom je vézba vyraznejsia ako v kontrolach

V tomto momente vSak vypovedna hodnota klasickej elektronovej mikroskopie o vdzbe RR
a 0 povrchovej koncentracii negativneho naboja na povrchu buniek dosiahla svoje limity, Co poukazuje
na zmeny Vv Struktare kyslych polysacharidov na povrchu.

STEM mikroskopia bez EDS analyzy poskytuje obdobné odpovede ako TEM (obr. 2).

4pm
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Obr.2: Vplyv tumnikamycinu na vézbu ruténiovej ¢ervenej , vlavo ovplynené, vpravo neovplyvnené bunky,
oboje v procese kontrastovania ruténiovovu ¢ervetiou (RR) v STEM zobrazeni

V STEM zobrazeni je mozné prepojit’ obraz s chemickou analyzou bunky pomocou EDS, ktora
umoznila stanovit’ lokalne koncentracie ruténia. Velkym problémom EDS je vol'ba vhodného standardu.
Za vnutorny Standard sme zvolili siru, ktora je relativne rovnomerne zastupena v celej bunke a poskytuje
dostato&ny signal. Dokazom pre toto tvrdenie je obr. 3. Dalsim problémom je drift (pohyb vzorky
v désledku ohrievania preparatu sekundarnymi elektronmi v kombinacii s otrasmi budovy), je
eliminovany riadiacim softvérom systému INCA. Na obr. 3 je mozné pozorovat’ jasné kontlry signalu
siry v dobrej zhode s obrysom bunky. S ohl'adom na lokalny vyskyt ruténia na povrchu bunky nebolo
mozné vykonat jeho mapovanie pri malych zvéacSeniach (8000—krat). Mapovanie pri velkych
zvacSeniach (100120 tisic krat) nebolo mozné, pretoze preparat bol destruovany v dosledku vysokej
intenzity ziarenia. Pri vel'kych zvéicSenia sa analyzovali viaceré lokdlne miesa, (obr. 4).

By By

Obr. 3: 12-hod. mapovanie rozloZenia siry v bunke. VIavo a v strede mozno pozorovat’ kontiry bunky tvorené
prvkovou mapou siry, prelozené grafom poctu kvant po priereze. V pravo je bunka prelozena bodmi

S najviacsou pravdepodobnostou vyskytu siry (maly posun dolava je dosledkom driftu poc¢as 12—hod.
experimentu).

Obr. 4: Bunka zna¢ena RR, zva¢Sena 120000 krat v STEM zobrazeni , vI'avo membrana — ozna¢ena
lichobeznikom, vpravo cytoplazma — oznacena Stvorcom
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Obr. 5: EDS spektrum membrany bunky obr.4), Ru identifikuje piky pre ruténium. Vhodnym vyberom miest na
povrchu a vo vnutri bunky sme stanovili relativnu koncentraciu ruténia voéi sire a vzajomne dali do
pomeru povrchovu vnutrobunkovu koncentraciu ruténia tab. 1.

Tab. 1: Koncentracia ruténia vo vnutri a ha povrchu bunky

bunky rel. koncentracia Ru/S rel. Konc. Ru membrana/ vnutro
povrch bunky vnitro bunky bunky
L kontrola 0,12 0,03 4,39
Senzitivne .
tunikamycin 7,14 1,00 7,13
) , kontrola 9,40 11,80 0,80
Rezistentné . .
tunikamycinon 3,66 0,34 10,91
, kontrola 2,19 0,06 38,19
Transfekované .
tunikamycin 10,36 0,65 15,98

Z tab. 1. vyplyva, ze EDS analyza potvrdzuje predbezné vysledky TEM. Tunikamycin jednoznacne
zvacsuje mnozstvo negativneho naboja na povrchu S a R buniek. Transfekcia génom pre 'udsky P-Gp
vyrazne meni povrch S buniek.

Zaver

Ciel'om predkladanej prace bolo tispesné zavedenie metdody EDS na naSom pracovisku. V SirSom
kontexte praca spolu s d’al$imi biochemickymi meraniami poukazuje na zmeny povrchovych sacharidov
vplyvom inhibicie N-glykozylacie prebiehajicej v endoplazmatickom retikule vplyvom tunikamycinu.
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Uvod

Z 92 testovanych kmetiov kvasiniek zo Zbierky kultar kvasiniek, CHU SAV, ktoré patrili k 29 druhom,
vykazovalo viac ako 50% lipolytickt aktivitu testovanti na Tween 80 [Molnarova a kol., 2013].
Vzhl'adom na to, Ze testovanie v tejto praci bolo vyhodnocované kvalitativne (opaleskujuce okolie
kultary rasticej v miske s médiom s obsahom Tween 80) [Slifkin 2000], bolo zaujimavé najst’ kmene
s kvantitativne najvyssou lipolytickou aktivitou a ocharakterizovat’ produkované enzymy. Kvantitativne
najvysSia produkcia celkovych aj extracelularnych lipaz bola detegovand u kmenov Meyerozyma
guilliermondii, Yarrowia lipolytica a Pseudozyma fusiformata.

Cielom tejto prace bolo Studovat pH optimum a pH stabilitu extracelularnych lipaz kvasinky
Pseudozyma fusiformata so zameranim na enzymy, ktoré sa produkuja v skorSich a neskorsich fazach
rastu kmena. Pseudozyma fusiformata je znama ako producent celobiézovych lipidov, ktoré maja
antifungalnu aktivitu, ked'ze v dosledku zvySenia permeability bunkovej steny uvolfiuji z buniek
askomycét a bazidiomycét ATP, ¢o vedie k ich usmrteniu [Kulakovskaya a kol. 2009].

Material a metody

Ako testovaci kmen bola pouzita kvasinka Pseudozyma fusiformata, CCY 89-1-1, zo Zbierky kulttr
kvasiniek, CHU SAV.

Kmen bol kultivovany na médiu s obsahom TWEEN 80 ako zdrojom uhlika. V 24 hod kultivacie a po
144 hod boli odobraté vzorky z kultivatného média. Po ich centrifugacii sa stanovovala v
supernatante lipolyticka aktivita (aktivita extracelularnych lipaz) na PNP-laureat ako substrat, pricom
sa vyuzivalo meranie zltého zafarbenia imerného uvol'nenému mnozstvu PNP (para-nitrofenyl).
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Na stanovenie pH optima sa pouZili roztoky substratu s pH v rozmedzi 5,8-10,3, pri¢om na nariedenie
(1:9) kultiva¢ného média sa pouzili rovnaké tlmivé roztoky, ako na pripravu substratov. Po 24 hod bola
aktivita v nariedenom médiu opétovne stanovena a z rozdielu aktivit sa zistila pH stabilita enzymov
vyjadrend vo forme zostatkovej aktivity.

Vysledky a diskusia

pH optimum extracelularnych lipaz produkovanych kvasinkou Pseudozyma fusiformata v skorsich
fazach kultivacie (24 hod) a jej neskorSich fazach (144 hod), je zobrazend na Obr. 1. Priebeh krivky
jednoznacéne nasvedCuje na produkciu viacerych foriem lipdz (minimalne piatich), ktoré sa lisia pH
optimami. Majoritna forma mala pH optimum 7,4, dalSie optima sme zaznamenali pri pH 7,0, 7,8, 6.4
a 6.0. Rozdiely v produkcii typu jednotlivych foriem v priebehu kultivacie zo stanovenia pH optim
nevyplyvaju, skor sa meni ich zastipenie.

89-1-1, pH optimum
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Rozdiely medzi lipazami produkovanymi v skorSich a neskorSich fazach kultivacie sa vSak prejavili
v ich pH stabilite (Obr. 2). Zvlastnost'ou tohto kmetia bolo, ze enzymy produkované v skorSich frazach
rastu boli 0 nieco stabilnejSie (vSeobecne 80-100% po 24 hod s vynimkou pH 7.0-7.2, kde
predpokladame 50% inaktivaciu formy s pH optimom 7.0)

89-1-1, pH stabilita
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Zaver:
Pseudozyma fusiformata, CCY 89-1-1, produkovala viacej foriem lipaz s pH optimami v rozmedzi pH
6,0 - 7,8, priCom majoritna forma mala pH optimum 7,4. Enzymy produkované v po¢iatoénych fazach
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rastu kmena boli stabilnejsie, v pH 6,0— 7,8 si po 24 hod zachovavali aktivitu nad 90% s vynimkou
enzymu s pH optimom 7,0, ktorého aktivita klesla o 50%.
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Uvod

Z 92 testovanych kmetiov kvasiniek zo Zbierky kultar kvasiniek, CHU SAV, ktoré patrili k 29 druhom,
vykazovalo viac ako 50% lipolytickt aktivitu testovanti na Tween 80 [Molnarova a kol., 2013].
Vzhl'adom na to, Ze testovanie v tejto praci bolo vyhodnocované kvalitativne (opaleskujice okolie
kultary rasticej v miske s médiom s obsahom Tween 80) [Slifkin 2000], bolo zaujimavé najst’ kmene
s kvantitativne najvyssou lipolytickou aktivitou a ocharakterizovat’ produkované enzymy. Kvantitativne
najvysSia produkcia celkovych aj extracelularnych lipaz bola detegovana u kmenov Mayerozyma
guilliermondii, Yarrowia lipolytica a Pseudozyma fusiformata.

Ciel'om tejto prace bolo Studovat’ teplotné optimum a tepelnu stabilitu extracelularnych lipaz kvasinky
Pseudozyma fusiformata. Tato kvasinka, znama najmd ako producent celobidézovych lipidov s
antifungalnu aktivitu najmé voci bazidiomycétam [Kulakovskaya a kol. 2009], vykazovala podl'a pH
optim produkciu viacerych foriem lipaz.

Material a metody

Ako testovaci kmen bola pouzita kvasinka Pseudozyma fusiformata CCY 89-1-1 zo Zbierky kvasiniek
CHU SAV. V 24 hod kultivacie a po 144 hod boli odobraté vzorky z kultivaéného média. Po ich
centrifugacii sa stanovovala v supernatante aktivita extraceluldrnych lipdz na PNP-laureat ako substrat,
pri¢om sa vyuzivalo meranie ZItého zafarbenia imerného uvolnenému mnozstvu PNP (para-nitrofenyl).
Na stanovenie teplotného optima sa médium s extracelularnymi lipazami a substrat najprv inkubovali 5
min, aby dosiahli teplotu, pri ktorej sa aktivita potom stanovovala (25 — 70 °C). Na tepelnu stabilitu boli
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vzorky média inkubované pri danej teplote 2 hod, potom sa vSetky ochladili na teplotu 30 °C a aktivita
sa stanovila pri tejto teplote.

Vysledky a diskusia

Krivka teplotného optima naznacila rovnako ako krivka pH optima pritomnost’ viacerych foriem lipaz
S r6znymi teplotnymi optimami, minimalne pri 30 °C, 40-45 °C a 60 °C (Obr. 1).

Tak ako v pripade pH stability, aj tepelna stabilita foriem produkovanych v neskorsich dobach kultivacie
bola vyssia (Obr. 2). Vo vSeobecnosti boli lipazy Pseudozyma fusiformata stabilné do 50 °C, tie, ktoré
boli produkované v neskorsich fazach rastu priblizne pri 60 °C. Pri 70 °C si po dvoch hodinach zachovali
30 % resp. 50 % aktivity.
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Obr. 1: Teplotné optimum lipaz produkovanych Obr. 2: Tepelna stabilita (2-hodinova inkubécia)

kmeniom Pseudozyma fusiformata detegovanych lipaz produkovanych kmetiom Pseudozyma fusiformata

v kultivatnom médiu po 24 hod rastu kmena v skorSich (24 hod) a neskorSich (144 hod) fazach
kultivacie

Zaver:

Priebeh krivky teplotného optima naznacil pritomnost’ viacerych foriem lipaz produkovanych kmeniom
Pseudozyma fusiformata CCY 89-1-1, pri¢om sa vyrazne prejavilo teplotné optimum pri 30 a 60 °C
a d’alsie v rozpiti 40-45 °C. V dvojhodinovom experimente boli lipazy stabilné do 50 °C, pri¢om tepelna
stabilita foriem produkovanych v neskorsSich dobach kultivacie bola o vyssia (60 °C).
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Uvod

Z 92 testovanych kmefov kvasiniek zo Zbierky kultir kvasiniek, CHU SAV, ktoré patrili k 29 druhom,
vykazovalo viac ako 50% lipolyticktl aktivitu testovanu na Tween 80 [Molnarova a kol., 2013].
Vzhl'adom na to, Ze testovanie v tejto praci bolo vyhodnocované kvalitativne (opaleskujuce okolie
kultury rastticej v miske s médiom s obsahom Tween 80) [Slifkin 2000], bolo zaujimavé najst’ kmene
s kvantitativne najvyssou lipolytickou aktivitou a ocharakterizovat’ produkované enzymy. Kvantitativne
najvysSia produkcia celkovych aj extracelularnych lipaz bola detegovana u kmenov Meyerozyma
guilliermondii, Yarrowia lipolytica a Pseudozyma fusiformata.

Ciel'om tejto prace bolo studovat’ vplyv zdroja uhlika pritomného v kultivatnom médiu na rast kvasinky
Pseudozyma fusiformata a na jej produkciu lipolytickych enzymov, ¢i uz extracelularnych alebo
celkovych. Zaujimavé je, Ze tato kvasinka je skor znama ako producent celobidézovych lipidov, ktoré
maju antifungalnu aktivitu najmé voci bazidiomycétam [Kulakovskaya a kol. 2009].

Material a metody

Ako testovaci kmen bola pouzita kvasinka Pseudozyma fusiformata, CCY 89-1-1, zo Zbierky kulttr
kvasiniek, CHU SAV. Kmei bol kultivovany na médiu bez zdroja uhlika (xG), s obsahom olivového
oleja (00), glukézy (+G), Tritonu X100 (TR), TWEEN 20 (TW20), TWEEN 60 (TW60), alebo
TWEEN 80 (TW80) ako zdroja uhlika. V priebehu kultivacie sa stanovoval rast kvasiniek pocitanim
buniek v Biirkerovej komorke a lipolyticka aktivita v médiu s bunkami (celkova aktivita) a bez nich
(aktivita extracelularnych lipaz). Aktivita sa stanovovala na PNP-laureat ako substrat, pricom sa
vyuzivalo meranie zltého zafarbenia umerného uvol'nenému mnozstvu PNP (para-nitrofenyl).

Vysledky a diskusia

Ako sa dalo o¢akavat’, rast kvasiniek Pseudozyma fusiformata bol najslabsi v médiu, ktoré neobsahovalo
iny zdroj uhlika ako kvasni¢ny autolyzat (Obr. 1). Rast na médiu s olivovym olejom a s Tritonom X100
bol niz§i ako rast na glukoze, TWEEN 20 a TWEEN 60. Najvyssi rast bol pozorovany na TWEEN 80.
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S vynimkou rastu na glukdoze, TWEEN 60 a TWEEN 80 naznacovali krivky urcité adaptacné obdobie
kmena na zdroj uhlika v médiu.
Z hl'adiska produkovanej lipolytickej aktivity boli v skorSich fazach kultivacie najvhodnejsimi zdrojmi
uhlika olivovy olej, Triton X100, gluk6za a médium bez zdroja uhlika, v pripade aktivity na bunkach aj
TWEEN 20. V dlhodobych kultivaciach sa praznivo prejavil vplyv TWEEN v poradi TWEEN 20 >

TWEEN 60

1,40E+09

1,20E+09 |

1,00E+09

Pocet buniek/ml

4,00E+08

2,00E+08

0,00E+00 *

8,00E+08 |

6,00E+08 |

> TWEEN 80 (Obr. 2 a Obr. 3).

/'
/_/

0 50 100 150
Cas [hod]

= +G

(e]e]

—=—XxG
TW20
TW60
TW80

Obr. 1: Rast kmena Pseudozyma fusiformata, CCY 89-1-1, na médiu s réznymi zdrojmi uhlika. +G — glukdza;
0O - olivovy olej; TR — Triton X100; XG — bez C-zdroja; TW20 — TWEEN 20; TW60 — TWEEN 60;
TW80 - TWEEN 80
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Obr. 2: Celkova lipolyticka aktivita produkovana kmetiom Pseudozyma fusiformata, CCY 89-1-1, na médiu s
réznymi zdrojmi uhlika. +G — glukéza; OO — olivovy olej; TR — Triton X100; XG — bez C-zdroja;
TW20 — TWEEN20; TW60 — TWEENG60; TW80 — TWEENSO0
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Obr. 3: Extracelularna lipolyticka aktivita produkovanid kmetiom Pseudozyma fusiformata, CCY 89-1-1, na
médiu s réznymi zdrojmi uhlika. +G — glukoza; OO — olivovy olej; TR — Triton X100; XG — bez C-
zdroja; TW20 — TWEEN 20; TW60 — TWEEN 60; TW80 — TWEEN 80

Zaver:

Rast a produkcia lipaz kvasinkou Pseudozyma fusiformata, CCY 89-1-1, boli ovplyvnené zdrojom
uhlika v kultivaénom médiu a diZkou kultivacie. Najvy$si rast kmefia bol pozorovany na médiu
s obsahom TWEEN 80, aj ked’ v poCiato¢nom §tadiu rastol kmen rychlejsie na TWEEN 20. Produkcia
enzymov bola najvyssia na médiu s obsahom TWEEN 20 a TWEEN 60, v skorsich fazach kultivacie aj
na médiu, ktoré obsahovalo olivovy olej.
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Uvod

Z 92 testovanych kmetiov kvasiniek zo Zbierky kultar kvasiniek, CHU SAV, ktoré patrili k 29 druhom,
vykazovalo viac ako 50% lipolyticka aktivitu testovanii na Tween 80 [Molnarova a kol., 2013].
Vzhl'adom na to, Ze testovanie v tejto praci bolo vyhodnocované kvalitativne (opaleskujuce okolie
kultury rastticej v miske s médiom s obsahom Tween 80) [Slifkin 2000], bolo zaujimavé najst’ kmene
s kvantitativne najvyssou lipolytickou aktivitou a ocharakterizovat’ produkované enzymy. Kvantitativne
najvysSia produkcia celkovych aj extracelularnych lipaz bola detegovana u kmenov Meyerozyma
guilliermondii, Yarrowia lipolytica a Pseudozyma fusiformata.

Cielom tejto prace bolo Studovat pH optimum a pH stabilitu extracelularnych lipaz kvasinky
Meyerozyma guilliermondii so zameranim na enzymy, ktoré sa produkuji v skorsich a neskorsich fazach
rastu kmena.

Material a metody

Ako testovaci kmen bola pouzita kvasinka Meyerozyma guilliermondii, CCY 39-23-5, zo Zbierky kultar
kvasiniek, CHU SAV.

Kmen bol kultivovany na médiu s obsahom TWEEN 80 ako zdrojom uhlika. V 48 hod kultivacie a po
144 hod boli odobraté vzorky z kultivatného média. Po ich centrifugacii sa stanovovala v
supernatante lipolyticka aktivita (aktivita extracelularnych lipaz) na PNP-laureat ako substrat, pri¢om
sa vyuzivalo meranie zlté¢ho zafarbenia imerného uvol'nenému mnozstvu PNP (para-nitrofenyl).
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Na stanovenie pH optima sa pouzili roztoky substratu s pH v rozmedzi 6,0-8,0, pricom na nariedenie
(1:9) kultiva¢ného média sa pouzili rovnaké tlmivé roztoky, ako na pripravu substratov. Po 24 hod bola
aktivita v nariedenom médiu opétovne stanovend a z rozdielu aktivit sa zistila pH stabilita enzymov
vyjadrend vo forme zostatkovej aktivity.

Vysledky a diskusia

pH optimum extracelularnych lipaz produkovanych kvasinkou Meyerozyma guilliermondii v skorsich
fazach kultivacie (48 hod) a jej neskorSich fazach (144 hod), je zobrazend na Obr. 1. Priebeh krivky
jednoznacne nasvedcuje na produkciu viacerych foriem lipaz (minimalne troch), ktoré sa lisia pH
optimami. Majoritna forma mala pH optimum 6.8, dalSie optimd sme zaznamenali pri pH 6.2 a 7.8.
Rozdiely v produkcii typu jednotlivych foriem v priebehu kultivacie zo stanovenia pH optim
nevyplyvaju, skor sa meni ich zastipenie.
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Rozdiely medzi lipdzami produkovanymi v skorSich a neskorsich fazach kultivacie sa vsak prejavili
v ich pH stabilite (Obr. 2). Jednoznaéne sa da konstatovat’, ze enzymy produkované v neskorsich frazach
rastu su stabilnejsie.
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Zaver:
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Meyerozyma guilliermondii, CCY 39-23-5, produkovala viacej foriem lipaz s pH optimami v rozmedzi
pH 6,2 - 7,8, pricom majoritna forma mala pH optimum 6,8. Enzymy produkované v neskorSich frazach
rastu kmena boli stabilnejsie, v pH 6,7— 7,3 si po 24 hod zachovavali aktivitu 80 — 90%.
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Uvod

Z 92 testovanych kmetiov kvasiniek zo Zbierky kultir kvasiniek, CHU SAV, ktoré patrili k 29 druhom,
vykazovalo viac ako 50% lipolyticka aktivitu testovani na Tween 80 [Molnarova a kol., 2013].
Vzhl'adom na to, Ze testovanie v tejto praci bolo vyhodnocované kvalitativne (opaleskujuce okolie
kultary rasticej v miske s médiom s obsahom Tween 80) [Slifkin 2000], bolo zaujimavé najst’ kmene
s kvantitativne najvyssou lipolytickou aktivitou a ocharakterizovat’ produkované enzymy. Kvantitativne
najvysSia produkcia celkovych aj extracelularnych lipaz bola detegovand u kmetiov Meyerozyma
guilliermondii, Yarrowia lipolytica a Pseudozyma fusiformata.

Ciel'om tejto prace bolo Studovat’ teplotné optimum a tepelnu stabilitu extracelularnych lipaz kvasinky
Meyerozyma guilliermondii. KedZe protedm tejto kvasinky je znamy, zname st aj jej lipolytické
enzymy [Butler a kol., 2009]. Pri $tudiu produkovanych enzymov vSak nesmieme zabudnut na
potencidlne rozdiely medzi jednotlivymi kmefimi. Stanovenie pH optima naznacilo pritomnost
viacerych foriem lipolytickych enzymov Meyerozyma guilliermondii, takze bolo zaujimavé zistit, ¢i sa
tato réznorodost’ prejavi aj na teplotnych optimach.

Material a metody

Ako testovaci kmen bola pouzita kvasinka Meyerozyma guilliermondii, CCY 39-23-5, zo Zbierky kulttr
kvasiniek, CHU SAV. V 48 hod kultivacie a po 144 hod boli odobraté vzorky z kultivaéného média. Po
ich centrifugacii sa stanovovala v supernatante aktivita extracelularnych lipaz na PNP-laureat ako
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substrat, priCom sa vyuzivalo meranie zltého zafarbenia tmerného uvolnenému mnozstvu PNP (para-
nitrofenyl).

Na stanovenie teplotného optima sa médium s extracelularnymi lipadzami a substrat najprv inkubovali 5
min, aby dosiahli teplotu, pri ktorej sa aktivita potom stanovovala (25 — 70 °C). Na tepelnt stabilitu boli
vzorky média inkubované pri danej teplote 2 hod, potom sa vSetky ochladili na teplotu 30 °C a aktivita
sa stanovila pri tejto teplote.

Vysledky a diskusia

Krivka teplotného optima naznacila rovnako ako krivka pH optima pritomnost’ viacerych foriem lipaz
S roznymi teplotnymi optimami, minimalne pri < 25 °C, 40 °C, 50 °C a 60 °C (Obr. 1).

Tak ako v pripade pH stability, aj tepelna stabilita foriem produkovanych v neskorsich dobach kultivacie
bola vyssia (Obr. 2). Vo vSeobecnosti boli lipazy Meyerozyma guilliermondii stabilné do 40 °C, tie,
ktoré boli produkované v skorsich fazach rastu kmena stratili 50% aktivity po 2 hod pri 55 °C a tie, ktoré
boli produkované v neskorsich fazach rastu priblizne pri 62 °C.
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Obr. 1: Teplotné optimum lipaz produkovanych Obr. 2: Tepelna stabilita(2-hodinova inkubacia)
kmenom Meyerozyma guilliermondii detegovanych lipaz produkovanych kmeiiom Meyerozyma
Vv kultivaénom médiu po 48 hod rastu kmetia guilliermondii v skor$ich (48 hod) a neskorsich

(144 hod) fazach kultivacie

Zaver: Priebeh krivky teplotného optima naznacil pritomnost’ viacerych foriem lipaz produkovanych
kmenom Meyerozyma guilliermondii, CCY 39-23-5, pri¢om sa prejavilo teplotné optimum pri <25 °C,
40 °C, 50 °C a 60 °C.
V dvojhodinovom experimente boli lipazy stabilné do 40 °C, pricom tepelna stabilita foriem
produkovanych v neskorSich dobach kultivacie bola o nieco vyssia (50% strata aktivity pri 55 resp. 62
°C).
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Uvod

Z 92 testovanych kmetiov kvasiniek zo Zbierky kultir kvasiniek, CHU SAV, ktoré patrili k 29 druhom,
vykazovalo viac ako 50% lipolytickt aktivitu testovanti na Tween 80 [Molnarova a kol., 2013].
Vzhl'adom na to, Ze testovanie v tejto praci bolo vyhodnocované kvalitativne (opaleskujuce okolie
kultury rastticej v miske s médiom s obsahom Tween 80) [Slifkin 2000], bolo zaujimavé najst’ kmene
s kvantitativne najvyssou lipolytickou aktivitou a ocharakterizovat’ produkované enzymy. Kvantitativne
najvysSia produkcia celkovych aj extracelularnych lipaz bola detegovana u kmenov Meyerozyma
guilliermondii, Yarrowia lipolytica a Pseudozyma fusiformata.

Ciel'om tejto prace bolo studovat’ vplyv zdroja uhlika kultivaéného média na rast kvasinky Mayerozyma
guilliermondii a na jej produkciu lipolytickych enzymov, ¢i uz extracelularnych alebo celkovych. Ked’ze
protedm tejto kvasinky je znamy, zname su aj jej lipolytické enzymy [Butler a kol., 2009], napriek tomu,
ze musime brat’ do tivahy rozdiely medzi jednotlivymi kmenmi.

Material a metody

Ako testovaci kmeti bola pouZita kvasinka Meyerozyma guilliermondii, CCY 39-23-5, zo Zbierky kultar
kvasiniek, CHU SAV. Kmeii bol kultivovany na médiu bez zdroja uhlika (xG), s obsahom olivového
oleja (00), glukozy (+G), Tritonu X100 (TR), TWEEN20 (TW20), TWEENG60 (TW60), alebo TWEEN
80 (TW80) ako zdroja uhlika. V priebehu kultivacie sa stanovoval rast kvasiniek pocitanim buniek
v Biirkerovej komdrke a lipolyticka aktivita v médiu s bunkami (celkova aktivita) a bez nich (aktivita
extracelularnych lipaz). Aktivita sa stanovovala na PNP-laureat ako substrat, pricom sa vyuzivalo
meranie Zltého zafarbenia imerné¢ho uvol'nenému mnozstvu PNP (para-nitrofenyl).

Vysledky a diskusia
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Ako sa dalo ocakavat, rast kvasiniek Meyerozyma guilliermondii bol najslab$i v médiu, ktoré
neobsahovalo iny zdroj uhlika ako kvasni¢ny autolyzat (Obr. 1). Kvasinka mala problémy aj s rastom
ma médiu s Triton X100. Rast na médiu s olivovym olejom sa prejavoval v neskorsich fazach kultivacie,
kedy dosahoval tiroven rastu na médiu s TWEEN 80. Najvyssi rast bol pozorovany na TWEEN 20,

pricom v pociatkoch kultivacie bol porovnatelny s rastom na médiu s TWEEN 60.

Z hl'adiska produkovanej lipolytickej aktivity bol zaujimavy narast aktivity v 48 hod kultivacie na médiu
s olivovym olejom a TWEEN 80, pricom v pripade druhého média bol pozorovany narast aj na bunkach
(Obr. 2 a Obr. 3).
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Obr. 1: Rast kmena Meyerozyma guilliermondii, CCY 39-23-5, na médiu s ré6znymi zdrojmi uhlika. +G —
glukoza; OO — olivovy olej; TR — Triton X100; xG — bez C-zdroja; TW20 — TWEEN 20; TW60 —
TWEEN 60; TW80 — TWEEN 80

0,5

04

03

02

Celkova aktivita (Az0/30 min)

01

TW20

5 % TW60

/’éz TW80
-

20 40 60 80 100
Cas [hod]

Obr. 2: Celkova lipolyticka aktivita produkovana kmetiom Meyerozyma guilliermondii, CCY 39-23-5, na médiu
s roznymi zdrojmi uhlika. +G — glukdza; OO — olivovy olej; TR — Triton X100; XG — bez C-zdroja;

TW20 — TWEEN 20; TW60 — TWEEN 60; TW80 — TWEEN 80
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Obr. 3: Extracelularna lipolyticka aktivita produkovana kmenom Meyerozyma guilliermondii, CCY
39-23-5, na médiu s réznymi zdrojmi uhlika. +G — gluké6za; OO — olivovy olej; TR — Triton
X100; xG — bez C-zdroja; TW20 — TWEEN 20; TW60 — TWEEN 60; TW80 — TWEEN 80

Zaver:

Rast a produkcia lipaz kvasinkou Meyerozyma guilliermondii, CCY 39-23-5, boli ovplyvnené zdrojom
uhlika v kultivaénom médiu a dizkou kultivacie. Najvyssi rast bol pozorovany na TWEEN 20, pri¢om
Vv pociatkoch kultivacie bol porovnatelny s rastom na médiu s TWEEN 60. Z hl'adiska produkovanej
lipolytickej aktivity bol zaujimavy narast aktivity v 48 hod kultivacie na médiu s olivovym olejom
a TWEEN 80, pricom v pripade druhého média bol pozorovany nérast aj na bunkach.
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Uvod

Lipazy su serinové hydrolazy, ktoré v prirode katalyzuji hydrolyzu esterovych vézieb dlhoretazcovych
triacylglycerolov na glycerol a mastné kyseliny. Z 92 testovanych kmenov kvasiniek zo Zbierky kultar
kvasiniek, CHU SAV, ktoré patrili k 29 druhom, vykazovalo viac ako 50% lipolyticki aktivitu testovanti
na Tween 80 [Molnarova a kol., 2013]. Vzhl'adom na to, Ze testovanie v tejto praci bolo vyhodnocované
kvalitativne (opaleskujtice okolie kultary rasticej v miske s médiom s obsahom Tween 80) [Slifkin
2000], bolo zaujimavé najst’ kmene s kvantitativne najvyssou lipolytickou aktivitou a ocharakterizovat’
produkované enzymy. Kvantitativne najvysSia produkcia celkovych aj extracelularnych lipaz bola
detegovana u kmeniov Meyerozyma guilliermondii, Yarrowia lipolytica a Pseudozyma fusiformata.
Ciel'om tejto prace bolo studovat’ pH optimum a pH stabilitu extracelularnych lipaz kvasinky Yarrowia
lipolytica so zameranim na enzymy, ktoré sa produkuju v skorSich a neskorSich fazach rastu kmena.
O tejto kvasinke je zname, Ze ma potencionalne 16 kodujucich génov pre lipazy, ale zatial’ boli ¢iasto¢ne
charakterizované len tri izoenzymy, Lip2p, Lip7p and Lip8p [Fickers a kol. 2011], pricom majoritnou
formou je Lip2p [Pignéde a kol., 2000].

Material a metody

Ako testovaci kmen bola pouzita kvasinka Yarrowia lipolytica, CCY 29-26-52, zo Zbierky kultar
kvasiniek, CHU SAV. Kmeii bol kultivovany na médiu s obsahom TWEEN 80 ako zdrojom uhlika.
V 24 hod kultivéacie a po 144 hod boli odobraté vzorky z kultivaéného média. Po ich centrifugacii sa
stanovovala v supernatante lipolyticka aktivita (aktivita extracelularnych lipaz) na PNP-laureat ako
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substrat, priCom sa vyuzivalo meranie zltého zafarbenia umerného uvol'nenému mnozstvu PNP (para-
nitrofenyl).

Na stanovenie pH optima sa pouzili roztoky substratu s pH v rozmedzi 5,75-10,5, pri¢om na nariedenie
(1:9) kultivaéného média sa pouzili rovnaké tlmivé roztoky, ako na pripravu substratov. Po 24 hod bola
aktivita v nariedenom médiu opédtovne stanovena a z rozdielu aktivit sa zistila pH stabilita enzymov
vyjadrena vo forme zostatkovej aktivity.

Vysledky

pH optimum extracelularnych lipaz produkovanych kvasinkou Yarrowia lipolytica v skorsich fazach
kultivacie (24 hod) a jej neskorSich fazach (144 hod), je zobrazend na Obr. 1. Priebeh krivky
jednoznacne nasvedcuje na produkciu viacerych foriem lipaz (minimalne Styroch), ktoré sa lisSia pH
optimami. Majoritna forma mala pH optimum 6.8, dalSie optima sme zaznamenali pri pH 7.2, 7.8 a 6.2.
Rozdiely v produkcii typu jednotlivych foriem v priebehu kultivacie zo stanovenia pH optim
nevyplyvaju, skor sa meni ich zastipenie, aj ked’ nie vyrazne.

29-26-52, pH optimum

120

100

80

—e—24h
—&— 144 h

60

40

relativna aktivita [%]

20

Obr. 1: pH optimum lipaz produkovanych kmetiom Yarrowia lipolytica v skorsich (24 hod)
a neskorsich (144 hod) fazach kultivacie

Rozdiely medzi lipdzami produkovanymi v skorSich a neskorsich fazach kultivacie sa vsak prejavili
v ich pH stabilite (Obr.2). Jednozna¢ne sa da konstatovat’, ze enzymy produkované v neskorsich frazach
rastu su stabilnejSie. NajstabilnejSou oblastou je okolo pH 7.2 (100%), oblast’ so 70% stabilitou v
rozmedzi pH 6.2 — 7.3 (- 7.8 pre dlhsie kultivacie).

29-26-52, pH stabilita
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Obr. 2: pH stabilita lipaz produkovanych kmefiom Yarrowia lipolytica v skorsich (24 hod)
a neskorsich (144 hod) fazach kultivacie
Zaver:
Yarrowia lipolytica, CCY 29-26-52, produkovala viacej foriem lipaz s pH optimami v rozmedzi pH 6,2
- 7,8, pricom majoritna forma mala pH optimum 6,8. pH optima nazna¢ovali tvorbu minimalne $tyroch
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foriem lipaz, pricom Fickers a kol. [2011] popisuju produkciu len troch. Enzymy produkované v
neskorsich frazach rastu kmena boli stabilnejsie, v pH 6,2 — 7,8 si po 24 hod zachovavali aktivitu 80 —
100%.
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Uvod

Lipazy su serinové hydrolazy, ktoré v prirode katalyzuji hydrolyzu esterovych vézieb dlhoretazcovych
triacylglycerolov na glycerol a mastné kyseliny. Z 92 testovanych kmenov kvasiniek zo Zbierky kulttr
kvasiniek, CHU SAV, ktoré patrili k 29 druhom [Molnarova a kol., 2013], vykazovali kvantitativne
najvys$$iu produkciu celkovych aj extracelularnych lipaz kmene Meyerozyma guilliermondii, Yarrowia
lipolytica a Pseudozyma fusiformata.

Ciel'om tejto prace bolo Studovat’ teplotné optimum a tepelni stabilitu extracelularnych lipaz kvasinky
Yarrowia lipolytica. O tejto kvasinke je zname, Ze ma potencionalne 16 kodujtcich génov pre lipazy,
ale zatial’ boli Ciasto¢ne charakterizované len tri izoenzymy, Lip2p, Lip7p and Lip8p [Fickers a kol.
2011], pricom majoritnou formou je Lip2p [Pignede a kol., 2000].

Material a metody

Ako testovaci kmeni bola pouzita kvasinka Yarrowia lipolytica, CCY 29-26-52, zo Zbierky kvasiniek
CHU SAV. Kmeti bol kultivovany na médiu s obsahom TWEEN 80 ako zdrojom uhlika. V 24 hod
kultivacie a po 144 hod boli odobraté vzorky z kultivaéného média. Po ich centrifugécii sa stanovovala
Vv supernatante aktivita extracelularnych lipaz na PNP-laureat ako substrat, pri¢om sa vyuzivalo meranie
zItého zafarbenia umerného uvol'nenému mnozstvu PNP (para-nitrofenyl).

Na stanovenie teplotného optima sa médium s extracelularnymi lipadzami a substrat najprv inkubovali 5
min, aby dosiahli teplotu, pri ktorej sa aktivita potom stanovovala (25 — 70 °C). Na tepeln stabilitu boli
vzorky média inkubované pri danej teplote 2 hod, potom sa vSetky ochladili na teplotu 30 °C a aktivita
sa stanovila pri tejto teplote.

Vysledky a diskusia
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Stanovenie pH optima naznacilo, Zze pouzity kmen Yarrowia lipolytica CCY 29-26-52, by mohol
produkovat’ najmenej Styri formy lipaz, pri¢om pre tato kvasinku st zatial’ opisané len tri [Fickers a kol.
2011]. Z tohto dévodu bolo zaujimavé zistit,, ako sa tento fakt prejavi na dvoch d’alSich charakteristikach
enzymov, na teplotnom optime a tepelnej stabilite produkovanych lipaz.

Nezvyc€ajne Siroké teplotné optimum medzi 25 — 45 °C opit’ naznacilo pritomnost’ viacerych foriem
lipdz s roznymi teplotnymi optimami (Obr. 1). Dalsie, vyrazne slabsie, sa ¢rtali pri vyssich teplotach.
Tak ako v pripade pH stability, aj tepelna stabilita foriem produkovanych v neskorsich dobach kultivacie
bola vyssia (Obr. 2). Vo vSeobecnosti boli lipazy stabilné do 40 °C, tie, ktoré boli produkované
Vv skorsich fazach rastu kmena stratili 50% aktivity po 2 hod pri 55 °C a tie, ktoré boli produkované
Vv neskorsich fazach rastu priblizne pri 62 °C.

29-26-52, 24 h kultivacia, teplotne optimum
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Obr. 1: Teplotné optimum lipaz produkovanych kmetiom Yarrowia lipolytica detegovanych
v kultivaénom médiu po 24 hod rastu kmena
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Obr. 2: Tepelna stabilita (2-hodinova inkubacia) lipdz produkovanych kmenom Yarrowia lipolytica
Vv skorsich (24 hod) a neskorsich (144 hod) fazach kultivacie

Zaver:

Priebeh krivky teplotného optima naznacil pritomnost’ viacerych foriem lipaz produkovanych kmetiom

Yarrowia lipolytica CCY 29-26-52, pri¢om véacsina foriem ma teplotné optimum v rozmedzi 25 — 45

°C. V dvojhodinovom experimente boli lipazy stabilné do 40 °C, pricom tepelna stabilita foriem

produkovanych v neskor$ich dobach kultivacie bola o nieco vyssia.
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Uvod

Z 92 testovanych kmetiov kvasiniek zo Zbierky kultar kvasiniek, CHU SAV, ktoré patrili k 29 druhom,
vykazovalo viac ako 50% lipolytickl aktivitu testovanu na Tween 80 [Molnarova a kol., 2013].
Vzhl'adom na to, Ze testovanie v tejto praci bolo vyhodnocované kvalitativne (opaleskujuce okolie
kultury rastticej v miske s médiom s obsahom Tween 80) [Slifkin 2000], bolo zaujimavé najst’ kmene
s kvantitativne najvyssou lipolytickou aktivitou a ocharakterizovat’ produkované enzymy. Kvantitativne
najvysSia produkcia celkovych aj extracelularnych lipaz bola detegovana u kmenov Meyerozyma
guilliermondii, Yarrowia lipolytica a Pseudozyma fusiformata.

Ciel'om tejto prace bolo Studovat’ vplyv zdroja uhlika kultivaéného média na rast kvasinky Yarrowia
lipolytica a na jej produkciu lipolytickych enzymov, ¢i uz extracelularnych alebo celkovych. Tato
kvasinka ma potencionalne 16 kodujucich génov pre lipazy, ale zatial’ boli ¢iasto¢ne charakterizované
len tri izoenzymy, Lip2p, Lip7p and Lip8p [Fickers a kol. 2011], pricom majoritnou formou je Lip2p
[Pignéede a kol., 2000].

Material a metody

Ako testovaci kmen bola pouzita kvasinka Yarrowia lipolytica, CCY 29-26-52, zo Zbierky kultar
kvasiniek, CHU SAV. Kmeii bol kultivovany na médiu bez zdroja uhlika (xG), s obsahom olivového
oleja (00), glukézy (+G), Tritonu X100 (TR), TWEEN 20 (TW20), TWEEN 60 (TW60), alebo
TWEEN 80 (TW80) ako zdroja uhlika. V priebehu kultivacie sa stanovoval rast kvasiniek pocitanim
buniek v Biirkerovej komorke a lipolyticka aktivita v médiu s bunkami (celkova aktivita) a bez nich
(aktivita extracelularnych lipaz). Aktivita sa stanovovala na PNP-laureat ako substrat, pricom sa
vyuzivalo meranie zltého zafarbenia umerného uvol'nenému mnozstvu PNP (para-nitrofenyl).

Vysledky a diskusia
Ako sa dalo ocakavat’, rast kvasiniek Yarrowia lipolytica bol najslabsi v médiu, ktoré neobsahovalo iny
zdroj uhlika ako kvasni¢ny autolyzat (Obr. 1). Rast na médiu s olivovym olejom v skorsich fazach rastu
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a s Tritonom X100 v neskorsich fazach rastu bol porovnatelny s rastom na glukoze. Najvyssi rast bol
pozorovany na TWEEN 20 — 80, pricom najlep§$im zdrojom uhlika z hl'adiska rastu kvasiniek bol

TWEEN 60. Vicsina kriviek naznac¢ovala urcité adaptaéné obdobie kmena na zdroj uhlika v médiu.
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Obr. 1: Rast kmenia CCY 29-26-52, Yarrowia lipolytica na médiu s réznymi zdrojmi uhlika. +G —
glukéza; OO — olivovy olej; TR — Triton X100; XG — bez C-zdroja; TW20 — TWEEN 20; TW60 —

TWEEN 60; TW80 — TWEEN 80
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Obr. 2: Celkova lipolyticka aktivita produkovana kmefiom CCY 29-26-52, Yarrowia lipolytica na
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s roznymi zdrojmi uhlika. +G — glukdza; OO — olivovy olej; TR — Triton X100; XxG — bez  C-zdroja;

TW20 - TWEEN 20; TW60 — TWEEN 60; TW80 — TWEEN 80
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Z hladiska produkovanej lipolytickej aktivity boli najvhodnej$imi zdrojmi uhlika TWEEN 20 a TWEEN
60, v dlhodobych kultivaciach aj TWEEN 80, na ktory sa kvasinka musela najprv pravdepodobne
adaptovat’ (Obr. 2 a Obr. 3). Porovnanie celkovej a extracelularnej aktivity naznacuje zvySent tvorbu
lipaz aj na bunkach, ktoré boli kultivované v pritomnosti olivového oleja.

0,6

<

g 0,5

2 —8—+G
; 04 | 00
‘5 —e— TR
£ 03 | ——xG
© Ja TW20
o

£o2t TW60
] TW80
[}

(¥)

g o1

X

w /

0 50 100 150 200
Cas [hod]

Obr. 3: Extracelularna lipolyticka aktivita produkovana kmetiom CCY 29-26-52, Yarrowia lipolytica  na
médiu s roznymi zdrojmi uhlika. +G — glukéza; OO — olivovy olej; TR — Triton X100; xG bez C-
zdroja; TW20 — TWEEN 20; TW60 — TWEEN 60; TW80 — TWEEN 80

Zaver:
Rast a produkcia lipaz kvasinkou Yarrowia lipolytica, CCY 29-26-52, boli ovplyvnené zdrojom uhlika

v kultivatnom médiu. Navyssi rast kmenia a produkcia enzymov boli pozorované na médiu s obsahom
TWEEN 20 a TWEEN 60.
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Vplyv ligandov jadrovych receptorov pre retinoidy: all-trans a 9cis
retinovych Kyselin na P-gp sprostredkovanu multidrug rezistenciu v L1210
bunkach

Viera Bohdcova, Jan Stetka, Zdena Sulovd, Dana Macejovdl, Julius Brtko*, Albert Breier

Ustav molekuldrnej fyziolégie a genetiky SAV, 1Ustav experimentdlnej endokrinolégie SAV, Bratislava, SR

Vyznamnou pricinou zlyhania ¢i zniZenia efektivity chemoterapie nadorovych ochoreni je viacliekova
(multidrug) rezistencia. Predstavuje Specificky typ rezistencie, pri ktorej sa stavaju neoplastické bunky
odolné voci viacerym, Strukturdlne a funkéne odlisnym latkam. Délezitym mechanizmom, ktory sa
uplatiluje pri  multidrug rezistencii je znizenie hladiny cytotoxickych latok v bunke pomocou
integralneho proteinu plazmatickej membrany: P-glykoproteinu (Pgp), ktory patri medzi ABC
transportéry. KedZe zvySena expresia Pgp je negativnym prognostickym faktorom pri liecbe
nadorovych ochoreni, su poznatky o mechanizme regulacie expresie Pgp vel'mi dolezité.

Retinové kyseliny, biologicky aktivne metabolity A, zohravaju doleziti ulohu v procesoch ako vyvoj,
rast, imunita, bunkova diferenciacia a smrt. Tieto funkcie st sprostredkované pomocou jadrovych
receptorov pre retinové kyseliny (RARs) a retinoid X receptorov (RXRs). Viaceri autori popisali vplyv
all-trans retinovej kyseliny (AtRA, ligand pre RARs receptory) na zmeny v expresii a transportnej
aktivite Pgp v rezistentnych nadorovych bunkovych liniach. V nasej predchadzajticej praci bola zistené,
ze spolo¢nym pdsobenim AtRA a verapamilu (inhibitor transportnej funkcie Pgp) doslo k vyraznejsiemu
znizeniu expresie i transportnej funkcie Pgp v rezistentnych bunkach L1210, nez pdsobenim verapamilu
samotného (1).

Cielom tejto Stidie bolo sledovanie vplyvu all-trans retinovej kyseliny a 9-cis retinovej kyseliny
(9cisRA, ligand pre RARs a RXRs receptory) na expresiu Pgp. V praci sme pouzili mySiu leukemicka
liniu L1210 (senzitivna, P-gp negativna linia) a dve rezistentné, P-gp pozitivne sublinie, z ktorych jedna
vznikla postupnou adaptaciou na vinkristin (R) a druha stabilnou transfekciou génu pre 'udsky Pgp (T).
Zistili sme, ze posobenim samotnej AtRA doslo v T bunkach k zvySeniu expresie Pgp. Proteinové
hladiny Pgp boli stanovené Western blot analyzou (Obr. 1) a detegované imunofluorescen¢nou
vizualizaciou pomocou konfokalnej mikroskopie (Obr. 2).

\R cells \ T cells
TI ALY EALd
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Obr. 1. Vlyv AtRA (3.3 umol/L) a 9cisRA (3.3 pmol/L) na proteinové hladiny P-gp v rezistentnych
bunkovych liniach R a T v pritomnosti (10 pumol/L) a nepritomnosti verapamilu pocas 20 hodin. (1-
kontrola, 2- verapamil, 3- AtRA, 4- AtRA+verapamil, 5- 9cisRA, 6- 9cisRA+verapamil). Proteinové
hladiny P-gp boli stanovené metodou Western blotu, pouzitim $pecifickej protilatky ¢219.
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Obr. 2. Imunofluorescencna vizualizacia Pgp pomocou konfokalneho mikroskopu

Pri spolo¢nom posobeni AtRA a verapamilu sme zistili, ze dochadza ku down-regulacii expresie Pgp
v oboch reistentnych liniach. Po ovplyvneni R a T bunkovej linie 9cis retinovou kyselinou sme
zaznamenali vel'mi podobné hladiny expresie Pgp v porovnani s kontrolou. K vyraznej$im zmenam
nedoslo ani pri sledovani efektu 9CiSRA spolu s verapamilom, ¢o bolo potvrdené pre R i T rezistentné
bunkové linie.

Uvedené vysledky naznacuju vplyv signalnej drahy all-trans retinovej kyseliny na regulaciu expresie P-
glykoproteinu v rezistentnych L1210 bunkach, zatial'¢o vyznamny vplyv signalnej drahy 9cis retinovej
kyseliny nebol potvrdeny.
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Multidrug rezistencia pri lie¢cbe myelodysplastického syndrému
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Myelodysplasicky syndrom (MDS) je klonalna porucha pluripotentnej kmenovej bunky
charakterizovana neefektivnou diferenciaciou hematopoetickych progenitorovych buniek, dysplaziou
kostnej drene, genetickou instabilitou a vysokym rizikom transformacie do akutnej myeloidnej leukémie
(AML). Heterogenita tohto ochorenia si vyzaduje rozli¢né terapeutické pristupy medzi ktoré patri
transfuzia krvnych elementov, podavanie hematopeickych rastovych faktorov (Eprex, Neorecormon,
Aranesp), imunosupresivna terapia, imunomodulacn terapia (Lenalidomid), alogénna transplanticia
kmeniovych buniek, kombinovana chemoterapia, hypometyla¢né latky a inhibitory histon deacetylaz
(azacytidin, deoxyazacytidin). Epigenetické zmeny ovplyviiuji expresiu genetickej informacie bez
zmeny samotnej sekvencie DNA. Medzi epigenetické lieCiva pouzivané pri lieCbe MDS patria 5-
azacytidin (5-aza) a decitabin (5-aza-2-deoxycytidin, DAC). miRNA su evolu¢ne dobre konzervované,
malé, nekodujice molekuly RNA priblizne 20-22 nukleotidov dlhé, korych expresia modze byt
ovplyvnena epigenetickymi lie¢ivami. Tieto malé molekuly RNA st dolezité regulatory expresie
proteinov v bunkach a mnohych bunkovych procesov vratane diferencidcie, apoptézy a odpovede bunky
na stress. Imunomodulacné lieCiva (IMiDS) medzi ktoré patri aj lenalidomid (LD) st skupinou zlicenin
odvodenych od prvého imunomodulaéného lieCiva- talidomidu. Zavaznym problémom pri liecbe
onkologickych pacientov je vznik rezistencie na liecbu. Multidrug rezistencia (MDR) je ¢asto spdsobena
zvySenou expresiou dvoch génov kodujucich ABC transportéry a to: MDR 1, ktory koduje
transmembranovy P-glykoprotein (P-gp) a MRPI1, ktory koduje “multidrug resistance associated
protein” (MRP).

Material a metody:

Ciel'om nasej Stidie bolo sledovat’ efekt terapie lenalidomidom u pacientov s MDS na expresiu P-pg,
MRP a sledovanie prognostickych faktorov ako zmeny v hladinach a aktivitaich LDH (laktat
dehydrogenaza) a MMP. Vzorky periférnej krvi a kostnej drene od pacientov s MDS 50- lie¢enych
lenalidomidom boli spracované separaciou leukocytov na Ficolle a expresie P-gp a MRP boli stanovené
pomocou RT-PCR. Aktivita MMP bola stanovovana vo vzorkach plazmy pomocou Zzelatinovej
zymografie priamo v elektroforetickom gély. Hladiny MMP proteinov boli sledované pomocou Western
blotu. Aktivita LDH bola stanovena ako oxidacia NADH na NAD za sucasnej redukcie pyruvatu na
laktat spektrofotometricky podl'a standardného protokolu. Druhym cielom nasej $tadie bol skrining 8
miRNA na bunkovych linidch HL60 a HL60R (rezistentna bunkova linia HL60 na DAC). Bunky boli
synchronizované v jednej faze bunkového cyklu pomocou tymidinového dvojbloku a synchronizacia
bola overena pomocou vizby propidium jodidu na DNA. Nasledne bola sledovana expresia miRNA
pomocou real-time PCR.

Vysledky a zaver:

Zistili sme, ze liecba MDS pacientov lenalidomidom neindukovala zvySenu expresiu P-gp a MRP
MRNA. Pacienti s MDS mali signifikantne zvysené aktivity LDH a MMP v krvnej plazme. Na druhej
strane liecba lenalidomidom vyvolala signifikantnu redukciu MMP a LDH aktivit v plazme. DoterajSie
vysledky naznacuju, Ze liecba lenalidomidom u pacientov s myelodysplastickym syndromom 5q-
nespdsobuje zmeny v expresii P-gp a MRP. Taktiez sa zda, ze zmeny obsahu MMP a LDH v krvnej
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plazme monitoruji ucinnost’ lieCby MDS pacientov lenalidomidom. Skriningom 8 miRNA (miRNA
329, miRNA 370, miRNA 432, miRNA 494, miRNA 665, miRNA 150, miRNA 1305, miRNA 583) na
bunkovych liniach HL60 a HL60R sme potvrdili rozdielnu expresiu miRNA 494 pri 24H, 48H a 72H
inkubdcii s DAC, pricom liecivo bolo bunkdm podavané v 24H intervale pri koncentracii 1uM.

Z pozorovanych rozdielov expresie sa mozno domnievat’, ze miRNA 494 je zapojena do rezistencie na
DAC.
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Koexpresia P-glykoproteinu a nestinu Pudskych leukemickych bunkovych
liniach SKM-1a MOLM-13
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Nestin patri do triedy VI intermedidrnych filamentarnych proteinov. Tvori ho 1621 aminokyselin a
zvyc€ajne sa vyskytuje v dvoch formach, 220 kDa glykozylovanej a 177 kDa deglykozylovanej forme.
V stcastnosti sa nestin povazuje za marker kmenovych a progenitorovych buniek. Jeho expresia vSak
bola pozorovana aj v inych typoch buniek (1). Pocas cicavCej embryogenézy je nestin exprimovany
migrujicimi a proliferujicimi bunkami a nasledkom bunkovej diferenciacie dochadza k jeho down-
regulacii (2, 3). Vo vseobecnosti expresia nestinu v bunkdch dospelych jedincov indikuje
nediferencované stavy, plasticitu, zvySenti mobilitu a patologické stavy (1). Zvysena produkcia nestinu
bola pozorovana poc¢as odpovede na poranenie, nestin moze zohravat’ dolezita ulohu pri oprave tkaniv
(4). Nestin ma tiez vplyv na angiogenézu, o ¢om sved¢i jeho nadprodukcia v proliferujacich
endotelialnych bunkach v novo formovanych krvnych cievach (5, 6). Navyse zvySend expresia nestinu
bola pozorovana v roznych nadorovych bunkach, vratane nadorov CNS, prostaty, prsnika,
gastrointestinalneho traktu a melanomov (7). Len nedavno bola dokédzana expresia nestinu v niektorych
leukemickych bunkach (8). Yamamoto a spol. (9) priniesol dokaz o korelacii expresie nestinu a P-
glykoproteinu  (P-gp, ABCB1  ¢len rodiny ABC  transportérov) v  nervovych
kmenovych/progenitorovych bunkach. P-glykoprotein je integralny protein plazmatickej membrany,
ktory sluzi ako efluxna pumpa. Pocas jeho expresie v neoplastickych bunkach dochadza k rozvoju
viacliekovej rezistenice a k zlyhavaniu chemoterapie (10). V tejto praci sme sa zamerali na otazku, ¢i
expresia P-gp navodena adaptaciou na vinkristin (VCR), znamy P-gp induktor, (11) v dvoch bunkovych
liniach s aktitnou myeloidnou leukémiou (AML) (SKM-1 a MOLM-13) stvisi s koexpresiou nestinu.

Material a metody:
V tejto praci boli pouzité dve bunkové linie ziskané od pacientov s AML vyvinutej z myeloblastického
syndromu:

1. SKM-1 pochadzajuce z periférnej krvi 76 ro¢ného pacienta (AML M5)

2. MOLM-13 pochadzajuce z periférnej krvi 20 roéného pacienta (AML FAB M5a)

Obidve bunkové linie boli adaptované na VCR. Postupnym pasazovanim v médiu so zvySujicou sa
koncentraciou VCR sme ziskali rezistentné bunkové linie SKM-1/VCR a MOLM-13/VCR schopné rast’
v médiu s 2,50 nmol/l VCR. Expresia mRNA bola sledovana pomocou PCR.

Vysledky

Adaptaciou SKM-1 a MOLM-13 bunkovych linii na cytostatikum vinkristin (VCR) bola navodena
zvySend expresia P-glykoproteinu, ktord ma za nasledok radikilne znizenie citlivosti na rézne
cytotoxické latky. Takto sme ziskali VCR rezistentné SKM-1/VCR a MOLM-13/VCR bunkové linie,
schopné rast’ v médiu obsahujucom 2,50 nmol/l VCR. Stucasne sme v tychto rezistentnych bunkach
pozorovali vyskyt mRNA pre nestin, pricom parentalne senzitivne linie (SKM-1 a MOLM-13)
neobsahovali detekovatelni hladinu mRNA nestinu. Na zaklade vysledkov sme dospeli k zaveru, ze
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koexpresia P-gp a nestinu sa vyskytuje nielen v nervovych kmenovych/progenitorovych bunkach (9),
ale pod selekénym tlakom VCR je navodena aj v leukemickych bunkach.

SKM1 SKM1/VCR MOLM13 MOLM13/VCR

P-ap- -.
- B

Nestin—

Obr.1 Detekcia génového transkriptu P-glykoproteinu a nestinu v bunkovych liniach SKM-1/VCR

a MOLM-13/VCR pomocou reverznej transkripénej PCR reakcie. Vysledky pochadzaji
z troch nezavislych experimentov.
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Zmeny v expresii MDR proteinov vyvolané vinkrivv VINKRIS-TINOM
a MITOXANTRONOM v dvoch bunkovych liniach derivovanych od
pacientov s AML vyvinutou z MDS.
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Myelodisplasticky syndrom (MDS) je skupina chordéb vyznacujica sa poruchami dozrievania
kmenovych hemopoetickych buniek a zvySenym rizikom prechodu do akutnej myeloidnej leukémie
(AML). Moznosti liecby starsich pacientov s rozvinutym MDS st pomerne obmedzené a prognoza nie
je dobrd. Z tohto dévodu je nevyhnutny vyskum zamerany na vyvoj novych terapeutik.

V mnohych experimentdlnych molekulédrno-biologickych Stadidch sa vyuZzivaju bunkové linie
pochadzajuce od pacientov s roznymi typmi leukémie. Hlavnym zamerom nasej experimentalnej prace
je analyza expresnych profilov génov, ako je gén MDR1 (multidrug resistance 1), kodujuci P-
glykoprotein, gén MRP1 (multidrug resistance-associated protein 1) a BCRP (breast cancer resistance
protein). ZvySena expresia spominanych proteinov je Uzko spojend s mnohopocetnou rezistenciou
(MDR - multidrug resistance) v réznych typoch nadorovych buniek, ¢o nasledne vedie k zlyhaniu
chemoterapie.

Analyzovali sme vplyv dvoch lieCiv, vinkristinu (VCR) a mitoxantrénu (MTX), na myeloidné bunkové
linie SKM-1 a MOLM-13. Obidve tieto linie st od pacientov s AML, ktorej predchadzal MDS.
Dlhodobou adaptaciou pévodnych bunkovych linii na lieiva sme ziskali linie rezistentné na uvedené
cytostatika : SKM/VCR, MOLM/VCR a SKM/MTX, MOLM/MTX.

Pomocou RT-PCR sme sledovali expresiu MDR génov v jednotlivych parentalnych ako aj ziskanych
rezistentnych bunkovych linidch. Hladiny proteinov boli stanovené pomocou techniky Western blot.
Stcasne sme sledovali aj expresiu dvoch d’alSich proteinov, zapojenych do regulacie apoptozy, a to
antiapoptického Bcl-2, resp. proapoptického Bax. Z doterajSich vyskumov vyplyva, ze zvySena
expresia proteinu Bcl-2 je asociovana s nadorovou iniciaciou, progresiou a vznikom rezistencie
nadorovej bunky voci terapeutikam pouzivanym pri lie¢be onkologickych ochoreni.

V senzitivnych, ako aj v rezistentnych bunkovych linidch sme pomocou prietokovej cytometrie sledovali
hladinu apoptozy. Ako apoptotické a nekrotické markery boli pouzité latky anexin a propidiumjodid.
Zvysena expresia mRNA ako aj proteinu P-gp bola zaznamenana v bunkovych liniach SKM-1, ktoré
boli lie€ené mitoxantronom, resp. vinkristinom. V pripade bunkovej linie MOLM-13 bol pozorovany
narast expresie P-gp na urovni mRNA pri obidvoch lieCivach, av§ak pomocou pri stanoveni pomocou
imunoblotu bola potvrdena translacia proteinu P-gp len v bunach lie¢enych mitoxantronom. Zvysena
expresia proteinu P-gp bola sprevadzana znizenou expresiou proteinu MRP1.

V rezistentnej linii SKM/VCR bola pozorovana znizena expresia génu BCRP v porovnani s parentalnou
liniou SKM-1. Podobny efekt bol pozorovany aj v pripade génu GSTP1, ktorého produkt je zapojeny
do metabolizmu xenobiotik.

V bunkovej linii MOLM/VCR bola zaznamenana zvysena expresia génov Bax a Bcl-2 v porovnani
S parentalnou liniou MOLM-13, zatial’ ¢o linia MOLM/MTX vykazovala znizenll hladinu expresie Bcl-
2. Obidve rezistentné linie SKM/VCR a SKM/MTX vykazovali znizentl expresiu Bcl-2 v porovnani
S parentalnou liniou SKM-1.

Pod’akovanie Tdto publikdcia vznikla vdaka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj
pre projekt Centrum excelentnosti pre glykomiku, ITMS 26240120031, spolufinancovany zo zdrojov
Europskeho fondu regionalneho rozvoja.

Vplyv inhibicie N- A O-Glykozylacie na P-GP pozitivne a negativne bunky.

146



Lucia Paviikova, Mario Seres, Milan Hano, Albert Breier, Zdena Sulovd
Ustav molekuldrnej fyziolégie a genetiky SAV, Bratislava

Uvod:

Chemoterapia je najdolezitejSou formou liecby mnohych druhov nadorovych ochoreni. V stcasnej dobe
sa na liecbu pouziva kombinacia cytostatik, ktoré maju rozne intracelularne ciele. Hlavnym problémom
pri chemoterapii je vznik MDR fenotypu. Za rozvoj MDR je najCastejSie zodpovedna expresia ATP-
zavislych efluxnych pimp z rodiny ABC transportérov, ktoré proti koncentranému gradientu
transportujii xenobiotika z intra do extracelularneho priestoru (Nooter a Herweijer, 1991). Jednou
z tychto pump je P-glykoprotein (P-gp), ktory prvy krat identifikovali Juliano a Ling (Juliano a Ling,
1976). Expresia P-gp v neoplastickych bunkach sposobuje znizenie, alebo stratu ich citlivosti na
cytostatika a zaroven sposobuje mnoho zmien v mikrostruktire a metabolizme buniek. Ako je uz zndme
Z literatury P-gp je masivne glykozylovany, molekulova hmotnost’ P-gp na zdklade aminokyselinového
zlozenia je 140 kDa, po glykozylacii sa jeho molekulova hmotnost’ zvySuje na 170-180 kDa (Ichikawa
a kol., 1991). Glykozylacia P-gp nie je dolezita pre jeho transportnu aktivitu, ale je d6lezita pre kontrolu
kvality v ER a transport do cytoplazmatickej membrany (Schinkel a kol., 1993). Experimenty
v Laboratoriu biochémie a cytochémie nam ukazali, ze inhibicia N-glykozylacie tunikamycinom
neovplyviiuje transport P-gp do cytoplazmatickej membrany (Sere$ a kol., 2008), d’alej sa zistilo, Ze
expresia P-gp vedie k remodelacii povrchovych sacharidov, ktora nestvisi priamo s glykozylaciou P-gp
(Sulova a kol., 2009), a ze tieto zmeny nie su spdsobené adaptaciou buniek na cytostatika ale stvisia
priamo s expresiou P-gp (Sulova a kol., 2010).

Material a metédy: Ako model na experimenty sme pouzili tri sublinie experimentalnych buniek myse;j
leukemickej linie L1210. Parentdlnu na cytostatika senzitivnu liniu S buniek, ktord neexprimuje P-gp
a dve rezistentné linie exprimujuce P-gp. R bunky, ktorym sa expresia P-gp navodila postupnou
adaptaciou S buniek na cytostatikum vinkristin. T bunky, ktoré boli pripravené transfekciou materskej
linie plazmidom obsahujucim gén pre l'udské P-gp. Ako inhibitor N-glykozylacie sme pouzili
tunikamycin a benzil 2-acetamid-2-deoxy-a-D-galakto-pyranosidom ako inhibitor O-glykozylacie. V
zaciato¢nych experimentoch sme urcili pracovné koncentracie pomocou MTT testu, ktorym sa hodnoti
metabolicka aktivita buniek. Vplyv expresie P-gp a inhibitorov glykozylacie na zloZenie povrchovych
sacharidov sme sledovali pomocou lektinov. Testované lektiny a ich sacharidova Specificita je uvedena
v tab. 1.

Tab. 1 Pouzité lektiny a ich sacharidova Specifita.

Lektin Rozpoznavany sacharid
LEA (Lycopersicon esculentum) poly-LacNAc a (GIcNAC),
WGA (Triticum vulgaris) (GIcNAC),
GNA (Galanthus nivalis) a-D-Man-(1-3)
SNA (Sambucus nigra) a-D-Sia-(2-6)-B-D-Gal-(1-4)-Glc(Nac), a-D-Sia-(2-6)--D-
Gal(NAc)

Interakcie lektinov s membranovymi frakciami proteinov izolovanych z testovanych buniek sme
porovnavali pomocou lektin blotov.

Vysledky a diskusia: Oba inhibitory potlacaju viabilitu buniek a tato inhibicia je koncentracne zavisla.
Na kultivaciu v pritomnosti inhibitorov st citlivej§ie parentalne senzitivne S bunky. Tento efekt sa
vyraznejSie prejavil pri opakovanej kultivacii. Naproti tomu P-gp pozitivne bunky prezivaji aj po
opakovanej kultivacii a ich viabilita neklesa pod 80%. Antiproliferacny efekt tunikamycinu na bunky je
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spojeny so zniZzenou glykozylaciou proteinov a zvySenou intracelularnou hladinou UDP-N-
acetylglukozaminu a so zmenami v ultrastruktare endoplazmatického retikula (Morin a kol., 1983).
Vyrazné znizenie hladiny UDP-cukrov v P-gp pozitivnych bunkach, ktoré pozorovali v predchadzajice;j
praci (Fiala a kol., 2003), by mohlo stvisiet’ so zvysenou rezistenciou tychto buniek na tunikamycin.
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Obr. 1 Vplyv inhibitorov N- a O-glykozylacie na viabilitu nddorovych buniek pri opakovanom pasazovani.

Zatial’ je opisana iba Ciastocnd Struktura oligosacharidov na molekule P-gp v l'udskych nadorovych
bunkach. Greer a Ivey ur€ili Struktiru sacharidov na troch ret'azcoch, jeden obsahuje vetveny manozovy
oligosacharid a zvy$né dva obsahuju koncovu kyselinu sialova (Greer a Ivey, 2007).

V membranovych frakciach izolovanych z R a T buniek kultivovanych v pritomnosti tunikamycinu sa
straca vizba lektinov SNA a GNA na membranovy protein s molekulovou hmotnost'ou 170 kDa, ¢o
naznacovalo, Ze tieto lektiny interaguju s oligosacharidmi na molekule P-gp.

§ S st Sy Re Re* Ry Iy To* Tk §

Obr. 2 Vizba lektinu GNA na membranové frakcie izolované z S, R a T buniek.

To Ze oligosacharidové retazce na molekula l'udského P-gp interaguju s lektinom GNA a SNA popisali
Greer a Ivey (Greer a Ivey, 2007). Zistili sme stratu vizby GNA a SNA aj v pripade R buniek, ktoré
exprimuju mysi P-gp, dd sa teda predpokladat’, Zze aj P-gp exprimovany v mysSich neoplastickych
bunkach obsahuje oligosacharidy s vetvenym manozylovanym zvy$kom a s Kyselinou sialovou viazanou
a2-6 vizbou. To Ze sa jedna skutoc¢ne o P-gp sme potvrdili imunodetekciou pomocou protilatky C219
proti P-gp. Na obrazku mdzeme pozorovat pokles hmotnosti P-gp zo 170 kDa na 130 kDa
v membranach buniek, ktoré boli kultivované s inhibitorom N-glykozylacie tunikamycinom.
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Obr. 3 Vizba protilatky C219 proti P-gp na membranové frakcie izolované z R a T buniek.

Zaver: Vysledky naznacuju, Ze tunikamycin inhibuje glykozylaciu u oboch P-gp pozityvnych sublinii
a neovplyviuje transportni aktivitu a lokalizaciu P-gp vV membrane. Inhibitor O-glykozylacie nemal

vyraznejsi efekt na bunky L1210. Mysi P-glykoprotein exprimovany v mysich neoplastickych bunkach
obsahuje oligosacharidy s vetvenym manozylovanym zvyskom a S kyselinou sialovou viazanou 02-6

vézbou.
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Inhibicia glykozylacie P-glykoproteinu tunikamycinom bez vplyvu na jeho

lokalizaciu a transportnu aktivitu u buniek L.1210.
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Problémom zlyhania liecby rakoviny chemoterapiou je vznik mnoholiekovej rezistencie (MDR).
Rakovinové bunky sa tak stavaju rezistentné na latku, ktora rezistenciu vyvolala, ale aj na cytostatika
roznej Struktiry a spdsob ich ucinku. Jednym z mechanizmov mnoholiekovej rezistencie je pritomnost’
detoxifika¢nych transportnych proteinov nachddzajucich sa na povrchu plazmatickej membrany buniek.
Jednym z najznamejsich transportnych proteinov je P-glykoprotein (P-gp). P-gp je kodovany mdrl
génom a patri do rodiny ABCBI1 transportnych proteinov s ATP-azovou aktivitou. Je syntetizovany ako
polypeptid (140kDa) a glykozylovany do kone¢nej podoby 170kDa. P-gp je glykozylovany na prvej
extracelularnej slucke, na ktorej sa nachadzaju tri glykozylaéné miesta. Glykozylacia sa povazuje za
do6lezity proces pre spravnu maturaciu proteinov v endoplazmatickom retikule a zabudovanie do
plazmatickej membrany.

Tunikamycin je znamy ako inhibitor N-glykozylacie prebichajucej v endoplazmatickom retikule.
Inhibuje prenos N-acetylglukozamin 1-fosfatu z uridin difosfat N-acetyl glukozaminu na PP dolichol
fosfat (Bretthauer, 2009). Tunikamycin méze indukovat’ zvySenie expresie P-gp vo Fao hepatickych
bunkach (Ledoux et al., 2003). Inhibicia celkovej glykozylacie ako aj glykozylacie P-gp moze viest’ k
navodeniu zvySenej citlivosti buniek na rdzne lieky. Inhibicia glykozylacie P-gp tunikamycinom tiez
moze viest’ k masivnej ubikvitinacii a postupnej degradacii P-gp. Tunikamycin m6ze zvySovat’ alebo
znizovat’ rezistenciu, ¢o zavisi od typu bunkovej kultary.

V naSich experimentoch boli pouzit¢é mysie leukemické bunky L1210 a to P-gp neexprimujiice
(senzitivne na lieCiva) a P-gp exprimujuce, ktoré boli ziskané zo senzitivnych buniek postupnou
adaptaciou na vikristin, alebo transfekciou 'udského P-gp pomocou plazmidu (Sulova et al., 2010).
Fenotyp MDR je spajany so zmenami v transglykozyla¢nych reakciach spojenymi so znizenim hladiny
UDP sacharidov, glykogénu a kyselinou sialovou na povrchu bunkovej membrany (Fiala et al., 2003).
Rezistentné bunky sa liSia oproti senzitivnym v zloZeni povrchovych cukrov na bunkovej membrane,
ktoré¢ st ligandom lektinov Concanavalin A a Lycpesicum esculentum (Sulova et al., 2009).
Glykozylacny retazec na P-gp je detekovatelny lektinmi Galanthus nivalis agglutinin (GNA) a
Sambucus nigra agglutinin (Greer and Ivey, 2007).
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Negative control P-gp staining by c219 antibody

A) zaznam z prietokovej cytometrie S-s enzitivne bunky, R- rezistentné bunky (P-gp navodené
postupmou adaptaciou na vinkristin), T- bunky transfekované plazmidom kodujtci l'udsky P-
glykoprotein kultivované v pritomnosti tunikamycinu (tun).

B) western blot- pouzitie protilatky proti P-glykoprotéinu (Anti P-gp), lektinu Galanthus nivalis
(GNA), pouzitie protilatky proti glyceraldehydu 3-fosfat dehydrogenazy (Anti-GAPDH).
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C) snimky z konfokalnej mikroskopie bunky S- senzitivne, R- rezistentné (bunky kultivované

postupnou adaptaciou na vinkristin), T- transfekované plazmidom kédujiucim l'udsky P-
glykoprotein kultivované v pritomnosti 0,0-0,1pum/1 tunikamycinu.
Tunikamycin efektivne inhiboval glykozylacny proces P-glykoproteinu u obidvoch rezistentnych
variantach buniek L1210. Lektin blot pomocou GNA nerozoznaval band v oblasti 170kDa
zodpovedajuci P-gp, tento band bol rozoznany iba po pouziti Specifickou protilatkou proti P-
glykoproteinu. Inhibicia glykozylacie P-gp tunikamycinom neovplyvnila jeho lokalizaciu alebo
aktivitu v plazmatickej membrane.
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V stcasnosti je znamych okolo 4000 antioxidantov, najzndmejsie a najvyznamnejSie (neenzymaticke)
su vitamin C, vitamin E, karotenoidy, koenzym Q10, glutation, kyselina lipoova, kyselina mocova,
selén, transferin, feritin, ceruloplazmin. Medzi d’alSie latky S antioxida¢nymi vlastnost’ami patria
fenolové alebo polyfenolové zlti€eniny rastlinného povodu, ako su resveratrol, katechin, quercetin
a flavonoidy. Z enzymatickych antioxidantov je znama superoxiddizmutaza, glutationperoxidaza,
katalaza, glutationtransferaza.

Fyziologické ucinky flavonoidov

Flavonoidy sa vyznacuju roznymi biologickymi U¢inkami, ale zname su predovsetkym ako U¢inné
antioxidanty. Svoj antioxida¢ny ti€inok vykondvaju viacerymi mechanizmami. Mézu posobit’ priamo a
inaktivovat’ uz existujuce vol'né radikaly. Vtedy uc¢inkuji ako lapace alebo zhasaCe. Flavonoidy tiez
mozu spolupracovat’ s inymi antioxidantmi, napr. s vitaminom A, E a B-karoténom, zvySovat ich ti¢inok
a znizovat’ ich degradaciu. V pripade, Ze flavonoidy inhibuju aj samotnu tvorbu radikalov, hovorime o
nepriamom antioxida¢nom uc¢inku, ktory mozu vyvijat’ dvomi spésobmi. Bud’ inhibuji enzymy kaskady
kyseliny arachidonovej, alebo tvoria chelaty s kovovymi ionmi (napr. so zelezom alebo med’ou).

Vzt’ah medzi Struktirou flavonoidov a ich antioxidaénymi schopnost’ami

Antioxidacné schopnosti flavonoidov nie st viazané na zakladny skelet, ale ovplyviuje ich konfiguracia
a pocet hydroxylovych skupin, ktoré st na flom naviazané. Vo vSeobecnosti plati, ze ¢im viac
hydroxylovych skupin je naviazanych na zakladnom skelete, tym budu silnejSie antioxida¢né ucinky
flavonoidov. Zakladné Strukturalne charakteristiky flavonoidov, ktoré su potrebné pre efektivne
vychytavanie radikalov, st orto-dihydroxy (katecholova) struktara kruhu B, 2,3-dvojita vizba
v konjugacii s 4-0x0 skupinou v kruhu C a hydroxylové skupiny v polohach 3 a 5, ktoré poskytuju
vodikové viazby na oxo skupinu. Najvyznamnejsia je pritomnost’ dvoch hydroxylovych skupin v polohe
3’a 4’ na aromatickom kruhu B (katecholova Struktara).

Oxidaéné bunkové poSkodenia, markery oxida¢ného poskodenia

Vzhl'adom na to, Ze oxidacny stres mdze mat’ v niektorych pripadoch aj pozitivne ucinky, je
pochopitel'na snaha vedcov urcit’, ktoré uc¢inky oxida¢ného stresu uz mézeme definitivne pokladat’ za
negativne, pretoze vedu k poskodeniu tkaniv. Vo vSeobecnosti sa za zasadné negativne pdsobenie, ktoré
zohrava ulohu v etiopatogenéze ochoreni suvisiacich s oxidaénym stresom, pokladaji zmeny
biomakromolekal sposobené volnymi radikdlmi. RFS lahko reaguji s vécSinou biologickych
makromolekul, ¢im ich znehodnocuju a nicia. Za zasadné zmeny sa poklada oxidacné poskodenie
lipidov, bielkovin a DNA.

Poskodenie lipidov, lipidova peroxidacia (LPO), spdsobuje pokles fluidity az stratu integrity membrany.
V dosledku toho cez membrany prechadzaju aj latky, pre ktoré je za normalnych podmienok
nepriepustna. Reakcia peroxylovych radikdlov ma za nasledok poskodenie membranovych bielkovin
a naslednej inaktivacii membranovych receptorov, enzymov a prenasacov. Degradaciou lipidovych
peroxidov vznikaju mnohé produkty, z ktorych medzi najvyznamnejsie patri malondialdehyd (MDA)
a 4-hydroxynonenal (HNE). Tieto produkty sa pouzivaju ako indikatory oxidacného poskodenia pri
roznych patologickych stavoch.

K poskodeniu bielkovin méze dojst’ reakciou s produktmi LPO, ale aj priamou reakciou s reaktivnymi
formami kyslika a dusika. Volnymi radikdlmi mézu byt poSkodené bocné retazce vsetkych
aminokyselin v bielkovinach. Rozliénymi mechanizmami posobenia radikalov vznikaju karbonylové
skupiny, a preto sa ich koncentracia ¢asto pouziva ako jeden z vyznamnych indikatorov oxidacného
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poskodenia bielkovin. Oxida¢né a nitra¢né modifikacie zapri¢inuju zmeny sekundarnej a terciarnej
Struktiry bielkovin, ¢o obvykle vedie k strate ich biologickej funkcie.

Oxidaéné poskodenie DNA méze byt rovnako ako poskodenie bielkovin sposobené produktmi LPO,
ale aj samotnymi volnymi radikdlmi. VoI'né radikdly priamo reaguju so vSetkymi stavebnymi
jednotkami DNA. NajznamejSou oxida¢nou reakciou je vznik 8-hydroxyguaninu, ktory sa preto pouziva
ako indikator oxidacného poSkodenia DNA v organizme. Oxidacne poSkodenda DNA je tercom
bunkovych repara¢nych systémov. Pokial’ tieto mechanizmy nie si dostato¢né, moze zvySené oxidacné
poskodenie alebo znizena oprava DNA viest' k mutagenéze, karcinogenéze a starnutiu. Mitochondriova
DNA je zvlast citliva na oxida¢né poSkodenie, pretoze nie je chrdnena histonovymi bielkovinami a jej
repara¢ny mechanizmus nie je taky G¢inny ako pri DNA.

Material a metodika

Izolacia hepatocytov enzymovou perfiziou pecene potkana. Hepatocyty sa izolovali dvojstupiiovou
perfuziou enzymom kolagenazou. V experimentoch sa pouzili potkany samce kmena Wistar priemernej
hmotnosti 220+30g, ktorym sa v pentobarbitalovej anestéze (30 mg/kg) otvorila brusna dutina v linea
alba. Po heparinizacii (500 j. heparinu) do véna iliolumbalis dextra sa kanylovala portalna zila a pecen
sa pripojila na mimotelovy perfuzny systém a in situ sa perfundovala perfiznym bezkalciovym
roztokom. Po 10-12 minutovej otvorenej jednocestnej perflizii sa pecen perfundovala perfiznym
médiom s obsahom 0,05% enzymu kolagenazy, ktory v priebehu 15 mintt rozpustil intersticialny
kolagén a hepatocyty sa uvolnili do média. Parencymové hepatocyty sa ziskali trojndsobnou
diferencialnou centrifugaciou a premyvanim. Primarna suspenzia izolovanych hepatocytov sa nariedila
na zasobnu koncentraciu 40.10%ml a drzala sa na I'ade az do pouzitia v experimente. Hepatocyty sa
inkubovali v CO; inkubatore pri teplote 37°C na kultivaénych platniCkdich na rotaénej
trepacke celkovom objeme Krebs-Henseleitovho roztoku 5 ml. Ako modelova latka sa na indukciu
oxida¢ného stresu v systéme izolovanych hepatocytov pouzil t-BHP, ktory sme aplikovali
v koncentraciach 0,5 mM. Jednotlivé flavonoidy sme aplikovali 5 minat po podani t-BHP
Vv koncentraciach 0,01 a 0,1 mM. Po 60 mintitovej inkubacii sa z testovanej suspenzie odobral aliquot
1 ml na centrifugaciu (1000 ota¢ok/min). Supernatant sa pouzil na stanovenie uoliiovanie LDH Vitalita
hepatocytov sa stanovila sekvenénym farbenim akridin-oranz/ethidium bromid a preparaty sa snimali
mikroskopickou digitalnou kamerou Moticam 1000.

Tab. €.1. Fyz.-chem. vlastnosti testovanych flavonoidov

No. Ddtum(kéd)/pracovny ndzov M.h. Tt Rt TLC (silica, glass Rozpustnost’
°C plates) Eluent
1. . .
080910/1 D05-15 E"SZOCC';H 813(??_'0 1y [potre rozpusmi DMsO,
Diquercetin 602.48 0.3 © T 7 \mierne rozpustny MeOH,
: ﬁ/llc?r?ol(?rfllo_ro':‘il\//zlo | Quercetin 420.80 Pp3-100 |o0.6 E'gggH éﬂsg')?::o'l) ZZI}VZZVZZESIZZ@DMSQ
P y ' ' MeOH,aceton
3. CH2Cl2 : CH3OH :
P60810/1 - F6 0.6 |HCOOH (9:0.5:0.1) |Dobre rozpustny DMSO,
13,4, 7-tri-chlorpivaloyl Quercetin 657.92 P5-98 0.5 CH2Cl2 MeOH,aceton
4. p2o71011 06 CHzCl2 : CH3OH :
3"-morfolinohydroxypropoxy ' HCOOH (9:0.5:0.1) |Dobre rozpustny DMSO,
Quercetin 743.84 J05-10 05 H2Cl> MeOH,aceton
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5.
g-zr%i?o/ﬁ:?ohydroxypropoxy Dobre rozpusiny’ DMSO,
. 473.47 PpB5-70 MeOH,aceton
Quercetin
. 160610/1-2/3/R Dob s DMSO.
- . . obre rozpustny ,
Chloronaphtoquinone 0.5 CHoCl. : C|__|3OH_' mierne rozpustny MeOH,
Quercetin 49282 [8570 [pg |HCOOH(@:0.5:0.0) 1 i,
' ' EAc : CHsOH(9.0.1)

7. Dobre rozpustny DMSO,
£10610/1 MK 0.9 |EAc: CH3OH(9.0.5) |mierne rozpustny
Pentaacetyl Quercetin 512.42 [90-95 0.8 |EAc:CHsOH(9.0.1) |MeOH,aceton,

acetonitril

8. | 0712/4-2

. CH2Cl2 : CH3OH : Dobre rozpustny DMSO,
Monoad_amantoyl.tetraadamantoyl 951 00-5 08 |HCoOOH rozpustny MeOH,
Quercetin 464 (9:0.5:0.1)

Tab. ¢. 2 . Vplyv jednotlivych flavonoidov (0,01 mM: 0,1 mM) na uvoliiovanie LDH v systéme
izolovanych hepatocytov v oxida¢nom strese, priemerné hodnoty LDH z dvoch experimentov.

Test. latka Flavonoidy 0,01 mM Flavonoidy 0,1 mM
Cc60 4,23 2,14
t-BH 30,94 32,24

F/1 24,81 29,39
F/2 21,42 16,50
F/3 17,24 39,63
F/4 28,19 0.89
F/5 0.67 1,92
F/6 14,04 13,09
Fi7 17,36 15,93
F/8 2,20 1,07

Obr. 1. Kontrolna suspenzia hepatocytov. Test preZivania hepatocytov farbenim akridin/etidinium bromid po
fluorescencnej vizualizacii
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Obr. 2. Vplyv oxida¢ného stresu, ktory sa indukoval t-butylhydroperoxidom (TBH 0,5 mM) na prezivanie
hepatocytov po fluorescencnej vizualizacii akridin/etidinium bromid.

Obr. 3. Uginky flavonoidu Diquercetin (F/1) v koncentracii 0,100 mM na preZivanie hepatocytov v oxidaénom
strese, ktory sa indukoval 1mM t-BHP. Fluorescen¢na vizualizacia akridin/etidinium bromid

Obr. 4 . Uginky flavonoidu Monochloropivaloyl Quercetin (F/2) v koncentracii 0,100 mM na preZivanie
hepatocytov v oxida¢nom strese, ktory sa indukoval 1mM t-BHP. Fluorescen¢na vizualizacia
akridin/etidinium bromid
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Obr. 5. Uginky flavonoidu 13”,4",7-tri-chlorpivaloyl Quercetin (F/3) v koncentracii 0,010 mM) na preZivanie
hepatocytov v oxidaénom strese, ktory sa indukoval 1mM t-BHP. Fluorescenéna vizualizacia
akridin/etidinium bromid

Obr. 6. U¢inky flavonoidu 3’-morfolinohydroxypropoxy Quercetin (F/4) v koncentracii 0,100 mM na preZivanie
hepatocytov v oxida¢nom strese, ktory sa indukoval 1mM t-BHP. Fluorescen¢na vizualizacia
kridin/etidinium bromid

Obr. 7 . Uginky flavonoidu 5-morfolinohydroxypropoxy Quercetin (F/5) v koncentracii 0,100 mM na preZivanie
hepatocytov v oxida¢nom strese, ktory sa indukoval 1mM t-BHP. Fluorescen¢na vizualizacia
akridin/etidinium bromid.

Obr. 8. Uginky flavonoidu Monoadamantoyl:tetraadamantoyl Quercetin (F/8) v koncentracii 0,010 mM na
prezivanie hepatocytov v oxida¢nom strese, ktory sa 1mM t-BHP. Fluorescen¢na vizualizacia
akridin/etidinium bromid
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Zhrnutie vysledkov a zaver: flavonoidy v koncentracii 1-10-5 mol.I-1 ¢iasto¢ne inhibovali G¢inky
oxida¢ného stresu hepatocytov, zatial o flavonoidy v 10-ndsobne vysSej koncentracii Statisticky
vyznamne zvySili prezivanie hepatocytov. Najacinnej§imi derivatmi sa ukazali 137,4°,7-tri-
chlorpivaloyl Quercetin (F/3), 3"-morfolinohydroxypropoxy Quercetin (F/4),
5-morfolinohydroxypropoxy  Quercetin ~ (F/5),  Chloronaphtoquinone  Quercetin  (F/6).
Monoadamantoyl:tetraadamantoyl Quercetin (F/8) mal velmi uc¢inné protektivne posobenie v
koncentracii 0,01 mM a vyraznejsie v koncentracii 0,lmM. Stanovenim hladiny biochemického markera
LDH v bunkovej kulttre sa takisto prejavili protektivne ucinky testovanych latok. Najvyraznejsi ti¢inok
sa prejavil pri derivate 3’-morfolinohydroxypropoxy Quercetin (F/4) v koncentracii 0,1mM, pri
derivatoch 5-morfolinohydroxypropoxy Quercetin (F/5) a Monoadamantoyl:tetraadamantoyl Quercetin
(F/8) v obidvoch pouzitych koncentraciach.
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Udinnost’ a bezpe¢nost’ monoterapie metabolického syndrému u potkoanov

Bezek S., Brnoliakovd Z., SotnikovdR.

Ustav experimentdlnej farmakoldgie a toxikolégie SAV, Dibravskd cesta 9, Bratislava

Uvod: Metabolicky syndrom (MetS) sa manifestuje v obraze etiopatogenetického posobenia rizikovych
faktorov ako je aterogénna dislipidémia (zvySenie LDL-C, TAG a znizenie HDL-C), hypertenzie,
metabolickych portch glukézy (inzulinova rezistencia alebo glukdzova intolerancia), protrombotického
a proinflamacného stavu. Terapeutické moznosti ovplyvnenia MetS su limitované, pretoze v sucasnosti
st k dispozicii len lie¢iva jednotlivych rizikovych faktorov MetS ako su: antihypertenziva,
hypolipidemikd, antitrombotikd, lieky na znizenie hyperglykémie a hmotnosti. V tejto stvislosti sa
intenzivna pozornost’ farmakologického vyskumu venuje hladaniu ucinnej latky s komplexnym
ucinkom na viaceré rizikové faktory metabolického syndrému (1). Nedavne predklinické studie poskytli
dost’ dokazov, ze pyridoindol stobadin znizuje hladinu glukézy, cholesterolu a triacylglycerolov v Krvi
a zabranuje peroxidacii lipidov a glykacii proteinov v experimentalnom modeli diabetu vyvolaného
streptozocinom U potkanov (2,3). Z tychto vysledkov mozno predpokladat’, Ze v tejto $tadii pouzity novy
derivat stobadinu - SMel1EC2, by mohol ovplyvnit viaceré rizikové faktory MetS.

Experimenty sa realizovali na genetickom modeli hHTG potkanov, u ktorych uz bola popisana
manifestacia MetS hypertenziou, hyperglykémiou a hypertri-glyceridémiou (4). Cielom stadie bolo
zistit' vplyv vysokocholesterolovej diéty na lipidovy profil hHTG potkanov, Studovat 0¢inok
dlhodobého podavania originalnej latky pyridoindolu SMelEC2 na vybrané fyziologické a biochemické
parametre a porovnat’ efekt SMel EC2 s ui¢inkom klinicky pouzivaného hypolipidemika fenofibratu.

Material a metédy: Potkanom samcom kmena Wistar resp. hHTG kfmenym Standardnou diétou (KKZ)
alebo vysokocholesterolovou diétou (hCholD - 1% cholesterol + 7,5 % brav¢ova mast’) (5) sa v priebehu
4 tyzdnov denne peroralne podavali latky v 0,5 % roztoku metylcelulozového gélu: SMelEC2 (S10
mg/kg) resp. fenofibrat (F100 mg/kg). Fyziologicky stav zvierat sa monitoroval sledovanim
preprandialnej hladiny glukézy, oralneho gluk6zového tolerancného testu a meranim krvného tlaku v
chvostovej artérii pletysmografickou metdédou. Lipidovy profil sa charakterizoval hladinami celkového
cholesterolu (TC), podielom lipidovych ¢astic cholesterolu s vysokou (HDL-C), resp. nizkou denzitou
(LDL-C) a triacylglycerolov (TAG), ktoré boli stanovené komerénymi kitmi RANDOX Laboratories
Ltd. (Velka Britania). Usporiadanie a znacenie experimentalnych zvierat do skupin: WISTAR + KKZ;
hHTG + KKZ; hHTG + KKZ + S10 (SMelEC2 - 10 mg/kg v.h. p.0.); hHTG + HCholD; hHTG +
HCholD + S10 (SMelEC2 - 10 mg/kg v.h. p.0.); hHTG + HCholD + F100 (fenofibrat - 100 mg/kg v.h.
p.0.). Pocet zvierat v skupine n=7.

Vysledky a diskusia: Hereditarny hypertriglyceridemicky kmen potkanov (hHTG) bol vyvinuty ako
geneticky model metabolického syndromu (4,6), ktory sa v experimentoch manifestoval hypertenziou,
hypertriacylglyceridémiou a hypercholesterolémiou.

V skupinach potkanov s hCholD diétou sa v porovnani so Standardnou diétou KKZ nezmenili
hmotnostné prirastky, ale vyznamne boli ovplyvnené hladiny lipoproteinov (Tabulka 1). V porovnani s
potkanmi kmena Wistar sa u hHTG potkanov na konci experimentu signifikantne zvysili hladiny TC
a TAG. Podavanim latky SMelEC2 hHTG potkanom sa vyznamne znizili hladiny TC a TAG.
Hypolipidemicka aktivita latky SMelEC2 sa zistila ako v skupinach kimenych KKZ, tak aj hCholD,
pricom efekt bol porovnatel'ny s u¢inkom referencnej latky fenofibratu.

Tabul’ka 1. Lipidovy profil experimentalnych zvierat na konci pokusu. TAG — triacylglyceroly, TC — celkovy
cholesterol, HDL-C — lipoprotein cholesterolu s vysokou hustotou, LDL-C - lipoprotein cholesterolu s nizkou
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hustotou, SEM. Hodnoty v tabul’ke st priemery + SEM, n=7. Statistické vyhodnotenie ANOVA: "p<0,05 resp.
”p<0,01 Wistar+tKKZ vs hHTG+KKZ; p<0,05 resp. p<0,01 resp. ff7p<0,001 hHTG+HCholD vs
hHTG+HCholD+F100; * p < 0,05 hHTG+HCholD vs hHTG+HCholD+S10; 244 p < 0,001 hHTG+KKZ vs

hHTG+HCholD.

TAG TC HDL-C LDL-C
[mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/l]
Wistar+KKZ 0,97 +0,19 <259 0,53 £ 0,03 1,89 + 0,57
hHTG+KKZ 1,88+0,24 " 3,12£034 056+0,02  0,68+0,09
hHTG+KKZ+S10 1,45 40,25 2,64+0,05 0,57+0,03 1,42 +0,51
hHTG+HCholD 1,59+ 0,14 2,93+0,15 0,43+0,02° 211+0312%4
hHTG+HCholD+S10 1,08 £ 0.29 < 2,59 0,45 + 0,05 3,76 0,84

hHTG+HCholD+F100 0,68 +0,14 " 259+0,17 066+0,08"  6,61+1,59

U hHTG potkanov sa v priebehu experimentu vyznamne zvysil krvny tlak, pri¢om testované latky mali
tendenciu normalizovat’ tieto hodnoty (Tabulka 2). Medzi jednotlivymi experimentalnymi skupinami
sa nezistili vyznamné rozdiely v hladinach preprandialnej glukézy (Tabulka 3).

Experimenty potvrdili rozdielny lipidicky profil potkanov kmenia Wistar a hHTG, pricom kimenim
HCholD sa dyslipidémia este zvyraznila. Vysledky tejto Stadie preukdzali, ze latka SMelEC2 pri
dlhodobom podavani hHTG potkanom znizila prejavy hypercholesterolémie a hyperlipidémie.

Tabulka 2. Krvny tlak (KT) a tepova frekvencia (TF) u experimentalnych zvierat na zaéiatku (A) a na konci (B)
pokusu. SEM — stredna chyba aritmetického priemeru. Hodnoty v tabulke st priemery + SEM, n=5. Statistické
vyhodnotenie ANOVA: (A) Zagiatok pokusu: "p<0,05 resp. “p<0,01 Wistar vs hHTG; (B) Koniec pokusu: “ p <
0,05 Wistar+KKZ vs hHTG+KKZ; " p < 0,001 hHTG (za¢. pokusu) vs hHTG+KKZ (koniec pokusu).

KT TF
[mmHg] [BPM]
A) Zaciatok pokusu
Wistar 118,6+4,4"  400,0+12,6 "
hHTG 110,9 + 1,5 362,2+2.2
B) Koniec pokusu
Wistar + KKZ 1182+28"°  376,4+10,1
hHTG + KKZ 127,0+ 2,4 7" 362,6 +17,2
hHTG + KKZ + 510 118,4 + 4,7 339,4 + 16,7
hHTG + HCholD 111,0+1,2 345,0+ 16,0
hHTG + HcholD + S10 119,8 +3.9 337,0+6,2
hHTG + HcholD + F100  114,0+ 1,2 3554+ 12,7

Tabul’ka 3. Preprandialna hladiny gluk6zy u experimentalnych zvierat na konci pokusu. GLU — gluk6za, SEM
— stredna chyba aritmetického priemeru. Hodnoty v tabul’ke st priemery = SEM, n=5.
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GLU

[mmol/l]
Wistar + KKZ 4,98 £ 0,35
hHTG + KKZ 5,24 £ 0,99
hHTG + KKZ + S10 5,12 +0,28
hHTG + HCholD 6,22 +1,75
hHTG + HCholD + S10 6,44 £ 1,48
hHTG + HCholD + F100 5,13 +£0,96

V etiopatogenéze metabolického syndromu hra ddlezita tilohu aj oxidacny stres (7). Dyslipoproteinémia
sa prejavuje zvySenymi hladinami TAG, znizenou koncentraciou HDL-C, o prispieva k zvySeniu
zapalovej aktivity, ktora spolu so zvySenou tvorbou reaktivnych foriem kyslika (RFK) vyvolava
aterogénnu dysfunkciu endotelu (8). V predchadzajucich stadiach sa prezentovali vyznamné protektivne
ucinky latky SMelEC2 na cievny endotel (9). Popisané boli aj d’alSie protiradikalové antioxida¢né
ucinky SMel1EC2 na centralny nervovy systém (10). RFK maji dolezita ulohu v patogenéze hypertenzie
(11) a oxida¢ny stres sa potvrdil aj v centralnom mechanizme hypertenzie (12). Z naSich vysledkov
mozno predpokladat’, Ze protiradikdlovy mechanizmus by sa mohol uplatnit’ pri znizeni krvného tlaku
pri opakovanom podévani latky SMelEC2 hHTG potkanom.

V nedavnych §tudiach sa prezentovali priaznivé vysledky toxicity pyridoindolovych derivatov (13)
a prenatdlnej toxicity latky SMelEC2 (14). Tieto zavery ako aj vyznamné hypotenzivne a
hypolipidemické pdsobenie latky SMelEC2 poukazuju na jej potencial pri ovplyviiovani poruch
lipidového metabolizmu. Novy hexahydropyridoindolovy derivat stobadinu - SMelEC2 sa preto javi
ako vhodné lieCivo aterogénnych dyslipidémii.
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Bezek S., Brnoliakovd Z., Mrvové N., Rackové L.

Ustav experimentdlnej farmakoldgie a toxikolégie SAV, Dibravska cesta 9, Bratislava

Najnovsie zavery experimentalnych vyskumov naznacuju, ze vol'né kyslikové radikaly a oxidacny stres
maju vyznamny podiel v patogenéze mnohych alkoholovych a toxickych poskodeni pecene
a virusovych hepatitid. Patologické stavy organizmu, ktoré stvisia s oxidacnym stresom, sa oznacuju aj
ako ,,vol'noradikalové ochorenia®. Patria sem ischemicko-reperfuzne poskodenie pecene, metabolické
poruchy ako diabetes mellitus, ateroskler6za, rakovina

Izolacia hepatocytov enzymovou perfiiziou pecene potkana

Hepatocyty sa izolovali dvojstupiiovou perfuziou enzymom kolagenazou. V experimentoch sa pouzili
potkany samce kmena Wistar priemernej hmotnosti 220+30g, ktorym sa v pentobarbitalovej anestéze
(30 mg/kg) otvorila brusné dutina v linea alba. Po heparinizécii (500 j. heparinu) do véna iliolumbalis
dextra sa kanylovala portalna zila a pecenl sa pripojila na mimotelovy perfuzny systém a in situ sa
perfundovala perfuznym bezkalciovym roztokom. Po 10-12 mintitovej otvorenej jednocestnej perfuzii
sa pecen perfundovala perfuznym médiom s obsahom 0,05% enzymu kolagenazy, ktory v priebehu 15
minut rozpustil intersticialny kolagén a hepatocyty sa uvolnili do média. Parencymové hepatocyty sa
ziskali trojnasobnou diferencialnou centrifugaciou a premyvanim. Primarna suspenzia izolovanych
hepatocytov sa nariedila na zasobnii koncentraciu 40.10%/ml a drzala sa na lade az do pouzitia
Vv experimente.

Hepatocyty sa inkubovali v CO, inkubatore pri teplote 37°C na kultivaénych platnickach na rota¢nej
trepacke celkovom objeme Krebs-Henseleitovho roztoku 5 ml. Ako modelova latka sa na indukciu
oxida¢ného stresu v systéme izolovanych hepatocytov pouzil t-BHP, ktory sme aplikovali
V koncentraciach 0,5 mM; 1,0 mM a 2,0 mM. Stobadin sme aplikovali 10 minut pred podanim t-BHP
v koncentraciach 0,01; 0,1 a 1,0 mM. Po 60 minttovej inkubacii sa z testovanej suspenzie odobral
aliquot 1 ml na centrifugéciu (1000 ota€ok/min). Supernatant sa pouzil na stanovenie uoliiovanie LDH
a sediment na stanovenie MDA. Vitalita hepatocytov sa stanovila sekvenénym farbenim akridin-
oranz/ethidium bromid a preparaty sa snimali mikroskopickou digitalnou kamerou Moticam 1000.

Stanovenie poctu izolovanych hepatocytov.

Pred vlastnym experimentom sa stanovil pocet hepatocytov v Burkerovej komoérke. 10 pul
rozsuspendovanych hepatocytov sa napipetuje do mikrosktimavky s 990 pl Krebs-Henseleitova média,
zamieSame a takto pripravenou suspenziu napipetujeme do Burkerovej komorky a pocitame v 2 x 25
velkych Stvorcoch. Podl'a po¢tu hepatocytov suspenziu nariedime na potrebni koncentraciu pre d’alsie
experimenty.

Stanovenie preZivania hepatocytov testom exkliizie trypanovej modrej.

Stanovenie prezivania (viability) izolovanych hepatocytov sa stanovuje testom exklizie vitalneho
farbiva trypanovej modrej. Principom metody je pouZzitie trypanovej modrej a jej schopnosti prenikat’
porusenou cytoplazmatickou membranou do mftvych buniek. Zivé hepatocyty zostavaju neofarbené,
cytoplazma mftvych hepatocytov sa farbia na modro. V teste pouzivame 0,4% roztok trypanovej modre;j.
0,1 ml toztoku trypanovej modrej zmieSame s 10 ul suspenzie hepatocytov, prilozime krycie sklicko
a pocitame v zornom poli mikroskopu mrtve a Zivé bunky v 10 stvor¢ekoch pri zvac¢seni 200x. Viabilita
izolovanych hepatocytov bola vo vSetkych experimentoch vyssia ako 90%.

Vysledky:

Obr. 1. Kontrolna suspenzia izolovanych hepatocytov pred farbenim
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Ako ukazuje tabulka ¢.1 spracovanych vysledkov testu exkluzie trypanovej modrej, viabilita
hepatocytov bola v kontrolnych vzorkach vysoka (96 %). Zretel'né rozdiely farebnosti vidiet’ na obr.2,
kde sa na vizualizadciu morfologie hepatocytov pouzilo sekvencné farbenie akridin-oranzovou a
ethidinium bromid a prepardty sa snimali mikroskopickou digitadlnou kamerou Moticam 1000. Na
obrazkoch sa zivé hepatocyty sfarbili do zlta az zelenozlta, zatial’ ¢o mitve bunky sa sfarbili do Cervena.
So zvySujucou sa koncentraciou t-BHP sa znizoval pocet zivych hepatocytoov, ¢ize viabilita Klesala.

Obr. 2. Kontrolna suspenzia izolovanych hepatocytov po sekven¢nom farbeni akridin-oranz a ethidinium
bromid. Zlto az zltozeleno sfarbené su zivé hepatocyty, Cervene su sfarbené jadra mitvych
hepatocytov etidium bromidom

Indukcia oxida¢ného stresu v systéme izolovanych hepatocytov

Ako modelova latka sa na indukciu oxida¢ného stresu v systéme izolovanych hepatocytov pouzil tert-
butylhydroperoxid (t-BHP). Referencie v odbornej literatire udavaji roézne koncentracie, ktoré sa
pouzivaju na vyvolanie oxida¢ného stresu. V tejto praci sme pouzili t-BHP v koncentraciach 0,5 mM;
1,0 mM a 2,0 mM. Viabilita hepatocytov sa po 60 minatovej inkubacii stanovila testom exkluzie
trypanovej modrej (0,4 % roztoku v Krebs-Henseleitovom pufre). Jadra hepatocytov s poruSenou
integritou bunkovej membrany sa v obraze svetelného mikroskopu sfarbia na modro. Aliquot
hepatocytov (20 ul) sa zmieSal s roztokom trypanovej modrej a hepatocyty sa pocitali v Burkerove;j
komorke.

Tab. 1
Hepatocyty+latka | Kontrola t-BHP 0,5mMol | t-BHP 1mMol t-BHP 2mMol
Viabilita v % 96 76 60 52

Obr. 3. Indukcia oxida¢ného stresu v systéme izolovanych hepatocytov t-BHP. lzolované hepatocyty sa
inkubovali 60 minut po pridani 0.5 mM t-BHP
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Obr. 4. Indukcia oxidaéného stresu v systéme izolovanych hepatocytov t-BHP.lzolované hepatocyty sa
inkubovali 60 mintt po pridani 1.0 mM t-BHP

Obr. 5. Indukcia oxida¢ného stresu v systéme izolovanych hepatocytov t-BHP. 1zolované hepatocyty sa
inkubovali 60 mintt po pridani 2.0 mM t-BHP

Obr.6. Protektivne U¢inky stobadinu v oxidaénom strese v systéme izolovanych hepatocytov. Izolované
hepatocyty sa inkubovali 60 minut s 0.5 mM t-BHP. Testovana latka stobadin (0,1 mM) sa aplikovala
do inkuba¢ného média v 5 min po indukcii oxidaéného stresu.
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Obr 7. Protektivne G¢inka stobadinu v oxida¢nom strese v systéme izolovanych hepatocytov. Izolované
hepatocyty sa inkubovali 60 mintit s 0,5 mM t-BHP. Testovana latka stobadin (1,0 mM) sa aplikovala

Diskusia a zaver:
Inkubaciou izolovanych hepatocytov s organickym hydroperoxidom t-BHP sa v zavislosti od jeho
koncentracie znizila vitalita izolovanych hepatocytov potkana. Hepatotoxicky uc¢inok sa prejavil
vyznamnym zvys$enim peroxidacie lipidov. Predinkubaciou hepatocytov s pyridoindolovym derivatom
stobadinom sme zistili protektivny u€inok stobadinu. ZniZenie hepatotoxickych ucinkov sa prejavilo:

- zvySenim vitality izolovanych hepatocytov

- zniZzenim uvolnovania LDH a MDA
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Vyvinovy povod chronickych ochoreni

Bezek S., Bezek, S., Mach M., Ujhazy E., Dubovicky M.

Ustav experimentdlnej farmakoldgie a toxikolégie SAV, Dibravskd cesta 9, Bratislava

Chronické choroby (ChO) su zavaznym zdravotnym problémom, najmd z hladiska pracovnej
neschopnosti a dlhoro¢nej invalidity pacientov, ale aj vysokych lieCebnych nékladov zdravotnych
poistovni a celej spolocnosti. Najzavaznejsi epidemiologicky problém predstavuju srdcovocievne
ochorenia, diabetes mellitus, nddorové ochorenia, osteopordza a obezita, a to predovSetkym pre ich
neustale narastajuci vyskyt v populacii. Celosvetovo, ale aj v ramci Slovenska, narastd aj vyskyt
afektivnych, kognitivnych a behaviordlnych portich. Takmer polovica umrti na ChO pripadd na
srdcovocievne ochorenia. Varovné trendy sa prejavuju vo vyskyte diabetes mellitus a obezity, ktoré
postihuju stale vacsiu Cast’ populécie, a zac¢inaji sa prejavovat’ uz v mladSom veku. Z celosvetovych
prognoz WHO vyplyva, Ze do roku 2020 budiu ChO pric¢inou takmer troch §tvrtin vSetkych umrti; 71%
bude pripadat’ na ischemickti chorobu srdca (IChS). Pocet ochoreni na diabetes mellitus v rozvojovych
krajinach sa zvysi 2,5-nasobne, z 84 milionov na 228 miliénov v roku 2025. V Eurodpe sa do roku 2010
zvys$i pocet diabetickych pacientov na 33 miliénov. V Eurdpskej nii predstavuju v sucasnosti naklady
na liecbu diabetu typu 2 roc¢ne 15 miliard € a tvoria 8% celkovych vydavkov na zdravotnu starostlivost’
(WHO/FAO Expert Consultation, 2002).

Hypertenzia postihuje 25% pacientov starSich ako 45 rokov a je svojim vyskytom jednym
Z najrozsirenejSich ochoreni vo svete. Vysledky epidemiologickych stadii poukazuju, zZe
determinujucim faktorom vzniku hypertenzie a postihnutia vencovitych ciev je nielen zivotny $tyl, ale
tiez vplyvy prostredia v priebehu prenatalneho vyvinu jedinca (Amann a kol, 2004). Hypertenzia sa
U cca 10% pacientov vyvija sekundarne, v dosledku posobenia organickych pri¢in zvySujtcich tlak krvi.
U pacientov, u ktorych nie je znama pricina hypertenzie, sa diagnostikuje tzv. esencidlna resp. primarna
hypertenzia. Priblizne 50% pripadov primarnej hypertenzie mozno vysvetlit' pdsobenim genetickych
faktorov. Zvysnych 50% pripadov je vSak nejasnej etiologie. Tato skupina pacientov je velmi
heterogénna, ale mozno u nej predpokladat’ spolocny etiopatogeneticky mechanizmus — IURR. V
dosledku TURR sa indukuje zvySené riziko fetalnej, perinatalnej a neonatalnej morbidity a mortality
(Salam a spol., 2014). Ukazuje sa, dosledky nizkej pdrodnej hmotnosti sa mdzu prejavit na
kardiovaskularnej reaktivite u I'udi v starSom veku (Feldt a Kajantie, 2006).

Prenatalny vyvoj plodu od koncepcie az po narodenie je zlozity proces, ktory je vo velkej miere
determinovany genetickou konfiguraciou jedinca, dostupnost'ou nutritivnych latok, kyslika, rastovych
faktorov a hormoénov pre matku a vyvijajuci plod. NaruSenie homeostazy prenatilneho vyvoja
organizmu v dosledku nedostatoénej vyzivy matky v priebehu gestacie, zasobovania plodu zivinami
a kyslikom placentou v doésledku environmentalnych toxickych a stresovych faktorov prostredia
v kritickom obdobi organogenézy negativnym spésobom ovplyviiuje vyvin plodu (Bezek a spol., 2008).
V podmienkach intrauterinnej deprivacie nutritivnych latok a kyslika dochadza k stratdm Strukturalnych
jednotiek ako su neurony, kardiomyocyty, nefrony a pankreatické beta bunky vyvijajacich sa tkaniv
plodu. Pre prezitie sa funkcie organov plodu adaptuju na znizenu dostupnost’ nutritivnych latok a kyslika
s trvalymi negativnymi dosledkami pre rast a aktivity organizmu (Simmons 2006).

Vysledky klinickych a experimentalnych $tadii u zvierat ukazuju, ze metabolicka, endokrinna a
fyziologicka adaptacia na suboptimalne intrauterinne podmienky maji za nésledok permanentnu
alteraciu vyvinu celularnej proliferacie a diferenciacie klI'icovych tkanivovych a organovych systémov
(Barker, 1988). Dlhodoba zmena fyziologie, morfologie alebo metabolizmu plodu, ktora vznika ako
reakcia na Specificky stimul v kritickom obdobi organogenézy sa v literatire oznacuje ako vyvinové
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programovanie (developmental programming), pretoze v procese dochadza k epigenetickym zmenam
fenotypu, ¢o ovplyviuje zdravie, resp. zvySuje riziko vzniku chronickych ochoreni v dospelosti
(Developmental Origins of Adult diseases, DOHaD) (Gluckman a Hanson, 2004). Epigenetické
programovanie sa definuje ako proces, v ktorom nepriaznivé podmienky prostredia ovplyviluji genotyp
vyvijajuceho plodu v dosledku ¢oho sa napriek identickej genetickej informacii,da vytvara fenotyp s
novymi unikatnymi $truktirami a funkciami buniek a tkaniv (Tang a Ho, 2007). Vysledné fenotypy,
ktoré zodpovedaji podmienkam prostredia buda podporovat’ zdravie, zatial' co vysokd miera nesuladu
bude branit’ adaptaptacii na novsie zivotné podmienky, v désledku coho sa zvysuje riziko ochoreni.
Vplyv znecistenia zivotného prostredia, mnozstvo novych syntetickych chemickych latok moze viest k
rozporu s naprogramovanymi adapta¢nymi zmenami, ktoré vznikli poc¢as raného vyvoja (Bezek a spol.,
2008).

PRENATALNY VYVIN POSTNATALNY VYVIN
- VP - »
MATKA R ALTERACIA PROLIFERACIE A
MALNUTRICIA, INFEKCIE, E DIFERENCIAVIE BUNIEK A TKANIV
METABOLICKE OCHORENIA, P REDUKCIA POCTU NEFRONOV
TOXICKE A STRESOVE FAKTORY R HYPOPLAZIA B-BUNIEK PANKREASU
0 NEURO/ENDOKRINNA DYSFUNKCIA
:> G METABOLICKE PORUCHY, INZULINOVA
GENOFOND R REZISTENCIA, INTOLERANCIA GLUKOZY
PLODU A
:> M PLACENTA
0 CHRONICKE CHOROBY
DYSFUNKCIA Vv HYPERTENZIA, T2DM
DOSTUPNOST ZIVIN A METABOLICKY SYNDROM
KYSLIKA N KARDIOVASKULARNE CHOROBY
I AUTOIMUNNE OCHORENIA
E REUMA, ASTMA, OSTEOPOROZA

Obr. 1. Vyvinové procesy epigenetického programovania chronickych ochoreni

Mechanizmus epigenetického vyvinového programovania

Mechanizmus fetalneho programovania ,,Fetal programming® alebo vyvinového pdévodu zdravia a
ochoreni v dospelosti (DOHaD) nie je objasneny. Vysledky animélnych experimentalnych studii
ukazuji, Ze prejavy intrauterinnej rastovej retardacie (IURR) vznikaju v dosledku hypoxie
a ischémie/reperfuzie citlivych Struktar v kritickom obdobi organogenézy. ZvySenou produkciou
reaktivnych foriem kyslika dochadza k oxidativnemu poskodeniu mitochondrii, celularnych proteinov,
lipidov a nukleovych kyselin, ¢o méze ovplyvnit’ expresiu génov a proliferaciu bunkovych systémov
(Huang et al., 2004)

Vyvinovy povod chronickych ochoreni sa vysvetl'uje aj endokrinnym mechanizmom, pretoze hormony
su dolezitou sucast'ou vyvinového neuro-endokrino-imunitného systému, ktory reguluje rozhodujiace
procesy prenatalneho vyvinu. Nefyziologické koncentracie hormoénov funguju v kritickom obdobi
organogenézy ako ,endogénne funkéné teratogény“ Plagemann, 2005). V priebehu procesov
epigenetickéj transformacie hraju délezita tlohu hormony osi HPA a glukokortikoidy. Glukokortikoidy
indukujii permanentné zmeny fyziologickych systémov, pretoze ovplyviiuju biologickil dostupnost’
hormoénov, celularnu expresiu receptorov, enzymov, ionovych kanalov, membranovych transportérov
a cytoarchitektoniku proteinov fetalnych tkaniv.

Molekularny mechanizmus DOHad spociva v epigenetickej alteracii génovej expresie v rannych
Stadiach vyvinu embrya, ktora sa uskuto¢nuje metylaciou DNK a modifikaciou histonov. Acetylacia
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alebo metylacia histonov mo6ze zmenit’ afinitu vdzby s DNK s naslednou zmenou expresie génov
a patofyziologickymi funkciami organov (Wu et al., 2004).

Hypertenzia

Klinické a experimentalne vysledky ukazujt, ze oblicky plodu su extrémne citlivé na u¢inky [IURR. V
stadiéch IURR u l'udskych plodov sa zistila neporovnantelne vyssia zranitel'nost’ obliCiek v porovnani
s ostatnymi organmi plodu. Redukciou poctu funkénych renalnych nefronov v procese IURR sa zvysSuje
krvny tlak s naslednou progresiu renalnej dysfunkcie a vznikom hypertenzie. Oblicky s niz§im poctom
funkénych nefréonov udrzuju svoje hemodynamické a exkretorické funkcie zvySenim krvného tlaku.
ZvySeny tlak v nefrébnoch ma za nasledok progresivne poSkodzovanie a postupni stratu ich funkénosti
s klinickymi prejavmi oblickového zlyhania. ZvySeny tlak v jednotlivych nefréonoch a zvySena
vaskularna rezistencia sa klinicky manifestuje zvySenim systémového krvného tlaku (Amann et al.,
2004). KIucova ulohu v regulacii krvného tlaku maju jednotlivé komponenty renin-angiotensinového
systému (RAS). Na systémovej Urovni, ale aj v regulacii vaskularizacie vacsiny organov hra dolezitl
ulohu tvorba vozokonstriktorického horménu angiotensinu II, ¢o sa prejavuje zvySenou vaskularnou
rezistenciou a zvy$enim krvného tlaku (Langley-Evans, 2001).

Diabetes melitus typu 2

Obdobie fetalneho vyvinu jedinca je rozhodujucim obdobim vo vyvoji pankreasu. Nepriaznivé
podmienky prostredia v dosledku poruchy vyZivy, placentarnej dysfunkcie negativne ovplyviiuji vyvin
buniek pankreasu. V dosledku naruSenia expresie a transkripcie génovej informacie sa vyvija populacia
[B-buniek, ktoré nie si plnohodnotné z kvantitativneho ani s kvalitativneho hl'adiska, vznika intolerancia
glukozy a inzulinova rezistencia (Hill and Duvillié, 2000).

Metabolicky syndrém

Novorodenci s TURR st obzvlast’ rizikove;jsi k vzniku a vyvoju metabolického syndromu (syndrom X),
ktory sa manifestuje symptomami hypercholesterolémie, arteridlnej hypertenzie, ischemickou chorobou
srdca, zhorSenou glukozovou toleranciou a vyvojom T2DM. Tato asociacia je vysledkom adaptacnych
zmien fetdlnych-metabolickych mechanizmov na narusené intrauterinné prostredie pre zaistenie prezitia
plodu. V doésledku naruSeného fetalneho prostredia dochadza preprogramovaniu metabolickej
homeostazy“, ¢o sa v dospelosti prejavuje patologickymi prejavmi krvného tlaku, dyslipidémiou
a glukozovou intoleranciou (Varvarigou, 2010). Ateroskleroza, oxida¢ny stres, chronicky zapal
a endotelova dysfunkcia ciev sa povazuje za rizikové faktory kardiovaskularnych
a cerebrovaskularnych ochoreni (Leduc a spol., 2009).

Neuropsychiatrické ochorenia

IURR sa méze prejavit’ vyvojom psychickych ochoreni, miernym neurologickym deficitom s priznakmi
hyperaktivity, deficitom ststredenia a zaostavanim vo vyvoji, ¢o sa oznacuje ako minimalna nervova
dysfunkcia. Tento deficit pretrvava do skolského veku a prejavuje sa zhorSenym prospechom v skole,
aj ked’ su kognitivne schopnosti v norme. Zistila sa pri¢inna suvislost medzi znizenou vyzivou v
priebehu intrauterinneho vyvoja a znizenymi kognitivnymi schopnostami po narodeni (Lucas, 1998).
Hypoxické poskodenie mozgu plodu ma za nasledok zvySenu neonatalnu morbiditu a mortalitu, ale aj
sekvenciu dlhodobych nepriaznivych nasledkov ako je mentalna retardacia, vyvoj kr¢ovych prejavov,
avSak mechanizmus vzniku tychto patogénnych procesov nie je uplne objasneny. Vysledky
epidemiologickych a neuropatologickych §tudii ukazuja, ze patogénne procesy, ktoré vrcholia vyvojom
schizofrenie by mohli byt iniciované v rannych §tadiach prenatalneho vyvoja. Neurovyvojova hypotézu
vzniku schizofrénie podporuji aj stvislosti porodnych komplikacii s vyvojom schizofrénie, najma
v pripadoch vzniku schizofrénie v rannom veku. (Bellingham-Young and Adamson-Macedo, 2002).
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Autoimunne ochorenia

Vyvoj autoimunnych ochoreni ako je reumatoidna artritida zavisi od interakcie medzi genetickym
zakladom a pocetnych environmentalnych faktorov. V priebehu fetdlneho vyvoja je imunitny systém
pod neustalym vplyvom pocetnych envirnmentalnych faktorov, ktoré mézu indukovat’ zmeny vo vyvoji
jeho komponentov. Takymito inzultami sa moZu stat’ bezné infekcie, ktoré mézu v kritickom obdobi
vyvoja imunitného systému indukovat’ permanentné zmeny ovplyviujuce potential B a T lymfocytov
a relativnu hladinu pro- a antiinflamatérnych cytokinov. Vzajomna interakcia Specifického genetického
prostredia a environmentalnych genetickych faktorov ma za nasledok vyvoj imunitného ochorenia
(Edwards and Cooper 2006).

Astma a iné respiréné ochorenia

Vysledky klinickych a experimentalnych §tadii dokazuju, Zze nepriaznivé podmienky v priebehu
gestacie spomalujii vyvin a rast plodu, ¢o sa prejavuje postnatalnymi respiraénymi anomaliami a
funkénymi poruchami v dospelosti (Edwards et al., 2003). Riziko astmy a inych respira¢nych ochoreni
v dospelosti sa zvySuje po environmentalnej expozici matky v gestacii Skodlivymi toxickymi latkami
(Wang a Pinkerton 2007).

Osteoporoza

Experimentalne modely prenatalneho programovania osteoporézy su zalozené na dietetickej
manipuldcii ovplyvnenia vyvinu plodu malnutriciou (deficientna proteinova alebo hyperlipidova diéta
matky). V rannych Stadiach postnatalneho vyvinu sa zistilo rozsirenie rastovej platnicky kostnej epifyzy
a dalSie priznaky zmeneného vyvinu chrupaviek a kosti, (Mehta et al., 2002). V désledku deficientne;j
proteinovej diety matky sa znizila proliferacia a diferenciacia buniek kostnej drene (Cooper et al., 2005).
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Abstract

Homology searches indicated that up to five class I a-mannosidases (glycohydrolase family 47) and
eight class Il a-mannosidases (glycohydrolase family 38) are encoded by the fruitfly (Drosophila
melanogaster) genome. Selected example mannosidases were expressed in secreted form using the yeast
Pichia pastoris. A number of characteristics of these enzymes were determined with p-nitrophenyl-o.-
mannoside as substrate; particularly striking were the low optima (pH 5) of three class Il mannosidases
most closely related to known lysosomal mannosidases and the distinct Co(ll)-requirement of a
mannosidase previously named Manllb. Other than previous characterisations of the well-known Golgi
mannosidase 11, this is the first study summarising various properties of recombinant mannosidases from
the fruitfly.

Material and methods

Cloning of the Drosophila melanogaster mannosidase cDNAS:

By searching of D. melanogaster database using the protein sequence of bovine lysosomal o-
mannosidase (Genbank L31373.1) as the query, seven putative lysosomal mannosidases were retrieved
that are classified as glycosyl hydrolase family 38 (GH38) members in the CAZy database. The cDNA
encoding the soluble domain of the LManll protein (i.e., lacking first 33 amino acids corresponding to
signal peptide of bovine lysosomal mannosidase Man2B1) was amplified by RT-PCR using total RNA
from Drosophila melanogaster type CS embryos. PCR products were gel purified and cloned into the
pPICZaFLAGC3 vector.

Expression and purification of the fusion proteins:

Plasmids were transformed into the Pichia pastoris host strain GS 115. The Pichia transformants
expressing the highest level of extracellular a-mannosidase activity were used in a large-scale
experiment. The optimal expression was achieved in MMYC media at 18°C with methanol induction
over five days. The recombinant protein was concentrated and partially purified by ammonium sulphate
step precipitation with increasing amounts of ammonium sulphate (up to 75%). For more detailed
studies, the LManll-His-Flag protein was further affinity purified on an Ni-NTA agarose column
(Qiagen) using elution with imidazole.

Enzyme assay and characterisation of recombinant a-mannosidases:

Mannosidase activity of enzyme preparations were measured using p-nitrophenyl-a-D-
mannopyranoside (pNP-Man; Sigma) as a substrate at a concentration of 2 mM in 100 mM acetate buffer
pH 5.2 (unless indicated otherwise) and 10-20 ul (original medium) or 1-5 pl (concentrated samples),
in a total volume of 50 ul for 1-2 h at 37 °C. The reactions were terminated with ten volumes (0.5 ml)
of 100 mM sodium carbonate and the production of p-nitrophenol was measured at 410 nm using
a spectrophotometer (Beckmann). Inhibition tests, the half maximal inhibitory concentration (ICso) and
Ki-value were performed with swainsonine (Sigma) and mannostatin A (Calbiochem) at concentrations
of 5-400 nM and 1-30 uM, respectively. The ICso were determined from a dose-response curves and K;
values from Dixon semi-reciprocal plots (30).

Results

Characteristics of fruitfly class 1l mannosidases
After initial optimisation tests, the effects of temperature on enzyme activity were tested at pH 5.2 for
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the lysosomal enzymes and at pH 5.8 (in the presence of Co(ll)) in the case of Manllb; the optimum for
the latter was at 37 °C, whereas the three lysosomal enzymes were most active in the range 40-50 °C.
(Figure 1A). A typical hallmark of lysosomal enzymes is an acidic pH optimum, whereas Golgi
enzymes tend to have an optimum of around pH 6. The assays indeed indicated that the three putatively
lysosomal enzymes had pH optima of around pH 5, whereas Manllb had one of pH 5.8 (Figure 1B).
The effects of metal ions also distinguished the ‘acidic’ mannosidases from ManlIb. Except for Zn(Il),
which is present in the active site of Golgi mannosidase Il and bovine lysosomal mannosidase, all other
cations tended to have negative effects on the activity of these mannosidases, whereas Manllb was 13-
fold more active in the presence of Co(ll) as compared to the control with no added cations. Only Mn(ll)
also had a positive effect on the activity of this enzyme (Figure 1C). In terms of kinetic characteristics,
the Ki, values for all enzymes towards the simple substrate were in the millimolar range (1.2 — 2.5 mM;
Table I). The K values for the two inhibitors were determined using Dixon plots and varied in the range
2.9 — 71 nM for swainsonine and 0.075 — 12.5 uM for mannostatin A (Table I).

Figure 1. Characterisation of Drosophila class Il mannosidases.
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Table 1. Kinetic parameters of recombinant Drosophila class 11 mannosidases.

Swainsonine (nM) Mannostatin (UM)
ICso | Ki ICso | K;

Enzyme pH Km (MM)
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LManl 5.2 2.1 95.0 61.5 1.8 11
LManll 5.2 2.3 12.0 7.1 3.3 3.1
LManV 5.2 1.2 135 71.0 155 12.5
Manllb 5.8 2.5 4.0 2.9 0.15 0.075
Manll 5.713 *5.547 1713 20Y n.d 0.036%
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Uvod

V eukaryotickych bunkach, vSetky proteiny, ktoré su syntetizované a triedené v sekrec¢nej drahe musia
prejst’ cez endoplazmatické retikulum (ER), aby boli spravne zbalené a modifikované. ZvySena potreba
zbalovania proteinov, ktord suvisi so zvySenou biosyntézou proteinov v bunke, moze sposobit
hromadenie zle zbalenych a nezbalenych proteinov, ¢o aktivuje signalnu drahu nazyvant ,,unfolded
protein response® (UPR). Aktivicia UPR indukuje zvysenie transkripcie génov, ktoré koduju proteiny,
ktoré sa zGcasthuji pri zbal'ovani proteinov (Saperdny, foldazy), ako aj pri degradacii ,,ER-associated
degradation* (ERAD). Zaroven to vedie k expanzii ER (Rubio a kol., 2011).

V kvasinkach S. cerevisiae je UPR aktivovana ER transmembranovym receptorom Irel (inositol
requiring enzyme 1). Irel sa sklada z N-terminalnej luminalnej domény, ktord vnima zle zbalené
proteiny v ER a z cytosolickej domény, ktora sa deli na Ser/Thr kinazovi doménu a C-termindlnu
endoribonukleazovu doménu (RNazu) (Ali a kol., 2011). Kl'aiCovym krokom na Sirenie signalu je
oligomerizacia luminalnej domény, ktora umozni priblizenie kindzovych domén a trans-fosforylaciu
v aktivacnej slucke Irel. Princip aktivacie RN4zovej domény nie je znamy, ale predpoklada sa, ze je
aktivovana autofosforylaciou kinazovych domén, o sposobi konformacné zmeny a priblizenie
RNazovych domén (Ron a Hubbard, 2008). Aktivna RN4aza katalyzuje nekonvencny splicing HAC1
mRNA vystiepenim 252-nukleotidového intrénu a umozni translaciu HACI mRNA na Hacl
transkripény faktor, ktory aktivuje transkripciu UPR cielovych génov (Korennykh a kol., 2011).

Vysledky

Overenie fenotypu niektorych mutantov v aktiva¢nej slucke kinazovej oblasti IRE1.

Fosforylacia serinovych zvyskov S840 a S841 v aktivacnej slucke kinazovej oblasti je povazovana za
esencialnu pre aktivaciu kindzovej aktivity IRE1. Dvojity mutant S840A S841A bol uvadzany ako
neschopny prezivania ER stresu. V predchadzajlicej praci sa zistilo, ze spominany dvojity mutant, ako
aj d’alSie viacnasobné mutanty (Q-A a P-A) st vyrazne citlivé na ER stres, ale zachovavaju si urcita
aktivitu a tym aj schopnost’ ¢iasto¢ného prezivania (pri slabSom strese).

P-A mutant

Q-A mutant

1 T 1 1

816 QTGAENLRIL ISDFGLCKKL DSGQSSFRTN LNNPSGTSGW 855
Activation loop

Nakol'ko D836 je na zaklade podobnosti s inymi proteinkinazami tohto typu, kandidatom, ktory
ovplyviiuje proces aktivacie v kindzovej oblasti, testovali sme tlohu tejto aminokyseliny nafenotyp
spominanych fosforylaénych mutantov. Bola pripravend séria mutantov v plazmide YCplac33
s naklonovanym IREl génom. Po selekcii v baktériach E. coli, boli jednotlivé plazmidy
natransformované do kvasiniek S. cerevisiae s nefunkénym IRE1 génom (Airel). Ziskané kvasinkové
mutanty boli testované na schopnost’ aktivacie UPR drahy pocas ER stresu metddou ,,spotting assay*.

0 Tm 0,6 pg/ml 1,5mMDTT
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Airel

D836A

S840A S841A
D836A S840A S841A
PA

D836A PA

WT

Airel

QA #1
D836A QA

Vsetky kmene za normalnych fyziologickych podmienok rasti bez problémov. Ako nahle navodime
podmienky, pri ktorych nedochadza k spravnemu zbalovaniu proteinov - ER stres, bunky, ktoré
nedokdzu aktivovat’ UPR drahu nedokazu prezivat za danych podmienok. Stresové podmienky sme
sposobili pouzitim ditiotreitolu (DTT), ktory redukuje disulfidové vizby a teda brani spravnemu
zbaleniu proteinov a tunikamycinu, ktory blokuje N-glykozylaciu proteinov v ER. Pozitivnou kontrolou
bol WT kmen, ktory ma plne funkény Irel protein, ktory po navodeni stresu spusti UPR drahu a bunky
prezivaju. Negativnou kontrolou bol kmen Airel, ktory nema Irel protein a nie je schopny prezit ER
stres. Mutacie, ktoré vyraznejsie potlacaja aktivitu Irel, sposobuju aj vacsiu citlivost’ buniek na ER stres.
Samostatna mutacia D836A neovplyvnila aktivitu Irel a ani preZivanie buniek pocas ER stresu.
Kombinacia tejto mutacie s fosforylacnymi mutantmi (S840A S841A, Q-A, P-A) vSak mala synergicky
ucinok a ovplyvnila ich citlivost’ na ER stres. Mutanty D836A Q-A a D836A P-A uZ neboli schopné
prezit’ stresové podmienky.
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The traditional medicine is revalued by an extensive activity of research on different plant sources and
their therapeutic principles. Bark of beech has found relatively extensive application in traditional

medicine. Decoctions from Fagus sylvatica bark were found to have antacid, antipyretic, antiseptic,
antitussive, expectorant or odontalgic effects [1,2]. It was used internally as a stimulating expectorant
and externally as an application to various skin diseases [3]. Xylans showed cholesterol lowering ability,
decreased the risk of atherosclerosis, colorectal cancer and diabetes. Besides, they showed
immunomodulatory, anticomplement, antioxidant, anti-HIV and antitussive activities [4].

In the present study the antitussive activity of sulfated 4-O-methyl-glucuronoxylan was investigated
using adult guinea pigs as a test system. Highly sulfated polymer was shown to exhibit promising
antitussive effect. Its effect was slightly lower than that of narcotic codeine, the strongest antitussive
agents used in a clinical practice. It has been found that reactivity of airways smooth muscle was not
affected by sulfated polymer. This phenomenon indicates that sulfated glucuronoxylan is not involved
in the bronchodilation or bronchoconstriction processes. Moreover, during experiments were not
observed any notable side effects after administration of sulfated glucuronoxylan, supporting thus its
potential role as an antitussive agent.

12 -
S 10 -
=}
3 8
o5 6
é o 4 "
5 2
zZ 0 “ .+

60 120
Emsolvent Bcodeine min

Fig. 1. Changes in number of cough efforts induced by water solvent (1 ml/kg), codeine (10
mg/kg) and sulfated glucuronoxylan (MGXS, 50 mg/kg).

References: [1] R. Chiej, Encyclopaedia of Medicinal Plants, Edinburgh, MacDonald, 1984. [2] E.
Launert, Edible and Medicinal Plants, London, Hamlyn, 1981. [3] A. Grive, A Modern Herbal, Penguin,
1984. [4] D. Brown, Encyclopedia of Herbs and their Uses. London, Dorling Kindersley, 1995.
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Salvia officinalis L. (sage) is worldwide spread medicinal plant. Since ancient times it is used in
traditional medicine and nowadays also for culinary and cosmetics purposes. The meaning of the word
salvia in Latin means to heal. Sage disposes with a large scale of bioactive compounds as tannins, resin,
volatile oils, flavones, flavonoid glycosides, estrogenic compounds, etc. Due to a diversity of its
contained compounds, the medicinal use of sage in traditional medicine was relatively extensive. Sage
as a remedy was recommended for almost every disease. The most known effects of sage are: antibiotic,
astringent, antiseptic, carminative, antispasmodic, antihydrotic and hypoglycemic. Nowadays, sage is
mostly used in treatment of respiratory diseases, cough, various infections, cold and sore throat. It is
recommended in cases of nervous complaints, problems with digestion, liver and kidney disorders, as a
lotion against ulcers, etc. [1]. In the view of above mentioned effects, sage seems to be the most popular
home remedy nowadays.

Hemicellulose material isolated by alkaline extraction of aerial parts of sage, was shown to be
the most active immunomodulatory fraction of sage [2]. Till now, no detailed structural studies on
arabino(glucurono)xylan have been done. Present study of the polymer, isolated from the most active
immunomodulatory fraction of sage, confirmed its arabino-(glucurono)xylan structure. It was found that
arabino-(glucurono)xylan has a molecular mass 84 000 and it consists of linear chains of B-(1—4)-linked
xylopyranosyl residues, slightly branched at O-2 and O-3 by glucuronic acid, its 4-O-methyl derivative
and short arabinofuranose chains. Structural analysis of oligomers obtained after mild acidic hydrolysis
was also performed.
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Fig. 1. "H NMR spectra of sage arabino(glucurono)xylan (AGX) and AGX-derived oligomers. Neutral oligo:
X2-XS5, acidic oligo: GX2-GXS5. G : 4-O-methyl a-D-glucuronic acid, X : xylose, Xa, Xp : reducing end
xylose units, Xt : terminal not reducing xylose unit, Xi : internal xylose unit, X1 : HI signal of xylose,
G1 : H1 of 4-O-methyl a-D-glucuronic acid, OMe : O-methyl

In lower acidic oligomers (dimer, trimer and tetramer) was the position of 4-O-methyl-glucuronic acid

determined only at O-2 of the xylose residues. However, most of pentamers have been found to be
substituted by glucuronic acid. On the basis of obtained data it may be concluded that the xylan backbone
of sage is branched by both, glucuronic acid and its 4-O-methyl derivative. At average every fourteenth
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xylose residue was substituted by uronic acid. Based on methylation analysis data arabinofuranose
residues could be located mostly at O-3 of xylose in the form of short branched or unbranched oligomeric
chains. A low phenolic content determined in AGX could be linked through arabinose side chains. These

phenolics, as another functional site of polymer, can be responsible as well for some biological activity
of sage drug.
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Fig. 2. 3¢ NMR spectra of sage arabino(glucurono)xylan (AGX) and AGX-derived oligomers. Neutral oligo:
X2-X35, acidic oligo: GX2-GX5. G : 4-O-methyl a-D-glucuronic acid, X : xylose.
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One class of inorganic nanoparticle displaying interesting optical properties and interactions with light
are semiconductor quantum dots QDs). Colloidal quantum dots comprise nanocrystals of
semiconductors, such as cadmium selenide and, in core—shell materials, this semiconductor core is
capped by a larger band-gap material, such as zinc sulfide. Thiol groups (SH) are generally anchored on
the ZnS shell with terminal carboxyl (COOH) groups in order to increase the hydrophilicity of QDs.
Quantum dots demonstrate higher brightness and photostability than conventional organic dyes. They
possess a broad wavelength range for excitation, and narrow and symmetric emission spectrum
properties. The colloidal dimensions of quantum dots (5-50 nm) confine the electronhole pair excitons
to dimensions comparable to that of the Bohr exciton radius, giving them their interesting size-dependent
optical properties. The larger the quantum dot, the lower the energy of its fluorescence spectrum. The
ability to tune the wavelength of the fluorescence spectrum through the size of the particle and the
continuous broad-absorption spectrum make quantum dots a superior choice to traditional organic dyes
for many labeling applications [ 1].

The QDs can be prepared in micellar solutions as well as in solutions where both reaction media are
saturated with precursors [2]. In the former case reverse micelles can be used as soft template
nanoreactors to prepare uniform and size controllable quantum dots by modulating the contents of water
and stabilizer. In the latter case QDs can be prepared by homogeneous and heterogeneous nucleation
where the reaction between of precursor(s) proceeds usually under high temperature in the presence of
stabilizers. The reverse microemulsion method provided good control over particle size and required no
prior ligand exchange (Figure 1).
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Figure 1. Proposed mechanism for the formation of QDs metal particles by the microemulsion approach [2].

Poly(ethylene glycol) (PEG)-modified metal nanoparticles have been synthesized by a reverse
microemulsion method. The polymer coating provided a barrier against oxidation of the QD core and
reduced nonspecific adsorption on the NPs. Various functionalized PEGs could be incorporated onto
nanoparticle surfaces for bioconjugation applications. The in vitro cytotoxicity studies conducted on
different cell lines showed that PEG-coated QDs were much less toxic compared with other water-
soluble QDs coated with organic thiols.

The polymer (primary) coating favours the interactions of the metal nanoparticles with their
environment in both vitro and vivo. This has been tackled using amphiphilic triblock copolymers that
can be coupled to targeting ligands for tumor—antigen recognition and poly(ethylene glycol) (PEG)
moieties for improved biocompatibility and circulation [3]. The ABC triblock copolymer comprises
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hydrophobic polybutylacrylate and polyethylacrylate segments and a hydrophilic polymethacrylic acid
block, to which an eight-carbon atom hydrophaobic alkyl side chain is coupled. The hydrophobic blocks
adsorb on the quantum dots that are capped by the hydrophobic tails of trioctylphosphine oxide-
coordinating ligands for brush-forming diblock copolymers adsorbing from selective solvents. It is
found that this spontaneous encapsulation process removes the problems of particle aggregation and
fluorescence loss observed for quantum dots in physiological buffers. The trioctylphosphine oxide layer
serves to form a hydrophobic protection layer that will resist hydrolysis and enzymatic degradation, but
will tend to lead to aggregation mediated by hydrophobic interactions. Dynamic light scattering
measurements suggest a hydrodynamic thickness for the polymer coating of 2 nm and that this layer is
responsible for the particle’s hydrodynamic interaction with the environment, which is similar to
polymeric micelles. Measurements suggest that just four to five triblock polymers are adsorbed in a
compact configuration that tightly wraps the particles. After linking to PEG molecules, the polymer-
coated quantum dots were isolated from their environment to such a degree that their optical properties
(absorption—emission spectra and fluorescence quantum yields) did not change over a broad range of
pH and salt conditions. A similar approach employs PEG-b-PDMA diblock copolymers, in which the
PDMA block acts as a multidentate ligand for the quantum dot and the PEG block enhances the water
solubility and provides potential biocompatibility [4].

Following the trend described for gold nanoparticles, quantum dots have also been coated with
responsive polymers, such as poly(2-[dimethylamino]ethyl methacrylate) [5], although to date, no
biomedical applications have been described. The biocompatibility of quantum dots has been
demonstrated for chitosan [6] and PEG-functionalized particles [7].

The type of secondary surface coating may affect the toxicity of the QD complex. Polyethylene glycol
(PEG), a common pharmaceutical excipient, is used extensively in commercially available QDs. The
first example is QDs coated with amphiphilic polyacrylic acid and simultaneously conjugated to
different molecular weights of PEG (750 and 5000). By monitoring QDs in mice with fluorescent
imaging, it was found that significant liver uptake was visible even at 1 min using (750)-PEG-QD, but
completely cleared away after 1 h, while (5000) PEG-QD was absorbed by liver in 1-3 h post-injection.
Under the latter condition no significant liver toxicity was determined; however, some differences in
accumulation and clearance were observed [8]. A longer study (28 days) was carried ona commercially
available QD, (5000)-PEG-QD705, (about 13 nm). After a single i.v. injection in mice, it was
demonstrated that the liver and spleen were the main accumulative organs. QDs were not detected in
either urine or feces, which would suggest accumulation of QDs with high molecular weight PEG [9].
When PEG-QDs are injected subcutaneously, QDs clear from the site of injection and accumulate in the
regional lymph nodes along with the liver, spleen, and kidney [10]. Therefore, the type of injection
would need to be considered for QD accumulation and toxicity [11]. Albumin is another commonly used
secondary coating for QD in vivo applications. Fisher et al. coated CdSe/ZnS with MUA/ lysine to form
QD-LM (about 25 nm) or coated the QD-LM with bovine serum albumin (BSA) to form QD-LM-BSA
(about 80 nm). After i.v. injection in the rat, both QDs were mainly detected in the liver, although QDs
were detected in the spleen, lung, kidney, and bone marrow. However, the QD-LM-BSA liver uptake
was greater (99%) relative to the QD-LM uptake (40%). This corresponded with a faster blood clearance
of QD-LM-BSA. Neither type of QD was detected in the urine or feces up to 10 days, which would
suggest accumulation in the liver, especially with BSA conjugation [12]. Overall, most studies have
indicated that differences in coating polymer material and size lead to changes in pharmacokinetics and
can potentially cause toxicity.
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The potential toxic effects of QDs have become a hot issue that must be further addressed before clinical
applications would be possible. Most studies recommend that not all QDs are similar in their toxicity,
and toxicity of differing QDs must be considered individually. The adverse effects of QD can be
mitigated or eliminated by proper choices of coating materials and modification techniques that reduce
QD instability. Although studies are conflicting regarding the magnitude and mechanisms of
nanomaterial toxicity, it is evident that some nanomaterials that were previously considered
biocompatible due to safety of the bulk material may indeed be toxic. Nanoparticle toxicology is a
relatively young field, and the bulk of reports have focused on acute toxicity. Long-term toxicity of the
materials and examination of chronic exposure are critical to understanding the toxicology of
nanomaterials in vivo. Evaluation of toxicity has proven to be challenging as several factors may be
working in tandem to cause nanoparticle toxicity. Furthermore, as nanomaterials are inherently quite
complex, many unexpected interactions (based on bulk properties) with biological components may
arise. However, with appropriately validated analytical methods and carefully designed
experimentation, the mechanisms of toxicity may become clearer so that nanomaterials can safely be
used as therapeutics and as diagnostic tools [13].

While CdSe based QDs have been investigated widely, toxicity of cadmium ions in the core of QDs is
a serious concern, which, combined with limitations associated with tissue penetration, low resolution
in deep tumor tissues, biodistribution profiles, metabolism and excretion characteristics have remained
major challenges in clinical imaging using QDs. Non-cadmium containing QDs with NIR fluorescence
properties have been developed for in vivo applications. Manganese-doped silicon quantum dots have
been developed to provide both luminescence and magnetic MRI properties for applications in bio-
imaging. Development of sophisticated imaging technologies, enhancement of QD photostability, use
of biocompatible chemistries, and reduction of QD toxicity can accelerate the use of these nanoparticles
in tumor imaging. Manganese-doped silicon quantum dots have been developed to provide both
luminescence and magnetic MRI properties for applications in bio-imaging. Development of
sophisticated imaging technologies, enhancement of QD photostability, use of biocompatible
chemistries, and reduction of QD toxicity can accelerate the use of these nanoparticles in tumor imaging
[14].

Akerman et al. employed QD-peptide conjugates in order to target tumor vasculature or tumor lymphatic
vessels in mice [15]. Histological sections of different organs showed that the tissuespecific peptide
coating on (CdSe)ZnS QDs increased nanoparticle accumulation at vascular sites in the tumor xenograft
following intravascular injection. Although the study did not describe QD imaging in a live mouse, it
demonstrated the potential of using QDs for molecular level detection. QDs conjugated with poly-N-
isopropylacrylamide (PNIPAM) were injected intravenously via the tail vein in mice bearing JHU-31
prostate cancer tumors and tested for in vivo targeting. Three hours after nanoparticle injection, the mice
were sacrificed; tissues were recovered and cryo-sectioned for imaging. It was found that the QD-
PNIPAM was localized at the periphery of the tissue sections while unmodified QDs were not found in
the cancer tissue. QDs conjugated with antibodies to the Prostate- Specific Membrane Antigen (PSMA)
accumulated at the tumor xenograft in live nude mice following targeting of the prostate tumor cells.
Tail vein injections showed that untargeted or passive targeting of QD probes demonstrated weak or no
signals, while antibody-conjugated to QDs showed intense signals inside the tumor. QDs conjugated to
EGFR and human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) antibodies were demonstrated to
accumulate in MIA PaCa-2 pancreatic and human breast cancer tumor tissues, respectively in mice.
CdSe QDs conjugated with folate receptors were employed for targeting mouse lymphoma cells in vivo;
folate-QD conjugates were specifically detected in cancer cells compared to normal cells [14].
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Magnetic particles (microspheres, nanospheres, and ferrofluids) are widely studied and applied in
various fields of chemistry, biology and medicine such as magnetic targeting of drugs, genes, and
radiopharmaceuticals, magnetic resonance imaging, diagnostics, immunoassays, RNA and DNA
purification, gene cloning, and cell separation and purification. These magnetic nanoparticles generally
exist in a hybride configuration in which biological species, such as cells, nucleic acids, and proteins,
are bound to the magnetic “core” through organic linkers, which are often organized as an organic
“shell” around the core]. The core of magnetic nanoparticles (MNPs) is usually composed of FezOs ,
Co, FePt, or Fe;0s, and its primary modification with an organic shell can include the adsorption of an
organic agent or the covalent attachment of a functionalized organic ligands [1].

Super paramagnetic iron-oxide nanoparticles (SPIONS) possess unique magnetic properties that make
them attractive candidates as advanced biomedical materials. They can serve as contrast agents in MR,
as miniaturized heaters capable of killing malignant cells and as colloidal carriers for drug delivery
targeted at cancer diagnosis and therapy The superparamagnetic property of iron oxide particles
originates from the large magnetic moment they acquire in the presence of an external magnetic field,;
removing the field eliminates the paramagnetism. The large magnetic moment results in higher signal
change or contrast per unit of particles and thus small quantities of SP10O are needed for imaging thereby
limiting cellular toxicity. In addition to possessing excellent magnetic properties, SPIONs are
biocompatible and biodegradable and hence have found widespread use in biomedical applications.
Upon degradation, the free iron ions released do not appreciably increase the body's native iron pool,
get incorporated in hemoglobin in erythrocytes and are thus degraded along normal iron recycling
pathways [2].

Various synthesis methods were developed and adjusted to meet the requirements for preparation of
stable metal nanoparticles with different coatings, hydrodynamic sizes in the range 5 - 25 nm and
controlled size and magnetization The size of metal particles prepared by the microemulsion varies
with the ratio w = [H,O]/[surfactant]. The volume of water is the main parameter controlling the droplet
diameter and final particle size [3].

Water-soluble MNPs were prepared using a coprecipitation method using NaOH - FeCl; -
FeCls. An oxidation precipitation method in a FeCl.-NaNOs;—NaOH aqueous system appeared larger
MNPs 24 - 400 nm. In the presence of various stabilizers we can prepared core-shell nanoparticles with
different coatings, such as 2,3-dimercaptosuccinic acid (DMSA)-, phosphonoacetic acid (PA)-, dextran
(Dx)-, aminodextran (ADx)-,carboxydextran (CDXx) and citric acid (CA)-coated samples (Fig. 1). The
colloidal stability and particle size is also function of costabilizers (or solvents, such as acetone,
acetonitrile,..) which passivate the particle size.
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Figure 1. Schematic picture of 2,3-dimercaptosuccinic acid (DMSA), dextran (Dx) and citric acid (CA) - coated

The most common method of synthesis of SPIONs is by alkaline coprecipitation of Fe(OH). and
Fe(OH)s suspensions particles by precipitation in the presence of poly(vinyl alcohol) PVA at high pH.
Particle size can vary between several nanometers and several hundred nanometers in diameter A
variety of methods have been employed to functionalize the SPIO particles with a coating of inert
polymers including dextran, polysaccharides , and poly(ethylene glycol) (PEG) in order to increase
their stability, circulation half-life and biocompatibility [4].

PEGylated phospholipids have been already successfully explored for imparting water solubility and in
some cases functionality to hydrophobic particles in biological applications. Carboxy-terminated
PEGylated phospholipids (HOOC-PEG-PL) was mixed with the as-prepared oil-soluble FexOy
nanoparticles to yield micelle-coated nanoparticles. In a typical experiment, oleic acid coated iron
nanoparticles of ~20 nm were dissolved in chloroform. HOOC-PEG-PL was added to the solution and
completely solubilized by sonication followed by the removal of chloroform by evaporation. The
residual solid was heated in an 80 °C bath, and deionized water was added immediately. After of
vigorous stirring, a uniform transparent brownish-black aqueous solution was formed.
Ultracentrifugation was applied to remove unbound COOH-PEG-PL. The assembly process is driven
by hydrophobic interactions between the lipids and the oleic acid tails on the nanoparticle surface. The
surface of the micelle surrounding the nanoparticle is thus characterized by an anionic surface charge
(from terminal -COOH groups) and hydrophilic properties (from the PEG chains), two important
characteristics for encapsulation [5].

The layer-by-layer (LbL) approach was employed to prepare magnetic and fluorescent composite
nanoparticles [6]. The LbL approach was based on the electrostatic attraction between the oppositely
charged species deposited. The major advantage is that it permits the preparation of coated colloids of
different shapes and sizes, with uniform layers of diverse composition as well as controllable thickness.
The FesOs nanoparticles were used as a magnetic source and template for the deposition of
polyelectrolyte multiplayers/PABA. 4-Aminobenzoic acid (PABA) has a strong fluorescence and
double functional groups (-NH,, —COQH), which can react with biological particles, such as nucleic
acids, proteins, and so on [7]. And it also can increase the magnetic and fluorescent nanocomposite
water-solubility to most biological application. Furthermore, the nanocomposites have excellent
magnetic property and can be conveniently separated and collected under an external magnetic field.
They could be utilized in the fields of biolabeling, bioseparation immunoassay, and various other
diagnostic applications.

The Fes0./(NaOL/CTAB)./4-Aminobenzoic acid (PABA) nanocomposites were used to detect the
protein via changes in the relative fluorescence intensity of the system. The diameter of the FesO4

184



nanoparticles and coated Fe304 (Fe304/(NaOL/CTAB)./PABA) nanocomposites are about 10 nm and
25 nm, respectively. The relative fluorescence intensity of the system was measured at Aem = 348 Nnm
(hex = 282 nm). The fluorescence spectrum of pure (1.0x10° mol L'*) PABA has a peak at 348 nm (pH
6.98, hex = 282 nm) [7].

It was found that the fluorescence (FL) intensity depends on the pH values of the aqueous medium. The
relative fluorescence intensity in the absence (lo) and presence of y-globulin (1) varied with pH as
follows: (lo/1)/pH:

(790/800)/5.5, (820/850)/6.0, (850/890)/6.5, (925/990)/7.0, (840/850)/7.5
Maximum and constant Al (Al = I-Io, lo, the intensity of fluorescence of nanocomposites; I, the intensity
of nanocomposites-y-globulin binding system) was obtained at pH ca. 7.0

FL intensity increased with the increase of the concentration of the nanocomposites solution and reached
a maximum in the range (2.0x1077 to 4.0x107 mol L', 3.0x1077 mol L' was used). Intensities of
fluorescence are stable when the NaCl concentration is 4x102 mol L, and decrease when the NaCl
concentration is higher than 4x102 mol L. The phenomenon possibly indicates that there is small
electrostatic force in the binding system. It might prove that the PABA was adsorbed around the Fe3;O4
nanoparticles just by the electrostatic attraction at the beginning of the reaction and along with the
reaction excessive surfactant might wrap it around the Fes3O4 nanoparticles, forming layers of
PABA/NaOL or PABA/CTBA. At this time, the electrostatic attraction in the nanocomposites is not
obvious. In the nanocomposites-y-globulin binding system, when the content of NaCl increases, the
effect of the electrostatic shielding of charges will reduce the binding of dye to protein and result in a
decreased signal. The low effect of NaCl content on the fluorescence intensity indicated that the
interaction of proteins and nanocomposites was mainly a result of covalent binding. So, low ionic
strength has no effect on the assay.

The Fes04 nanoparticles were used as a template for controlled adsorption of PABA/polyelectrolyte
mutilayers. The nanocomposites simultaneously exhibited excellent magnetic properties and could be
easily separated from solution using a permanent magnet. The authors used them to detect y-globulin,
HSA, BSA and the results of determination for human body fluid samples were in well agreement with
clinical data. This method is sensitivity, simplicity, selectivity and stability. So, it is suggested this
method might not only be a valuable tool for the study on the properties of proteins both in chemistry
and biochemistry, but also might open a way for us to work on the promising properties of the magnetic
and fluorescent nanocomposites. In a few words, the fluorescent, magnetic and water-soluble properties
of the nanocomposites would allow them to find a large range of applications for biolabeling,
bioseparation, immunoassay, and diagnostics [7].

Ferritin template can be used to generate precisely sized and shaped magnetic particles in the protein
cavity. For this purpose, the nonmagnetic natural core that was composed of 5Fe;O3-9H.O was
chemically removed from the protein cavity, and an artificial magnetic core that was composed of
magnetite (FesO4) or magnetite/maghemite (FesO./[ 1-Fe;O3) was generated inside apo-ferritin. It was
shown that the iron-oxide core of ferritin is electrically contacted with the electrode and its reductive
dissolution yielded the apo-ferritin. Genetic engineering was employed to tune the size of the cavity to
provide monodisperse ferric oxide magnetic NPs of variable size [8].

The efficiency of the binding of a biomaterial to the primary organic shell that surrounds the magnetic
core was analyzed by various techniques including capillary electrophoresis with laser-induced
fluorescence detection [9]. Most of the applications of biomaterial-magnetic-particle hybrid conjugates
involve the concentration, separation, regeneration, mechanical translocation, and targeting of
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biomaterials. Phospholipid-coated magnetic NPs with a mean magnetite core size of 8 nm were used for
the recovery and separation of proteins from protein mixtures [10]. Antibodies were adsorbed on
synthetic FesO4 magnetic particles, and these particles were then used for specific binding to cells and
the separation of the cells by an external magnetic field [11].

While methods for the synthesis of magnetic particles with control over size and shape exist, their
surface functionalization with biomolecules often requires elaborate synthetic schemes. A major
advance would be to develop a synthetic method that leads to composite materials that have both the
stability, surface chemistry, and optical properties of gold and the magnetic properties of
superparamagnetic particles. Direct coating of magnetic particles with nobel metal is a difficult task due
to the dissimilar nature of the two surfaces. Methods that are based on the synthesis of one of the
compositions in the presence of the other have led to structures with minimal interface contact between
gold, silver,.. and the magnetic particle [12]. The size-controlled synthesis of magnetite (FesOs) NPs
was reported in organic solvents [15]. The monodisperse oil-soluble nanoparticles are in the next step
transformed into the water-soluble which is time-consuming and expensive. The surface modification
of iron nanoparticles is not easy and therefore gold nanoparticles are coated with the gold film and then
modified with different groups. Gold-coated iron NPs are prepared and then coated with a specific
magnetic moment of 145 emug™ and a coercivity of 1664 Oe were prepared and tested for biomedical
applications [14]. The gold shell allows the further modification of the magnetic NPs with biomolecules
by using the self-assembly method.

These magnetic beads can be used as reporters (tags) in association with stripping voltammetry
measurements of the iron content for the detection of DNA hybridization. A related protocol involved
probes that were labeled with gold-coated iron core/shell NPs. The application of functionalized
magnetic particles as carriers for DNA samples provided convenient analytical schemes for complicated
purposes. Single nucleotide polymorphism genotyping of the aldehyde dehydrogenase 2 gene was
studied by using a single bacterial magnetic particle [15].

One of the most important applications of MNPs (SP10s) is as contrast agents in magnetic resonance
(MR) imaging of tumors. SPIOs, due to their large magnetic moment, have the capability to distort the
local magnetic characteristics of the tissue in order to yield an enhancement in image contrast. For liver
tumors and metastases, the RES (reticuloendothelial system) macrophage-mediated uptake of SP1Os has
been successful in detecting tumors as small as 2— 3 mm. Similarly, the clearance of SPIOs by
macrophages of the lymphatic system and their subsequent accumulation in the lymph nodes have been
used to diagnose lymph node metastases Ultra Small SPIO (USPI0O) with diameters less than 40 nm
have also been clinically investigated as contrast agents that can accumulate at the margins of human
brain tumors, thereby improving their delineation on magnetic resonance images [16].

When subjected to an alternating magnetic field, SP10s convert electromagnetic energy into heat, which
can later be dissipated to the surrounding medium. It has been shown that successful tumor ablation can
be achieved by using only 5-10 mg of SP10/cm? of tissue. A major requirement for SPIO-mediated
tumor ablation is to use targeted nanoparticles to ensure selective uptake by tumor cells. It is also
important to monitor both the tissue distribution of SPIOs prior to heating treatment as well as the
temperature evolution during hyperthermia in order to prevent local heating and damage of normal
tissues. SPIOs, therefore, are particularly suitable for hyperthermal therapy since MRI can be used to
monitor both the tissue distribution as well as local temperature change owing to the temperature
dependence of proton relaxation times.
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These nanoparticles were efficient in delivering sufficient amount of the drug to tumor tissues with
lower toxicity in non-target organs in vivo. The drug released faster under the mildly acidic conditions
in the tumor microenvironment than at neutral pH of the vasculature. Such nanoparticles have a layer of
PEG on their surface as well as the anti-cancer drug, doxorubicin, incorporated in the polymeric shell
of SPIOs [17].

Literature.
[1] S. Bucak, D. A. Jones, P. E. Laibinis, T. A. Hatton, Biotechnol. Prog. 2003, 19, 477-484.

[2] Q.A. Pankhurst, J. Connolly, S.K. Jones, J. Dobson, J. Phys. D: Appl. Phys. 36 (2003) R167-R18]1.
[4] C. Berry, A.S.G. Curtis, , J. Phys. D Appl. Phys. 36 (2003) R198-R206.

[5] Chen, C.; Daniel, M.-C.; Quinkert, Z. T.; De, M.; Stein, B.; Bowman, V. D.; Chipman, P. R.; Rotello,
V. M.; Kao, C. C.; Dragnea, B. Nano Lett. 2006, 6 (4), 611-615.

[6] X. Hong, J. Li, M.J. Wang, J.J. Xu, W. Guo, J.H. Li, Y.B. Bai, T.J. Li, Chem. Mater. 16 (2004)
4022-4027.

[7] L. Wang, S. Hong, L. Wang, L. Dong, G. Bian, T. Xia, H. Chen, Spectrochimica Acta Part A 65
(2006) 439-444.

[8] M. Allen, D. Willits, J. Mosolf, M. Young, T. Douglas, Adv. Mater. 2002, 14, 1562—-1565 [9] F.-H.
Wang, T. Yoshitake, D.-K. Kim, M. Muhammed, B. Bjelke, Jan Kehr, J. Nanopart. Res. 2003, 5, 137-
146.

[10] S. Bucak, D. A. Jones, P. E. Laibinis, T. A. Hatton, Biotechnol. Prog. 2003, 19, 477—484.

[11]J. Roger, J. N. Pons, R. Massart, A. Halbreich, J. C. Bacri, Eur. Phys. J. Appl. Phys. 1999, 5, 321—
325.

[12] Wang, L.; Luo, J.; Maye, M. M.; Fan, Q.; Rendeng, Q.; Engelhard, M. H.; Wang, C.; Lin, Y_;
Zhong, C.-J. J. Mater. Chem. 2005, 15, 1821-1832.

[13] S. Sun, H. Zeng, J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 8204—8205.

[14] M. Chen, S. Yamamuro, D. Farrell, S. A. Majetich, J. Appl. Phys. 2003, 93, 7551-7553

[15] T. Yoshino, T. Tanaka, H. Takeyama, T. Matsunaga, Biosens. Bioelectron. 2003, 18, 661-666
[16] M.F. Bellin, L. Lebleu, J.B. Meric, , Abdom. Imaging 28 (2) (2003) 155-163.

[17] H.C. Huang, S. Barua, G. Sharma, S.K. Dey, K. Rege, Journal of Controlled Release 155 (2011)
344-357

Acknowledgements

This contribution is the result of the project implementation: Centre of Excellence for Glycomics, ITMS
26240120031, supported by the Research & Development Operational Programme funded by the
ERDF. Research was supported by the APVV-0125-11 project.

POLYMER - DECORATED GOLD NANOPARTICLES

187



I. Capek®, P. Capek?

'Polymer Institute, Institute of Chemistry, Institute of Measurement Science, Slovak Academy of Sciences
Bratislava; Faculty of Industrial Technologies, TnUni, Puchov; Slovakia

2Institute of Chemistry, Center for Glycomics, Slovak Academy of Sciences, Dubravskd cesta 9, 842 38
Bratislava, Slovak Republic

Gold nanoparticles (AuNPs) have a long history of use. The Chinese have used red colloidal Au
as a ‘‘drug of longevity’’ since 2500 B.C. In India, colloidal Au was used in Ayurvedic medicine for
rejuvenation under the name of ‘‘Swarna Bhasma’’ (gold ash) during the Vedic age. Au compounds
were adopted as a drug for vigor of youth and in the treatment of rheumatoid arthritis (e.g., Auronofin).
Currently, AuNPs are employed in awide range of products including cosmetics, hair tonics, conductive
ink, and lubricant oil. AUNPs are also being developed for use as drug carriers. Other than industrial
and biomedical applications, AuNPs have several advantages as a model NP for studying the
biodistribution and health effects of engineered NPs. Au in bulk form is chemically inert compared to
other metallic materials, hence, biologic effects of AuNPs is unlikely due to intrinsic toxicity of the
metal. In addition, Au is generally insoluble and rarely present in biological tissues. Its detection
therefore likely reflects actual presence of the metal in NP form, in that tissue.

Plasmonic gold nanoparticles demonstrate unique sizedependent optical and photothermal
properties due to the collective oscillation of free electrons in their conduction bands. The intensity of
absorption and scattering of gold nanoparticles is significantly higher than most absorbing and scattering
organic molecular dyes, which makes them excellent candidates as contrast agents in imaging. Electron-
phonon and phonon-phonon interactions in gold nanoparticles results in the generation of heat following
exposure to near infrared (NIR) light (650-900 nm). NIR light penetrates human tissue from half a
millimeter up to a few centimeters, due to minimal absorption by water and blood in this region of the
wavelength spectrum Gold nanoshells, nanocages and nanorods, synthesized using a variety of
chemical. [and electrochemical syntheses methods, absorb light in the NIR region resulting in
dissipation of heat to the surrounding tissue, and have been widely explored for tumor imaging and
ablation [1].

Generally, gold nanoparticles are synthesized by the reduction of an aurate salt with reducing
agents, such as sodium borohydride (NaBH.), thiocyanate, phosphorus, citrate and ascorbate in solutions
with and without micelles. The synthesized nanoparticles are of nanometer size, with colors varying
from yellow-orange to red-purple to blue-green. Nanoparticles have to be surface modified to make
them stable and compatible for preparation of bioconjugate and some functional groups, such as cyano
(-CN), thiol (-SH) and amino (-NH.) groups, are known to have high affinity for gold and the molecules
having such functional groups can be used as capping agents for gold nanoparticles [1,2].

The gold nanoparticles synthesized by borohydride reduction of aurate salt are relatively
monodisperse in colloidal solution, which is confirmed by a single peak in the absorbance spectra
(Figure 1). The Amax Was observed at around 530 nm. The mean hydrodynamic size of the AuNP is in
the range of 20-30 nm and after coupling to glutathion the approximate size was ca. 50 nm. As shown
in Figure 1, the peak is shifted towards the higher wavelength after capping with glutathione and lipoic
acid and the Amax Was observed around 540-580 nm for glutathione (GSH) capped and 560-620 nm for
lipoic acid (LA) capped gold nanoparticles. The change in the color of the colloid was also seen before
and after capping. The color of the gold colloid changed from wine red to blue for glutathione and dark
blue for lipoic acid capped nanoparticles [3] G.K. Ahirwal, C.K. Mitra, Sensors 2009, 9, 881-894].
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Figure 1. UV-Visible spectrum of (1) gold nanoparticles (AuNP), (2) glutathione capped AuNP and (3) lipoic
acid capped AuNP [3]

The Amax shift in the absorbance spectra was mainly due to the surface modification of the gold
nanoparticles. The surface plasmon resonance, the major cause for the absorption, is affected by surface
modification with covalent coupling. It may also be due to the increase in their size, which is due to the
protective coating of the organic molecule. This precipitation of nanoparticles was seen in both the cases
of GSH and LPA capped Au-NP. The precipitation is pH dependent. After borohydride reduction of
aurate salt the pH of the solution increased (towards the alkaline side) and due to the negatively charged
surface of the nanoparticles (because of the CI- ions adsorbed on the surface), the precipitation of the
colloid was prevented after capping. The colloid behaved more likely as a hydrophilic macromolecule
(like a protein). But as glutathione or lipoic acid is added to the colloidal solution there is a decrease in
the pH (towards the acidic side). In the case of glutathione capped gold nanoparticles at pH 5.0 the
spectra has shifted towards the higher wavelength and as the pH is increased the shift was seen towards
the lower wavelength of the spectra. Glutathione is a tripeptide (glutamic acid, cysteine and glycine)
and has many binding points for the gold nanoparticles. There are two carboxylic groups, one thiol group
and three amino groups in glutathione. The thiol group is involved in the attachment with the AuNP.
The covalent coupling can be extended either via the carboxylic or the amino groups (of glutathione/
lipoic acid) [3].

In the case of lipoic acid capped nanoparticles, the disulfides are reduced by borohydride to two
thiol groups (-S-S—- — -SH + —SH), which are involved in the binding of lipoic acid to gold
nanoparticles. In this type of capping, pH dependent precipitation of nanoparticles was also observed.
At pH 7.0 the NPs are well dispersed and with the increase in the acidity of the solution, the broadening
of peak was seen, which indicates the precipitation of NP in the solution. This property of capped NP
precipitation was utilized for the separation of NP from the unreacted organic molecule.

The polymers used to decorate AuNPs included the anionic poly(acrylic acid) (PAA), neutral
poly(2,3-hydroxy-propylacrylamide) (PDHA), and cationic poly(2-aminoethylacrylamide) (PAEA). In
addition, a thermoresponsive poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM) polymer (hydrophobic above
and hydrophilic below its lower critical solution temperature of ~32°C) and poly(ethylene glycol) (PEG)
were also coated onto the 5-nm Au NPs . Following the coating process, these polymers formed a
densely packed shell (0.75-1.4 chains/nm?) on the Au NP surface, excluding the gold core from
undesirable cellular interaction.
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From the cellular transport assays, approximately 11% of the neutral PEG- and PDHA-AUNPs
transported across to the basolateral chamber at 37°C under physiological conditions. These results
suggested high permeability rates of neutral nanoparticles in humans when compared to the non
permeable control mannitol. The anionic PAA-Au NPs were slightly less permeable, whereas the
hydrophobic PNIPAM- and cationic PAEA-Au NPs displayed little ability to transport through the cell
monolayer, with high percentage binding to the cells. We next performed the Caco-2 cell assays at 4°C
to block endocytic transcellular pathways. A significant decrease in the transport of neutral PDHA-,
cationic PAEA-, and PEG-Au NPs to the basolateral chamber of the cell monolayer was observed,
indicating a strong dependence on the endocytosis pathway. Blocking endocytic uptake will therefore
lead to an increased level of nanoparticles in the top apical layer. Indeed, the amount of PAEAAuU NPs
that remained in the top apical chamber increased from ~10% to ~30%, further supporting the strong
contribution of endocytosis pathway. Interestingly, we observed only a minor reduction in the transport
of the anionic PAA-Au NPs through cell monolayer at 4°C. This implied that the PAA-Au NPs mainly
utilized the paracellular pathway. However, the permeability of the PNIPAM-Au NPs through the cell
monolayer increased substantially at 4°C. These PNIPAM-Au NPs were neutral and hydrophilic at
temperatures below their lower critical solution temperature. One would expect the neutral PNIPAM-
Au NPs to have the same transport behavior as the neutral PEG- and PDHAAuU NPs at low temperatures
because of their similar size and surface properties. However, unlike the PEG- and PDHA-Au NPs,
which displayed no cellular transport at 4°C, PNIPAM-Au NPs transportation seems to be preferentially
via the paracellular pathway. These results now strongly support that the surface chemistry plays a more
significant role than originally thought in trafficking neutral nanoparticles [4].

There was negligible transport for neutral PEG-Au NPs and reduced cellular uptake of the
hydrophobic PNIPAM-Au NPs into the cells. The reduced uptake of PNIPAM-Au NPs resulted in a 25—
30% increased accumulation of these nanoparticles in the apical layer when compared to the standard
37°C cell assay, indicating strong contribution of microtubules for the endocytic uptake and transport
of PNIPAM and PEG-Au NPs under physiological conditions. An interesting finding from the present
study was that we observed both a microtubule-dependent (PEG-Au NPs) and nonmicrotubule-
dependent (PDHA-Au NPs) endocytic mechanism for the transport of neutral nanoparticles across Caco-
2 cells. This observation further supports that the surface chemistry on the nanoparticles plays a
dominant role in the cellular trafficking of functional nanoparticles [4].

Photothermal activation of gold nanospheres using visible light (~520 nm) may be limited to
superficial malignancies, due to restricted tissue penetration depth of visible light. However, radio
frequency (RF) radiation,which has deeper penetration in vivo, has been used as an alternative source
to excite gold nanospheres in order to induce thermal ablation of tumors. Gold nanoshells consist an
ultrathin gold shell surrounding a dielectric core (e.g. silica) and demonstrate a tunable photothermal
response to near infrared (NIR) light. Hirsch et al. [5] demonstrated successful irreversible thermal
destruction of xenograft canine transmissible venereal tumor in female non-obese diabetic mice due to
significant temperature increase upon exposure of interstitially injected PEGylated gold nanoshells to
NIR laser (820 nm, 4 W/cm?). O'Neal et al. [6] demonstrated that female albino mice bearing murine
colon carcinoma tumors were tumor-free for at least a month following laser irradiation (808 nm,
4W/cm?) of intravenously injected PEGylated gold nanoshells (20 ul/g). In a related study, PEGylated
gold nanoshells (8.5 pl/g) were intravenously injected into PC3 tumor bearing athymic (nu/nu) mice and
subjected to 3 min laser irradiation at 4 W/cm?. This resulted in temperature elevation up to 65.4 °C and
a 93% tumor regression after 3 weeks. Laser irradiation following passive delivery of PEGylated gold
nanoshells to brain tumors resulted in selective elevation of tumor tissue temperature above 65 °C in an
orthotopic canine model. In all these cases, gold nanoshell surfaces, coated with PEG, preferentially
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accumulated at the tumor site due to the highly permeable and poorly organized vascular network in
tumors (enhanced permeability and retention or EPR effect). Tumor targeting strategies (e.g.
conjugation with antibodies against the epidermal growth factor receptor (EGFR) and bombesin (BBN)
peptides) have been investigated in order to further increase the delivery to tumor sites, resulting in
increased efficiencies of in vivo thermal ablation using gold nanoshells and nanospheres. A human
clinical trial on gold nanoshells for photothermal ablation of recurrent (or refractory) head and neck
cancer is currently in progress [7].

Cylindrical gold nanorods also demonstrate a tunable photothermal response to NIR light as a
function of nanoparticle aspect ratio (length/diameter). The transverse absorption of gold nanorods is
approximately at 520 nm wavelength, and the longitudinal peak can be tuned as a function of the nanorod
length in the NIR region. Cetyltrimethyl ammonium bromide (CTAB)-templated growth method is a
popular approach for the synthesis of gold nanorods (AuNRs) in aqueous media. Several surface
modification strategies have been employed in order to overcome the toxicity of CTAB coating leading
to improved stability targeting and/or biocompatibility of AhNRs. Niidome et al. [8] modified gold
nanorods with PEG, which led to reduced AuNR cytotoxicity while maintaining the stability of gold
nanorods; approximately 54% of injected PEGylated gold nanorods remained in blood 30 min after
intravenous injection in mice, while unmodified CTAB-GNRs accumulated in the liver. Photothermal
therapy using laser irradiation of intratumorally injected PEGylated GNRs resulted in >96% decrease in
average tumor growth of subcutaneous squamous cell carcinoma xenografts grown in nude (nu/nu)
mice; intravenous injection and laser irradiation resulted in >74% decrease in average tumor growth.
Importantly, heating efficiencies in the case of direct injection were similar to that observed with gold
nanoshells. Human xenograft tumors in mice were successfully inhibited for at least 50 days by using
computationally designed irradiation regimen (2 W/cm?, 5 min) of intravenously injected PEGylated
AuNRs. Studies on biodistribution of GNRs indicated that a PEG:gold molar ratio of 1.5 was optimum
for both, increased persistence in circulation and for the enhanced permeability and retention (EPR)
effect. The uptake in the liver was saturated at 19.5 pg of nanorod injection dose, in addition to
distribution in the spleen and tumor [9]. Subsequent studies demonstrated that GNRs grafted with 5 kDa
and 10 kDa PEG showed higher circulation stability in mice than those with 2 kDa or 20 kDa PEG.
Suppression of tumor growth following NIR pulsed laser irradiation was more effective in the case of
direct intratumoral injection of nanorods compared intravenous administration. This correlates well with
the biodistribution study of PEGylated nanospheres in tumor bearing mice [10], in which 20 nm gold
nanospheres coated with PEG (molecular weight 5 kDa) exhibited the lowest uptake by
reticuloendothelial cells and the slowest clearance from the body. Photothermal therapy using
PEGylated GNRs following intravenous injection in a murine colon cancer model resulted in the
survival of approximately 44% of the mice 60 days after treatment. The mean survival time for the ‘GNR
alone (no NIR irradiation)’ and ‘laser irradiation alone (no GNRs)’ groups were 9.5 and 9.7 days,
respectively. Substantial accumulation of gold nanorods at liver, spleen and lymph nodes was observed
30 days post injection [7].
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Cancer is observed as the most dangerous class of disease categorized by uncontrolled cell
growth. There is a marginal increase in cancer cases in the last few years, and most of the time, it ends
up with taking life. In many types of cancer, we are yet to find a satisfactory medicine or carrier of
medicine as in case of drug delivery to be used as a satisfactory chemotherapeutic agent.
Nanotechnology, an interdisciplinary research field comprising chemistry, engineering, biology, and
medicine, has great potential for early detection, accurate diagnosis, and tailored treatment of cancer.
Nanoparticles are usually smaller than several hundred nanometers in size, comparable to large
biological molecules such as enzymes, receptors, of a size about 100 to 10,000 times smaller than human
cells. These nanoparticles can offer unprecedented interactions with biomolecules both on the surface
and inside the body cells, which may bring revolution in cancer diagnosis and treatment. At nanometric
scale, the physico-chemical and biological properties of materials differ fundamentally from their
corresponding bulk counterpart because of the sizedependent quantum effect. The noble metal
nanoparticles like gold nanoparticles (AuNP), especially surface functionalized represent smart and
promising candidates in the drug delivery applications due to their unique dimensions, tunable
functionalities on the surface, and controlled drug release [1]. Another essential aspect while working
with AuNP in bio-applications is safety and biocompatibility. Biologically synthesized and
functionalized, AuNPs provide many desirable attributes for use as carriers in drug delivery systems as
the functionalized AuNP core is essentially inert and nontoxic. Monodispersed nanoparticles can be
formed with a core size from <30 nm and also with metal-core—organic—shell morphology; the mono-
metal layer can be tailored with a range of biological ligands, help in effective cellular uptake, controlled
drug release, and targeted drug delivery [2]. These functionalized nanodelivery systems can be used
directly as promising lead molecules in the detection of cancer cells. In this approach, we have deduced
and detailed the use of synthesized bio-functional noble metal nanoparticles application as an anti-cancer
drug and demonstrate the anti-cancer effect of these functionalized AuNPs. It gives a strong speculation,
for the influence of free electrons generated by the surface of the functionalized AuNP has a lethal effect
on the electronegative surface membrane of the cancer cells. These results confirm that functionalizing
AUNP with the water-soluble organic moieties can show the synergic antiproliferative effect in various.
cancer cell lines, and thus prove to be useful in various types of anti-cancer control system It s
currently thought that the diameter of nanoparticle therapeutics for cancer should be in the range of 10—
100 nm. The lower bound is based on the measurement of sieving coefficients for the glomerular
capillary wall, as it is estimated that the threshold for first-pass elimination by the kidneys is 10 nm
(diameter). The upper bound on size is not as well defined at this time. The vasculature in tumours is
known to be leaky to macromolecules. The lymph system of tumours in mouse models is poorly
operational and macromolecules leaking from the blood vessels accumulate - a phenomenon known as
“enhanced permeability and retention (EPR) effect”. Numerous lines of evidence suggest that this
phenomenon is also operational in humans. It has been shown that entities in the order of hundreds of
nanometre in size can leak out of the blood vessels and accumulate within tumours. However, large
macromolecules or nanoparticles could have limited diffusion in the extracellular space. Experiments
from animal models suggest that sub-150 nm, neutral or slightly negatively charged entities can move
through tumour tissue. Additionally, some data show that nanoparticles in the 50-100 nm size range
that carry a very slight positive charge can penetrate throughout large tumours following systemic
administration. Thus, welldesigned nanoparticles in the 10-100 nm size range and with a surface charge
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either slightly positive or slightly negative should have accessibility to and within disseminated tumours
when dosed into the circulatory system. If this size range is correct, then these nanoparticles will be
restricted from exiting normal vasculature (that requires sizes less than 1-2 nm); however they will still
be able to access the liver, as entities up to 100-150 nm in diameter are able to do so [3].

Nanoparticles have high surface-to-volume ratios when compared with larger particles, and so
control of their surface proper ties is crucial to their behaviour in humans. The ultimate fate of
nanoparticles within the body can be determined by the interactions of nanoparticles with their local
environment, which depends on a combination of size and surface properties. Nanoparticles that are
sterically stabilized (for example by polyethylene glycol (PEG) polymers on their surface) and have
surface charges that are either slightly negative or slightly positive tend to have minimal self-self and
self-non-self interactions. Also, the inside surface of blood vessels and the surface of cells contain many
negatively charged components, which would repel negatively charged nanoparticles. As the surface
charge becomes larger (either positive or negative), macrophage scavenging is increased and can lead
to greater clearance by the reticulo endothelial system. Thus, minimizing nonspecific interactions via
steric stabilization and control of surface charge helps to prevent nanoparticle loss to undesired
locations. However, the complete removal of nonspecific interactions is not currently possible, and so
there is always some particle loss; the key is to minimize these interactions as much as possible [3].

The addition of targeting ligands that provide specific nanoparticle—cell surface interactions can
play a vital role in the ultimate location of the nanoparticle. For example, nanoparticles can be targeted
to cancer cells if their surfaces contain moieties such as small molecules, aptamers, peptides, proteins
or antibodies. These moieties can bind with cancer cellsurface receptor proteins, such as transferrin
receptors, that are known to be increased in number on a wide range of cancer cells [4]. These targeting
ligands enable nanoparticles to bind to cell-surface receptors and enter cells by receptor-mediated
endocytosis. Recent work comparing non-targeted and targeted nanoparticles or polymer-based has
shown that the primary role of the targeting ligands is to enhance cellular uptake into cancer cells rather
than increasing the accumulation in the tumour.

Nanoparticles can be tuned to provide long or short circulation times by careful control of size
and surface properties. Targeted nanoparticles have at least five features that distinguish them from other
therapeutic modalities for cancer. First, nanoparticles can carry a large payload of drug entity and protect
it from degradation. Second, the nanoparticles are sufficiently large to contain multiple targeting ligands
that can allow multivalent binding to cell-surface receptors. Third, nanoparticles are sufficiently large
to accommodate multiple types of drug molecules. Fourth, the release kinetics of drug molecules from
nanoparticles can be tuned to match the mechanism of action. Fifth, nanoparticles could have the
potential to bypass multidrug resistance mechanisms that involve cell-surface protein pumps (for
example, glycoprotein P), as they enter cells via endocytosis.

Nanoparticles (NPs) have been of significant interest over the last decade as they offer great
benefits for drug delivery to overcome limitations in conventional chemotherapy [5]. They can not only
be formed in a range of sizes (1-1000 nm) but also be made using a variety of materials including
polymers (e.g. biodegradable polymeric nanoparticles, dendrimers), lipids (e.g. solid-lipid
nanoparticles, liposomes), inorganic materials (e.g. metal nanoparticles, quantum dots), and biological
materials (e.g. viral nanoparticles, albumin nanoparticles). In addition, they can be tailored to
simultaneously carry both drugs and imaging probes and designed to specifically target molecules of
diseased tissues. Nanoparticles for anti-cancer drug delivery had reached the first clinical trial in the
mid-1980s, and the first nanoparticles (e.g. liposomal with encapsulated doxorubicin) had entered the
pharmaceutical market in 1995. Since then, numerous new nanoparticles for cancer drug delivery have
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been approved and/or are currently under development due to their many advantages. Their advantages
include enhancing solubility of hydrophobic drugs, prolonging circulation time, minimizing non-
specific uptake, preventing undesirable off-target and side effects, improving intracellular penetration,
and allowing for specific cancer-targeting.

Using targeted nanoparticles to deliver chemotherapeutic agents in cancer therapy offers many
advantages to improve drug/gene delivery and to overcome many problems associated with
conventional chemotherapy [6]. For example, nanoparticles via either passive targeting or active
targeting have been shown to enhance the intracellular concentration of drugs/genes in cancer cells while
avoiding toxicity in normal cells. In addition, the targeted nanoparticles can also be designed as either
pH-sensitive or temperature-sensitive carriers. The pH-sensitive drug delivery system can deliver and
release drugs within the more acidic microenvironment of the cancer cells and/or components within
cancer cells. The temperature-sensitive system can carry and release drugs with changes in temperature
locally in the tumor region provided by sources such as magnetic fields, ultrasound waves, and so on so
that combined therapy such as chemotherapy and hyperthermia can be applied. The targeting of
nanoparticles to tumors via cancer-specific features/moieties has also been shown to minimize the
effects of composition, size, and molecular mass of nanoparticles on their efficacy [7]. Targeted
nanoparticles can be further modified or functionalized to reduce toxicity. For example, modifying
nanoparticles surface chemistry could reduce their toxicity and immunotoxicity [8].

Targeted NPs for cancer therapy also face many challenges. One challenge of targeted NPs is
that NPs might change the stability, solubility, and pharmacokinetic properties of the carried drugs. The
shelf life, aggregation, leakage, and toxicity of materials used to make nanoparticles are other limitations
for their use. Some materials used to make NPs such aspoly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) have low
toxicity, but degrade quickly and do not circulate in tissues long enough for sustained drug/gene
delivery. On the other hand, other materials such as carbon nanotubes and quantum dots are durable and
can persist in the body for weeks, months, or even years, making them potentially toxic and limiting
their use for repeated treatments [9]. New materials to make targeted nanoparticles such as silicon/silica
(solid, porous, and hollow silicon nanoparticles) have been developed; however, their use for drug
delivery to cancer patients has taken off slowly due to the potential health risks associated with
introducing new materials in the human body.

Besides developing new materials and selecting appropriate materials for each specific
treatment, other factors need to be optimally selected in order to design better targeted nanoparticles.
These factors include the particles size, shape, sedimentation, drug encapsulation efficacy, desired drug
release profiles, distribution in the body, circulation, and cost. For instance, in the case of particle size,
it has been well-known that the clearance rate of very small nanoparticles might be high, and most of
these nanoparticles might end up in the liver and spleen, thus making the use of targeted nanoparticles
impractical and ineffective. On the other hand, larger nanoparticles might be too big to go through small
capillaries for drug delivery. Thus selecting the right materials and particle size is another important
aspect in targeted NPs for cancer therapy.

More specific drug targeting can be achieved by binding various ligands to the surface of
nanoparticles, such as peptides, growth factors, transferrin, antibodies or antibody fragments such as a
single-chain variable fragment (scFv), and small compounds such as folate that can recognize cancer
cells. Among these biological signals, antibodies are most promising for their bifunctional properties:
both the active targeting potential and anticancer effect by antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity (ADCC). The co-delivery of chemotherapeutic drugs and antibody may also sensitize
aggressive tumor cells to chemotherapeutic drugs and achieve a synergistic anti-tumor effect [10].
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Nanoparticles have two important advantages in controlled drug release. One is sustained drug
release, which mainly results from the dissolution kinetics of nanoparticle core/shell structures and
gradual diffusion of the drug localized in the core. Another advantage of nanoparticles is the on-site
release, achieved by passive or active targeting strategies. Controlled release of loaded drugs from
nanoparticles can maintain the therapeutic dose for an extended period of time and avoid the adverse
effects induced by high drug concentration in systemic circulation that are frequent for conventional
formulations.

For instance, Danhier et al. developed a PEGylated PLGA-based nanoparticle loaded with
Cremophor® EL-free paclitaxel. The release behavior of paclitaxel exhibited a biphasic pattern
characterized by an initial burst release followed by a slower and continuous release. Paclitaxel released
in the first 4 h was equivalent to ca. 46.9% of the initial drug load of nanoparticles. After 11 days, the
amount of accumulated paclitaxel release was ca. 75.3%. The burst release in the first 4 h may be due
to the dissolution and diffusion of the drug that was poorly entrapped in the polymer matrix [11].

AUNPs of three sizes (4, 12 and 18 nm) were reported to pose no inherent toxicity to human
K562 leukemia cells. In contrast, AuNPs of 1-2 nm were found to be highly toxic in 13 different healthy
or cancer cell lines. Another study reported that 20-nm AuNPs induced oxidative damage in human
embryonic lung fibroblasts and inhibited cell proliferation along with downregulation of cell cycle and
DNA repair genes. It is important to distinguish between the effects of AUNPs, and that of contaminants
during the manufacturing process, since some of the ‘toxic’ effects of AuNPs have been shown to be
caused by contaminants [12].

Delivery of methotrexate (MTX), a dihydrofolate reductase inhibitor, by gold nanospheres
suppressed Lewis lung carcinoma tumor growth in mice, while direct delivery of MTX at the same drug
dose showed reduced effect [13]. AuNR-mediated hyperthermia facilitated the accumulation of
doxorubicin (DOX)-loaded thermally sensitive micelles/liposome at xenografted MDA-MB-435 human
tumor in mice and triggered the release of DOX molecules [14]. The combination of hyperthermia and
DOX-loaded micelles/liposome resulted in higher tumor growth suppression comparing to
“hyperthermia alone” and “hyperthermia+free DOX molecules” controls.

The rapid development of nanotechnology worldwide is accompanied by massive generation
and usage of engineered nanomaterials (or nanoparticles, NPs) even though the potential health impacts
of these materials are largely unknown. The increased industrial use of NPs can result in frequent
exposure through inhalation, ingestion or dermal contact during manufacture, use and disposal; hence,
studies are needed to understand the potential biological effects of exposure to NPs. Compared to fine
particles, engineered NPs possess greater surface-to-volume ratio and functionalities on their surfaces
which could result in greater biological activity if these are taken into the body, making them a potential
health concern.

Nanoparticles provide opportunities for designing and tuning properties that are not possible
with other types of therapeutics. At present, it remains unknown how nanoparticles move through
tumour tissue once they have localized into the tumour area. Tumour penetration is important and
especially so when the nanoparticles are designed to carry the drug molecules into the cancer cells before
release. Second, there are valid concerns about nanoparticle toxicity, as little is known about how
nanoscale entities behave in humans. The size and surface properties of nanoparticles can give them
access to locations that are not available to larger particles. Surface properties also affect biodistribution
through mechanisms such as nonspecific binding to proteins in the blood, removal by macrophages and
by causing local disturbances in barriers that would otherwise limit their access. Third, there are
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important commercial and regulatory challenges to be tackled with the emerging generation of more
complex nanoparticles, in part owing to their multicomponent nature. Such nanoparticles are likely to
be difficult and expensive to manufacture at large scale with appropriate quality. However, some highly
complex nanoparticles have reached the clinic. There are also numerous efforts focused on combining
imaging and therapeutic agents within the same particle. Although there are situations in which this
combination might be useful, there are numerous others were this would not. There is no doubt that
nanoparticle therapeutics with increasing multifunctionality will exist in the future. As newer and more
complex nanoparticle systems appear, better methodologies to define biocompatibility will need to be
created, especially those that can assess intracellular biocompatibility. Although many challenges exist
for the translation of nanoparticles that are currently research tools into approved products for patients,
their potential advantages should drive their successful development, and the continuing emergence of
a new class of anticancer therapies [15].
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INTRODUCTION
Sustained microglial activation was extensively investigated in neurodegenerative diseases and, in
addition, postulated to lead to neuronal cell loss under these conditions [1].

It was shown that activated microglia undergo apoptosis which is an essential self-regulatory mechanism
governing immune and inflammatory responses in brain. On the other hand, since it is known that the
brain has a relatively limited capacity to resupply these cells (playing also important roles in many
physiological processes), it was suggested that premature depletion of microglia due to overactivation
would probably handicap the ability of brain cells to cope with inflammation or dysregulation of protein
homeostasis [2]. Therefore, it may be of merit to develop approaches in concurrent modulation of both
survival and inflammatory functions of microglia.

Current evidence showed immunomodulatory efficacy of flavonoids in glial cells, suggesting their
therapeutic potential for diseases in CNS [3]. Stobadine, the novel pyridoindole antioxidant reference,
showed neuroprotective effects in several in vivo as well as ex vivo models.

In the present study, the effects of selected pyridoindole derivatives and flavonoid quercetin on
activation as well as apoptosis of cultured BV-2 microglia were investigated.

METHODS

Levels of LPS-induced iNOS protein, amounts of NO and cytokine TNF-a in media, intracelllular
generation of oxidants, caspase 3 activity, changes of mitochondrial potential and viability assays were
assessed in BV-2 microglial cells by using fluorometric and colorimetric assays, western blot analysis
and application of fluorescent microscopy.

RESULTS

Unlike pyridoindole stobadine and its derivatives tested (carboxylated and nitrated analogues,
SMelEC2 and SM1M2Nt3, respectively), only flavonoid quercetin showed a strong inhibitory effect on
LPS-stimulated NO- and TNF-a-release and iNOS expression levels (Fig. 1). Furthermore, only
quercetin effectively prevented LPS-stimulated cell size increase.

On the other hand, unlike quercetin, pyridoindole stobadine suppressed apoptosis of microglia, exposed
to the toxic concentration of LPS, along with simultaneous prevention of cell number reduction and
amelioration of stimulated production of reactive oxygen species.

+LPS

CON LPS QUERCE STOBA
-— - NOS
T e e B tubulin

w
o
o

25

N
o

*

*

*

N

(4]

(=]

+LPS

&
TNF-« (pg/ml)
e N
O (=]
o o

o

iNOS (fold increase)
8

(@]
(4]
o

#aew

Iy

CON  LPS QUERCE STOBA CONTROL  LPS QUERCE  STOBA

A B

198



Fig. 1. Effect of quercetin and stobadine on A: iNOS induction and B: TNF-a. release by BV-2
microglia stimulated with bacterial lipopolysaccharide (LPS). BV-2 cell were treated with LPS
in the presence or absence of the compounds tested for 24 hours and then TNF-a. production

was evaluated by ELISA, iNOS expression was evaluated by Western blot analysis. Data are

means = SD, **p<0.01, ***p<0.001 vs control, ###p<0.001 vs LPS

DISCUSSION

Heme oxygenase-1 upregulation has been proposed as an antiinflammatory mechanism for quercetin in
inflammogen-stimulated microglia, apart from the down-regulation of MAPKs, Akt, Src, Janus kinase-
1, Tyk2, signal transducer and activator of transcription-1, and NF-xB [3]. However, studies of
immunomodulatory effects of stobadine are missing and our previous data showed only a negligible
antiinflammatory efficacy in RAW 264.7 macrophages. On the other hand, prominent antioxidant
properties of stobadine (along with caspase-inhibitory efficacy confirmed in earlier studies) may be
responsible for its effective protection of microglia against overactivation-induced damage. However,
in view of its minute potency in lowering the microglia activation markers tested, these pro-survival
effects may be indicative of rather a pro-inflammatory potency of this compound.

CONCLUSION

Our results suggest that either pyridoindole antioxidants or flavonoids (represented by quercetin) did
not show notable efficacy in simultaneous immunomodulation and protection of microglia. These
outcomes can establish needs for rational design of novel polyphenolic or pyridoindole substances with
optimal multilevel efficacy against neuroinflammation.
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Abstract:

INTRODUCTION

Oxidative stress has been widely considered as a key player in the adverse effects of hyperglycaemia to
various tissues, including neuronal cells. Besides the retina, kidney and vascular tissue, neuronal tissue
is one of the major targets of diabetic complications caused by chronically elevated glucose level. The
peripheral neuropathies represent the most common diabetic complication triggered by the injurious
effect of hyperglycaemia on neuronal cells. However, broad evidence suggests that the central nervous
system is also susceptible to long-term complications associated with diabetes [1].
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This study examined the participation of oxidative stress in injurious effects of high glucose on neuron-
like HT22 cells along with the activity of 20S proteasome, a proteolytic system responsible for
degradation of oxidized proteins.

METHODS

Intracellular oxidants generation along with cell viability, activity of 20S proteasome and oxidative
protein modifications (carbonylation and glycation) were assessed in neuron-like HT22 cell line under
high glucose (HG) conditions by using fluorometric and colorimetric assays, ELISA, immunostainning
analyses and application of fluorescent microscopy.

RESULTS

Although HG conditions caused non-significant changes of viability, a considerable reduction of cell
proliferation was observed. Moreover, the cell morphology was also altered (shown by an increase of
cell size). These changes were followed by an enhancement of intracellular generation of reactive
oxygen species (ROS) (Fig. 1). Although the total levels of protein carbonyls as well as of advanced
glycation end products (AGEs) were increased in HG cells, the relative levels of oxidized aminoacid
residues per proteins were not changed. Correspondingly, only a slight decline in the 20S proteasome
activity was found in HG-treated cells. Regardless, HG caused significant alteration in subcellular
distribution of both oxidized proteins and proteasome shown as a shift of both proteasome and
carbonylated proteins toward nuclear region (Fig. 1). Finally, substances interfering with glucose
metabolism partially preserved the oxidative stress in HG treated cells and ameliorated changes in cell
size and proliferation.
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Figure 1. Oxidative modification of proteins and generation of oxidants in HT22 cells following high glucose
treatment. HG treated cells were immunostained for protein carbonyls, proteasome and DNA (DAPI)
(A). Cells were cultured on glass bottom dishes; (B) The formation of protein carbonyls was quantified
by ELISA (PC/ELISA) or quantitative immunostaining (PC/IF). Immunofluorescent quantification was
performed separately for the nucleus (‘Nuc’) and the cytosol (‘Cyt’). Time-dependent oxidant
production in HT22 cells is shown in (C) (left part). The right part of (C) demonstrates the values after
48 h, again as measured ‘Mean fluorescence intensity’ and calculated ‘Total DCF’. Results are the
means+SEM of at least three independent determinations, #p<0.05, ##p<0.01 , ##p<0.001 vs NG
(NG_normal glucose, HG_high glucose).
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DISCUSSION

In analogy with our present observations, high glucose conditions were shown to induce both
proliferation and morphological changes in neurons and glial cells of diabetic animals. Interestingly, a
limited proliferation was also found in mesangial cells exposed to high glucose, followed by cell cycle
arrest and persistent and progressive hypertrophy [2].

A range of biochemical pathways underlying toxicity of glucose (involving non-enzymic glycation of
proteins) have been illustrated in non-neuronal cells [3]. All these pathways have in common the
formation of ROS that, in excess and over time, cause chronic oxidative stress. In both diabetic humans
and rats, oxidative stress was shown to play a central role in brain damage. On the other hand,
proteasome might represent an early defence system in removal of oxidized proteins in brain exposed
to hyperglycaemia (thus preventing accumulation of oxidized non-degradable protein material with
likely lethal effects in the neuronal cells). As shown by earlier studies [4], nuclear accumulation of
proteasome might represent an adaptive response of the cells to glycoxidative injury in the nuclei.
Furthermore, our studies with glycolysis inhibitors underscore a role of accelerated glucose metabolism
in the ROS production in neuronal cells exposed to hyperglycaemia.

CONCLUSION

Our results support the propositions that oxidative stress may have an important role of in the toxic
effect of glucose to neuronal cells in diabetes. In addition, enhanced metabolism of glucose during
hyperglycaemia may be an important mediator of over-production of ROS and their harmful effects to
the neuronal cells.
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Abstract:

INTRODUCTION
Accelerated death of pancreatic -cells represents the main cause of type 1 diabetes mellitus, and
contributes also to the reduction of B-cell mass in type 2 diabetes. In this regard, it was shown that
apoptosis represents the main mode of -cell death in both types of diabetes.

Although apoptosis may be induced by many stimuli, overproduction of reactive oxygen species
(ROS) plays apparently a crucial role in -cell death. In type 1 diabetes, infiltrating T and B cells and
macrophages produce excessive ROS resulting in damage to vulnerable B cells [1]. On the other hand,
chronic hyperglycemia in type 2 diabetes leads to chronic oxidative stress in all tissues, including f cells
as one of its principal targets [2].

In our study, the potential protective effect of novel pyridoindole SMelEC2 (II) was assessed
against hydrogen peroxide (H202)-damage to rat pancreatic INS-1E 3 cells and compared with the effect
of the lead pyridoindole molecule, stobadine (1), a novel indole antioxidant reference (Fig. 1) [3].
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Figure 1. Structures of the compounds tested, stobadine (1), (-)-cis-2,8-dimethyl-2,3,4,4a,5,9b-hexahydro-1H-
pyrido[4,3-b]indole, and SMelEC2, (+)-8-methoxy-1,3,4,4a,5,9b-hexahydro-pyrido[4,3-b]indole-2-
carboxylic acid ethyl ester (I1).

METHODS

Intracellular oxidants generation along with cell viability, insulin secretion, caspase activation, apoptotic
and necrotic changes and activity of catalase were assessed in pancreatic 3 cell line INS-1E exposed to
H»O,-damage in the presence or the absence of the compounds tested. Fluorometric and colorimetric

assays (DCF, MTT, chromogen-substrate cleavage assay), ELISA and fluorescent microscopy were
used.

RESULTS

Only pre-treatment with SMelEC2 (I1) led to a significant preservation of the metabolic function and
insulin secretion of the INS-1E cells exposed to H,O; (Fig. 2). The activities of caspase-9 and -3, as well
as the phosphatidylserine exposure on the external leaflet of the plasma membrane, were suppressed
similarly in the cells pre-incubated with both compounds tested. However, only pyridoindole (1)
inhibited profoundly late apoptotic changes in the INS-1E cells (Fig. 2). Furthermore, SMelEC2 showed
better efficacy in down-regulation of ROS levels and up-regulation of catalase activity.
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Figure 2. Effect of stobadine (1) and SMelEC2 (I1) on H20-induced injury of insulin secretion, viability
decrease and apoptosis of INS-1E B cells followed by ELISA, MTT assay and staining with ethidium
bromide/acridine orange, respectively. Results are presented as percentage of control = SD, n =3, #p
<0.05, ## p <0.01 vs. control; *p < 0.05, **p < 0.01 vs. H,0- group.

DISCUSSION

The improved anti-apoptotic, viability- and insulin-release-protection efficacy of SMelEC2 is in line
with its better normalizing effect on the induced levels of intracellular oxidants. This might be related
to its superior free radical scavenging capabilities. The electron-donating aromatic substituent -OCHs at
position C6 in compound (1) is likely responsible for its elevated antiradical activity compared to
stobadine (I) (as confirmed by DPPH assay). Moreover, the ethoxycarbonyl substituent on piperidinic
nitrogen of 1l can profoundly decrease pyridoindole protonation (pKa, -3.7), thus ensuring better
intracellular availability of compound (I1) (represented by logD = 1.79) compared to stobadine (logD =
-0.05). The antioxidant action of Il in INS-1E cells can involve most likely both direct ROS scavenging
mechanism and the modulatory effect on catalase, as H,O»-detoxifying enzyme.

CONCLUSIONS
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Our results suggest that pyridoindole SMelEC2 (Il) characterized by enhanced intrinsic antioxidant
activity, may be efficient in protection of pancreatic  cells against cytotoxic challenge of H.O,, a
reactive metabolite involved in both type 1 and type 2 diabetes.
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Uvod

Materska kaSicka obsahuje velky podiel mastnych kyselin s kratkymi retazcami zlozenymi z 8-12
uhlikov. NajcCastejSie sa pritom vyskytuju ako hydroxy- alebo dikarboxylové mastné kyseliny. Najviac
zastupenou mastnou kyselinou je kyselina 10-hydroxy-2-decénové (10-HDA). Dalsimi, relativne hojne
zastupenymi mastnymi kyselinami s kyselina 8-hydroxyoktanova, 10-hydroxydekanova, 3,10-
dihydroxydekanova, 2-decéndiova a sebakova [1-3]. Bolo zistené, Ze niektoré mastné kyseliny st
aktivne voci niektorym testovanym Gram pozitivnym aj Gram negativnym bakterialnym kmetiom [1, 4,
5]. Predmetom nasho zaujmu su mastné kyseliny, ktoré by mohli mat’ aktivitu vo¢i véeliemu patogénu
Paenibacillus larvae, ktory spdsobuje zavaznu chorobu vcelich lariev, mor véeliecho plodu (MVP).
Predpokladame, ze takéto mastné kyseliny sa nachadzajt v kasicke, nakol'’ko sme zistili, Ze dietyléterovy
extrakt lyofilizovanej MK je aktivny vo¢i P. larvae. Cielom tejto prace bolo analyzovat obsah
mastnych kyselin v dietyléterovom extrakte MK plynovou chromatografiou kombinovanou
s hmotnostnou spektrometriou (GC-MS).

Material a metody

Na analyzu bola pouzita materska kasi¢ka ziskana od véelara Alexandra Kissa zo Siah. MK (140 mg)
bola lyofilizovana v 2 mikroskumavkach, lyofilizaty rozdrvené na prasok a extrahované 3 x s 0,5 ml
dietyléteru. Dietyléter bol odpareny na centrifugatnom vakuovom koncentratore tak, aby sme finalne
ziskali vzorku v jednej mikroskumavke. Pripraventi vzorku sme metylovali s roztokom 1% H>SO,
vV metanole, priCom derivatizacia prebichala pri 50°C cez noc. Nasledne sme pridali do vzorky
hydrogénuhli¢itan sodny a analyzovali ju pomocou GC-MS (GC — Trace GC Ultra, MS — ITQ 900;
Thermo Scientific) s pouzitim kolony TG-SQC 30m x 0,25mm, 0,25 um (Thermo Scientific).
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Vysledky

Pomocou metody GC-MS sme z analyzovaného extraktu ziskali profil mastnych kyselin nachadzajucich
sa v testovanej materskej kasicke. Po separacii zloziek extraktu plynovou chromatografiou boli zmerané
hmotnostné spektrd jednotlivych komponentov. Porovnanim nameranych vysledkov s databazou NIST
MS Search 2.0 sme identifikovali 4 najvicSie piky (Obr. 1). Identifikovali sme 10-HDA, ktorej
zodpoveda najvyssi pik s retenénym ¢asom RT = 33,95 min a d’alej v zostupnom poradi podl'a velkosti
pikov kyselinu 3,10-dihydroxydekanova RT = 32,32 min, 10-hydroxydekanovi RT = 32,15 min a
kyselinu sebakovii RT = 30,70 min. Nepodarilo sa nam identifikovat’ vyrazné piky, ktoré by zodpovedali
mastnym kyselinam, ktoré boli identifikované ako tiez hojne zastipené Isidorovom a kol. [3] - kyselinu
8-hydroxyoktanovi a 2-decéndiovu.

Ziskané vysledky poukazuju na to, ze MK by sa mohli 1isit’ v obsahu niektorych mastnych kyselin, ako
aj na to, ze za aktivitu dietyléterového extraktu MK voci P. larvae by mohla zodpovedat’ niektora, alebo
viaceré z mastnych kyselin hojne sa vyskytujucich v analyzovanom preparate.
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Obr.1: Profil mastnych kyselin extrahovanych dietyléterom z materskej kasicky na plynovom
chromatografe. Piky boli identifikované hmotnostnou spektrometriou (zaznamy nie su
uvedené).
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Introduction

Besides three well-characterized major antibacterial factors in honey, hydrogen peroxide, low pH and
high osmolarity, a 1,2-dicarbonyl compound methylglyoxal (MGO) and the cationic antibacterial
peptide honeybee defensinl were also identified as antibacterial substances in some types of honey.
Manuka honey is a type of medical-grade honey that is most frequently studied in human clinical trials.
It has been documented that the pronounced antibacterial activity of manuka honey directly originates
from MGO [1, 2]. The MGO in manuka honey is derived from the non-enzymatic conversion of
dihydroxyacetone, which occurs at high levels in the nectar of manuka trees (Leptospermum scoparium)
[3]. MGO is a highly reactive dicarbonyl that induces rapid non-enzymatic modification of the free
amino groups of lysine and arginine residues of proteins and peptides, leading to the generation of
advanced glycation end products (AGES).

Recently, it was published that manuka honey does not contain bee defensinl and hydrogen peroxide,
and that its antibacterial activity was mainly attributed to MGO, whereas bee defensinl and hydrogen
peroxide were found to be the major antibacterial factors of another medical-grade honey — Revamil®,
a honey produced under standardized conditions in greenhouses

The aim of this study was to investigate the influence of intrinsically present reactive MGO on bee
defensinl in manuka honey as well as of experimentally added MGO on purified bee defensinl.

Materials and Methods

206



Commercially available active manuka honey (UMF 15+), imported from New Zealand, was purchased
from Nature’s Nectar (Surrey, UK).

Purification of honeybee defensinl

Defensinl was partially purified from royal jelly by gel filtration on Sephadex G-100 column (GE
Healthcare, UK) using the procedure described by Fujiwara et al. (1990) [4]. The antibacterially active
column fractions were collected and lyophilized.

Determination of antibacterial activity

The antibacterial efficacy of defensinl samples was evaluated by the radial diffusion assay using
Micrococcus luteus, a model Gram-positive bacterium frequently used for testing antibacterial
properties [5].

Detection of defensinl in honey extracts by immunoblotting

Defensinl samples were electrophoresed on 16.5% Tricine-SDS-PAGE gel [6] using a Mini-Protean Il
electrophoresis cell (Bio-Rad, CA, USA). The proteins were transferred onto a 0.1 um nitrocellulose
Whatman® Protran® membrane (Sigma-Aldrich, UK) in 48 mM Tris, 39 mM glycin and 20% methanol
using the semi-dry blotting procedure. The membrane was blocked for 1 h in a TBST buffer (50 mM
Tris-HCI, pH 7.5, 200 mM NaCl, 0.05% Tween 20) containing 1% BSA (TBST-B buffer) and then
incubated overnight with a purified rabbit polyclonal antibody against recombinant honeybee defensinl
[7] diluted 1:140 in TBST-B. After washing with TBST, the membrane was incubated for 2 h in TBST-
B buffer containing swine anti-rabbit HRP-linked antibodies (Promega, WI, USA) diluted 1:2500.
Immunoreactive bands were detected in solution containing dissolved SigmaFast 3,3-diaminobenzidine
tablets (Sigma-Aldrich, UK) and 0.03 mM NiCl..

Treatment of purified defensinl with MGO

The partially purified defensinl was dissolved in deionized water and the concentration of protein in the
solution was determined spectrophotometrically at 205 nm [8]. Two 90 ul samples were prepared for
monitoring of the time-dependent effect of MGO (Sigma-Aldrich, UK) on defensinl. The experimental
sample contained 0.4 ug/ul protein, 1 pug/ul bovine serum albumin (BSA) Fraction V (stabilizing agent)
(SERVA, Heidelberg, Germany) and 0.7 ug/mg MGO. The control sample had the same composition
as the experimental one but did not contain MGO. The samples were incubated at 35 °C and after 12,
21 and 51 h of incubation 30 ul aliquots were collected. The aliquots were used for immunoblot analysis
(10 pl) and for the determination of antibacterial activity, as described above.

Results and Discussion

We assessed in vitro the effect of MGO on bee defensinl that was prepared from royal jelly. Partially
purified defensinl was treated with 0.7 mg/ml of MGO in a solution containing 1 mg/ml of BSA
(included as an anti-aggregation additive) for a period of 12, 21 and 51 h. The identical defensinl sample
without MGO was used as a control. MGO significantly reduced the antibacterial activity of defensin 1
and the level of reduction was found to be time-dependent. After 51 h of incubation, the activity of bee
defensinl was completely abolished. The activity of defensinl in the samples without MGO remained
constant during incubation (Fig. 1A). This indicates that MGO modifies defensinl and abrogates its
antibacterial property. In order to illustrate defensinl reactions with MGO we performed an immunoblot
analysis of samples from these treatments. The decrease in the amount of the native 5.5 kDa form of
defensinl in the samples treated with MGO was observed and it depended on the duration of treatment
(Fig. 1B).

The amount of native defensinl decreased during the incubation, but we did not observe a size shift in
the MW of the modified defensinl. The explanation for this could be that (i) the concentration of peptide
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adducts was too low to be detected in the amount of purified defensinl used in our assay and/or that the
peptide adducts showed a greater variation in MW than those created at increased saccharide
concentrations during the processing of nectar and the storage of natural manuka honey and (ii)
defensinl may form higher MW adduct with specific protein(s) and/or its degradation product(s) present
only in manuka honey and we could not see size-shift in the MW of purified defensinl.

Taken together, MGO is a component of manuka honey that has, besides its proven positive antibacterial
properties, an obvious detrimental effect, at least on some protein/peptide functions, in manuka honey

A

15+ EE PBS
@ CJ MGO
=
g
=
= 5
]
:E E
g
04
12 20 51
Time (h)
B
Fig. 1 MGO-me 12h 20 h 51h ally purified defensinl
preparation (ad MGO - + - + - + 7 wg/mg of MGO for
different incubz Defl - - tivity of defensinl in

aliquots of the t1 : : formed with M. luteus.
The values of the inhibition zones are mean = SEM of three independent assays. The data were
statistically analysed by the Student’s t-test. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. (B) Detection of
defensinl in aliquots of control and treated samples (8 ul) by immunoblotting using Tricine-SDS-PAGE
gels and a polyclonal antibody against defensinl.
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Uvod

Materska kaSicka (MK) je jedinecna potrava larvy vcelej kralovnej a samotnej kralovnej, ktoru
produkuju 7-15 dni staré vCely nazyvané doj¢icky. V MK sa naslo niekol’ko antimikrobialnych latok [1-
6]. K nim patria aj mastné kyseliny, z ktorych je najviac zastupena v kasicke 10-hydroxy-2-decénova
kyselina (10-HDA). Boli skimané antibakterialne aktivity 10-HDA a niektorych d’alsich mastnych
kyselin MK voci niektorym Gram pozitivnym aj Gram negativnym baktériam [7, 8, 9]. Doteraz vSak
nebolo skimané ¢i 10-HDA a iné mastné kyseliny posobia voc¢i véeliemu patogénu Paenibacillus
larvae. Tento patogén spdsobuje najzavaznejsiu chorobu véelieho plodu, mor véelicho plodu (MVP),
ktora spdsobuje vel'ké ekonomické straty véelarom aj polnohospodarom, ktorych produkcia je zavisla
od opel'ovania. Patogén infikuje mladé larvy (plod) prostrednictvom svojich spor, ktoré kontaminuju
larvalnu potravu. Vegetativne bunky sa po vykli¢ni spér rozmnozia najskor v ¢reve larvy a neskor v
celom tele, ¢im ju zabiji a nakoniec rozlozia. Predpokladame, Ze niektoré z antimikrobialnych latok,
ktoré véely dojcicky produkuju do larvalnej potravy, tak do MK ako aj do vcelej kasicky (potrava
mladych lariev v¢iel majuca podobné zlozenie ako MK) by mohli zabraniovat’ romnoZeniu patogénu v
¢revach lariev. Preto je zaujimavé identifikovat tie latky v MK, ktor¢ st toho schopné. Ciel'om tejto
prace bolo zistit’, ¢i dietyléterovy extrakt MK, ktory by mal obsahovat’ mastné kyseliny je aktivny voci
P. larvae.

Material a metody

Materska kasi¢ka bola ziskana od pana Alexandra Kissa na véelnici v Sahach. Bakteridlne kmene P.
larvae CCM 4486 a Bacillus subtilis CCM 2216 boli kiipené z Ceskej zbierky mikroorganimov v Brne.
MK (70 mg) bola lyofilizovana, lyofilizat rozdrveny na prasok a extrahovany 3x s 500 pl dietyléteru.
Dietyléterove frakcie boli spojené, dietyléter odpareny na centrifuga¢nom vakuovom koncentratore a
ziskany preparat rozpusteny v 250 ul metanolu. Metanolovy extrakt (15 ul) bol naneseny na 5,1 mm
papierové disky Whatman 3MM. Tie boli umiestnené na petriho misku s MYPGP agarom (P. larvae) a
MP agar (B. subtilis) a nechané kultivovat’ 24 hod pri 35°C.

Vysledky a diskusia

Testovanie antibakteridlnej aktivity pripraveného dietyléterového extraktu MK za podmienok
popisanych vyssie ukazalo, Ze je aktivny voci P. larvae ako aj modelovému kmefiu Gram pozitivnej
baktérii B. subtilis (Obr.1). Podobna velkost inhibiénych zén naznacuje, Ze jeho Ginnost’ na obe
baktérie je podobna. Ziskané vysledky poukazuju na to, ze niektora, -é mastné kyseliny vyextrahované
do testovaného prepratu su aktivne voci véeliemu patogénu P. larvae.

Paenibacillus larvae Bacillus subtilis
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patogénu P. larvae a modelovej Gram pozitivnej baktérii B. subtilis.
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Porovnanie expresie defenzinl mRNA a defenzinl peptidu vo véelstvach
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Uvod

Jednym z najzévaznejSich ochoreni vcelstiev je mor vcelieho plodu, spdsobovany sporami baktérie
Paenibacillus larvae. Antimikrobialny peptid defenzinl ma potencial byt ochrannym faktorom lariev
pred tymto ochorenim: (1) in vitro inhibuje rast P. larvae (Bilikova a kol. 2001, Bachanova a kol. 2002),
(2) je stalou zlozkou larvalnej kasicky (potravy lariev, ktord je produkované v hlavovych zl'azach vciel
Cielom tejto prace bolo porovnat’ expresiu defenzinl mRNA v suboroch hlav dojciciek v roznych
véelstvach a porovnat ju s obsahom defenzinl peptidu vo véelich kasickach (VK). VK je jeden z druhov
larvalnej kasicky, su fiou kimené larvy robotnic.

Material a metody

Véely dojéicky urcitého veku, 10- a 14-dnové, sme ziskali zo Siestich v¢elstiev véely medonosnej (Apis
mellifera carnica Pollman) z v&elnice Ustavu véelarstva (Liptovsky Hradok, Slovensko) pomocou
farebného oznacenia v¢iel po ich vyliahnuti. Boli odobraté z plastov obsahujucich vacsi pocet buniek
s mladym plodom (1-3 dilové larvy), zamrazené v tekutom dusiku a skladované pri -70 °C. Sticasne so
zberom 10-diiovych véiel boli z tychto vcelstiev odobraté aj VK (40-50 pl) z viacerych buniek
obsahujucich 2-3 dni staré larvy. VK boli skladované pri -20 °C.

.....

a celkovu RNA sme izolovali guanidin tiokyanat — fenolovou metédou (Chomczynsky a Sacchi 1987).
Na kvantifikaciu jednotlivych mRNA sme pouzili metodu hybridizacie po RNA dot blote: vzorky
celkovej RNA sme naniesli na membranu pomocou dot-blotovej aparatiry, hybridizovali s
digoxigeninom znac¢enou DNA sondou a detekciu signalov sme robili imuno-chemiluminiscen¢nou
metddou. Rontgenové filmy s primeranymi intenzitami chemiluminiscencnych signalov vo vzorkach
sme pomocou skenovania digitalizovali a signaly sme kvantifikovali s 1D Image Analysis Software
(Kodak). Mnozstva mRNA zodpovedajice signalom sme urcili podl'a kalibracnej krivky ziskanej
z kvantitativneho markera. Ziskané data sme analyzovali metodou jednosmernej ANOVA
a zodpovedajtce grafy sme vytvorili v programe GraphPad Prism (GraphPad Software). Data uvadzame
ako hodnoty aritmetického priemeru * stredna chyba priemeru. Data s P-hodnotou mensou nez 0,05 sme
povaZzovali za Statisticky vyznamné.

Na kvantifikaciu defenzinl peptidu vo véelej kasicke sme pouzili metddu western blot: proteiny véelej
kasicky sme separovali tricin-SDS-polyakrylamidovou gélovou elektroforézou (Schigger a Jagow
1987), preniesli na membranu a defenzinl sme detegovali imuno-chromogénnou metdédou s pouzitim
krali¢ieho antiséra voci defenzinul. Membrany po imunodetekcii sme pomocou skenovania
digitalizovali a signaly sme kvantifikovali s 1D Image Analysis Software (Kodak). Mnozstva
defenzinul zodpovedajice signalom sme urcili podl'a kalibra¢nej krivky ziskanej z kvantitativneho
markera.

Totalny obsah proteinov vo vzorkach véelej kasicky sme stanovili prepo¢tom z totalneho obsahu dusika,
pri¢om na prepocet sme pouzili univerzalny faktor 6,25. Totalny dusik bol stanoveny v lyofilizovanych
vzorkach na elementarnom analyzatore (Fisons Instruments EA 1108).

Vysledky a diskusia
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normalizovant vo¢i dvom referenénym génom mrjp3 (koduje hlavny protein materskej kasicky 3) a
mrjp4 (kéduje hlavny protein materskej kasicky 4) (Obr. 1). Z kazdého vcelstva sme analyzovali 5
vzoriek - tri vzorky sme izolovali z 10-diiovych a dve vzorky zo 14-diovych véiel. Kazda vzorka
obsahovala RNA vyizolovanu zo suboru 20 véelich hlav. Zistili sme, ze expresné hladiny defenzinl
Vidsie rozdiely v hladinach boli medzi véelstvami ako v ramci jedného véelstva. Statisticky vyznamny
rozdiel bol zisteny medzi véelstvom L9 a ostatnymi vcelstvami (P<0,001 pri pouziti referenéného génu
mrjp3 a P<0,05 pri pouziti referenéného génu mrjp4) (Obr. 1).
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veelich kasi¢kach v skiimanych vcelstvach. Relativne mnozstva defenzinl mRNA normalizované voci
mrjp3 a mrjp4 mRNA boli ziskané analyzou piatich RNA vzoriek pripravenych z kazdého vcelstva.
Statisticky vyznamny rozdiel v expresnych hladinach defenzinl mRNA existoval medzi véelstvom L9 a
ostatnymi véelstvami (* P<0,001 pri pouziti referenéného génu mrjp3 a ** P<0,05 pri pouziti referenéného
génu mrjp4). Hladiny defenzinl peptidu v kaSickach boli normalizované voéi totalnemu mnoZstvu
proteinov v kasickach.

.....

defenzinl peptidu vo VK odobratych z tych istych véelstiev. Hladiny defenzinl peptidu boli
normalizované vo¢i totalnemu mnozstvu proteinov vo VK. V styroch v¢elstvach boli relativne hladiny
mRNA a peptidu podobné, v dvoch vcelstvach (L7 a L10) boli relativne hladiny peptidu vyssie ako
hladiny mRNA (Obr. 1).

St

expresie mMRNA a aj peptidu.
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EXTRACELULARNE BIOPOLYMERY RIAS A CYANOBAKTERII
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Sladkovodné cyanobaktérie a riasy predstavujii obrovska skupinu mikroskopickych organizmov, ktoré
su schopné kolonizovat’ vSetky biotopy a teritdria nasej planéty. Cyanobaktérie reprezentuju vyvojové
Stddium mikroskopickych organizmov medzi baktériami a riasami, maju teda charakteristické crty
oboch skupin. Riasy su najnizsie rastlinné organizmy, ktoré mézu existovat’ ako jednobunkové formy,
kolénie alebo zlozité stielky. LiSia sa obsahom fytopigmentov, zlozenim bunkovej steny, typom
zasobného polysacharidu a pod. Zatial’ ¢o morské cyanobaktérie a riasy sa uz dlh$iu dobu intenzivne
Studujt zo vsetkych aspektov , sladkovodna mikrofléra je z hladiska produkcie extracelularnych slizov
- biopolymérov pomerne malo preskimana oblast. Vyznamnou vlastnostou sladkovodnych rias
a cyanobaktérii je ich schopnost’ produkovat’ do okolia nizkomolekulové aktivne metabolity (toxiny)
S antibakteridlnymi, antifungalnymi a inymi doposial neidentifikovatelnymi wU¢inkami a latky
polymérneho charakteru - viskozne slizy.

Slizy st zlozené z homo - alebo heteropolysacharidov (obsahuju 6 az 10 réznych monosacharidov),
ktoré tvoria proteoglykdnové resp. glykoproteinové komplexy v zavislosti od konkrétneho druhu
organizmu.Extracelularne biopolyméry: rozdielné molekulové hmotnosti, Struktary ako i fyzikéalno-
chemické vlastnosti [1,2] . Hraju ochrannt, transportnti a zasobnu ulohu pre tieto organizmy. Zohravaji
dolezitt ulohu aj pri remediacii prostredia, pretoZze su schopné viazat’ a tym eliminovat’ ionizované
formy tazkych kovov z vodného prostredia.Velka variabilita monosacharidového zlozenia ako
i funkénych uc¢inky skupin im dava unikatne fyzikalno-chemické, reologické a biotechnologické
vlastnosti so Sirokym rozsahom ich aplikacii.

Ciel'om prace bola izolacia extracelularnych polysacharidov resp. glykoproteinov z kultivacnych médii
sladkovodnych rias a cyanobaktérii, ich charakterizacia z hl'adiska vytazku, monosacharidového
zloZenia, obsahu urénovych kyselin a proteinov.

Literatura:

[1] RAY, B. BANDYOPADHYAY, S.S., CAPEK, P., KOPECKY, ], HINDAK, F., LUKAVSKY, J.
International Journal of Biological Macromolecules, 2011, 48, 553-557.

[2] CAPEK, P., MATULOVA, M., COMBOURIEU, B. International Journal of Biological
Macromolecules, 2008, 43, 390-393.

Pod’akovanie

Publikacia vznikla vdaka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj pre projekt Centrum
excelentnosti pre glykomiku, ITMS 26240120031, spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu
regiondalneho rozvoja.

NEW PHARMACODYNAMIC ACTIVITIES OF A. MONTANA
GLYCOCONJUGATE
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Arnica montana L. (Asteraceae) is an herbaceous perennial plant, which grows on mountain to alpine
meadows, pastures and in light forests up to the alpine level. Arnica roots and particularly the dried
flowers have been used for thousands of years in folk medicine for several purposes (Shenefelt, 2011).
The extract of root had been used externally to treat of bruises and sprains, rheumatic pain, phlebitis,
inflammation of the skin and as homeopathic preparations have been shown to be stimulant of immune
system (Kouzi and Nuzum, 2007; Kawakami et al., 2011). In veterinary phytotherapy, A.montana is
strongly recommended topically for the treatment of acute inflammations of tendons and joints, but also
for cleaning and treatment of wounds of skin and mucous membranes, eczema and skin inflammations
in several liquid preparations (tinctures, fluids) and ointments (Lans et al., 2007).

The influence of glycoconjugate isolated from medicinal plant A. montana (AM) in peroral doses 50,
75 and 100 mg.kg? b.w. was investigated on cough reflex experimentally induced by chemical tussigen.
It was shown that administration of AM conjugate in all tested doses resulted in statistically significant
cough-suppressive effects (Fig. 1). The onset of antitussive effect was surprisingly slower when higher
doses of AM (75 and 100 mg.kg*) were applied to guinea pigs. However, the cough suppression effect
of AM was lower than that of codeine, control drug from group of centrally acting antitussives.

1 - HAM50 EAM75 ©EAM100 Hcodeine control

N 60 120 300

Fig. 1. The changes in number of coughing (NE) on administration of 4. montana complex in three different
doses (50, 75 and 100 mg/kg b.w.; AM 50, 75 and 100) compared to centrally acting antitussive drug
codeine (10 mg/kg b.w.) measured in conscious guinea pigs. N represents baseline value before any
agent administration. *p < 0.05; **p < 0.01 and ***p < 0.001 (t-test).
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Matricaria chamomilla L. (Mc) is an annual herbaceous plant that belong to wide family of vascular
plant, Asteraceae. It is known also as German chamomile, Hungarian chamomile, mayweed or wild
chamomile. Although Matricaria is indigenous to Europe and northwest Asia it is nowadays naturalized
in eastern Australia, North and South America and to a lesser extent in Africa [1-3]. Despite it is hard
to cultivate its popularity reaches back to antiquity when Egyptians called it the “Flower of the Sun
God”. In the past Matricaria was supposed by mankind to be different gods’ gift because of its medical
properties [4].

Extract from M. chamomilla is traditionally use in the form of teas to treat a wide range of affection and
diseases. Folks medicine recommends Matricaria extract in case of problems with sleeping, stress,
stomach each, gastrointestinal disorders, pharyngitis, chicken pox and many others ailments. The oils
performed from Matricaria are applied to cure acne, rashes, cuts, burns, insect bites and skin
inflammations [6]. Modern medicine confirmed some healing properties of Matricaria.

The aim of this work was to isolate and characterize the glycoconjugate from flowering parts of
medicinal plant Matricaria chamomilla. The glycoconjugate was isolated by alkaline extraction,
followed by neutralization and multi-step extractions with organic solvents, dialysis and freeze-drying
in multi-step processes. Dark brown Matricaria comjugate was composed of phenolics (36%) and
carbohydrates (40-45%), and its molecular mass was estimated to be over million. Compositional
analysis showed 21% of neutral saccharides and about 22-23% of uronic acids. Analysis of neutral
carbohydrate part indicated the presence of arabinose (18.6%), xylose (29%), glucose (22%), galactose
(19%), ribose (6.7%), mannose (3%), and lower amounts of fucose (0.3%) and rhamnose (0.5%)
residues.

Fig.1. *H NMR spectrum of Matricaria glycoconjugate.

Chemical and spectroscopic (NMR and FT-IR) indicated a complex structure of Matricaria
glycoconjugate. It was composed of phenolics, protein and carbohydrates (Fig.1).
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The medicinal plant Fragaria vesca L. is commonly known as the Woodland strawberry or
Wild strawberry. Woodland strawberry fruit is strongly flavored, and is cultivated and collected for
domestic use as well as commercially as an ingredient into jams, sauces, liqueurs, cosmetics and
components of natural medicines. Various beneficial biological effects of strawberry fruits
consumption have been documented, such as an increase of the serum antioxidant capacity in humans
[1,2], anticarcinogenic activity and antithrombotic effects [3,4]. Moreover, the water extract of leaves
is a direct endothelium-dependent vasodilator [4]. These beneficial effects have been mostly attributed
to the polyphenolic compounds found in large quantities in strawberry fruits [5]. Furthermore, dried
and milled leaves are regularly distributed by herbal pharmacies and are commonly used in the general
population for the preparation of a strawberry tea. However, strawberry leaves, as a source of
bioactive compounds with potentially beneficial biological effects, have been largely overlooked by
researchers.

The aim of this work was to isolate glycoconjugates from leaves of Fragaria vesca L. using
different extraction steps and agents, to characterize their compositions in term of carbohydrates,
phenolics and proteins contents. Further, their possible anticoagulant/ procoagulant activities on
human blood plasma were investigated.

From the leaves of medicinal plant F. vesca by different extraction steps and agents followed
by multi-steps two-phases organic extractions, dialysis and freeze-drying five glycoconjugates have
been isolated. Fragaria fractions (Fv 1-V) were recovered in 3.9-8.4% yields of starting air-dried
material and on HPLC they showed relative broad molecule-mass distribution patterns with
dominance of lower molecule-mass conjugates 9 —14 000 (Table 1).

Table 1. Characterization of Fragaria conjugates Fv 1-5.

Carbohy Protei Monosaccharide composition ( . GAE
Yield q %) Uronic acid L
Fraction conten content ’
(wt%) content . Ma 0 D.
(Wt %) t(wt Rha Fuc Rib Ara Xyl 0 Gal Glc (wWt%) [uM]
%)
15. 10.
Fv1 8.4 21.1 1.1 5 0.4 n.d. 3 48 0.7 87 30 56.9 3292
Fv2 5.3 28.5 0.5 14. n.d. n.d. 25. 7.3 n.d. 16. 12, 24.2 1166
5 0 9 1
17. 11.
Fv3 4.5 31.7 1.3 3 0.4 n.d. 6 36 05 86 33 54.2 3540
Fvi4 3.9 28.6 10 60 03 nd. 10 30 10 80 20 70.2 2791
Fv5 4.1 29.0 10 Tr. Tr. - 12 Tr. Tr. 13 2.0 72 2 300

Individual conjugates Fv I-V were composed of carbohydrates (21-32%), phenolics (1.2-3.5 mM) and
protein (0.5-1.3%) indicating thus their complex structures. Compositional analyses of carbohydrate
parts revealed the predominance of uronic acids (24-70%), arabinose (10-25%), galactose (9-17%) and
rhamnose (3-18%) residues indicating thus the presence of rhamnogalacturonans/galacturonans
associated with arabinogalactans in Fragaria glycoconjugates. Besides, the presence of glucose (3-
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12%), xylose (4-7%) and mannose (1-4%) residues derived from other types of cell wall polymers have
been determined in some conjugates, however, in lower amounts (Table 1).

Preliminary anticoagulant tests showed that all Fragaria isolates displayed a promising
anticoagulant activity. Their anticoagulant activities were determined in the order Fv I> Fv 11> Fv 1I
>Fv IV. It has been found that all conjugates were active, however, the most active were shown to be
Fv I and Fv I11. Both most active conjugates showed the highest phenolic contents and similar amounts
of uronic acids in carbohydrate parts. However, their anticoagulant activity was lower than that of
heparin, the strongest anticoagulant agent widely used in a clinical practice.
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Priama analyza cukrov pomocou metdéd plynovej chromatografie nie je mozna kvoli polarnym
skupinam, neprchavosti a tepelnej nestabilite tychto latok. Vzorky sa teda musia prioritne upravit' —
derivatizovat. Jednou z moznosti je acetylacia. Pri acetylacii monosacharidov, resp. oligo- a poly-
sacharidov po hydrolyze, je vhodné pouzit’ najprv redukciu. Ina¢ by na chromatografe figurovalo
pomerne velké mnozstvo pikov (v rovnovaznom stave sa monosacharidy vyskytuju v roéznych
cyklickych a acyklickych Struktarach), avSak treba prihliadnut’ aj nato, Ze redukciou mozeme aj stratit’
informacie, pripadne vysledky buda skreslené. Napriklad redukciou fruktézy dostdvame manitol
a glucitol, redukciou glukdzy rovnako ako guldézy dostaneme glucitol, ktory moze byt tiez pritomny
V spracovavanej vzorke. Metdda je vhodna aj na stanovenie umelych sladidiel v népojoch, resp.
potravinach po predchadzajucej extrakcii. Vyhodou acetylacie ako derivatizacnej techniky je stabilita
vznikajucich produktov a mensia citlivost metédy na pritomnost’ malého mnozstva vody.

Acetylacia sa najcastejSie robi pomocou anhydridu kyseliny octovej, ktory reaguje s hydroxy- alebo
amino- skupinami monosacharidov a vysledkom je ester, resp. amid. Reakcia byva katalyzovana
pyridinom, octanom sodnym, alebo metylimidazolom. Problémom moéze byt hnednutie vzoriek,
sposobené reakciou medzi anhydridom a pyridinom za tepla v pritomnosti cukru, a vysledkom st
interferencné chromatografické piky.

Pri chromatografickom deleni alditol acetatov sa prejavuju okrem teploty topenia aj polarne interakcie
so zvolenou stacionarnou fazou. Vhodnejsia je vol’ba polarnejsich kolon, avSak tieto su zase obmedzené
teplotami (Maximalna teplota pre DB-5 je 350°C , zatial'¢o pre SP-2330 iba 250°C). Na polarnejsich
kolonach ziskame dobré rozdelenie pikov, na nepolarnych sa vSak daju vidiet aj acetylované di-,
pripadne trisacharidy.

@) 0]
= <~ 0
O O
H—1—OH I l o o) H——O—J-l—CH3
atalyzator
HO——H —— H CJJ— —
+ ch/\ O/\CH3 : © " (|)|
H——OH H o CHg
0]
SoH \O‘JJ_CHa
Pracovny postup
Hydrolyza —— Redukcia — Acetyldcia
Chemikalie

Kyselina trifluoroctova (TFA), 0.5 alebo 2 M, Metanol, Bérhydrid sodny, 0.25 M v 1 M NH4OH
Amoniak 1 M, Kyselina octova 10% v metanole, Anhydrid kyseliny octovej (Ac20), Pyridin, Toluén,
Voda, Chloroform (Etylacetat)
Postup

1. Navazit' 1-2 mg vzorky a rozpustit’ ju v 1 mL vody. Odpipetovat’ 0.2 mg, ~1 pmol vzorky do 13 x 100

mm uzatvaratelnej skimavky.
Je mozné pridat’ 50 pg interného Standardu napriklad xylézy alebo iného vhodného cukru.

2. Hydrolyzovat' v cca 0.3 mL 2M TFA pri 120°C 2h alebo v 0.5M TFA pri 100° 12-16 h. (Prili§ malo
tekutiny bude vytvarat’ kvapky na stene a nie na spodku skiimavky, preto radsej pipetovat’ > 0.3 mL)
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Odparit’ dosucha v prude stla¢eného vzduchu alebo Ny, pridat’ 0.5mL MeOH, a odparit’. Este raz
zopakovat’. (Malé mnozstvo TFA sa neodpari, ale nema vplyv na d’alsie kroky.)

Na redukciu pouzit’ 0.3 mL Cerstvo pripraveného roztoku NaBH4 v NH3 a nechat’ reagovat’ 30 min pri
20°C. (Tvoriace sa bublinky na spodku za normalnych okolnosti, spdsobuje nadbytok NaBH, , avSak
v NH3 nebyvaju vidiet. Roztok NaBHs v NHj3 je stabilny asi tyzden. Nedostatoéné mnozstvo BHs ~
indikujt piky s dominantnymi m/z 115 a 157, ktoré odpovedaju cyklickym acetatom.)

Redukciu zastavit’ pridanim 0.5 mL 10% kyseliny octovej v MeOH a odparit’ dosucha. Pridat’ 0.5 mL
10% kyseliny octovej v MeOH a odparit’ do sucha. Zopakovat’ 1-2 krat. Nakoniec pridat’ 0.5mL MeOH
a odparit’ do sucha. Zopakovat’ 1-2 krat. (Kyselina octova vytvara s NaBH4 kyselinu boritu, ktoru treba
odstratiovat’ zo zmesi kyslym metanolom vo forme metylesterov alebo metylboratov. Zvyskova
kyselina borita méze vytvarat' s alditolmi rézne formy komplexov a obsadzat’ reakéné miesta pre
acetylaciu. V niektorych pripadoch je vhodné zvazit' pouZitie NaBDa.)

Na acetylaciu pridat’ 0.1 mL Ac,0 a 0.1 mL pyridinu, zohrievat’ na 100°C. Reakcia prebicha 20 min.
Ak sa vyskytne problém, treba pridat’ 50 uL vody.

Acetylovanu zmes odparit’ dosucha a pridat’ 0.5 mL toluénu, nasledne znovu odparit’ a 1 krat
zopakovat'.

Nasleduje extrakcia s chloroformom alebo etyl acetatom : Pridat’ 1ml vody a nechat’ stat’ cca 30 minut.
Pridat’ 2 ml chloroformu alebo etyl acetatu. Silne zamieSat’ a nasledne centrifugovat’ pri 2,500 x g, 4°C
po dobu 5 minut. Odobrat’ spodnt1 organicku vrstvu do Cistej skimavky a vysusit' v prude dusika.

Nariedit’ v chloroforme a nastreknut’ do plynového chromatografu.
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Obr ¢€.1: Chromatogram alditol acetatov na kolone TG-SQC, 30mx0,32mm, 0,10pum: Poradie pikov: Rha, Fuc,

Ara, Xyl, Man, Gal, Glu. Chromatogram namerany na GC Trace GC Ultra s MS ITQ 900 (Thermo
Scientific).
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Obr ¢.2: Chromatogram alditol acetatov na koléne RT-2330, 105mx0,32mm, 0,10um: Poradie pikov: Rha, Fuc,
Rib, Ara, Xyl, Man, Gal, Glu. Chromatogram namerany na GC Trace GC Ultra s MS TSQ Quantum
XLS (Thermo Scientific).
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Hmotnostna spektrometria alditol acetatov

Bystricky S., Bystricky P., Vickova S.
Chemicky ustav SAV, Dubravska cesta 9, 84538 Bratislava, Slovensko

Alditol acetaty sa primarne meraju plynovou chromatografiou. Najcastej$im typom ionizacie pri
spojeni GC a MS je EI (electron impact). V spektrach obvykle absentuje molekulovy pik. Narast m/z
oproti alditolom je 42 na kazdt OH skupinu. Pre full scan je vhodné pouzit’ rozsah m/z 40-500.
Charakteristica je strata acetylového fragmentu m/z 43 (CH3C=0"). Zakladné EI fragmenty vo full
scane vznikaju neutralnymi stratami CH3CO; (m/z 59), CH3;COOH (m/z 60), CH,CH. (m/z 42), alebo
dochadza k $tiepeniu medzi C-C uhlikmi v ret’azci alditolu. Typické m/z piky $tiepenia pozdiz
uhlikového retazca su 145, 217, 289, 361, ...

Spekta alditolov s rovnakym poctom uhlikov vyzeraju podobne, liSia sa iba mierne v intenzitach.

Vsetky spektra boli merané na hmotnostnom spektrometri typu trojitého kvadrupélu s EI ionizaciou
TSQ Quantum XLS (Thermo Scientific).
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Acetylované alditoly hept6z
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Trifludracetylacia alditolov

Bystricky S., Bystricky P., Vickova S.
Chemicky ustav SAV, Dubravska cesta 9, 84538 Bratislava, Slovensko

Na analyzu cukrov pomocou metdd plynovej chromatografie je potrebné zvysit' ich prchavost.
Najzakladnejsie polarne skupiny cukrov st hydroxyly, ktoré vytvaraji vodikové viazby medzi sebou
a sposobuju nizku prchavost’. Triflodracetylaciou sacharidov ziskavame trifludracetyly cukrov, ktoré si
jednymi s najprchavejSich derivatov cukrov. Zaroven sa vSak na kolone delia nielen na zaklade teplot
varu, ale aj interaguju s fazou na koldne a obzvlast’ na vel'mi polarnych kolonach mozno dosiahnut’ ich
dobru separaciu. Tieto derivaty st oproti trimetylsylilovym derivatom stabilnejSie. Nevyhodou je
vysoka reaktivita derivatizacnych Ccinidiel a uvolfiujucej sa kyseliny trifloroctovej. Pritomnost’
akychkol'vek necistot sa prejavi pikmi navyse. Zaroven pri analyze je potrebné vyhnit' sa korozivnym
materidlom (vratane inletu do GC koldny a pouzitych tesneni pre kolonu) a pristroj bude vyzadovat’
CastejSie kontroly a udrzbu. Po derivatizacii je nutné zvySkovy anhydrid odstranit’ a pripadne aj
extrahovat’ vzniknuté derivaty dichlérmetanom s vodou.

O O
4 S
0] O
H——OH I I . o H——o0 CFj
atalyzator
HO——H NN i~ | PO BT
H——OH H——OJJ—CFg
0]
™~
OH \OJ-|—CF3
Pracovny postup
Hydrolyza ——m Redukcia —— Trifluéracetylacia

Chemikdlie:

Kyselina trifluoroctova (TFA), 0.5 alebo 2 M, Metanol, Bérhydrid sodny, 0.25 M v 1 M NH,OH,
Amoniak 1 M, Kyselina octova 10% v metanole, Anhydrid kyseliny trifluéroctovej, Pyridin,
Acetonitril, Voda, Chloroform (Etylacetat)

Postup
1. Navazit' 1-2 mg vzorky a rozpustit’ ju v 1 mL vody. Odpipetovat’ 0.2 mg, ~1 pmol vzorky do 13 x 100
mm uzatvaratelnej skimavky.
Je mozné pridat’ 50 pg interného Standardu napriklad xylozy alebo iného vhodného cukru.

2. Hydrolyzovat' v cca 0.3 mL 2M TFA pri 120° po dobu 2h alebo v 0.5M TFA pri 100° 12-16 h. (Prili$
malo tekutiny bude vytvarat’ kvapky na stene a nie na spodku skiimavky, preto radsj pipetovat’ > 0.3
mL)

3. Odparit’ dosucha v prade stlaceného vzduchu alebo Ny, pridat’ 0.5mL MeOH, a odparit’. Este raz
zopakovat’. (Malé mnozstvo TFA sa neodpari, ale nema vplyv na d’alsie kroky.)

4. Na redukciu pouzit’ 0.3 mL Eerstvo pripraveného roztoku NaBH4 v NH3 a nechat’ reagovat’ 30 min pri
20°C.

5. Redukciu zastavit’ pridanim 0.5 mL 10% kyseliny octovej v MeOH a odparit’ dosucha. Pridat’ 0.5 mL
10% kyseliny octovej v MeOH a odparit’ do sucha. Zopakovat’ 1-2 krat. Nakoniec pridat’ 0.5mL MeOH
a odparit’ do sucha. Zopakovat 1-2 krat. (Kyselina octova vytvara s NaBH4 kyselinu boritu, ktora treba
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odstraiiovat’ zo zmesi kyslym metanolom vo forme metylesterov alebo metylboratov. Zvyskova
kyselina boritd moze vytvarat’ s alditolmi rozne formy komplexov a obsadzat’ reakéné miesta pre
naslednt derivatizaciu. V niektorych pripadoch je vhodné zvazit’ pouzitie NaBDa.)

6. Derivatizovat’ s 50 uL anhydridu kyseliny trifluéroctovej a 50 pL acetonitrilu, pridat’ katalyzator
a reakcia bezi pri 80 °C a 4 min. Nechat’ vychladnut’ na 10 minut a odparit’ dosucha v pride dusika.

7. Nariedit do chloroformu a nastreknut’ 1uL do GC.
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Obr ¢€.1: Chromatogram alditol trifluéracetatov na koléne CYCLOSIL-B, 30m x 0.25mm, 0.25um: Poradie
pikov: Rha, Fuc, Rib, Ara, Xyl, Man, Glu, Gal. Chromatogram namerany na GC Trace GC Ultra s MS
ITQ 900 (Thermo Scientific).

Pod’akovanie

Tento prispevok vznikol vdaka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj pre projekt
Centrum excelentnosti pre glykomiku, ITMS 26240120031, spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho
fondu regiondlneho rozvoja.
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Hmotnostna spektrometria trifludracetatov alditolov

Bystricky S., Bystricky P., Vickova S.
Chemicky ustav SAV, Dubravska cesta 9, 84538 Bratislava, Slovensko

Hmotnostnd spektrometria je dolezitym ndastrojom Stidia Struktiry sacharidov. Umozituje merat’
a identifikovat' aj jednotlivé izoméry a anoméry cukrov.Vyhoda pouzitia trifludracetylacie ako
derivatizacnej techniky pre GC/MS aplikaciu je existencia molekulovych pikov v EI spektrach
(narozdiel od alditol acetatov), relativna jednoduchost’ EI spektier (narozdiel od trimetylsilyl derivatov)
a kvoli pritomnosti fludru aj vysoka citlivost’.

Narast m/z oproti alditolom je pomerne velky, 96 jednotiek na kazd derivatizovanu skupinu. Pre full
scan je vhodné pouzit’ rozsah m/z 50-800 (ktory nemusi byt’ dosiahnutel'ny na kazdom pristroji).
Charakteristicka je strata fluéru M-19 (F), trifluémetylu M-69 (CFs), trifluéracetylového fragmentu m/z
97 (CF3C=0"), strata kyseliny trifluéroctovej ako iénu (CFsCOQO*) M-113, resp. ako neutralana strata
M-114 (CF3COOH) a $tiepenie pozdiz retazca M- 127 (CFsCOOCH,).

Vyhodou je pouzitie trifluéracetylacie pri $tadiu priestorového usporiadania sacharidu. Napriklad
fragmenta¢né mechanizmy aldohexdz su v nasledujticej tabul’ke:

TabulPka ¢.1: Typické fragmenty aldohexdz vo forme pyrandz a furandz

OCF O o
OCF, (Fs i
OCF,4 3
Pyranbza OCF, Furanoza OCFg
Fragmet m/z Fragment m/z
M-F 641
M-CFsCO 563
M-CFsCOO 547 M-CF;COO 547
M-CFsCOOCH; 533
547-CF;COOH 433 547-CF;COOH 433
M-2CF;COOH 432 M-2CF;COOH 432
M-CF3;COQOH-CF;COOCH; 419
432-F 413 432-F 413
M-CF3COOCH,-CH-OOCCF3 407
M-CF;COOH-CF;COOCHO 404
M-CF;COOH-CF;COOCH,CHO 390
407-CO 379
432-CF;COOH 319 432-CF;COOH 319
432-CF3COOCH; 305 432-CF3COOCH; 305
407-CF3COOCH; 293
432-CF3COOCHO 290
404-CF3COOCH; 277
CF3CO0-CH=CH-CH=00CCF; 265 CF3;CO0-CH=CH-CH=00CCF; 265
CF3CO0O-CH,-CH=00CCFs3 253

Vsetky spektra boli merané na hmotnostnom spektrometri typu idonovej pasce s EI ionizaciou ITQ 900 (Thermo
Scientific).
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Obr ¢.3: Spektrum trifludracetatu galaktitolu
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Metylacna analyza sacharidov pomocou GC

Bystricky S., Bystricky P., Vickova S.
Chemicky ustav SAV, Dubravska cesta 9, 84538 Bratislava, Slovensko

Sacharidy sa vyskytuju v zivych organizmoch v najréznejSich podobéach a zastdvaju v nich rdzne
funkcie. Su jednou zo zakladnych zloziek potravy, sliizia ako zdroj energie biologickych procesov,
sluzia ako informacné molekuly pri regulacii bunkovych procesov, su stavebnymi jednotkami rastlin, ...
Molekuly, v ktorych je sacharid naviazany na protein sa nazyvaju glykoproteiny, podobne pri lipidoch
su to glykolipidy. R6znorodot’ funkcie sacharidov suvisi so schopnost'ou monosacharidov viazat’ sa do
retazcov pomocou glykozidickych vézieb. Sacharidy mézu existovat v rdznych velkostiach
(monosacharidy az polysacharidy s vel'kostou 1MDa), moézu vytvarat’ linearne retazce, ale aj sa vetvit’
a vytvarat dokonca trojdimenzionalne Struktiry. Monosacharidy tvoriace polysacharid alebo
oligosacharid sa moézu vyskytovat’ vo viacerych usporiadaniach (pyrandza, furanoéza, a-, B-, acyklické
Struktury) a mézu obsahovat’ okrem hydroxylovych skupin aj iné (aminosacharidy, uréonové, aldéonové,
¢i aldarové kyseliny, sialové kyseliny).

Zakladnym krokom k pochopeniu Struktar je pochopenie vidzieb medzi jednotlivymi jednotkami — tzv.
linkage analyza. Principom tejto metddy je permetylacia sacharidu, teda nahradenie vodikov na vol'nych
hydroxyloch v retazci metylmi. Nasledne sa prevedie hydrolyza glykozidickych vézieb v sacharide a
dostavame monosacharidy. (alebo podl'a potreby oligosacharidy). Uvol'nené —OH skupiny, ktoré tvorili
glykozidicku védzbu sa nasledne derivatizujl, najCastejSie acetyluju. Tento postup sa pouziva hlavne
Vv spojeni GCMS. Kvoli anomérii a zjednoduseniu vyhodnocovania je vhodné monosacharidy pred
derivatizaciou najprv redukovat’ na prislusné alditoly.

Vyber kolony na plynova chromatografiu zavisi od typu derivatizacie. Pri permetylovanych alditol
acetatoch, resp. trifludracetatoch st vyhodnejsie stredne az silne polarne kolony. Pri permetylovanych
trimetylsylilovanych alditoloch sa naopak, pouzivaju nepolarne kolény. Pri velmi komplikovanych
zmesiach sacharidov sa mozu piky (a spektrd) prekryvat’ a je niekedy vyhodné pouzit’ viac druhov
derivatizacii a vysledky skombinovat’.
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Nasledujuci postup je vhodny na permetylaciu v malych mnozZstvach (<50 pg).

Chemikalie: Metyl jodid, Dimetylsulfoxid (DMSO), Hydroxid sodny, Kyselina chlorovodikova 1%

Postup

1.

Potrebné mnozstvo roztoku monosacharidov ( cca 50pg) premiestnit’ do malej, idealne konickej,
sklenenej skimavky a odparit’ do sucha.

Malé mnozstvo NaOH s DMSO rozomliet’ v achatovej miske. Je vhodné pridat’ cca 1% destilovane;j
vody. Pridavok vody do reakénej zmesi potlaca vznik oxidaénych biproduktov.

Odpipetovat’ cca 50 uL reakénej zmesi z bodu 2. Do skimavky s monosacharidmi. Je vhodné na
pipetovanie pouzit’ va¢si priemer $picky pipety, alebo odstrihnut/zrezat’ kusok zo Spicky.

Pridat’ 50 pL metyl jodidu.

Skumavku dobre uzavriet’ a miesat’ 15 minut pri vysokych otadckach (napr. na vortexe) pri laboratornej
teplote. Treba poc¢kat’ minimalne 15 minut aj napriek zbeleniu vzorky.

K reakénej zmesi pomaly pridat’ 1 ml 1% HCI a zmes precistit’ pomocou SPE na naplniach Sep-Pak C-
18 (50 mg, syringe type:1 cc). V pripade pouzitia SPE, treba skontrolovat’, pripadne upravit pH
roztoku. Malo by byt medzi 4 a 7. Alkalicky roztok by eluoval aj C18 skupiny z napliovej kolonky.

Premyt’ SPE 3ml destilovanej vody a nasledne eluovat’ 80% acetonitrilom. Eluent odparit’ dosucha.

Poznamka: Pri reakcii pouzivajte ochranné pomocky. Metyl jodid je jedovaty. Nepouzivajte latexové

[}

rukavice, cez ktoré metyl jodid prechadza. Vhodnejsie st nitrilové alebo polychloroprénové.
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Obr ¢.1: Chromatogram zmesi permetylovanych alditol acetatov na koléone RT-2330, 105mx0,32mm, 0,10pm.

Chromatogram namerany na GC Trace GC Ultra s MS TSQ Quantum XLS (Thermo Scientific).

Pod’akovanie

Tento prispevok vznikol vdaka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj pre projekt
Centrum excelentnosti pre glykomiku, ITMS 26240120031, spolufinancovany zo zdrojov
Europskeho fondu regionalneho rozvoja.
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Metyla¢na analyza sacharidov pomocou MALDI MS

Bystricky S., Bystricky P., Vickova S.
Chemicky ustav SAV, Dubravska cesta 9, 84538 Bratislava, Slovensko

MALDI MS (matrix assisted laser/desorption ionization mass spectrometry) je jednou z novodobejsich
technik, ktora si tiez nasla vyznamné miesto v analyze sacharidov. Napriek tomu, ze GC/MS analyzy
vedené roznymi spdsobmi solvolyzy, derivatizicie atd’. poskytuju pomerne dobré informacie, stale
vsak neriesia vSetko. Tieto metody st pomerne pracné a nie st univerzalne pre kazdy skimany cukor.
Napr. hydrolyza materialu so stromov bude vyzadovat’ iné podmienky ako hydrolyza sacharidov

z T'udskych tkaniv. Existencia amino- a karboxylovych skupin vo vzorke vyzaduje $pecialnejsi pristup
(napriklad chranenie tychto skupin) derivatizacie. EI spektra tychto derivatov silne fragmentuja

a mozu byt komplikované, a navyse €asto v nich absentuje molekulovy pik.

Uprednostnit’ jednu alebo druhl techniku v§ak nema zmysel, pretoZe oblast’ skimania sacharidov je
vel'mi komplexna a iba kritickym pohl'adom na vysledky jednotlivych metdd (nielen tychto dvoch)
a kombinovanim vysledkov ziskanych jednotlivymi metodami, sa d4 dospiet’ k poznaniu struktiry
sacharidov.

MALDI MS je oproti tymto pracnym analyzam pomerne jednoducha technika. V spojeni

s tandemovym zariadenim mdzeme takto vel'mi I'ahko ziskat’ d’alSie informacie. Fragmentami

v tandemovych pristrojoch st obvykle B,Y cez glykozidickt vézbu. Problémom byva neochota
sacharidov ionizovat a spekta byvaji malo intenzivne. VysSie sacharidy uz obvykle bez naviazania
dobre ionizujucej skupiny ani nevidime.
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Chemikalie

Metyl jodid

Dimetylsulfoxid (DMSO)

Hydroxid sodny

Voda

Chloroform

Acetonitril

Voda

2,5- dihydroxybezoova kyselina (DHB matrica) nasyteny roztok : 10mg DHB/1ml ACN:H-O, 30:70,
viv
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Postup
1. Cca Img vzorky sacharidov navazit’ do sklenenej vialky.

Pridat’ 200uL DMSO a vzorku rozpustit’.
Rozomliet’ mala mnozstvo NaOH (1 peleta) v achatovej miske a pridat’ ku vzorke

Pridat’ pomocou pipety 150 uL metyl jodidu.

a ~ wn

Do skiimavky vlozit’ magnetické miesadlo a pri laboratornej teplote miesat’ do zmeny farby (cca 20
minut). Ci je vzorka dobre nametylovana sa da zistit’ z IC spektier.

Reakcia sa zastavi pridanim vody. Podl'a poziadaviek d’al$ich analyz, bude mozno nutné upravit pH.
Vzniknuté produkty sa nasledne extrahuju chloroformomom a odparia do sucha.

Prid4 sa 1ml roztoku ACN:H-0, 30:70, v/v a zmie3a sa s DHB matricou 1:1

© © N o

Spotuje sa 0.5 ml na ground steel platnicku.

Poznamka: Pri reakcii pouzivajte ochranné pomocky. Metyl jodid je jedovaty. Nepouzivajte latexové
rukavice, cez ktoré metyl jodid prechadza. Vhodnejsie st nitrilové alebo polychloroprénové.
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Obr ¢€.1: Hmotnostné spektrum hexaoligosacharidov namerané na MALDI TOF/TOF UltrafleXTreme, Bruker.
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Obr ¢.2: Hmotnostné spektrum permetylovanych hexaoligosacharidov namerané na MALDI TOF/TOF
UltrafleXTreme, Bruker.

Pod’akovanie

Tento prispevok vznikol vdaka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj pre projekt

Centrum excelentnosti pre glykomiku, ITMS 26240120031, spolufinancovany zo zdrojov Europskeho
fondu regiondlneho rozvoja.
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Derivatizacia aminosacharidov pre HPLC s UV detekciou

Bystricky S., Bystricky P., Vickova S.
Chemicky ustav SAV, Dubravska cesta 9, 84538 Bratislava, Slovensko

Sacharidy moézu existovat’ vo vel'mi réznorodych Struktarach, ¢i uz z hladiska izomérie, vetvenia,
vel’kosti alebo existencie roznych funkénych skupin naviazanych na sacharidoch. Z hl'adiska analytiky
tychto latok je problémom absencia chromoférov, resp. fluorescencnych skupin, casto slaba
ionizovatel'nost’, neprchavost, atd’. Preto najcastejSim spdsobom analyzy tychto latok je ich chemicka
modifikacia, ¢i uz hydrolyza alebo derivatizacia jednotlivych funkénych skupin.

9-Fluorenylmetyloxykarbonyl chlorid (FMOC-CI) je so skupiny esterov chloroformatov. Reakciou

s amino skupinou cukru vznikaju tzv. FMOC karbamaty, ktoré davaju odozvuna UV ziarenie s vVInovou
diZkou 265 nm a separaju sa aj na C18 RP- HPLC kolonach bez nutnosti pouZit' iéno-vymennu
chromatografiu, ktora kvoli pufrom predstavuje ur¢itu komplikaciu v spojeni s MS detektorom. Zaroven
tato reakcia moze sluzit na ochranenie aminoskupiny.

OH
HO 0
HO
Cl NH OH
o~ 0=,
° OH o
o o
0 ™5, — (L0
NH; oH
Chemikalie:
9-Fluorenylmetyloxykarbonyl chlorid (FMOC-CI)
Voda
Acetonitril
n-hexan
Kyselina trifluéroctova (TFA)
n-hexan
Kyselina trihydrogénborita
Hydroxid sodny

Pracovny postup:

Priprava mobilnych fiz:
A: 0.1% TFA vo vode
B: 0.1% TFA v acetonitrile

Priprava roztokov:
1. 1M NaOH: Navazit' 1g NaOH do 25ml odmernej banky, rozpustit' vo vode a doplnit’ po znacku.

2. 0,25M roztok H3BOs s pH 8,5: Navazit’ 0,773g H3BOs do 50ml odmernej banky, rozpustit’ vo vode
a doplnit’ po znacku. Upravit pH s 1M NaOH na hodnotu §,5.

3. FMOC-CI: Navazit' 250mg FMOC-CI do 25ml odmernej banky, rozpustit’ vo acetonitrile a doplnit’ po
znacku.
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Priprava vzoriek:

Priprava kalibra¢nych roztokov: Navazit' 1, 2, 5, 7.5, 10 mg Standardu aminosacharidu do 1ml
odmernych baniek, rozpustit’ 0,25M roztoku HsBO3 s pH 8,5 a doplnit’ po znacku. Roztok treba pripravit’
tesne pred derivatizaciou, kvoli mutarotacii. Do 10ml uzatvératel'nej skelnnej skimavky odpipetovat’ 3
ml FMOC-CI roztoku, pridat’ 0,5 ml roztoku $tandardu a vortexovat’ 10 sekiind. Reakcia prebieha 2
hodiny pri izbovej teplote. Po ukonceni extrakovat’ 2 krat 1 ml hexdnu. Do HPLC vialky odobrat’ 0,1
ml, pridat’ 0,4 ml vody a 0,5 ml acetonitrilu.

Priprava vzorky: Navazit' cca Smg vzorky aminosacharidu do 1ml odmernej banky, rozpustit’ 0,25M
roztoku HsBOs s pH 8,5 a doplnit’ po znacku. Roztok treba pripravit’ tesne pred derivatizaciou, kvoli
mutarotacii. Do 10ml uzatvaratel'nej skelnnej skamavky odpipetovat’ 3 ml FMOC-CI roztoku, pridat’
0,5 ml roztoku vzorky a vortexovat' 10 sekund. Reakcia prebieha 2 hodiny pri izbovej teplote. Po
ukonceni extrakovat’ 2 krat 1 ml hexdnu. Do HPLC vialky odobrat’ 0,1 ml vzorky, pridat’ 0,4 ml vody
a 0,5 ml acetonitrilu.

Priprava blanku: Do 10ml uzatvaratel'nej skelnnej skimavky odpipetovat’ 3 ml FMOC-CI roztoku,
pridat’ 0,5 ml 0,25M roztoku H3BO3 s pH 8,5 a vortexovat’ 10 sekind. Reakcia prebieha 2 hodiny pri
izbovej teplote. Po ukonceni extrakovat’ 2 krat 1 ml hexdnu. Do HPLC vialky odobrat’ 0,1 ml, pridat’
0,4 ml vody a 0,5 ml acetonitrilu.

Podmienky UHPLC merania:

Kolona: HypersilGOLD 50 x 2.1mm, 1.9um, alebo alternativna C18
Prietok mobilnej fazy: 0.55 ml/min

Detektor: UV s vinovou dizkou 265 nm

Nastrekovany objem: SuL.

Mobilné fazy:

A:0.1% TFA vo vode

B: 0.1% TFA v acetonitrile

Gradient:
Cas (min) | %A
0 60
3 20
3.8 20
4 60
6 60

Podl'a $truktary stanovovanych aminocukrov je moZné podmienky optimalizovat, napr. predizit
gradientovu metodu, pripadne zvolit’ dlhSiu kolénu. FMOC karbaméaty cukrov sa daju dobre stanovit’ aj
MS detektorom s ESI ionizaciou, avSak vyhodnej$ia je APPI. Ionizaciou tychto latok dostavame [M+H]*
ako hlavny pik.

Pod’akovanie

Tento prispevok vznikol vdaka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj pre projekt
Centrum excelentnosti pre glykomiku, ITMS 26240120031, spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho
fondu regiondalneho rozvoja.
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Fragmentacie sacharidov - Akarboza

Mucha J., Bystricky P., Vickova S.
Chemicky ustav SAV, Dubravska cesta 9, 84538 Bratislava, Slovensko

Iony fragmentov, ktoré obsahuju neredukujtici koniec sa oznacuju velkymi pismenami A,B,C a iony,
ktoré obsahuju redukujuci koniec oligosacharidu sa oznacuju pismenami X,Y,Z. Dolny index oznacuje
¢islo cukru od neredukujiceho konca. B iony st oxdniové idony a Y idny su protonované iony, ktoré
zahtnaji transfer protonov. C ako proténované molekulové iony a Z iény st nasledkom Stiepenia
glykozidickej vizby (viazby O-C). Z fragmenty su zriedka pozorované na MALDI spektrach (pozri obr.
2).

Obrazok 1. Struktira celotriozy Gle(p1->4)Gle(p 1-4)Glc (molekulova hmotnost’ 504 Da) ilustrujuca
nomenklatiru fragmentécie i6nov.

B ion Y ion Cioén
CH,0OH Hf?_) —CHj CH>,OH
OH OH OH
HO HO HO
OH OH OH

Obrazok 2. Struktara B, Y a C idénov

Fragmentacia kruhu

Iony A a X st vytvorené Stiepenim glykozidického kruhu a st oznacené pomocou priradenia Cisla
Stiepenej vdzby v smere hodinovych ruciciek. Na obr. 3 je priklad. r,sA, r,sX s vytvorené Stiepenim
kruhu cez r a s viazby. Oba i6ny si pomechaji naboj molekulového i6nu.

CH,OH

Obrazok 3. Prikad fragmentacie kruhu.
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// CmHS?NOM
486.1823 Da

CW?HHOH
341.1084 Da

OH

HO [

HO

CBHUOG
179.0556 Da

OH
OH

OH

cHo, |/ |
159.0657 Da

OH
HO

Cy5H,NO, /
/
304.1396 Da /

OH o

C19H32N012
466.1925 Da /

Obrazok 4. Struktira akarbozy

Acarbose__140212-01 #2-659 RT: 0.01-0.85 AV: 116 NL: 2.83E7
F: FTMS + p ESI Full ms [150.00-2000.00]

100 646.25519
95%
90;
85;
80;
75;
703
65%
60;
55;
50;
45;
407
353
30;
25 f

N
0

R
)

R

288.25350

a

0
i me

ol . L

L

610.18371
488.19768
" L Y-
T T T

1291.50412
690.26194

&0 766.20475 968'8.?.983 1133.44609
T T T T T T

NO
0

o

T T
400 600

T T
800 1000 1200

m/z

1400

Obrazok S. Full scan HRMS spektrum akarbdézy namerané na Orbitrap Velos PRO, Thermo Scientific
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Acarbose__140212-01 #2-659 RT: 1.13-6.86 AV: 251 NL: 1.38E7

F: FTMS + p ESI Full ms2 646.25@cid20.00 [175.00-2000.00]

304.13

286.12873
|

208

466.19194

‘ 48[8,.,19735

646.25463

628.24449 | 662.95251

o | 195.10309 N 325.11202 448.18109 610.23361 | |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ]
100 200 300 400 600 700
m/z

Obrazok 6. MS2 HRMS spektrum akarbozy namerané na Orbitrap Velos PRO, Thermo Scientific

Acarbose__140212-01 #2-659 RT: 3.30-4.33 AV: 97 NL: 3.38E6

F: FTMS + p ESI Full ms3 646.25@cid20.00 304.10@cid20.00 [80.00-2C
146.08116

128.07074

110.06015
84.044a2 | h |
.

167.07033
195.09318

250.10746

304.1.3907

286.12862

268.11809

T T T T t T T
100

1
T T T T
150 200
m/z

I T T T
250 300

Obrazok 7. MS3 HRMS spektrum akarbozy namerané na Orbitrap Velos PRO, Thermo Scientific
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Acarbose__140212-01 #2-659 RT: 4.48-4.93 AV: 38 NL: 5.22E5
F: FTMS + p ESI Full ms4 646.25@cid20.00 304.10@cid20.00 146.08@

100
95
920
85

80

65
60
55

50

20
15

10

84.04442

100.07573

86.06006

98.06003 )
i

110.06013

‘ 116.07070

128.07072

146.08124

138.05219

[
o}

1
90 100
m/z

Tt
130

Obrazok 8. MS4 HRMS spektrum akarbozy namerané na Orbitrap Velos PRO, Thermo Scientific

Pod’akovanie:
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Chloroformaty a derivatizacia sacharidov

Mucha J., Bystricky P., Vickova S.
Chemicky ustav SAV, Dubravska cesta 9, 84538 Bratislava, Slovensko

Chloroformaty su skupina latok, ktora v chemickom zmysle predstavuje estery chloroformovych
kyselin. Struktira chloroformatov je na nasledujicom obrazku.

o)
I
cl O Funkéna skupina A na kysliku moze byt metyl-, etyl-, propyl-, izobutyl-, alebo pentafluorobenzyl-.
Z pohladu plynovej chromatografie sacharidov je derivatizacia pomocou chloroformiatov vel'mi
zaujimavou metodou. Vzorky, ktoré chceme analyzovat’ pomocou GCMS metdd Casto obsahuju vodu.
Ci uz je to analyza fyziologickych roztokov (krv, mog), potravin (vino, pivo, mlieko, ovocné dzisy)
alebo rastlinné materialy po hydrolyze, vo vsetkych tychto pipadoch je v reakénej zmesi pritomna voda,
ktorti treba pred derivatizaciou pracne odstraniovat. Chloroformaty su velmi reaktivne, takze
derivatizacia prebieha rychlo a navySe, na rozdiel od inych derivatiza¢nych metod, prebieha aj za
pritomnosti vody. Z hl'adiska hmotnostnej spektrometrie je vel'mi zaujimava derivatizacia pomocou
pentafluorobenzyl chloroformatu, ktory podstatne zvysi ionizovatelnost’ derivatizovaného sacharidu.

Reakcia chloroformatov s amino skupinami prebieha podl'a nasledujucej schémy:

o
= L
H——NH, o H——NH o—A
HO——H o
+ . HO H
H——OH o—a H—}—oH
H——0H H——OH
oH oH

Reakcia chloroformatov s karboxylovymi skupinami kyslych sacharidov prebieha podla nasledujicej
schémy:

_0 _o
H——OH H——OH
HO——H o HO——H
H——OH + Clﬂ// — H——OH
H——OH 0—A H——OH
HOY A—OY
o o

Vznikajuce derivaty su pomerne stabilné v kyslom aj zasaditom prostredi, takze tato reakcia je vhodna
aj na chranenie labilnej$ich funk¢énych skupin sacharidov pred hydrolyzou.

Pri derivatizécii dvojsytnych kyselin sacharidov — aldarovych kyselin je ¢astym problémom vznik
viacerych derivatiza¢nych produktov. Tento problém sa da riesit’ optimalizaciou pH pri reakcii. Ciel'om
tejto optimalizacie je maximalizovat’ pomer vzniku jedného produktu oproti ostatnym.
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o O0—A o O0—A
X 0\ OH AN AN
=¢] =0 =0 =0
H—T—OH o el on H——oH H——o0H
Ho——H 4 CI—</ —> HO——H + HO——H + HO——H
H—1—OH —
0—A H—lon H——0H H oH
H—T—OH P P H——o0H H——oOH

Pracovny postup:
2.5 mg $tandardu kyseliny glukarovej sa rozpustilo v 1ml vody, 0,25M HCI, 0,5M HCI, 0.75M HCI, 1M

1)

2)

HCI, 1.25M HCI

Nasledne sa pipetovalo 400 pl roztoku kyseliny glukarovej, pridalo sa 200 ul etanolu, 50 pl pyridinu a

50 ul ECF

Zmes sa ultrazvukovala 1 min

Extrakcia s 250 pl n-hexanu

Pridalo sa d’al$ich 50 pl ECF

pH upravené pridanim 50 pl NaOH o koncentracii 7 mol/l
Vortexovanie 30 s, centrifugacia (5 min/1.400x g)

Odber supernatantu

Acetylacia s anhydridom kyseliny octovej

RT: 10.00 - 19.00
100

TIC MsS
222222222

16.62

17 o7

1723 azss \_as.a=
P 2=

1=.a8 1z.83
1a

15.96
16

19

1a.85 L 15.57
10 1s

Chromatogram kyseliny glukarovej po derivatizacii etylchloroformatom na koléne RT-2330, 30m x 0,32mm,
0,10um. Chromatogram namerany na GC Trace GC Ultra s MS TSQ Quantum XLS (Thermo Scientific).

Zavislost pomeru produktov od
koncentracie HCI
1500
1000
500
O T T T 1
0,00 0,50 1,00 1,50

Pod’akovanie:

Tento prispevok vznikol vdaka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj pre projekt
Centrum excelentnosti pre glykomiku, ITMS 26240120031, spolufinancovany zo zdrojov Europskeho
fondu regiondlneho rozvoja.

243



Analyza glykanov pomocou priradenia MALDI MS" spektier

Bystricky P, Vickova S., Mucha J.
Chemicky ustav, Slovenska akadémia vied, Dubravska cesta 9, SK-84538 Bratislava, Slovensko

Uvod: Struktira aidentita analyzovanych glykanov méZe byt s istotou odhadnuté porovnanim ich
nameranych spektier so spektrami r6znych zndmych glykanov z Glycan Mass Spectral Database
(GMDB). Namerané MS" spektra mézu byt porovnané podl'a nasledujuceho protokolu.

Cinidla

kyselina 2,5-Dihydroxybenzoova, proteomics grade

10 mg/mL kyseliny 2,5-dihydroxybenzoovej v 30% etanole

ultrapurifikovana voda pre LC/MS

99.5% etanol pre HPLC

Pristroje
MALDI-QIT-TOF hmotnostny spectrometer vybaveny Ultra Cooling Kit-om
Pristup k GMDB databaze (URL: http://riodbdev.ibase.aist.go.jp/rcmg/glycodb/Ms_ResultSearch)

Metody
I.  Protokol pre odmeranie spektier MS"

1. Kuvapnite 0.5 pL roztoku vzorky na MALDI ter¢ik (leSteny povrch z nerezovej ocele, 2mm v priemere)
a nechajte vyschnut. Aby ste dostali spolahlivé data, roztok vzorky by mal obsahovat glykany analytu
Vv koncentracii 0.5-2.0 pmol/uL. Naviac analyt musi byt zbaveny soli.

2. Prikvapnite k vysu§enému analytu na ter¢iku 0.5 puL roztoku matrice (10 mg/mL kyseliny 2,5-
dihydroxybenzoovej v 30% etanole) a nechajte uplne vysusit'.

3. Rekrystalizujte vysuSeny material pridanim 0.15 pL of 99.5% etanolu k zmesi analytu a matrice na
terciku.

4. Odmerajte MS spektrum analytu v pozitivnom mode.

5. Odmerajte MS? spektra ionov sodnych aduktov odvodenych od glykanovych analytov. Ak su
predominantné protonové adukty je mozné pridat’ 0.5 pL roztoku 10 mM NaCl k vysusenému analytu.
Pre odmeranie CID spektier, upravte CID energiu tak, aby signal z i6nu prekurzora skoro vymizol. Ak
je intenzita idna prekurzora v spektre viac nez 15% intenzity zakladného piku, spektrum nie je dobré
a musi byt’ premerané s vy$sou CID energiou. Pouzite automaticka funkciu namerania spektier
s pravidelnym rastrom, ktory ovlada vzory pohybu laserového li¢a. Toto automatické nastavenie je
vel'mi doleZité pre ziskanie spolahlivych dat.

6. Vyhladajte pravdepodobné Struktary gykanovych analytov pomocou GMDB.
7. Porovnajte spektra glykanovych analytov a ré6znych pravdepodobnych $truktir.

8. Niekedy pomdZe zobrazenie viacerych MS? spektier naraz a ich priame porovnanie. V tychto
pripadoch je dobré manudlne n4jst signaly, ktoré mozu byt rozlisené pomocou porovnania ich MS®
spektier.

9. Odmerajte MS? spektra signalov v MS? spektrach pomocou rovnakého postupu ako v bode 5) pre
odmeranie MS? spektier.

10. Porovnajte MS2 spekira glykanovych analytov a ich pravdepodobnych Struktur.
Il.  Ako pouzit GMDB databizu
1. Kliknite na linku pre ,,m/z* v stipci na 'avej strane na vrchu stranky

2. Vlozte hodnotu m/z prekurzorového i6nu z MS? spektra a vlozte vhodna hodnotu do policka
,tolerance®. Vhodné hodnoty st va¢Sinou od 0.5 do 1.0.

3. Kliknite na “Search” gombik (Obr. 1).
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4. Okienko s vysledkami “Search Result” sa otvori. Zobrazia sa relevantné Struktary glykanov
S stromovitym zoznamom hodnét m/z prekurzorovych iénov v ktorych relevantné prekurzorové iony st
vyznacené Zltou.

5. Kliknite na hodnoty m/z MS? prekurzorov v stromovitom zozname.
6. Kliknite na gombik “Show Spectra”. (Obr. 2)

7. Otvori sa obrazok so spektrom spolu s korespondujucou struktirou glykanu v okienku “Spectrum®
(Obr. 3)

8. Tam, kde viacnasobné spektra ukazujii podobnost’ s analyzovanymi MS? spektrami, vrat'te sa spit’ do
okienka “Search Result” a kliknite hodnoty m/z MS2 prekurzora v stromovitom zozname
pravdepodobnych struktur. Najdite prekurzorové iony, ktoré mézu byt’ pouZité na rozlisenie spektier pri
porovnani ich MS? spektier.

9. Kliknite na gombik “Show Spectra”.

Poznamky

V idealnom pripade analyzované glykany boli vyizolované pred odmeranim MS" spektier. Konkrétne
ich izoméry musia byt odseparované. Analyzované glykany by mali byt’ derivatizované vo zhodnych
formach, takych aké su v databdze GMDB. N-glykany by mali byt’ znacené s 2-aminopyridinom (PA).
O-glykany st skonvertované na prisliichajuce alditoly. Pre ostatné typy glykanov sa treba pozriet’ do
GMBD databazy. Avsak GMDB databaza nie je uplny zdroj informacii a preto treba mat’ na zreteli to,
ze vaSe analyzované glykany nenmusia byt v GMBD obsiahnuté. V takychto pripadoch in¢ metody
ako napr. Rozstiepenie glykozidazami alebo mapovanie pomocou 2D-HPLC by malo byt
skombinované s touto metodoldgiou.

000

| GGDB| LfDB| GMDB | GPDB |
Top > GMDB

| Documents

o About Glycan Mass Spectral

DataBase om/z

Protocols of MS™ Spectra Acquisition

How to use GMDB
References miz of precursor ioOleranceO
Contact Us

i

| search
< Search
Glycan Composition -
C mz r
iv

Obrazky a popisy

Fig. 1. Okienko pre hl'adanie m/z v GMDB databaze. Ak klikneter “m/z” v Pavom stipci (i) otvori sa m/z
okienko na pravej strane. Vpiste hodnotu m/z (ii) a toleranciu (iii) vaSeho prekurzorového ionu do
prislu$nych policok. Potom stlacte gombik “Search”.
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Results : 13 hits
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an example of tree-structured list

Fig. 2. Priklad vysledkov vyhladavania.

Zoznam glykanov, ktoré maju MS" spektra vyhl'adavanej hodnoty m/z je zobrazené v okienku.
Prekurzorové iony uchovanych MS" spektier pre kazdy glykan st usporiadané do stromovitého
zoznamu. Kliknite na prekurzorové idbny MS™ spektier, ktoré si chcete prezriet’. Ich Cisla st vyznadené
Zltou (i). Potom stlacte gombik “Show Spectrum”.
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Fig. 3. Priklady okienok so spektrami.

MS" spektra, ktoré ste zvolili su zobrazené spolu s ich prisluSnymi glykdnovymi Struktarami. Mozte
Pahko porovnat’ tieto spektra v tomto okienku.

2,5-DHB crystal After recrystallization

Fig. 4. Obrazok rekrystalizovaného 2,5-DHB na MALDI terciku.
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Ihlicovty krystal 2,5-DHB (vlavo) je zmeneny na maly granulovity krystal (vpravo) pridanim etanolu.
Rekrystalizovany 2,5-DHB je dostatocne homogenny na odmeranie MS spektier pomocou
automatického merania.
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1. Kameyama, A., Kikuchi, N., Nakaya, S., Ito, H., Sato, T., Shikanai, T., Takahashi, Y., Takahashi, K.,
and Narimatsu, H. (2005) A strategy for identification of oligosaccharide structures using observational
multistage mass spectral library. Anal. Chem. 77: 4719-4725
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Degradacia glykolipidov pomocou endoglykoceramidazy (ECGazy)

Bystricky P, Vickova S., Mucha J.
Chemicky ustav, Slovenska akadémia vied, Dubravska cesta 9, SK-84538 Bratislava, Slovensko

Uvod:

Endoglykoceramidaza (EGCéza, EC 3.2.1. 123) je schopna hydrolyzy glykozidickej vizby medzi
oligosacharidom a ceramidom v r6znych glykosfingolipidoch (GSL-och; Obr. 1). Tri izoformy EGCazy
sa lisia vo Specificite. VSetky boli najdené v Rhodococcus equi' a naklonované. >3 EGCéaza I a 1l
hydrolyzuju vSetky typy GSL-ov okrem cerebrozidov, sulfatidov a 6-gala-sérii GSL-ov.! Globo-série
GSL-ov a fukozyl GM1a su hydrolyzované EGCazou I ovel'a rychlejsie ako EGCazou II.' V porovnai
s EGCazou I a II, EGCaza I1I (endogalaktozylceramidaza, EGALC) hydrolyzuje 6-gala-série GSL-ov a
digalaktozyl-diacylglycerol (DGDG).>* Specificita EGCazy je zosumarizovana v tabul’ke 1. PouZitim
EGC4zy, intaktné oligosacharidy a ceramid mozeme ziskat’ z réznych GSL-ov ale predtym by mal
clovek zvazit, ze ktora EGCaza je vhodna pre experiment.

EGCéza je vhodna pre analyzu Struktury roznych GSL-ov. Napr. uvol'nené oligosacharidy mozu byt’
fluorescenéne znaené aromatickymi Cinidlami na zdklade aminov®® a kvantifikované
pomocouHPLC,TLC a kapilarnej elektroforézy (CE) s vysokou citlivostou. Nedavno bola vyvinuta
citliva, rychla a kvantitativna analyza GSL glykému, pri ktorej GSLy boli hydrolyzovaé EGCazou
a uvol'nené oligosacharidy boli podrobené glykoblotingu a nakoniec uréené na MALDI-TOF MS.!°
Ceramidové Casti 6-gala sérii GSL-ov st vymenené s fluorescencnym ceramidom, réznymi alkanolmi
a neionickymi detergentmi ako napr. Triton X-100 transglykozylacnou reakciou EGALC, generovanim
fluorescenénych GSL-ov, alkyloligosacharidov alebo Triton-oligosacharidov.!!

Cinidla

Triton X-100 (Sigma-Aldrich)

Predom-pokryté TLC platnicky silika gélom 60 (Merck Millipore)

Orcinol-H>SO4 reagent

Pufor octanu sodného, pH 5.5

Chloroform

Metanol

EGCaza Il (rekombinantny enzym exprimovany v E. coli je komer¢ne dostupny od Takara Bio)
EGCaza I* (pozri poznamky)

EGALC* (pozri poznamky)

Pristroje

Shimadzu CS-9300 TLC chromatoskener
SpeedVac koncentrator (Thermo Fisher Scientific)
Komora na vyvolanie TLC platniciek

Platni¢ka na ohrev

Metody
I. Degradacia GSL-ov pomocou EGCazy
1. Odparte 2 nmol z kazdého GSL v epinke na SpeedVac koncentratore ak je/su vzorka/Ky rozpustené
Vv organickom rozpustadle.

2. Rozpustite vzorku v 50 mM pufri octanu sodného, 5.5 obsahujucom 0.1% (w/v) Triton X-100
a sonikujte 10 sek.

3. Pridajte 0.5 mU EGCazy I alebo EGCazy II pre lakto- a ganglio-série GSL-ov, 10 mU EGCazy pre
globo-série GSL-ov a 1 mU EGALC pre 6-gala sériu GSL-ov. Objem extrahovanej zmesi b mal byt’ 10-
50 pL. Jedna milijednotka enzymu je definovana ako schopna katalyzovat’ hydrolyzu 1 nmol GM1 za
minutu.

4. Inkubujte reakénti zmes pri 37 °C 1 hod. pre hydrolyzu ganglio- a 6-gala serii GSL-ov a 10 hod. pre
hydrolyzu lakto- a globo- sérii GSL-ov. Zastavte reakciu zahriatim vo vrejucej vode na 5 min.
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5. Odparte reakéntl zmes na SpeedVac koncentratore. Rozpustite vzorku v 10 uL metanole a naneste na
TLC platnicku.

6. Vyvolajte TLC platni¢ku s chloroform/methanol/0.02% CaCl, (5/4/1, v/viv) pre globo-, ganglio- a
lakto- série GSL-ov a chloroform/methanol/0.02% CaCl; (2/3/1, v/viv) for 6-gala-série GSL-ov.

II. Detekcia produktov pomocou TLC chromatoskenera.
1. Zviditelnite ostavajuce GSL a vygenerované oligosacharidy pomocou vysprejovania TLC platnic¢ky s
orcinol-HzS0..

2. Zoskenujte intenzity TLC pasov pomocou Shimadzu CS-9300 chromatoskenera s nastavenym
reflekénym moédom na 540 nm.

3. Vypocitajte t€innost’ hydrolyzy nasledovne:

hydrolyza (%) = (plocha piku oligosacharidu) x 100 / (plocha piku oligosacharidu + plocha piku
ostavajuceho substratu)

Poznamky

Specificita EGCazy I je trochu ina v porovnani s EGCéazou II ako je ukazané v tabul’ke I. Kinetické
Stadie ukazali, ze Michaelisova konstanta (Kn) pre GM1a (ganglio série) a Gb3Cer (globo série) pre
EGCazu I je skoro rovnaka ako EGCazy II (0.4 mM). Na druhej strane, rychlost’ (Kc.) EGCazy I pre
GM1a a Gb3Cer je 22- a 1209-nasobne vyssia ako pri EGCaze 1I. Neionovy detergent Triton X-100
zdokonal'uje aktivitu EGCézy I, Il a EGALC pri koncentrécii 0.1%. Pre reakcie tychto enzymov nie su
potrebné Ziadne kovové iony. Nielen 6-gala série GSL-ov ale aj DGDG mé6zu byt hydrolyzované
pomocou EGALC

Obrazky, tabul’ky a popisy
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Obr. 1. Hlavné kroky katalyzy EGCazy I, II a III (EGALC) na GSL-och.
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Tabulka 1. Specificita substratu EGCazy I, II a III (EGALC).

Substrate Hydrolysis (%)
Class and name Structure EGCasel EGCasell EGALC
Ganglio series

GDla  NeuAco2-3GalB1-3GalNAcP 1-4(NeuAca2-3)GalB 1-4GlcfB1-1°Cer 100 100 " 0

GDIb  GalB1-3GaINAcB 1-4(NeuAca2-8NeuAca2-3)GalB1-4GlcB1-1’Cer 100 100 n.d.

GD3 NeuAco2-8NeuAca2-3Galp 1-4Glep1-1°Cer 100 100 n.d.
GMla GalP1-3GaINAcp1-4(NeuAca2-3)Galp 1-4Glcp1-1°Cer 100 100 0

Fucosyl-GMla Fuco1-2GalB1-3GalNAcB 1-4(NeuAca2-3)GalB1-4Glef1-1°Cer 100 19.0 n.d.

GM3 NeuAca2-3GalB1-4Glcp1-1°Cer 100 100 n.d.
GM4 NeuAca2-3Galp1-1’Cer 0 0 0

Globo series

Gb3 Gala1-4GalB1-4GlcP1-1Cer 72.9 (100) 23.7 0

Gb4 GalNAcP1-3Gala1-4GalB 1-4Glcp1-1Cer 33.9 (100) 72 n.d.
Forssman GalNAcal-3GaINAcB 1-3Gala1-4GalPB1-4Glep1-1°Cer 252 (47.5) 6.5 0
LacCer Galp1-4GlcB1-1"Cer 29.9 49.4 0
GleCer GlcB1-1"Cer 6.7 0 0

Gala series

TGC Galp1-6Galp1-6Galf1-1’Cer 0 0 65.9
Sulfatide HSOs-3Galp1-1’Cer 0 0 0
Sphingomyelin Choline phosphate -’Cer 0 0 0

*n.d., not determined.

Ro6zne GSLy (2 nmol) boli inkubované 12 hod. pri 37 °C s 1 mU (10 mU) enzymu v 20 mL 50 mM
pufra octanu sodného, pH5.5, obsahujucom 0.1% Tritonu X-100.
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Extrakcia glykolipidov

Bystricky P, Vickova S., Mucha J.
Chemicky ustav, Slovenska akadémia vied, Dubravskad cesta 9, SK-84538 Bratislava, Slovensko

Uvod

Vsetky lipidy st extrahované zo vzoriek zmesou chloroformu, metanolu a vody. Aby sa odstranili
glycerolipidy, je prevedena saponifikicia s hydroxidom sodnym. Neutralne glykosfingolipidy (GSLy)
st oddelené od kyslych GSL-ov pomocou aniénovo-vymennej chromatografie.

Cinidla

chloroform

methanol

zmes CHCl3-MeOH 2:1 (obj.)

zmes CHCl3-MeOH-dest. voda 1:2:0.8 (obj.)

4 M hydroxid sodny vo vode

4 M kyselina octova vo vode

zmes MeOH-voda 1:1 (obj.)

zmes MeOH-0.2 M octan aménny 1:1 (obj.)

Pristroje

kolonka OASIS HLB 1 cm*/30 mg (reverse-phase cartridge, Waters)
kolonka OASIS MAX 1 ¢m?/30 mg (anion exchange cartridge, Waters)
sonikator

SpeedVac koncentrator (Thermo)

trepacka

Metody

L. Extrakcia glykosfingolipidov (GSL-ov) z tkaniv

Zhomogenizujte vzorku s 4 objemami 1 °C vody (priblizne 0.25 g/ mL).
Preneste 200 pL vzorky (cca 50 mg tkaniva) do sklenenej vialky.
Pridajte 1.2 mL 1 °C metanolu a dobre zamiesajte.

Pridajte 2 mL chloroformu a dobre zamiesajte.

Inkubujte pri 37 °C 1 hod. pri neustalom trepani.

Pridajte 1 mL metanolu a dobre zamieSajte.

Stocte pri 1000g 10 min.

Opatrne zlejte alebo vysajte pipetou supernantant do sklenenej vialky.
Pridajte 2mL zmesi CHCl3-MeOH-dest. voda k peletu z bodu 7).

10 Inkubujte pri 37 °C 2 hod. pri neustalom trepani.

11. Stocte pri 1000g 10 min.

12. Vysajte supernatant pipetou a pridajte k extraktu z bodu 8).

13. Vysuste na SpeedVac koncetratore.

©CoNoO~wWNE

II. Extrakcia GSL-ov z bunkovych kultir
1. Zozbierajte bunky (~1 x 10° buniek).
2. Pridajte 2 mL zmesi CHCl3-MeOH.
3. Sonikujte v sonikatore 5 min.
4. Inkubujte pri 37 °C 1 hod. pri neustdlom trepani.
5. Stocte pri 1000g 10 min.
6. Vysajte supernatant pipetou do sklenenej vialky.
7. Pridajte 1 mL zmesi CHCI3-MeOH-dest. voda k peletu ziskaného v bode 5).
8. Stocte pri 1000g 10 min.
9. Vysajte pipetou supernatant a pridajte k extraktu ziskaného v bode 6).
10. Vysuste v SpeedVac koncentratore.
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II1. Saponifikacia a odsolenie

Rozpustite vzorku v 2 mL metanolu.

2. Pridajte 25 pL 4 M hydroxidu sodného.
3. Inkubujte pri 37 °C 2 hod.

4. Pridajte 25 pL 4 M kyseliny octove;.

5. Pridajte 2 mL vody.

6. Naneste vzorky na OASIS HLB kolonku.
7

8

9

1

=

Vymyjte s 1 mL zmesi MeOH-voda 1:1
Vymyjte kolonku s 1 mL vody.
. Vymyjte GSLy s 1 mL metanolu.
0. Vysuste vymyté GSLy na SpeedVac koncentratore.

4. Oddelenie neutralnych a kyslych GSL-ov

Rozpustite vzorku v 2 mL metanolu.

Pridajte 2 mL vody.

Naneste vzorku na OASIS MAX kolonku.

Vymyjte s 1 mL zmesi MeOH-voda 1:1.

Vymyjte s 1 mL vody.

Vymyjte neutralne GSLy s 1 mL metanolu.

Vysuste na SpeedVac koncentratore (frakcia neutralnych GSL-ov).
Vymyjte kyslé GSLy s 1 mL zmesi metanolu-0.2 M octanu amoénneho (frakcia kysych GSL-
ov)

9. Pridajte 1 mL vody k 1 mL frakcie kysych GSL-ov

10. Naneste na OASIS HLB kolonku

11. Vymyjte s 1 mL zmesi MeOH-voda 1:1.

12. Vymyjte s 1 mL vody.

13. Vymyjte kyslé GSLy s 1 mL metanolu.

14. Vysuste na SpeedVac koncentratore (frakcia kyslych GSL-ov).
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Obr.1. Schéma extrakcie a oddelenia GSL-ov z biologickych vzoriek.
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Kvantifikacia glykanov pomocou externych Standardov

Bystricky P, Vickova S., Mucha J.
Chemicky ustav, Slovenska akadémia vied, Dubravska cesta 9, SK-84538 Bratislava, Slovensko

Uvod: Hmotnostna spektrometria bola obmedzena len na relativnu kvantifikciu pri ktorej je prispevok
detekovanej intenzity signalu jednotlivych glykanov vyjadreny ako percento intenzity signalu s¢itaného
z celého glykanového profilu (%celého profilu/prevaha). Glykomika na zaklade MS je pristupna
normalizovanej kvantifikacii pomocou zavedenia externych Standardov, ktoré st '*C metylované
a pridané do vzoriek glykanov pred MS analyzou. Zreferencovanie intenzit signalov znamych mnozstiev
purifikovanych glykanovych Standardov pre dobre ocharakterizované oligosacharidové Standardy
dovol'uje Standardizaciu a zmyslupné porovnanie réznych vzoriek v réznych ¢asoch.

Cinidla

Kit malto oligosacharidov (Dp3 ~ Dp7), (Supelco/Sigma-Aldrich) alebo iné dobre ocharakterizované
oligosacharidové Standardy

metanol, 99.8%, bezvody (Sigma-Aldrich)

metanol, HPLC kvality, (Sigma-Aldrich)

50% hydroxid sodny (Fisher Scientific)

Deionizovana voda

jodometan-13C, 99% *C, 3C-Mel (Sigma-Aldrich)

bezvody dimetyl sulfoxid, >99.9% (Sigma-Aldrich)

pufor pre néstrek, ImM NaOH v 50% MeOH

Pristroje

pristroj na miesanie skimaviek/epiniek

sklenené skiimavky so zavitom a vieCkom

stolna centriguga

sklenené Pasteurove pipety

dusikova odparka

LTQ-Orbitrap (Thermo) alebo iny hmotnostny spektrometer

Metody
L. Priprava standardov
1. Permetylujte zmes oligosacharidovych $tandardov (teda Dp3 a Dp4) s 3C-Mel a vysuste pradom dusika
podla metddy Anumula a Taylora.

2. Resuspendujte zmes permetylovanych oligosacharidovych $tandardov v MeOH a uchovajte pri 20 °C
v sklenenej skimavke so zavitom a do d’al’Sicho pouzitia.

3. Pridajte alikvot o znamej koncentracii permetylovaného oligosacharidového $tandardu do pufra pre
nastrek.

II. Standardna krivka
1. Nato aby ste ur¢ili koncentracie linearnej kalibra¢nej krivky pre vas pristroj, zmes permetylovanych
oligosacharidovych Standardov je postupne riedena a niekol’ko koncentracii §tandardu je nastreknutych
do hmotnostného spektrometra.

2. Intenzity signalov st potom pouZité na zostrojenie kabibracnej krivky.
3. Pouzite iba koncentrécie, ktoré vykazuju linearnu regresiu.

II1.. Analyza vzorky
1. Najprv treba odmerat’ kompletny MS profil nezndmej koncentracie permetylovaného glykanu aby sa
urcilo vhodné mnozstvo Standardu na pridanie.

2. ZmieSajte zname mnozstvo Standardu so vzorkou glykéanu.
3. Zanalyzujte tuto zmes Standardu a vzorky glykdnu pomocou MS.
4. Uvedte vSetky intenzity relativne k pridanému externému $tandardu.

Poznamky
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Zvolené Standardy by nemali mat’ rovnaki hmotnost’ ako akykol'vek pik v neznamej vzorke. A preto
kompletny MS profil vasej vzorky musi byt’ zndmy (odmerany) pred touto kvantitativnou analyzou,
aby sa vhodne zvolili §tandardy na pridanie.

Standardy s intenzivne permetylované pomocou '*C-Mel, deuterovaného jodometanu (CD;I) alebo
13CDsl, aby sa predislo konfliktu s hmotnostami hex6zového rebrika, ktory moze byt pritomny

v neznamych vzorkach.

Obrazky a popisy
o0 0 0
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Obr. 1. Struktira a hmotnost’ 13C-znageného Dp4

946.46

100 =P

Human plasma
90 .
o N-glycan with

Dp3,Dp4
70
60
56 8223_:?7 14§=8é19

40

30

- 1227.60
1031.51 202

z=2

1314.65
z=2

1430.18
z=2

1579.79 1835.93
z=1 z=1

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z
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Obr. 3. Kalibracna krivka permetylovaného Dp4 ukazuje linearnu regresiu v meranej oblasti.

Literatara
Anumula, K.R., and Taylor, P.B. (1992) A comprehensive procedure for preparation of partially
methylated alditol acetates from glycoprotein carbohydrates. Anal Biochem. 203, 101-108
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Metody pre mapovanie miest O-glykozylacie

Bystricky P, Vickova S., Mucha J.
Chemicky ustav, Slovenska akadémia vied, Dubravska cesta 9, SK-84538 Bratislava, Slovensko

Uvod

Hmotnostnd spektrometria sa stala neocenitelnou metéodou, pokial ide o identifikaciu proteinov.
Stcastnd MS vyzkum je zamerany nielen an identifikaciu proteinov ale aj na ziskanie informacii o post-
translacnych modifikaciach, ktoré sa nachadzaju na jednotlivych sub-skupinach a skupinach proteinov.
V poslednej dobe je zvySeny zdujem o mapovanie miest O-glykozylacie. V porovnani s identifikaciu
miest N-glykozylacie, mapovanie miest O-glykozylacie sa ukdzalo ako ndro€nejSie a momentaalne este
nie je zadefinovand vSeobecne platna sekvencia na identifikdciu miest modofikéacie. Naviac O-glykény
sa ukazuju, ze modifikuji oba seriny aj treoniny, ktoré st Casto hned’ vedl'a seba na dlhych usekoch
v proteinovej sekvencii a nie kazdy serin alebo treonin je modifikovany. Snad’ jeden z néaroc¢nejsich
aspektov pri mapovani tychto miest je pre stratu informécie o O-glykane ak sa poziva disociacia
indukovanymi koliziami - collision induced dissociation (CID). A teda r6zne metody fragmentacie ako
napr. disociacia pomocou elektronového transferu - electron transfer dissociation (ETD) bola aplikova
pri mapovani miest O-glykozy4cie.

ETD dovol'uje retenciu modifikujuceho O-glykanu pri fragmentacii a napomaha tym urceniu miesta
modifikacie. AvSak ETD a len prednedavnom popisana HCD- aktivovana ETD nie je vzdy k dispozicii.
A tak boli vyvinuté metody beta-elimindcie/Michaelovej adicie pre mapovanie miest, kde labilna
modifikicia je nahradena so stabilnejSiou modifikdaciou pre CID experimenty. Jedna nevyhoda pri
tychto pristupoch je kedze pdévodny modififujici glukan je odstraneny, nie je mozné presne
identifikovat’ druh glykanu, ktory bol pévodne napojeny na amino kyselinu. Pre vzorky o malych
mnozstvach, kde vysledok mnohych krokov precistenia vzorky je nizky alebo Ziadny vytazok, zacali
sme pouzivat’ jednoducht jednokrokovi metodu, ktora pouziva prchavy pufor (hydroxid aménny) ako
zéasadu ako aj nukleofil.!

Cinidla

40 mM NH4;HCOs3 vo vode

1 M ditiotreitol (DTT) vo vode

55 mM jodoacetamid (1 mg/mL v 40 mM NH4HCO3)

trypsin, sequence grade (Promega)

1% kyselina trifluorooctova (TFA) vo vode

C-18 MicroSpin koldnka (The Nest Group)

pufor A: 0.1% kyselina mravc¢ia vo vode

pufor B: 80% acetonitril, 0.1% kyseliny mravéej vo vode

hydroxid aménny vo vode

(pouzitd voda by mala mat’ min. odpor 18 mega())

Pristroje
Orbitrap LTQ mass spektrometer (Thermo)
SpeedVac koncentrator (Thermo)

Metody
I.. Degradacia zmesi glykoproteinov trypsinom
1. Zmerajte objem kazdej vzorky pitetou.

2. Pridajte dostato¢né mnozstvo 40 mM NH4HCO3 aby pH hodnota roztoku bola  7.0-7.5 a zvyste
objem vzorky na 200 pL (vodou).

Pridajte 2 uL. 1 M DTT, takze koncentracia DTT vo vzorke bude 10 mM DTT
4. TInkubujte vzorku pri 56 °C 1 hod.

Nechajte vychladnut na labratornu teplotu.
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6
7.
8.
9

Pridajte 100 mL 55 mM jodoacetamidu (C2H4INO, IA, 10 mg/mL v 40 mM NH;HCO3).
Inkubujte pri laboratornej teplote v tme 45 min., pri pretrepavani v 15 min. intervaloch
Resuspendujte 20 pg trypsinu v 100 pL 40 mM NH4HCO3

Pridajte 50 pL trypsinu kulazdej vzorke (10 pg trypsinu, v pomer od 1:50 do 1:10).

10. Inkubujte cez noc pri 37 °C (14-16 hod).
11. Pridajte 150 uL 1 % TFA aby ste zastavili reakciu.

IL.. Precistenie trypsinom degradovanych glykoproteinov pomocou reverznej fazy

1. Pridajte 250 pL pufru B na kolonku. Stoéte pri 2000 ot./min. 4 min. Vylejte to, ¢o pretieklo.
2. Pridajte 250 pL pufru A na kolonku. Stoéte pri 2000 ot./min. 4 min. Vylejte to, o pretieklo. Zopakujte
toto este 2x.
3. Pridajte 250 uL vzorky, stocte pri 2000 ot./min. 4 min. To, &o pretieklo vrat'te spit na vrch kolonky
a stocte znova. Potom vylejte to, ¢o pretieklo. Toto zopakujte so zvyskom vzorky (ak ostal).
4. Vymyjte kolonku 2x s 250 pL pufru A. Vylejte to, ¢o pretieklo.
Pridajte 150 uL pufra B na kolonku na vymytie. Stocte pri 2000 ot./min. 4 min. Uchovajte to, o
pretieklo - obsahuje glykopeptidy. Zopakujte este raz a slejte spolu s predoslym. Kone¢ny objem by mal
byt ~300 puL.
6. Vysuste vzorku na SpeedVac-u.
III. B-elimindcia/Michaelova adi¢né reakcia glykopeptidov s hydroxidom aménnym (pozri pozn.)
1. Pridajte 500 pL hydroxidu aménneho k vysusenej zmesi glykopeptidov/peptidov.
2. Inkubujte pri 45 °C cez noc.
3. Vysuste vzorku na SpeedVac-u.
4. Pridajte 500 pL 18 megaQ vody, Zopakujte 2x.
5. Zanalyzujte zmes glykopeptidov/peptidov pomocou LC-MS/MS Orbitrap-u (o¢akavany posun -1
Daltona pre modifikované Ser/Thr aminokyseliny).
Poznamky

Jedna z alternativ, ak niekto chce obohatit’ svoje peptidy po B-eliminacii/konjugacnej adi¢nej reakcii
alebo zaviest’ do vzorky izotopy pre komparativnu proteomiku, méze pouzit BEMAD protokol
z odkazov 2 a 3.

Literatuira:

1.

2.

Rademaker, G. J., Pergantis, S. A., Blok-Tip, L., Langridge, J. I., Kleen, A., and Thomas-
Oates, J. E. (1998) Mass spectrometric determination of the sites of O-glycan attachment with
low picomolar sensitivity. Anal Biochem 257, 149-160

Wells, L., Vosseller, K., Cole, R. N., Cronshaw, J. M., Matunis, M. J., and Hart, G. W. (2002)
Mapping sites of O-GIcNAc modification using affinity tags for serine and threonine post-
translational modifications. Mol Cell Proteomics 1, 791-804

Vosseler, K., Hansen, K. C., Chalkley, R. J., Trinidad, J. C., Wells, L., Hart, G. W., and
Burlingame, A. L. (2005) Quantitative analysis of both protein expression and serine /
threonine post-translational modifications through stable isotope labeling with

dithiothreitol. Proteomics 5, 388-398

Pod’akovanie: Tdto publikdcia vznikla vdaka podpore v ramci operacného programu Vyskum a vyvoj
pre projekt Centrum excelentnosti pre glykomiku, ITMS 26240120031, spolufinancovany zo zdrojov
Eurdpskeho fondu regiondlneho rozvoja.
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Mliecne oligosacharidy — priprava oligosacharidov z materského mlieka

Bystricky P, Vickova S., Mucha J.
Chemicky ustav, Slovenska akadémia vied, Dubravska cesta 9, SK-84538 Bratislava, Slovensko

Uvod

Materské mlieko je zname tym, Ze obsahuje velké oligosacharidy réznych typov. V porovnani, kravské
mliecko obsahuje mensie oligosacharidy. Oligosacharidy v materskom mlieku st odvodené z roznych
oligosacharidov, ktoré su sialyzované cez a2-3 alebo 02-6 glykozidické vizby a taktiez mozu byt
fukozylované cez al-2, al-3 or al-4 vidzby. Exprimuju rozne antigény ako napr. antigény krvnej
skupiny. Bol publikovany dokaz, Ze virulentné enterické baktérie a virusy iniciuju infekciu tak, Ze sa
naviazu na urcité oligosacharidové retazce na glykolipidoch a glykoproteinoch na povrchu ich
cielovych buniek. Kvoli Strukturdlnej mimikre glykanov na glykoproteinoch muké6znej membrany, mé
sa za to, ze oligosacharidy z materského mlieka chrania kojené dojcata proti infekciam blokovanim
tychto adhéznych patogénov. Preto su prospesné ako nastroj glykobiologického vyvoja a vyzkumu
v medicine.

Cinidla

metanol

chloroform

kolona Sephadex G-25 (medium grade, 5.0 cm ID x 67 cm)

kolona pre anidonovi vymenu (anion-exchange; napr. Super Q-Toyopearl 650M, 1.6 cm ID x 10 cm)
5% vodny roztok fenolu

konc. H,SO4

100, 200, 300, 400, 500 mM pufor octanu pyridiniového, pH 5.0

10 mg/ml kyseliny 2,5-dihydroxybenzoovej v 40 obj.% acetonitril-voda (ak sa pouzije MALDI-TOF
MS)

Milli-Q voda

Pristroje
UV-Vis spektrofotometer,,centrifuga, Speed Vac koncentrator, MALDI-TOF hmotnostny spektrometer

Metody
1. Odstranenie tukov a proteinov
1) Stocte materské mlieko (10-20 mL) 15 min. pri 5000g a 4°C.
2) Opatrne vylejte supernatant po 5 mL do skumaviek.
3) Ku kazdej pridajte 10 mL metanolu a 15 mL chloroformu.
4) Dobre pretrepte a nechajte chvilu stat’ pri 4 °C.
5) Stocte 5 min. pri 5000g a 4°C.
6) Pipetou opatrne odsajte hornu vrstvu.
7) Tuto hornu vrstvu vysuste na koncentratore dosucha a rozpustite vo vode (tzv. surova frakcia
oligosacharidov).

2. Gélova filtracia
1) Naneste surovu frakciu oligosacharidov na Sephadex G-25 kolénu
2) Vymyvajte vodou a zberajte frakcie po 20 mL
3) Odoberte alikvoty z kazdej frakcie a zried'te na 100 pL.
4) Pridajte 100 pL of 5% vodného roztoku fenolu a 0.5 mL konc. H>SOs.
5) Nechajte stat’ 20 min. pri laboratornej teplote
6) Odmerajte OD pri 490nm (na detekciu hex6z).
7) Zlejte dokopy frakcie obsahujuce oligosacharidy (véicsie nez laktoza).

3. Oddelenie neutralnych a kyslych oligosacharidov
1) Naneste vzorku na kolénu pre aniénova vymenu.
2) Vymyte vodou a zberajte frakcie obsahujtice neutralne oligosacharidy.
3) Potom vymyte postupne s 100, 200, 300, 400 a 500 mM pufru octanu pyridiniového a zberajte
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frakcie obsahujuce kyslé oligosacharidy.

4. Oddelenie oligosacharidov podl'a velkosti pomocou gélove;j filtracie

1) Naneste frakciu s neutralnymi oligosacharidmi na kolénu Sephadex G-25

2) Vymyte vodou a zozbierajte frakcie.

3) Odoberte alikvoty z kazdej frakcie a naneste na MALDI terc¢ik.

4) Pridajte ku kazdej kvapke roztok kyseliny 2,5-dihydroxybenzoovej ako matrice
5) Nechajte vysusit’.

6) Odmerajte MALDI spektrum na MALDI-TOF hmotnostnom spektrometri.

7) Zlejte frakcie ktoré obsahuju molekuly rovnakej vel'kosti.

5. Derivatizacia oligosacharidov s pyrénom hydrazidu kyseliny butanovej (PBH)2

Derivatizécia oligosacharidov s citlivym flouroscenénym derivitom je uzitocna pre d’alSie
separdcie a Strukturnu analyzu aj preto lebo kazdé z vyprodukovanych frakcii obsahuje
niekol’ko oligosacharidov.

1) Zahrejte vzorky oligosacharidov (priblizne 1 nmol) a PBH (100 nmol) v 20 pL 0.1 N kyseliny
octovej v metanole v sklenenej flasticke (vialke) s natesno utiahnutym vieckom pri 80 °C for
20 min.

2) Neutralizujte pridanim zriedeného NaOH roztoku.

3) Pridajte 30 uL 1.7 M NaBH, roztoku.

4) Inkubujte pri 40 °C 20 min.

5) Neutralizujte pridanim zriedeného roztoku kyseliny octove;j.

6) Pridajte vodu a rovnaky objem chloroformu.

7) Dobre premiesajte/potraste.

8) Stocte pri 5000 ot./min. 5 min.

9) Pipetou odsajte spodnt vrstvu chloroformu.

10) Pridajte rovnaké mnozstvo chloroformu a zopakujte extrakciu.

11) Prelejte hornti vodnt fazu obsahujicu PBH-derivatizovany/é oligosaccharid/y.

12) Vysuste na SpeedVac koncentratore.

13) Rozpustite vo vode.

14) Naneste na Sep-Pak light C18 kolonku.

15) Vymyte vodou piatimi objemami kolonky — eluat vylejte.

16) Vymyte vodu : acetonitrilom = 6:4 (obj.) tiez piatimi objemami kolonky — eluat zachyt'te.

17) Vysuste na SpeedVac koncentratore.

18) Uchovajte pri -30 °C az do pouZitia.

Poznamky

PBH derivatizované oligosacharidy mozu byt d’alej separované/pozité pri HPLC a afinitne;
chromatografii s imobilizovanymi lektinmi.

Tato metdda je prakticka pri pouziti 1020 mL mlieka. Ak je k dispozicii viac (napr. 1 liter) odporaca
sa pouzit’ metddu Kobatu.?

Odkazy

1.

Amano J., Osanai, M., Orita, T., Sugahara, D., and Osumi, K. (2009) Structural determination by negative-
ion MALDI-QIT-TOFMSn after pyrene derivatization of variously fucosylated oligosaccharides with
branched decaose cores from human milk. Glycobiology. 19, 601-14

2. Amano, J., Sugahara, D., Osumi, K., and Tanaka, K. (2009) Nagative-ion MALDI-QIT-TOF MS" for
structural determination of fucosylated and sialylated oligosaccharides labeled with a pyrene
derivative. Glycobiology 19, 592-600

3. Kobata, A. (1972) Isolation of oligosaccharides from human milk. Methods Enzymol. 28, 262-271
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Pouzitie bakterialnych lyaz glykozaminoglykanov na depolymerizaciu
hyaluronanu

Bystricky P, Vickova S., Mucha J.
Chemicky ustav, Slovenska akadémia vied, Dubravska cesta 9, SK-84538 Bratislava, Slovensko

Uvod

Bakterialne lyazy sa pouzivaju pre depolymerizaciu hyaluronanu (HA) kvoli ich silnym enzymatickym
aktivitam. Pét bakteralnych lyaz glykosaminoglykanov, ktoré st komerc¢ne dostupné, je schopnych
Stiepit’ HA (tabul’ka 1). Aj ked’ vSetky su schopné Stiepit’ retazce HA, liSia sa aktivitou a Specificitou.
Cinidla

preparat HA o molekulovej hmotnosti okolo 35 kDa vyprodukovany mikrobidlnou fermentaciou
Streptococcus pyogenes (R & D Systems)

hyaluronidaza zo Streptomyces hyalurolyticus (Seikagaku Biobusiness Corp.)

hyaluronidaza SD zo Streptococcus dysgalactiae (Seikagaku Biobusiness Corp.)

chondroitinaza ABC (konvencny preparat) zo Proteus vulgaris (Seikagaku Biobusiness Corp.)
chondroitinaza AC-I zo Flavobacterim heparinum (Seikagaku Biobusiness Corp.)

chondroitinaza AC-II zo Arthrobacter aurescens (Seikagaku Biobusiness Corp.)

Pristroje

derivatizovana aminova kolona z oxidu kremicitého PA-03
kolona YMC-Pack PA-03 (4.6 mm ID x 250mm) (YMC Co.)
HPLC systém (napr. LC-20 Series; Shimadzu Corp.)
Ultrafree-MC (Merck Millipore)

Metody

1. Pouzitie bakteridlnych glykozaminoglykdnovych lyaz na depolymerizaciu hyaluronanu
1. Enzymaticka degradacia HA

a) Inkubujte HA (2 pg) s hyaluronidazou zo Streptomyces hyalurolyticus (0.5 TRU)
v kone¢nom objeme 20 pL 20 mM sodno-octanového pufra, pH 6.0 obsahujucom 150 mM
chloridu sodného pri 60°C 75 min alebo s hyaluronidazou SD zo Streptococcus dysgalactiae
(5 mIU) v kone¢nom objeme 20 pL 40 mM sodno-fosfatového pufra, pH 6.2, pri 37°C 30
min.

b) Inkubujte HA (2 pg) s chondroitinazou (5 mIU each) v kone¢nom objeme 20 pL 50 mM
Tris-HCI pufra, pH 8.0, obsahujuicom 60 mM octanu sodného (chondroitinase ABC), 50
mM Tris-HCI pufra, pH 7.3 (chondroitinaza AC-I) alebo 50 mM sodno-octanového pufra,
pH 6.0 (chondroitinaza AC-II) pri 37 °C 30 min.

2. Ukoncite reakciu zahriatim na 100 °C na 1 min.

Zried’te reaként zmes na 200 uL destilovanou vodou.

4. Analyzujte alikvot (100 pL) na HPLC na naderivatizovanej aminovej kolone z oxidu
kremicitého PA-03 pouzitim linearneho gradientu NaH,PO4 od 16 do 530 mM pri toku 1
mL/min a montorujuc UV absorbanciou pri 232 nm.

5. Identifikujte a kvantifikujte ziskané piky porovnanim s poziciami autentickych Standardov (obr.
1a2).

w

261



Tabul’ky, obrazky a popisy

Tabulka 1. Komer¢ne dostupné bakteridlne hyaluroniddzy a chondroitinadzy

Enzym

Substratova Specificita

Hlavné konecné produkty

Hyaluronidaza zo
Streptomyces hyalurolyticus

Tento enzym je dost’ Specificky pre HA
a nereaguje ani s chondroitin sulfatom (CS) ani
s chondroitinom.

Nesaturované tetrasacharidy
a hexasacharidy

Hyaluronidaza SD zo
Streptococcus dysgalactiae

Tento enzym nereaguje iba s HA ale aj

s chondroitinom. AvSak nedepolymerizuje ho.
Rychlost’ degradécie chondroitinu je ovel'a nizSia
ako pri HA.

Nesaturované disacharidy

Chondroitindza ABC zo
Proteus vulgaris

HA sa prakticky tymto enzymom nestiepi.
Reaguje s obomi CS aj chondroitinom ale
rychlost’ depolymerizacie chondroitinu je nzsia
ako pri CS.

Nesaturované disacharidy

Chondroitinaza AC-I zo
Flavobacterim heparinum

Tento enzym depolymerizuje CS aj chondroitin
pri podobnych rychlostiach. Tiez degraduje HA
ale o nieco pomalsie ako CS/chondroitin.

Nesaturované disacharidy

Chondroitinaza AC-II zo
Arthrobacter aurescens

Tento enzym reaguje nielen s CS/ chondroitinom
ale aj s HA exolytickym sposobom.

Nesaturované disacharidy

Reakcia bakterialnych elimindz skonvertuje povodni uronovu kyselinu v polysacharide na umelu
Strukturu, teda 4,5-nesaturovant uronovu kyselinu, 4-deoxy-a-L-threo-hex-4-enepyranosyluronova

kyselinu.

a

--0.33

UV-ABSORBANCE AT 232 nm

-0.33

CONCENTRATION OF NaH,PO4 (M)

10

TIME (min)

Obr. 1. HPLC profily vysledkov pdsobenia hyaluronidazy na HA.
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Preparat HA (2 pg, priblizne 5 nmol ako disacharidu) bol kompletne zreagovany s hyaluronidazou zo
Streptomyces hyalurolyticus (A) alebo hyaluronidazou SD zo Streptococcus dysgalactiae (B). Zmes
produktov bola analyzovana pomocou HPLC s kolénou na vymenu aniénov (amino derivatizovany
oxid kremicity) pouzitim linearneho gradientu NaH>PO4 od 16 mM do 530 mM pocas 60 min. Eluat
bol monitorovany UV absorbanciou pri 232 nm. Sipky indikuju eluéné pozicie autentickych
nesaturovanych disacharidov:

a: AHexA-GIcNAc a AHexA-GalNAc

b: AHexA-GalNAc(6-sulfat)

c: AHexA-GalNAc(4- sulfat)

d: AHexA(2-sulfate)-GalNAc(6- sulfat)

e: AHexA-GalNAc(4,6-disulfat).

AHexA, GalNAc a GlcNAc znamenaju v poradi 4,5-nesaturovanu urénovu kyselinu, N-
acetylgalaktozamin a N-acetylglukozamin.

Pravdepodobné pozicie nesaturovanych oligosacharidov si znazornené prazdnymi Sipkami:

f: nesaturovany tetrasacharid

g: nesaturovany hexasacharid

h: nesaturovany oktasacharid

i: nesaturovany dekasacharid
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Obr. 2. HPLC profily vysledkov posobenia chondroitinazy na HA

Preparat HA (2 pg, priblizne 5 nmol ako disacharidu) bol kompletne zreagovany s 5 mIU
chondroitinazy ABC (A), AC-I (B) alebo AC-II (C) pri 37 °C 30 min. Zmes produktov bola
analyzovana pomocou HPLC s kolénou na vymenu aniénov (amino derivatizovany oxid kremicity)
Eluét bol monitorovany UV absorbanciou pri 232 nm. Sipky nad chromatogramom A indikuju ele¢né
pozicie autentickych nesaturovanych disacharidov (pozri popis v obr. 1). Prazdna Sipka nad
chromatogramom B indikuje pravdepodobntl poziciu nesaturovaného tetrasacharidu. Chromatogram
A bol zvyseny 10x v porovnani s B a C. Pomer hlavnych nesaturovanych oligosacharidov
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generovanych enzymatickou reakciou bol vypocitany na zaklade plochy piku a je indikovany relativne
k reakcii chondroitinazy AC-II ako 100.

Odkazy
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bacterial chondroitinases and chondrosulfatases. J. Biol. Chem. 243, 1523-1535

2. Ohya, T., and Kaneko, Y. (1970) Novel hyaluronidase from Streptomyces. Biochim. Biophys.
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Pouzitie N-Glykanazy

Bystricky P, Vickova S., Mucha J.
Chemicky ustav, Slovenska akadémia vied, Dubravska cesta 9, SK-84538 Bratislava, Slovensko

Uvod

N-glykanaza [peptid-N*-(N-acetyl-B-D-glukdzaminyl) asparagin amidaza, EC 3.5.1.52], taktieZ sa vola
peptid N-glykanaza, PNGaza, glykopeptiddza alebo glykoamidaza, je druh amidazy, ktora reaguje na
glykozyamidovych viazbach medzi GlcNAc a Asn aminokyselinou na vysokomané6zovych, hybridnych
a komplexnych (bi-, tri- alebo tetra-antenarnych) oligosacharidovych retazcoch z N-naviazanych
glykoproteinov (pozri obr. 1).

Predpokladd sa, ze N-glykanaza F (alebo PNGaza F; Plummer et al. 1984) zo Flavobacterium
meningosepticum hydrolyzuje glykozylaminové vizby mechanizmom, ktory je podobny analogickému
enzymu z madli - glycopeptidaze A (Takahashi a Nishibe, 1978) a aspartylglykozylamin amidohydrolaze
(EC3.5.1.26; Makino et al., 1966). Posledny menovany enzym bol prvy krat najdeny v krvnom sére
av tkanivach. Tam degraduje vdzbu iba v malych molekulach pozostavajucich iba z jedného Asn a jedne;j
GlcNAc.

Cinidla

PNGéza F (zo Flavobacterium meningosepticum, molekulova hmotnost’ 35.5 kDa) je komer¢ne k
dispozicii z niekol'kych zdrojov. Enzym je spravidla purifikovany z filtratu z bunkovej kultary, od
England BioLabs Inc., Sigma-Aldrich (kvalita pre proteomiku) atd. Rekombinantné enzymy
(exprimované v E. coli) od Roche Diagnostics GmbH (N-glycozid4za F), Sigma-Aldrich, Takara-Bio
Inc. atd’.

glykopeptidaza A (z emulzie mandli), tiez sa vola glykoamidaza A je k dispozicii od Seikagaku
Biobusiness Corp., Sigma-Aldrich a Roche Diagnotics GmbH.

1% SDS

7.5% Nonidet P-40 (NP-40)

0.2 M sodno-fosfatovy pufor alebo or 0.2 M Tris-HCI pufor, pH 7.5-8.5

1% PMSF rozpustené v 2-propyl alcohole

ditioerytreitol

jooacetamid

50% acetonitril

50 mM-100mM hydrouhli¢itanovo-amoénny pufor, pH 8.5

kolona C18 Sep-Pak (Waters Corp.)

pepsin (pripadne trypsin alebo chymotrypsin)

Pristroje: reak¢ny inkubator alebo vodny kupel’ (na 37 °C a 100 °C)

Metody
1. Deglykozylacia N-viazaného glykoproteinu s PNGazou F v roztoku.
1) Zahrejte vzorku glykoproteinu (10-50 pL, 1-2 mg/mL) in 0.2 M sodno-fosfatovom pufti alebo
0.2 M Tris-HCI pufri, pH 7.5-8.5, ktory obsahuje 0.5% SDS, 50 mM 2-merkaptoethanol na
100 °C for 3 min.
2) Odoberte 10 pL vzorky denaturovaného glykoproteinu do mikroepinky.
3) Pridajte 10 pL 0.2 M sodno-fosfatového pufra alebo 0.2 M Tris-HCI pufra, pH 7.5,
obsahujuceho 2 mM EDTA a 0.03% PMSEF.
4) Pridajte 5 pL of 7.5% NP-40 (koncentracia NP-40 je 7-nasobna koncentracii SDS v reakénej
zmesi).
5) Pridajte 5 pL roztoku PNGase F, tak aby kone¢na koncentracia enzymu bola 0.5-10 U (IU) /mL.
6) Inkubujte pri 37 °C 18 hod.
7) Zastavte reakciu povarenim reakénej zmesi na 5 min.
8) Analyzujte alikvoty reakénych produktov pomocou SDS-PAGE, lektinového blotingu atd’.
9) Pridajte 3 objemy 0 °C etanolu, stoéte pri 5000 g 10 min. a odlejte/odpipetujte supernantant na
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analyzu uvolnenych oligosacharidov

2. Uvol'nenie N-glykanov z glykopeptidov pomocou PNGazy F (Kawasaki N et al., 2009).

1) Rozpusd'te vzorku/vzorky glykopeptid/ov (cca 100 pg) v 200 pL. S0 mM hydrouhli¢itanovo-
aménneho pufru, pH 8.5.

2) Pridajte 2 uL of PNGazy F (2 mU).

3) Inkubujte pri 37 °C cez noc (14 hod.).

4) Oddel'te N-glykany od de-N-glykozylovanych peptidov tak, ze ich zmes nastreknete na kolonku
s reverznou fazou C18 Sep-Pak (objem naplne cca 1 mL).

5) Vymyjte kolonku s 5% kyselinou octovou.

6) Potom vymyjte kolonku s 3 mL 20% a 3 mL 40% propanolu v 5% kyseline octovej (tretia 60%
propanolova frakcia sa tiez méze zozbierat’, ale zvyc€ajne peptidy eluuju skor. Ako alternativu
mozno pouzit’ systém voda/acetonitril.

7) To, ¢o ste vymyli z kolonky v kroku 5) - N-glykany analyzujte na MS atd’.

8) To, ¢o ste vymyli z kolonky v kroku 6) — de-N-glykozylované peptidy, identifikujte prislusné
miesta glykozylacie v de-N-glykozylovanych peptidoch pomocou automatickej nanoLC-ESI-
MS/MS analyzy atd’. (pri reakcii glykopeptidov s PNGazou F, Asn v pdvodnych
glykozylovanych peptidoch sa meni na Asp v de-N-glykozylovanych peptidoch (pozri obr.1).

3. Deglykozylacia N-viazanych glykoproteinov s PNGazou F v géloch (Kawasaki N et al., 2009).

1) Naneste vzorku glykoproteinu (alebo vzorku obsahujucu glykoprotein/y, viac nez 2-10 ug
cielového proteinu) na SDS-PAGE.

2) Ofarbite proteinové pasiky rozsuspendovanym farbivom Coomassie brilliant blue.

3) Vyrezte cielovy pasik z gélu.

4) Zredukujte vyrezany pasik so 100 puL of 50 mM dithioerythreitol.

5) Nalkylujte vyrezany pasik z gélu so 100 pL 65 mM jodoacetamidov v 100 mM
hydrogenuhli¢itanovo-aménnom pufri, pH 8.5.

6) Odfarbite gél s 100 uL 50% acetonitrilom v 50 mM hydrogenuhli¢itanovo-amoénnom pufri, pH
8.5, este raz zopakujte.

7) Inkubujte gél pri 37 °C cez noc (14 hod.) s PNGazou F (I mU) v 30 uL 50 mM
hydrogenuhli¢itanovo-amoénneho pufra, pH 8.5

8) Extrahujte gél niekol’ko krat destilovanou vodou.

9) Zlejte extrakty spolu ako uvol'nené N-glykany z gélu.

10) Analyzujte na MS.

4. Uvol'nenie N-glykanov s glykopeptidazou A v roztoku (Takahashi N et al., 2008).
Ako priklad vzorky sa mdze pozit' komeréne dostupny l'udsky IgG

1) Rozpusdte 15 mg IgG (odpovedajucemu 200 nmol N-glykanov) v 60 uL destilovanej vody.

2) Zahrejte na 100 °C 10 min., aby ste denaturovali protein.

3) Upravte pH reakénej zmesi na 4.0 so zriedenou HCI.

4) Pridajte pepsin (150 pg) a 2 mU glykopeptidazy A.

5) Inkubujte pri 37 °C cez noc (14 hod.) pre kompletnt proteolyzu a uvolnenie N-glykanov.

Poznamky

Dve rozne N-glykanazy: PNGéza F a glykopeptiddza A sa v sucastnosti pouzivaju ako ndstroj na
uvolnenie N-glykdnov z povodného glykoproteinu. Specificita PNGazy F je dobre znama a enzym
hydrolyzuje glykany naviazané na Asn, ktoré reprezentuju vsetky hlavné triedy oligosacharidov. Obe,
amino aj carboxylova skupina z Asn musia byt’ v§ak zapojené v peptidovej vizbe. PNGéaza F preferuje
tripeptidy alebo dlhsie retazce aminokyselin (Fan JQ, Lee YC. 1997). Oligosacharidy naviazané na Asn,
ktoré obsahuju o(1—6) naviazanu fukézu na GlcNAc hned’ pri Asn su l'ahko hydrolyzovatelné
pomocou PNGazy F ale prislusna nasubstituovana a(1—3)-fukdza, ktora sa nachadza v glykoproteinoch
rastlin, hmyzu a inych nizSich zvierat kompletne blokuje deglykozylaciu. Toto sa zdd byt jedina
prekazka pri naviazanych oligosacharidoch, ktora odolava PNGdéze F. V porovnani glykopeptidaza A
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moze hydrolyzovat oligosacharidy naviazane na Asn, ktoré obsahuju nasubstituovant o(1—3)- ako aj
a(1—6)-fukozu na GlcNAc hned pri Asn. AvSak, aby glykopeptiddza A fungovala dobre, velkost
peptidov musi byt’ v rozmedzi 3-40 aminokyselin a teda je potrebna degradacia glykoproteinu pomocou
protedzy.

Obrazky a Popisy
H OH N-Glycanase
I Asn in polypeplide H OH Asp in polypeptide
CH, H_o | | |
\o 0 M « CH:  H_o o 'lm
HO |_NH——C-CH, CH + H0——»0 + OH-CCH,-CH
H NH TP g HO NH, 1
H &M f-o H Y ¢=0
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CH, 0
CH,
o] ide-GIcNAC-}1-N-A ide

Oligosaccharide-1-amino-GIcNAc Asp-peptide
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~ e Mo NH.
o + 3
HO
W HOH
H ?:0
CHy

Oligosaccharide-GIcNAc

Obr. 1. Reakény mechanizmus peptid-N-glykanazy (PNGazy F a glykopeptidazy A).

N-glykanaza hydrolyzuje aminidku vizbu B-aspartylglykozylaminu a produkuje glykozylamin, ktory je
nasledne hydrolyzovany neenzimaticky.

FETUIN HTF RNaseB a,-AGP
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Obr. 2. Porovnanie deklykozylaénej efektivity PNGazy F na vybranych N-viazanych glykoproteinoch.
Deglykozylacie boli prevedené podla protokolu 1. Kontroly (bez reakcie) st v drahach 1,4,7 a 10. PNGase F
reakcia na nativnych glykoproteinoch, drahy 2, 5, 8 a 11. PNGase F reakcia na denaturovanych glykoproteinoch,
drahy 3,6,9 a 12. Fetuin and l'udsky transferin (HTF) boli zbehnuté¢ na 10% SDS-PAGE géli; ribonukledza B
(RNaza B) a al-kysly glykoprotein (al-AGP), boli zbehnuté na 12.5% SDS-PAGE géli. Na gél bolo nanaSané
priblizne 2 pg proteinu.
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Obr. 3. Deglykozylacia deneturovanej Rnazy B ako funkcia pridanej PNGazy F.

Sériové riedenie zasobného roztoku PNGazy F (1200 mU/mL) bolo prevedené v 0.1 M fosfatu sodného,
pH 8.6 a pridané k 50 pg denaturovanej RnaseB ako je udané:

draha 1: kontrola (bez enzymu)
draha 2: 120 mU/mL,

draha 3: 12 mU/mL,

draha 4: 0.6 mU/mL,

draha 5: 0.06mU/mL.

Inkubacnd doba bola 1 hod. Podmienky SDS-PAGE tak ako v obr. 2

* Tieto obrazky boli povodne publikované v "Deglycosylation of asparagine-linked glycans by
peptide:N-glycosidase F" Tarentino et al. [Biochemistry. 24(17):4665-71], 1985
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Rychla a citliva analyza O-glykanov pouzitim priamotokového systému na
ich uvol’nenie

Bystricky P, Vickova S., Mucha J.
Chemicky ustav, Slovenska akadémia vied, Dubravska cesta 9, SK-84538 Bratislava, Slovensko

Uvod

Priamotokovy systém na uvolnenie glykanov “AutoGlycoCutter (AGC)” dovol'uje rychle uvol'nenie
reaktivnych redukujicich O-glykanov z proteinu. Uvol'nené O-glykany st nasledne znacené vysoko
citlivymi fluorescenénymi €inidlami ako napr. kyselinou 2-aminobenzoovou. Potom mézu byt
analyzované na HPLC a/alebo CE s vysokou citlivost'ou. Nizsie popisané metody su aplikovateI'né na
biologické vzorky ako napr. bunkové kultiry, tkaniva a vzorky séra.

Cinidla

pronaza (zo Streptomyces griseus; Calbiochem)

2- kyseliny aminobenzoovej (2-AA; Tokyo Chemical Industry Co.)

borohydrid sodny (NaBH4; Sigma-Aldrich)

kianoborohydrid sodny (NaCNBH3; Sigma-Aldrich)

kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB; Sigma-Aldrich)

koncentrovana kyselina octova

cerstvy roztok 2-AA a kianoborohydridu sodného sa pripravi zmiesanim 15 mg z kazdého v 1 mL
metanolu obsahujucom 4% octanu sodného a 2% kyseliny borovej

Pristroje

AutoGlycoCutter (AGC; Shimadzu Corp.)

Voyager DE-Pro hmotnostny spektrometer (Applied Biosystems-Life Technologies)
SpeedVac koncentrator (Thermo Fisher Scientific Inc.)

ultrafiltraéna membréna Ultrafree-MC (MWCO 5000, Merck-Millipore)

kolona Sephadex LH-20 (1 x 30 cm; GE Healthcare)

Metody
1. Priprava zmesi glykopeptidov 7 biologickych vzoriek.

Pred samotnou reakciou uvolnenia O-viazanych glykanov, biologické vzorky ako napr. bunkové
kultary, tkaniva alebo sérum su najprv degradované protedzami. Pri pouziti uz purifikovanych
rozpustenych glykoproteinov sa méze nasledujica procedira vynechat’.

1) Resuspendujte bunkova kultara (~1.0 x 107 buniek) alebo vzorku tkaniva (~50 mg — mokra
hmotnost’) v 500 pL 5 mM Tris-HCIl pufra, pH 8.0 a zmieSajte s 500 pL 2% Tritonu-X 100 v 5
mM Tris-HCI pufri, pH 8.0 vo vodnom kupeli s 'adom (pri 0 °C).

2) Zhomogenizujte bunky 7 min. v sklenenom homogenizatore a stocte tito zmes pri 8000g 30
min.

3) Odpipetujte supernantant a povarte 7 min. pri 100 °C a odparte do sucha na SpeedVac
koncentratore.

4) Resuspendujte zlyofilizovany materal v zmesi 200 pL vody a 800 pL etanolu v epinke

5) Odderl'te pelet od supernatantu sto¢enim na stolnej centrifiige, supernatant odpipetujte.

6) Umyjte pelet etanolom 3x 4 1 mL a potom acetonom 2x 4 1 mL.

7) Odparte umyty pelet dosucha na SpeedVac koncentratore

8) Pridajte k odparenému peletu 50 pg pronazy v 200 pL 5 mM Tris-HCI pufru, pH 8.0
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a inkubujte 24 hod. pri 37°C.

9) Povarte reakénti zmes 10 min. a stodte.

10) Odpipetujte supernatant.

11) K supernatantu pridajte 500 pL 2 M vodného roztoku borohydridu sodného a inkubujte pri
laboratornej teplote 30 min.

12) Opatrne prilejte koncentrovant kyselinu octovi aby sa nadbyto¢ny NaBH4 zdegradoval.

13) Zmes naneste na ultrafiltraéni membranu a stocte pri 10000g.

14) Rozpusd'te zmes glykopeptidov na membrane 250 pL vody, tym je vzorka pripravena na
uvolnenie O-glykanov.

2. Uvol’nenie redukujucich O-viazanych glykanov pomocou AGC

1) Napliite reakénu cievku (0.25 mm vnutorny priemer, 10 m dizka) s 0.5 M hydroxidom litnym
a napliite kationovo-vymennt vlozku vodou a pockajte pokial’ sa ustali jej teplota.

2) Nastavte tempotu reakénej cievky na 60°C a pockajte pokial’ sa ustali jej teplota (obr. 1).

3) Nastreknite vodny roztok glykoproteinov alebo glykopeptidov do AGC.

4) Vymyijte vzorku 0.5 M LiOH pri prietoku 1.0 mL/min (0.7 min pre reakciu uvolnenia).

5) Zbierajte eluat z vlozky pomocou zberac¢a frakcii a monitorujte UV absorbanciu pri 230 nm.

6) Po zbehnuti celej vzorky, zregenerujte kationovo-vymennt napli s 0.25 M H>SOj4 prietokom
1.2 mL/min 5 min.

7) Poom ju preplachnite vodou pri 1.2 mL/min 5 min.

8) Vysuste zozbierané vzorky (cca 900 pL) obsahujuce uvolnené O-glykany dosucha na
SpeedVac koncentratore

3. Fluorescencné znacenie redukujucich oligosacharidov s 2-AA

1) Rozpustite vysuSeny material ziskany z predoslého v 100 pL roztoku 2-AA a
kianoborohydridu sodného

2) Inkubujte zmes pri 80 °C 1 hod.

3) Po vychladeni pridajte 100 uL vody.

4) Naneste zmes na kolonu Sephadex LH-20, ktoru ste ustalili s 50% metanolom vo vode.

5) Zbierajte eluované flourescencné frakcie, zlejte ich dokopy a odparte dosucha na SpeedVac
koncentratore

6) Vzorku rozpusd’te v 100 pL vody a alikvot (10 pL) analyzujte pomocou HPLC s normalnou
fazou, MALDI-TOF MS alebo kapilarnej elektroforézy.

Poznamky

Touto procedirou mézme analyzovat’ O-viazané glykany z glykopeptidov, ktoré sme ziskali najmenej z
2.0 x 10° buniek. Pretoze mézme dostat’” O-glykany v reaktivnej redukujicej forme pomocou tohto
priamotokového systému, mozme ich oznacit’ fluorescenénymi znackami na vysoko citliva a vysoko
rozlisenl analyzu. Typicka analyza O-glykanov z bunkovej kultiry je na obr. 2. Jej vysledky s
zosumarizované v tabulke 1. Vetky bunky okrem HL-60 dévaju relativne jednoduché chromatogramy.
Piky z chromatogramu su zozbierané ako frakcie a zanalyzované¢ na MALDI-QIT-TOF MS. Vsetky
leukemické bunky spolo¢ne obsahujii mono- a di- sialyzované glykany na T-bunkach. Jurkatove bunky
obsahuju niektoré¢ ostatné glykdny ako napr. sialylovany-Tn (J2) a disialylovany hexasaccharid core2
typu (J4).

Touto procedirou mozme analyzovat’ takisto glykosaminoglykany ako skupinu proteoglykanov. Po
degradacii aggrekanu (hlavny proteoglykan v chrupavke kibov) chondroitinazou ABC, oligosacharidy
vo vazobnom regione st uspesne uvolnené z jadra proteinu ako je ukazané na obr. 3. CE elektroferogram
obsahuje dva hlavné oligosacharidy. Tieto dva oligosacharidy vSak nie su degradované s chondro-4-
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sulfatazou anis zasaditou fosfatazou. A teda pik 1 je hexasacharid, ktory ma sulfatovl skupinu na pozicii
C6 GalNAc a pik 2 je nesulfatovany hexasacharid. Struktary hexasacharidov vo vizobnom regione
v aggrekane suhlasia s tymi uz publikovanymi.

Obrazky a popisy
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Obr. 2. NP-HPLC analyza 2-AA znacenych O-viazanych glykanov ziskanych z leukemickych buniek.

Tento obrazok a tabul’ ka 1 su z "Comparative studies on the structural features of O-glycans between
leukemia and epithelial cell lines" Yamada K, Kinoshita M. et al. [J Proteome Res. 8(2):521-37, 2009.
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Obr. 3. CE analysis of 2-AA labeled linkage oligosaccharides derived from aggrecan

Tento obrazok je z ,,Development of an apparatus for rapid release of oligosaccharides at the
glycosaminoglycan-protein linkage region in chondroitin sulfate-type proteoglycans®,
Matsuno YK, Kinoshita M, Kakehi K. et al., Anal Biochem., 362(2), 245-57, 2007.

Relative abundances(%)
Structure and compositions Peak ID
K562 U937 Jurkat HL-60

Asialo glycan

Galp 1-3[Galpl-4GIeNAcP1-6]GalN Ac-2AA HI 4.44
Monosialo glvcan

NeuAca2-3Galpl-3GalNAc-2A A K1.UL.JL.H4 323 366 205 152
NeuAca2-6GalNAc-2AA H7.J2 289 lL.16
NeuAca2-3Galp1-3[GleNA ¢B1-6]GalNAc-2AA H3 4.24
Galp 1-3[GalB1-4GleNAcp1-6]GalN Ac-2AA+NeuAc H6 4.26
NeuAca2-3Galp1-3[GleNA cpl-6]GalNAc-2AA+Fuc H2 208
Galp 1-3[G al-(Fuc-)GleNAcp1-6]GalN Ac-2A A+NeuAc H5 2.26
Disialo glycan

NeuAca2-3Galp1-3[NeuAca2-6]GalNAc-2AA K3.U3.J5H14 30.7 301 129 297
NeuAca2-3Galpl-3[NeuAca2-3Galp 1-4GleNAc f1-6]GalNAc-2AA J4HI13 107 259
NeuAca2-3Galp1-3[NeuAcu2-3Galp 1-4(Fuca1-3)GleNAcP1-6]G alNAc-2AA H12 0.14
NeuAcu2-3Galfl-3[NeuAca2-3Galf 1-4GleNAc f1-3Galp1-4GleNAcp 1-6]GalNAc-2 AA H10 1.49
NeuAca2-3Galfl-3[NeuAca2-3Galp 1-4GleNAc B1-3Galpl-4(Fucal-3)GleNAcp1-6]GalNAc-2A A H10 1.49
NeuAca2-3Galpl-3[NeuAc-(Gal-GleNAc),-Galp 1 4GleNAcp 1-6]GalNA ¢-2AA H9 111
NeuAca2-3Galp1-3[NeuAc-(Gal-GleNAc);-Galp 1 4GIeNAcp1-6]GalNA ¢c-2AA H8 2.13
Degradation product

NeuAcau2-3Gal-2AA K2.U2.J3H11 17.3 212 206 23.7

Tabulka 1. O-viazané glykany v leukemickych bunkach.
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Uvol’nenie N-glykanov pomocou hydrazinolyzy

Bystricky P, Vickova S., Mucha J.
Chemicky ustav, Slovenska akadémia vied, Dubravska cesta 9, SK-84538 Bratislava, Slovensko

Uvod

Hydrazinolyza, na rozdiel od enzymatickych ostupov na uvolnenie glykanov z glykoproteinov, nie je
v podstate ovplyvnena chemickou Strukturou glykoproteinu a preto je spol'ahlivejsia. Naviac bezvody
hydrazin je vyborné rozpustadlo.

Cinidla

bezvody hydrazin (Tokyo Chemical Industry Co.)

hydrogenuhli¢itan sodny (Wako Pure Chemical Industries Ltd.)

anhydrid octanu (Wako Pure Chemical Industries Ltd.)

Pristroje

SpeedVac koncentrator (Thermo Fisher Scientific)

blockovy inkubator (Astec Co.)

napln Dowex 50 W-X2 v H+ forme (Dow Chemical Company)
lyofilizator

Metody

1. Uvol’nenie N-glykanov pomocou hydrazinolyzy
1) Zlyofilizujte vzorku (glykoproteinu alebo tkaniva).
2) Odvazte 2 mg vzorky do vialky s zavitom.
3) Pridajte 200 pL bezvodého hydrazinu a zatvorte vieCkom.
4) Pretrepte a inkubujte pri 100 °C cez noc (10 hod).
5) Vysuste hydrazin na SpeedVac koncentratore.
6) Pridajte 200 uL nasyteného roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného a 16 pL anhydrid octanu pri
0 °C a premiesajte.
7) Inkubujte pri 0 °C 30 min.
8) Pridajte 1 g Dowex 50 W-X2 v H+ forme a premiesajte.
9) Prelejte roztok do malej sklenenej kolonky.
10) Vymyte 5 objemami vody.
11) Zlejte spolu vsetok eluat a vysuste dosucha na SpeedVac koncentratore.

Obrazky a popisy

co
N
Pl rEmm—at 1

Obr. 1. Chemické uvol'nenie N-viazanych glykanov z glykoproteinov pomocou hydrazinolyzy

Tento obrazok bol publikovany v "Mirai wo Hiraku Tousa Kagaku" edited by Nagai K, Kawasaki T.
Kinpodo. 2005, pp.3 (Section 1.1, Nakakita S.).
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Zistenie N-glykanového profilu pomocou LC-MS

Bystricky P, Vickova S., Mucha J.
Chemicky ustav, Slovenska akadémia vied, Dubravska cesta 9, SK-84538 Bratislava, Slovensko

Uvod

Glykoproteiny maju naviazané roézne oligosacharidy liiace sa v zloZeni monosacharidoch, sekvenciach,
vo vetveni a modifikaciach. Kombinacia kvapalinovej chromatografie a hmotnostnej spektometrie je
vel'mi G¢inny nastroj na separaciu a charakterizaciu glykanov (Ruhaak et al. 2009; Morelle et al. 2006;
Zaia 2004). Metdda na ziskanie profilu N-glykanov pomocou LC-MS je niZsie.

Cinidla

peptid-N-glycoziddza F (PNGaza F; Roche Diagnostics GmbH)

tetrahydroborat sodny (NaBHs; Wako Pure Chemical Industries)

ultracista MilliQ voda (Merck Millipore)

acetonitril (Sigma-Aldrich)

0.5 M Tris-HCI pufor, pH 8.6 obsahujuci 8 M guanidin-HCl

1 M monojodoacetat sodny

kolona Sephadex G-25 (napr. kolona PD-10, GE Healthcare)

50 uM fosfatovy pufor, pH 8.0 obsahujuci 10 mM EDTA

etanol

zriedena kyselina octova

pipetova Spicka s tuhou fazou (napr. ENVI carb C cartrige, Supelco/Sigma-Aldrich)
koléna z grafitizovaného uhlika (napr. HyperCarb 0.075 - 0.2 mm ID x 150 mM, Sum castice; Thermo
Fisher Scientific)

mobilné faza A: 5 mM NH4HCO; v 2% acetonitrile

mobilna faza B: 5 mM NH4HCO; v 80% acetonitrile

Pristroje

HPLC chromatograf napr. Paradigm MS4 (Bruker-Michrom) zapojeny na hmotnostny spektrometer
napr. LTQ-FT (Thermo Fisher Scientific Inc.)

SpeedVac koncentrator

stolna centrifuga

Metody
1. Priprava vzorky
1) Rozpustite 12 pg glykoproteinu v 50 uL 0.5 M Tris-HCl pufra, pH 8.6 obsahujuceho 8 M
guanidin-HCI
2) Pridajte 4.8 uL. I M monojodoacetatu sodného a inkubujte zmes pri 25 °C 40 min. v tme.
3) Zbavte sa prebyto¢ného monojodoacetatu gélovou filtraciou na kolone Sephadex G-25
a zlyofilizujte eluat na SpeedVac koncentratore.
4) Rozpustite glykoprotein v 50 pL 50 uM fosfatového pufra, pH 8.0 obsahuiuceho 10 mM EDTA
5) Pridajte 5 jednotiek peptid-N-glykanazy F a inkubujte vzorku pri 37 °C 24 hod.
6) Pridajte studeny etanol (na kone¢nu koncentraciu 60%) aby sa deglykozylovany protein
vyzréazal a inkubujte pri -20°C 2 hod.
7) Stoc¢te vzorku pri 15000 g 15 min. a vysuSte vzorku na SpeedVac koncentratore dosucha
8) Rozpustite oligosacharidy v 250 pL 0.5 M NaBHj a inkubujte pri 25°C 16 hod.
9) Ukoncite reakciu pridanim zriedenej kyseliny octove;.
10) Extrahujte zredukované oligosacharidy borohydratom pomocou pipetovej $picky s tuhou
fazou
11) Vysuste eluat na SpeedVac koncentratore dosucha a rozpustite zredukované oligosacharidy v
30 puL vody
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2. LC-MS postup

1) Vymyjte kolonu z grafitizovaného uhlika s 95% mobilnou fazou A pri prietoku (0.2-3.0

mL/min) 20-30 min. pripadne do ustalenia zakl. ¢iary na UV detektore HPLC.
2) Pripojte nanospejovu $pi¢ku na vyvod z kolony a nastavte ju na x-y-z transla¢ny stupeni (AMR

Inc.).

3) Nastavte napitie na $pi¢ke na 2.5 kV a skontrolujte ustaleny stav spreja.

4) Nastreknite 2 pL sto¢enej vzorky cez autosampler do LC nastrekového ventilu/sl'ucky
a zacnite gradient na chromatografe a zaroven zber dat na hmotnostnom spektrometri.
Nastaveny gradient by mal byt’: 8-50% mobilnejfazy B za 60 min., linearne. Nastavte

hmotnostné spektra v rozsahu m/z 800-2000 a MS/MS spektra v zavislosti na datach, kolizna

energia 25%.

Obrazky a popisy
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Fig. 1 LC/MS of M-linked oligosacchride.
(A). Total ion current chromatogram of N-glycans released from recombinant human follicle stimulating hormone
(FSH). (B). A representative mass spectrum acquired at 25.4 min (peak *). (C), Product ion spectrum acquired from

m/z 1113.4 as a precursor.

LC: HPLC, Paradigm MS4 (Michrom BioResources, Auburn, CA, USA): column, 0.1 * 150 mm; flow rate, 500 nl/
min. MS: mass spectrometer, LTQ-FT (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
): nano-ESI probe, (AMR, Tokyo, Japan)
@ . mannose:Q . galactose; [l . N-acetylglucosamine; 4 . fucose: @ . N-acetyl neuraminic acid:
0 . N-glycolyl neuraminic acid
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Obr. 1:
(A) Scitany i6novy chromatogram N-glykanov uvolnenych z rekombinantného l'udského
hormoénu, ktory stimulule folikuly (FSH)
(B) Charaktericktické hmotnostné spektrum namerané v 25.4 min. (pik oznaceny *).
(C) MS/MS spektrum odvodené zo spektra o m/z 1113.4 ako precursorového ionu.

LC: HPLC, Paradigm MS4 (Bruker-Michrom); kolona HyperCarb 0.1 mm ID x 150 mm, Spm castice;
prietok 500 nL/min.

MS: hmotnostny spektrometer, LTQ-FT (Thermo Fisher Scientific Inc.); hlavica nano-ESI, (AMR
Inc.)
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Polyfosfatkinazy organizmu Ruegeria pomeroyi

Lucia Achbergerova, Jozef Nahalka

Chemicky iuistav SAV, Dubravska cesta 9, SK-84538 Bratislava, Slovensko
Chemicky uistav SAV, Centrum excelencie pre bielo-zeleni biotechnoldgiu, Tr. A. Hlinku 2, SK-949 76 Nitra, Slovensko

Kracové slova
Polyfosfatkinaza, Ruegeria pomeroyi, polyfosfat, ATP, ADP

Uvod

Polyfosfat (polyP) pozostava z desiatok az stoviek fosfatovych zvySkov pospédjanych makroergickymi
viazbami (Kulaev, 1975). PolyP mohol byt’ hlavny zdroj energie uz v prebiotickej evolucii a z toho dévodu
ho viacero autorov nazyva ,,bioenergetickou fosiliou*“(Kornberg, 1995; Achbergerova and Nahalka, 2011).
Hlavnymi enzymami zapojenymi do metabolizmu polyP su polyfostatkinazy (Ppk). Ich fylogeneticka
analyza ukdzala, Ze Ppk2 je starSia ako Ppk1 (Achbergerové and Nahalka, 2014). Katalyzuju polymerizaciu
a degradaciu polyP vlakna za sucasnej tvorby alebo degradacie NTP (Kornberg et al., 1956; Kuroda and
Kornberg, 1997).

Pouzitim programu pBLAST sme identifikovali viac ako 500 homologov Ppk2 (PA0141) organizmu
Pseudomonas aeruginosa. Homology sa vyskytuji od 1 po 6 v jednotlivych druhoch, hlavne u morskych
a-proteobaktérii. Napriklad organizmus Ruegeria pomeroyi obsahuje 3 homology Ppk2. Prvy Ppk2
homolog (SPO0224) vykazoval podobnost’ s Escherichia coli Ppk1, druhy Ppk2 (SPO1256) homolog bol
podobny s P. aeruginosa Ppk2 a treti Ppk2 homoldg (SPO1727) vykazoval selektivitu pre pyrimidiny.
Tento Ppk2 homoldg (SPO1727) sme pomenovali polyfosfatkindza 3 (Ppk3) (Nahalka and Patoprsty,
2009).

V navéznosti na predosla pracu sme klonovali a biochemicky charakterizovali SPO0224 (PPK1), SPO1256
(PPK2), SPO1727 (PPK3) R. pomeroyi. Rekombinantny enzym bol exprimovany a klonovany ako Strep-
tag fuzny protein a purifikovany na Strep-Tactin koldénke. Pre biochemicku charakterizaciu enzymov Ppk
bol pouzity kit MicroMolar Polyphosphate Assay Kit (ProFoldin) zalozeny na detekcii polyP v reakcii.

Material a metody

Strep-Tag fuzne proteiny Ppkl, Ppk2, Ppk3 sme pripravili ligaciou inzertu vzniknutého z PCR reakcie,
Vv ktorej bola ako templat pouzita genomicka DNA R. pomeroyi (American Type Culture Collection ) a
plazmidu pET-51b(+) Ek/LIC (Novagen). Vzniknuté konstrukty boli transformované do chemicky
kompetentnych buniek E. coli BL21(DE3)-T1 (Sigma-Aldrich) a nasledne sekvenované. Kmene boli
nasledne kultivované v LB médiu s pridavkom ampicilinu (100 ug/ml) do ODsoonm 0,8-1,0. Nadexpresia
proteinu bola dosiahnuta pridavkom 400 puM isopropyl-1-thio-p-D-galaktopyranozid. Strep-tag fizny
protein bol izolovany na Strep-Tactin kolénku (Novagen).

Optimalne pH, preferencia pre NDP a kovy u jednotlivych polyfosfatkindz bola zistovana pri 30°C
pouzitim enzymatickej assaye, pri ktorej bola sledovana degradacia polyP kitom MicroMolar
Polyphosphate Assay Kit (ProFoldin), kedy Kklesala fluorescencia oproti kontrole bez enzymu.
Enzymatickd assay pozostavala z NDP, polyP, kovu, pufru urcit¢tho pH a 5 pl riedeného enzymu
(proteinova koncentracia okolo 0,05 mg/ul). Reakcia bola zmieSana s 30 pl 100 x riedeného MicroMolar
Polyphosphate Assay Kit. VVzorky boli analyzované vo fluorescen¢nej mikrotitracnej platnicke (Brand) na
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fluorometre Infinite M200 (TECAN). Fluorescencia bola detegovana pri exitacii 415 nm a emisii 550 nm
kazdych 20 min. Medzi kazdym meranim boli vzorky inkubované 30°C za staleho mieSania 300 rpm.

Vysledky a diskusia

Uspesne sa nam podarilo pripravit fuzne Strep-tag proteiny génov PPK1 SP00224, PPK2 SPO1256,
PPK3 SPO1727 organizmu R. pomeroyi. Sekvenovanie potvrdilo zhodu s GenBank. Protein sa nam
podarilo nadexprimovat’ pouzitim 400 uM YPTG. Nasledne sme ich izolovali a purifikovali. SDS Page
potvrdilo jeho obsah vo vzorkach v akceptovatel'nej Cistote.

Pri zistovani NDP preferencie jednotlivych enzymov sme zistili, ze Ppk1 preferuje NDP v poradi GDP >
UDP > CDP > ADP, Ppk2 v poradi ADP > CDP > UDP > GDP a Ppk3 v poradi UDP > ADP > GDP >
CDP. Ked'Ze vsetky 3 Ppk st homology Ppk2 (PA0141), dokazu pouzivat GTP a ATP (Ishige et al., 2002).
Znacné preferencia UDP u Ppk3 potvrdzuje skor publikované informacie o preferencii pyrimidinov
(Nahalka and Patoprsty, 2009).

Efekt jednotlivych i6nov kovu na aktivitu Ppk bol sledovany pri podmienkach 30°C a pH 8. Z i6nov kovu
Mg?*, Mn?*, Ni?*, Zn?*, Ca®*, Co?* mal enzym Ppkl optimum pri Ca?* o koncentracii 0,1 mM; Ppk2 pri
0,1 Mg?" a Ppk3 pri Ca?" o koncentracii 0,04 mM. Iény Co?* kompletne inhibovali enzymatickii assay a 5
mM EDTA nemala efekt na enzymatickl aktivitu polyfosfatkinaz.

Fakt, ze Ca®" bol optimalny kov pre Ppkl a Ppk2 len dokazuje, aké si mikroorganizmy efektivne.
Mikroorganizmy v prebiotickej evoltcii pravdepodobne pouzivali polyP ako bioenergetickii molekulu.
PolyP sa vzdy vyskytuje spolu s Ca?*. To znamen4, 7e enzym mal dva v jednom- substrat a kofaktor
zaroven. Napriklad kalcium pyrofosfat bol najdeny v New Jersey (Yamagata et al., 1991). Takisto dnes
zijuce mikroorganizmy konzumuju kalcium ortofosfat vzniknuty zo Struktir exoskeletu odumretého
plankténu (Gower, 2008).

Sledovanim pH profilu uvedenych polyfosfatkindz sme stanovili optimalne pH pre Ppk1 na 8,0; Ppk2 na
8,5 a pre Ppk3 na 7,5.
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Vyuzitie systémovej biokatalyzy v syntéze substratu pre sialyltransferazové reakcie
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Kruacové slova
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Uvod

Systémova biokatalyza predstavuje novy pristup v oblasti syntézy. Je zaloZena na organizovani
enzymov do umelych metabolickych drah in vitro. Enzymy sa Vv priebehu evolucie vyvinuli na G¢inné
katalyzatory vyznacujuce sa vysokou selektivitou a aktivitou aj pri miernych podmienkach. To z nich
robi vhodnych kandidatov na Siroké vyuzitie v syntéze rozlicnych produktov, najmé tych, ktorych
chemicka syntéza vyzaduje extrémne podmienky (napr. vysoka teplota, tlak, toxické kovy) (Ran
a kol., 2008; Yu a kol., 2012). Velky potencial pre biokatalytické vyuztie maju enzymy vo forme
inkluznych teliesok (IB), ked’Ze predstavuji prirodzene imobilizované, I'ahko izolovateI'né a stabilné
proteiny s dobrymi procesnymi vlastnostami (Garcia-Fruitds a kol., 2005; Nahalka a Pétoprsty,
2009). V sucasnosti je snaha o vyuzitie systémovej biokatalyzy v syntéze medicinsky vyznamnych
latok, napriklad sialylovanych oligosacharidov. Sialové kyseliny (Sias) zakoncujui oligosacharidy
pripojené k povrchu buniek alebo k proteinom a lipidom stavovcov a vyssSich bezstavovcov.
Sprostredkavaju a reguluju viaceré normalne aj patologické procesy v 'udskom organizme (Schauer,
2009; Talafova a Nahalka, 2012). Vd’aka svojim Specifickym vlastnostiam moézu byt’ Sias vel'kym
prinosom pre farmaceuticky priemysel a medicinu (Talafova a Nahalka, 2012). KI'i¢ovym enzymom
st sialyltransferazy, ktoré vyuzivaju ako substrat CMP-N-acetylneuraminova kyselinu (CMP-
NeuAc) (Marchal a kol., 2001). Ked’Ze tento substrat je nakladny, predstavujeme metddu pripravy
CMP-NeuAc in vitro z lacného fosfatového skla. Pozostava z dvoch krokov, a to syntézy
CTP a syntézy samotnej CMP-NeuAc (Obr. 1).

2. krok
ManNAc + pyruvat

iy
(‘I

NeuNAc CSAS

1. krok + ———» CMP-NeuAc
CMP CMK CDP PPK CTP
CTP P, Piiy

fosfatové sklo

Obr. 1: Schéma syntézy CMP-NeuAc vyuzitim systémovej biokatalyzy. 1. krok: syntéza CTP
kaskadou reakcii katalyzovanych solubilnou polyfosfatdizou (PPX) a cytidylatkinazou (CMK)
a polyfosfatkindzou 3 (PPK) agregovanymi do formy inkliznych teliesok. 2. krok: syntéza CMP-
NeuAc pomocou celych buniek produkujucich aldolazu kyseliny sialovej (SAA) a syntetazu CMP-
NeuAc (CSAS).
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Material a metody

Gén pre polyfosfatazu (PPX) z Ruegeria pomeroyi naklonovany do vektora pET-51EK/LIC a gény
pre cytidylatkinazu (CMK) z Escherichia coli K12 a polyfosfatkinazu 3 z Ruegeria pomeroyi
naklonované do vektora pET-34b(+) boli exprimované v hostitel'skom kmeni E.coli BL21 (DE3).
Postup pripravy buniek, ich propagéacie a expresie proteinov opisali Nahéalka a Patoprsty (2009).
Enzymy boli izolované neidonovym lytickym detergentom. Prvou fazou reakcie bola akumulacia
rozpustného polyfosfatu Stiepenim fosfatového skla ¢innostou PPX [50 mM MgClz, pH 7,8 (KOH),
30°C, 12 hod.]. Potom sa pridala reakéna zmes (15 mM CMP, 5 mM CTP, 15 mM MgCl»). Po 2; 5
a8 hsapridaval 15 mM CMP a 15 mM MgCl.. Jeden cyklus prebiehal 24 hodin pri 30°C a udrziavalo
sa pH 7,8-8 (KOH). Na konci cyklu sa po centrifugacii (32000 g, 20 min., 4°C) odobrala polovica
objemu supernatantu a k peletu so zvySnym supernatantom sa pridala nova reak¢na zmes (15 mM
CMP, 15 mM MgCl). CTP bol syntetizovany v 5 cykloch. K produktu tejto reakcie obsahujucej CTP
sa pridal 75 mM N-acetyl-D-man6zamin (ManNAc), 150 mM pyruvat a 30 mM MgCl. [pH 7,8
(KOH)], pricom prebiehali dve nezéavislé reakcie. Reakcia bola katalyzovana lyofilizovanymi
bunkami E. coli BL21 (DE3) s exprimovanymi enzymami SAA a CSAS (10 mg/ml DCW).
SAA/CSAS z E. coli K12 a K1 boli vnesené do kompetentnych buniek E. coli na vektore pET-15b.
Reakcia prebiehala 5 hod. pri 30°C. Vysledky boli ziskané analyzou vzoriek pomocou HPLC
s elu¢nym roztokom zlozenym z 50 mM HsPO4 a 10 mM MgCl: [pH 6,4 (trietylamin)], pri prietoku
0,3 ml/min.

Vysledky a diskusia

Prezentovand metéda syntézy CMP-NeuAc pozostava z dvoch krokov. Prvym je syntéza CTP
spriahnutim reakcii katalyzovanych tromi enzymami (PPX, CMK a PPK), ktor¢ tak vytvorili umela
metabolicku drahu in vitro. PPX hydrolyzuje fosfatové sklo na kratsie solubilné ret'azce, ktoré potom
vyuziva ako donor fosfatu enzym PPK na syntézu CTP z CDP. CDP vznika z CMP a CTP
katalytickou ¢innostou CMK (Obr. 1). Enzymy boli pouzité vo viacerych cykloch reakcie. CMK
a PPK boli vo forme 1B, teda v nerozpustnej forme a rozpustna PPX zostala pravdepodobne naviazna
na svojom nerozpustnom substrate — fosfaitovom skle. To umoznilo vSetky tri enzymy ,,recyklovat™
az do ziskania dostato¢né¢ho mnozZstva CTP. ZmieSanim produktov vsetkych piatich cyklov reakcie
sme ziskali koncentraciu CTP 70,4 mM. Koncentracia CTP na konci kazdého z piatich cyklov je
znazornena na Obr. 2A.
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Obr. 2: A. Graf znazornujuci koncentracie CTP ziskané na konci jednotlivych cyklov. B. Zaznam
priebehu reakcie syntézy CMP-NeuAc ziskany analyzou pomocou HPLC. Ciernou farbou je zdznam
zo zaciatku reakcie (v Case 0), ruzovou farbou je koniec reakcie (po 5 hodinach).

Druhy krok predstavuje syntéza CMP-NeuAc katalyzovana celymi bunkami produkujucimi su¢asne
SAA a CSAS. Katalytickou ¢innostou SAA je syntetizovana kyselina sialova z ManNAc a pyruvatu.
Kyselina sialova a CTP su substratmi pre CSAS v reakeii, ktorej produktom je samotna CMP-NeuAc
(Obr. 1). V dvoch nezavislych reakciach sme ziskali CMP-NeuAc v koncentracii 51,4 mM a 54,2
mM, ¢o vzhl'adom na pociatoéné mnozstvo CTP predstavuje troven konverzie 73%, resp. 78%.
Zaznam priebehu reakcie ziskany analyzou pomocou HPLC predstavuje Obr. 2B.

Vyuzitim systémovej biokatalyzy sa nam podarilo efektivne a finan¢ne nenaro¢ne pripravit CMP-
NeuAc. Najskor bol syntetizovany CTP z lacného fosfatového skla a CMP, pricom enzymy boli
opakovane pouzité vo viacerych cykloch tejto reakcie. Katalytickou ¢innost'ou celych buniek bola
potom pripravena samotnd CMP-NeuAc, a to v koncentracii viac ako 50 mM. Takto pripravena
CMP-NeuAc bude pouZita ako substrat pre sialyltransferdzy. Sialylacia ma velky potencidlny prinos
pre farmaceuticky priemysel a medicinu pri zlepSovani farmakokinetickych vlastnosti proteinovych
lieCiv, pri liecbe zdpalovych autoimunitnych ochoreni a v imunoterapii rakoviny (Talafova
a Nahalka, 2012).
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