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ZAMERY A CIELE PROJEKTU

RieSitelia boli pocCas rieSenia projektu Studentami tretieho stupna
vysokoskolského studia (doktorandi) a ich projekty v plnej miere
nadvazuju na témy ich dizertacnych prac.

Vyskumné cesty jednotlivych uchadzacov mali sluzit ako podklad k
napisaniu dizertacnej prace, pre publikacnd cinnost, pripravu
prispevkov na vedecké konferencie, napisanie vedeckych clankov a
prispeju k rieseniu problematiky v danych oblastiach vyskumu. Vsetci
traja uchadzaci z Univerzity Komenského v Bratislave ziadali o dotaciu
vramci oblasti biomediciny a biotechnologii. Dva predkladané projekty
su sucastou Struktury EATRIS (European Advanced Translational
Research Infrastructure in Medicine) a jeden projekt je sucstou
Struktury ECRIN (European Clinical Research Infrastructures Network).
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Ziadatel o dotaciu:

1.12.2009 - 31.10.2010
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Mgr. Ines Kovacikova
Univerzita Komenského
Safdrikovo ndmestie 6,
818 06 Bratislava,

www.uniba.sk



Rozpocet projektu

C. Uchadzaé Pozicia Skolitel’ Doba trvania Miesto Celkové
uchadzaca (odborny vedeckého vedeckého naklady na
garant) pobytu pobytu uchadzaca
uchadzaca uchadzaca uchadzaca
i Katarina doktorand | Prof. RNDr. 6 mesiacov University 15570 €
Hasplova, Mgr. Eva 1/3/2010 - of Oslo,
Miadokova, 31/8/2010 Department
DrSc. of Nutrition,
Oslo,
Norway
2 Alexandra doktorand | Prof. RNDr. 6 mesiacov University 15570 €
Hudecova, Mgr. Eva 1/3/2010 — of Oslo,
Miadokova, 31/8/2010 Department
DrSc. of Nutrition,
Oslo,
Norway
3 Ines doktorand | Prof. RNDr. 01/12/2009 - Medical 14 946 €
Kovacikova, Eva 28/02/2010 University
Magr. Miadokova, a 01/07/2010 | in Wien
DrSc. - 31/10/2010
SPOLU 46 086 €




Rozpis financnych prostriedkov pre vyskum a
VYVOj

ZMLUVA 1253/2009
Planovany rozpocet projektu Skutocné vydavky projektu
celkovy] individualny individualne |celkové

| Polozka/Uchadzaé Kovacikova Hasplovd Hudecova | [Kovacikova Hasplova  Hudecova ROZDIEL|
Mzdové néklady 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Naklady na stravné a

ubytovanie 44466,00) 14466,00 15000,00 15000,00 13866,00 14 911,60 14911,59| 43689,19 776,81
Zdravotné a socidlne

poistenie 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Cestovné vydavky na
zahranic¢né a tuzemské
pracovné cesty suvisiace s
vedeckym pobytom
uchadzaca 1260,00 360,00 450,00 450,00 522,40 741,13 707,56 1971,09 -711,09
Naklady na navstevu
odbornych seminarov,
konferencii a sprievodnych
podujati suvisiacich s
vyskumnou problematikou 60,00 20,00 20,00 20,00 239,00 239,00 -179,00
Naklady na drobny
spotrebny materidl suvisiace
s vedeckym pobytom
uchadzaca 150,00 50,00 50,00 50,00 306,64 306,64 -156,64
Bezné nepriame naklady 150,00 50,00 50,00 50,00 0,00 150,00

46 086,00 14 946,00 15570,00 15570,00 14 934,04 15652,73 15619,15 46 205,92 -119,92

Planovany rozpocet projektu, ktory bol kryty dotaciou, bol prekroceny o 119,92 eura. Tato Ciastka bola hradena z inych prostriedkov mimo dotécie.



Ciele a dosiahnuté vysledky



Megr. Katarina Hasplova
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1046 Blindern, N-0316, Oslo, Norway.

Tel.: 44722851360, Fax: +47 22851341, e-mail:a.r.collins@medisin.uio.no



Ciele prace

 Stanovenie biologickej aktivity rastlinného extraktu
Zz Papaver rhoeas

— Cytotoxicky, genotoxicky potencial extraktu

— Protektivny ucinok extraktu (antioxidacny,
antimutagénny, antikarcinogénny)

* Hodnotenie genotoxického ucinku nanocastic
— Charakteristika vybranych nanocastic
— Ziskanie vhodného disperzného protokolu
— Stanovenie vplyvu nanocastic na bunkové linie



Papaver rhoeas
Mak vici

Celad: Papaveraceac
Liecba kaslu, protizapalove
ucinky, redukcia hyperaktivity —

kvety su analgetika, sedativa.

www.botanical.com

Extrakt z kvetov
0,025 %; 0,05 %; 0,25 %; 0,5 %; 2,5 %;



Latky obsiahnuté v rastlinnom extrakte

* Flavonoidy
— Kaempferol
— Quercetin
— Luteolin

e Alkaloidy:
— Papaverin
— Morfin
— Rhoeadin




Nan@lEST

Nanocastice

* Minimalne 1 rozmer menej ako 200 nm
* Vyuzitie:
— Nanomedicina
— Priemysel

* Nanocastice a toxicita

www.nextscience.org



Nan@lEST

Titanium dioxid

 Komercne vyrabany pre pigmentacné
vlastnosti

* Potvrdenie aj vyvratenie toxicity
nanocastice TiO..

www.o2essentialoils.com



Nan@lEST

Je TiO2 toxicky alebo netoxicky?

Available anline at www.sciencedirect.com

scrance (@oimsors [ONICoLOGY

ELSEVIER Toxicology 213 (2005) 66-73

www.elsevier.com/locate/toxicol

Ultrafine titanium dioxide particles in the absence of
photoactivation canl induce oxidative damage
to human bronchial epithelial cells

Jia-Ran Guir®*, Alexander S.S. Waugb. Chien-Hung Chen b Kun-Yan Jan®

2 Department of Tourism, Hsing Wu College, No. 11-2 Fen-Liao Road, Linkou, Taipei, Taiwan 24452, ROC
Y Institute of Cellular and Organismic Biology, Academia Sinica, Nankang, Taipei, Taiwan 11529, ROC

Recerved 4 Febmary 2003; recerved m revised form 1 April 2003; accepted 12 May 2005
Available online 20 June 2005



Nan@lEST

Negenotoxocky, necytotoxicky TiO2

JOURNAL OF MATERIALS SCIENCE: MATERITALS IN MEDICINE 15 (2004) 321-325

Effects of nano-scaled particles on endothelial cell
function in vitro: Studies on viability, proliferation
and inflammation

KIRSTEN PETERS*, RONALD E. UNGER, C. JAMES KIRKPATRICK

Institute of Pathology, Johannes Gutenberg University, Langenbeckstr. 1, 55101 Mainz,
Germany

E-mail: peters@pathologie.klinik.uni-mainz.de

ANTONIETTA M. GATTI, EMANUELA MONARI
INFM, Laboratory of Biomaterials, Department of Neurosciences, University of Modena and
Reggio Emilia, Via del Pozzo 71, 41100 Modena, Italy




Metody

Cytotoxicita

— growth activity

— plaiting efficiency

Genotoxicita

— Comet assay

Antioxidacny effekt

— Scavenger — DPPH assay

— Chelatacny — DNA topology assay

Indukcia reparacie:
— Comet assay s vyuzitim reparacnych enzymov



Bunkove linie

HepG2 — nadorové bunky pecene

Cosl — opicie oblickové bunky

Caco2 — nadorove bunky hrubého c¢reva
TK6 — lymfoblastoidné bunky
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Extrakt - Nanocastica

e Oxidacny stres
— Zvysenie koncentracie ROS,
vytvaranie Fe?*idonov
* Poskodenie DNA

— Modifikacia baz (8oxo0G),
zlomy DNA

* Antioxidacna aktivita
— Scavenger, chelatacna

e Stimulacia reparacie
— Aktivacia enzymov * Proliferacia buniek

Neutralny ucinok

Antagonisticky ucinok

Synergicky ucinok Aditivny ucinok




Vysledky — DPPH assay
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Growth activity




Plating efficiency




Comet assay




Zaver

e Urcenie mechanizmu ucinku rastlinného
extraktu

* Charakteristika vplyvu nanocastic na bunkové
linie

* Pripadné spolupdsobenie nanocastic a
rastlinného extraktu



Megr. Alexandra Hudecova
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Department of Nutrition, School of Medicine, University of Oslo, P.O.Box.
1046 Blindern, N-0316, Oslo, Norway.
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Ciele

1. Stanovenie biologickej aktivity vytazku
Z rastliny Gentiana asclepiadea.

2. Studium vplyvu vybranych nanogastic.

3. Stanovenie spolup6sobenia vybranych
nanocastic s rastlinnym extraktom z
Gentiana asclepiadea.



Gentiana asclepiadea
(Horec luskacovity)

Rod: Gentiana — cca 400 druhov
Gentisa, 500 p. n. |.)

Tradi¢na Cinska medicina: G. scabra, G. rigescens , G. triflora
(inhibicia rastu tumorov u mysi; Matsukawa a kol., 2006):

stimulovanie apetitu a podpora pri traveni
fungicidny ucinok
v niekt. prip. — pri lieCeni Zzenskych ochoreni




Zlozky extraktu G. asclepradea

Sekoiridoid-glykozidy (gentiopikrozid, swerozid, swertiamarin)
Acylované sekoiridoid-glykozidy (amarogentin)

Xantony

Hydroxyxantony (Gentizin, Izogentizin)

Alkaloid (Gentianin)

Gentiopikrin

Delfinidin

lzoorientin

|lzovitexin



Gentiopikrozid - 1 zo z4kl. ,horkych” zloziek

* Liecba: reumatoidna artritida, hepatitida, horucka, poruchy traviaceho traktu

 Hep3B: - nema cytotoxicky ucinok
- nema vplyv na bunkovy cyklus
- nesposoboval apoptdzu
- inhibuje tvorbu tumor nekréznych faktorov
- antioxidacny ucinok
Gentizin a Izogentizin - dokazans mutagenita v Amesovom teste na Salmonella
typhimurium

Delfinidin - preventivny uc¢inok voci bunkovej smrti (prisna kontrola Ca?* homeostazy a
inhibicia uvolnovania cytochrému c z mitochondrii)




Nanocastice

» Castice s jednou ¢i viacerymi dimenziami v
rozmedzi 100 (200) nm a mene;j.

e Aplikacia: medicina, potravinarstvo, odevny
priemysel, kozmetika (opalovacie krémy),
maliarske natery, zubné pasty,
pneumatiky,...



Vlastnosti dolezité pre ucCinky na
zdravie

Malé rozmery

Chemicka struktura a povrchové vlastnosti
Tvar

Naboj

Hydroféobnost

Agregacia

Kompozicia povrchu (Obal)
Fotokatalyticka aktivita



e Bunkové linie: - COS 1

- Caco 2

- Hep G2

- TK6

- Lymfocyty =—>
- HEK 293

 Metody: antioxidaény Ucinok: - DPPH assay

- H,0, challenge
cytotoxicita: - Growth activity

- Plating efficiency
genotoxicita: - Comet assay




DPPH assay

 DPPH = 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl
DPPH assay je metdda na stanovenie antioxidacného ucinku

latok, pri ktorej sledujeme schopnost priameho vychytavania
volnych radikalov.
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H,O, challenge
(Nepriame sledovanie antioxidacnej kapacity)




H,O, challenge (lymfocyty)
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H,O, challenge (HEK 293)
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Growth activity

Test rastovej aktivity buniek umoznuje zistit cytotoxicky
ucinok extraktov na bunky, ktory moze viest k letalite alebo k
redukcii rastovej aktivity, k prediZeniu genera¢nej doby a k
ovplyvneniu bunkového delenia. V tomto teste sledujeme
rastovu aktivitu buniek v bunkovej populacii.
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Plating efficiency

Pri testovani klonovacej schopnosti buniek zistujeme
cytotoxicky efekt testovanej latky na jednotlivé bunky, ich
schopnost prichytit sa na pevny podklad a delit sa. Kazda
Zivotaschopna bunka, ktora sa deli, vytvori koloniu.



plating efficiency (%)
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Comet assay
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Neurosféery + extrakt
Diferenciacia




Experimenty s nanocCasticami
a extraktami z G. asclepiadea



Bunkové linie: - HEK 293
- TK6

Metody: - Growth activity (GA)
- Plating efficiency (PE)
- Comet assay (CA)



CA+ GA + PE
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Nanosilver
(nanocastice striebra)

S T

>

‘n

[ =

9 T -hOGGT
[=

= T + hOGG1
O

—

Concentration of nanosilver (ug/ml)




Nanosilver + rastlinné extrakty
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TK6 s TiO,,
Growth activity
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TK6 s TiO,
Comet assay
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Ciele projektu

* Analyzovat rozchddzanie sa chromozémov pocas meiotického
delenia konstrukciou kvasinkového homotalického kmena
h90.

» Urcit konkrétny defekt v rozchadzani sa chromozémov
v meioze u kvasiniek Schizosaccharomyces pombe
s mutantnou formou protein kinazy ppk34-.

* Odhalit funkciu dalSich protein kindz, ktoré by mohli mat
doblezitu funkciu pri rozchadzani sa chromozémov
v meoitickom deleni bunky.



Rozchadzanie sa chromozomov pocas
meiotickeho delenia buniek

Sister Sister chromatids
chromatids Chiasma segregate

Homologues Homologues
j | i segregate .

Gl S Meiosis | Meiosis Il
Haploids



Dolezite kroky v rozchadzani sa chormozomov
v meiotickom deleni buniek

3. Cohesion loss
from chromosome
arms

1. Fo_rmation 2. Mono-orientation
of chiasmata ¢ gjster kinetochores

Meiosis I

Bi-orientation

: ; Cohesion loss
of sister kinetochores

from cetromeres

Meiosis I ‘

|-II



Schizosaccharomyces pombe
ako modelovy organizmus

Obr. 1: S. pombe stained with DAPI
(http:/lyeast.lab.nig.ac.jp/cgi-bin/nig/top.cgi?eng=1)

Obr. 2: Wildtype cells on a plate
(http://lwwwrcf.usc.edu/~forsburg/pictures.html)

 jednobunkové organizmy patriace do triedy
hub

* prvykrat boli popisané P. Lindnerom roku
1893

* genom bol upne osekvenovany:

~ 14 Mb, ~ 5,000 genes

 predstavuju excelentny modelovy
organizmus pre studium bunkového delenia
ako je mei6za



Uloha protein kinaz poéas meiotického delenia
u kvasiniek Schizosaccharomyces pombe

Protein kinazy -

hraju délezitu ulohu v regulacii roznorodych biologickych
procesov, vratane bunkoveho cyklu, bunkoveho

delenia, morfogenézy buniek, ako aj v bunkovej odpovedi
na zmeny vonkajsieho prostredia.

Pro_sein Phosph—cirylated Protein
Celkové mnozstvo protein kinaz P ‘ ¢
u kvasiniek S. pombe : 106 » | 7
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Obr. 3 Uloha protein kinaz v biologickych procesoch



Experimentalne metodiky pouzité v
projekte

* Delécia génov kédujucich protein kinazy alebo proteiny
potrebné pre bunkové delenie ako je meidza

* Analyza rozchadzania sa chromozémov pocCas meiotického
delenia pouzitim GFP-znacenych chromozomov pomocou

fluorescencného mikroskopu



Stratégia delécie génov
u kvasiniek Schizosaccharomyces pombe
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Obr. 4: Stratégia delécie génov u kvasiniek S.pombe

Postup metodiky:

1. Amplifikacia regionov ohrani€ujucich gén
kodujuci protein kinazy (resp. proteiny)
potrebné pre meiotické delenie buniek
pomocou PCR reakcie

2. Ligacia ziskanych PCR produktov do
vektora a amplifikacia plasmidu pomocou
baktérii

3. Linearizacia plasmidu and transformacia do
kvasiniek S. pombe

4. Vymena genomického lokusu v bunkach S.
pombe homologickou rekombinaciou

5. Verifikacia delécie génov pomocou PCR
reakcie

Gregan, J. et al. 2006, Nature Protocols 1, 2457-2464



Zaver 1

* Analyza rozchadzania sa chromozomov pocas meiozy

u kvasinkovych buniek Schizosaccharomyces pombe
konstrukciou homotalickeho kmena h90 nepotvrdila vyskyt
predpokladaného defektu, akym je fragmentacia jadier

* Na zaklade tejto analyzy nebolo mozne vysledky
publikovat, preto som pokracovala v analyze dalSich
protein kinaz potrebnych v procese rozchadzania sa
chromozémov v meioze



Zaver 2

* Konstrukciou homotalickeho kmena h90 som zistila dblezitu ulohu
Mph1 protein kinazy v rozchadzani sa homologickych chromozomov
pocCas anafazy | v meiotickom deleni, konkrétne som pozorovala
defekt

s nazvom non-disjunkcia homologickych chromozomov

» Defekt som pozorovala v 10% meiotickych buniek

- Dal$i typicky defekt v rozchadzani sa chromozémov

je vyskyt lagging chromozomoyv, ktory som v mph1l mutantnych
bunkach pozorovala v 5% meiotickych

buniek
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Pokracovanie projektu v buducnosti

- deleCna analyza dalsich neesencialnych protein kinaz
* urcenie ulohy identifikovanych kinaz v meiotickom deleni:
- hladanie ich substratu

- zistenie fosforylacnych miest na najdenych substratov



»Projekt podpory vedeckych pobytov v organizaciach
University of Oslo, (Department of Nutrition) a Medical
University in Wien“

poskytnutim dotacie na zahranicné vedecké pobyty
v organizaciach alebo centrach vyskumu a vyvoja vo
vazbe na Europsku vyskumnu infrastrukturu, v ktorych
je Slovenska republika clenom, alebo ma vyznamné
zastupenie na vyskume a vyvoji podporuje
Ministerstvo skolstva, vedy, vyskumu a sportu
Slovenskej republiky



