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DNA je vyznamnou biomolekulou vyskytujicou sa vo vsSetkych zivych organizmoch.
Nanotechnologie na baze DNA maji potencidl ich vyuzitia ako biosenzory pre diagnostické a
terapeutické ucely. Pri tvorbe nankonjugatov sa Casto vyuziva Struktirna variabilita réznych
topologickych foriem DNA molekul vratane nekanonickych Struktar, ktora je zavisla od réznych
faktorov ako je napriklad koncentracia a typ soli alebo pH. Medzi takéto nekanonické struktary patria
G-kvadruplexy alebo i-motivy, s ktorymi tzko suvisi mnoho vyznamnych biologickych procesov
[1,2]. Hlavnym cielom tejto prace je prezentacia makromolekulového systému umoziujuceho
cielent tvorbu roznych sekundarnych struktar DNA. Stavebnymi prvkami takého systému st tplne
alebo Giastoéne hybridizované vlakna molekal DNA s volitelnou dizkou, pri¢om pre¢nievajiice
kohézne konce je mozné vzajomne spéjat. Spojenim vznikaji komplexné kruhové systémy s réznymi
velkostami. V stavebnom bloku je moZné na zaklade vhodne zvolenych oligonukleotidovych
sekvencii zabezpecit' v tzv. variabilnom useku tvorbu B-DNA, i-motivu, G-kvadruplexu alebo aj
in¢ho motivu. Variabilny usek je kratka stredova Cast’ stavebného prvku, v ktorom moézu byt’ vldkna
vz4jomne komplementéarne ale aj nekomplementarne. V nasej praci sme skumali r6zne typy Struktur.
Pre tvorbu G-kvadruplexu bola vo variabilnom tuseku vyuzita repeticia odvodena od Tudske;j
telomérnej repeticie GGGTTA a pre tvorbu i-motivu bola vyuzita repeticia CCCTAA. Pre potvrdenie
schopnosti tohto systému vytvarat spominané Struktiry boli v praci pouzité spektralne metody
(kruhovy dichroizmus a UV/Vis spektroskopia) a polyakrylamidova gélova elektroforéza (PAGE).
Tieto Struktiry su zaujimavé pre Studium vzajomnej dynamiky nekanonickych Struktir v ramci
vacsich dsDNA mimikujtcich napriklad chromozoémy alebo plazmidy. Tvorba nekanonickych
Struktar zavislych od faktorov ako pH alebo koncentracia soli je ako sucast’ vacSieho systému vhodna
aj pre d’alsi vyskum a aplikaciu v nanotechnologii.
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V biologickych systémoch maju redoxné reakcie vyznamné postavenie a vyskytuju sa v mnohych procesoch,
ako je napr. dychanie Ci skladovanie energie. Avsak, na druhej strane, redoxnd nerovnovaha v tele sa vyskytuje

pri mnohych patologickych stavoch, ako je rakovina, cukrovka,
ale aj neurodegenerativhe ochorenia. Dnes je uZ zndme prepojenie oxidaéného stresu s mnohymi
neurodegenerativnymi ochoreniami suvisiacimi s vekom a procesmi starnutia,

pre ktoré je charakteristickd amyloidna agregacia proteinov. Nanocastice oxidu ceric¢itého su vdaka svojim
pozoruhodnym vlastnostiam sfubnym nanomateridlom pouZitelnym na Stddium procesov u chordb
suvisiacich s oxidacnym stresom a amyloidogenézou. V praci sme sa zamerali na Studium vplyvu nanocastic
Ce0O; na procesy amyloidnej agregdcie inzulinu a ich anti-oxidaény potencial monitorovanim pseudo-
katalytickej a pseudo-superoxid dismutdzove] aktivity. Preukazali sme, Ze spdsob syntézy vyrazne ovplyviuje
vysledné fyzikdlno-chemické vlastnosti nanocastic ako je velkost a pomer Ce3*/Ce** na ich povrchu a teda aj
ich bioaktivitu. Najmensie Castice, ktoré maju sucasné najvyssi pomer Ce3 idnov na povrchu vykazuju
najvys$siu anti-amyloidnu aktivitu. Obsah Ce3* idnov taktieZ ovplyviiuje aj anti-oxidagny potencial nanodastic
a pozorovali sme velkostne/valenéne zavisli pseudo-SOD a pseudo-katalazovu aktivitu. Dosiahnuté vysledky
vykazuju velku perspektivu pre porozumenie vzajomného pésobenia oxidacného stresu a amyloidogenézy a
zaroven hladanie  efektivneho modelu moduldcie amyloidnej agregacie proteinov a lieCby
neurodegenerativnych ochoreni.
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V tejto praci sme sa zaoberali Stidiom interakcii novych komplexnych zlucenin gélia s DNA
z telacieho tymusu a hoviddzim sérovym albuminom. Na §tidium skiimanych latok sme pouzili rézne
techniky ako su UV-Vis spektroskopia, fluorescenéna spektroskopia a elektroforéza. Pomocou
agarozovej gélovej elekroforézy sme skiimali, ¢i nase komplexy gélia su schopné $tiepit’ plazmidova
DNA. Elektrofereticky bola tiez preskimana inhibi¢na aktivita komplexov vo¢i TOPO 1. Z procesu
zhasania fluorescencie BSA komplexami gélia sme zistili, Ze s rastiicou teplotou sa nam zvySovala
hodnota Stern-Volmerovych konstant [1], o ndm poskytuje dokaz o dynamickom type zhaSania
intenzity fluorescencie BSA [2] .
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Kardiovaskularne ochorenia postihuju kazdy rok coraz viac I'udi. ZhorSenie kvality zivotného §tylu
obyvatel'stva vyspelych krajin, sedavé zamestnanie a iné negativne vplyvy prostredia mézu viest’
k castému vzniku krvnych zrazenin a nimi spésobenych ochoreni. Pred par rokmi bolo jedinou
moznostou akutnej lieCby trombozy podanie tkanivového plazminového aktivatora (tPA), avsak od
vtedy boli vyvinuté nové trombolytika. Ich vlastnosti sa vSak liSia a aj ich G¢innost méze byt
obmedzena. Stafylokiniaza je V niektorych krajinach uz klinicky pouzivané trombolytikum
bakteridlneho pdvodu a je rovnako efektivna v liecbe infarktu myokardu ako t-PA. Navys$e ma vyssiu
Specificitu k fibrinu nez t-PA, avsak s relativne nizkou afinitou K fibrinu. Stafylokinaza je vhodnym
adeptom na experimentalne Studie, nakolko disponuje mnohymi vyhladdvanymi vlastnost'ami
trombolytik. Tieto vlastnosti je d’alej mozné modifikovat’ pomocou evoluénych technik proteinového
inzinierstva, akou je aj ribozomovy displej. Cielom prace je analyza a optimalizacia krokov
predchadzajucich ribozomovému displeju stafylokinazy, s imyslom vyuZit’ experimentalnu techniku
na uréenie aktivity variantov génu. Tato esej by mala v budicnosti ulah¢it vyber vylepSenych
variantov stafylokinazy z ribozomového displeja pre d’al$ie experimenty.

Kruacové slova: trombolytikd, stafylokinaza, proteinové inZinierstvo, riadena evolucia, enzymova
aktivita
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Studentska vedecka prca je zamerand na optimalizaciu izolacie a purifikace flavodoxinu
z Desulfovibrio desulfuricans. Flavodoxiny st malé proteiny, ktoré sa nachadzaju u baktérii,
klostridii a u niektorych eukaryotickych rias [1]. Obsahuju jeden nekovalentne naviazany kofaktor
FMN, ktory vyrazne stabilizuje komplex holoproteinu a umoziiuje flavodoxinom ich funkciu
prenasat’ elektrony [2]. Ich Struktura je o/p-paralelna topoldgia obsahujica centralny péat'vlaknovy -
skladany list obklopeny a-helixami. Rozdel'uji sa na kritke a dlhé flavodoxiny. Dlhé obsahuju
priblizne 20 zvySkovu slucku, ktora rozdeluje piate B-vlakno na 2 casti. Flavodoxin-podobnu
Struktaru ma 9 super rodin proteinov napriklad lipazy, esterazy alebo katalazy [3]. Flavodoxin z D.
desulfuricans sme izolovali pomocou afinitnej chromatografie (IMAC) prostrednictvom zabudovane;j
hexahistidinovej kotvy v aminokyselinovom retazci proteinu. Nasledne bol protein docisteny
vysokotlakovou kvapalnou chromatografiou (HPLC). Izolovali sme 2 r6zne rekombinantné varianty
s hexahistidinovou kotvou na opa¢nom konci polypeptidového retazca. Podobne sme porovnali
podmienky izolacie, pouzitim dvoch pH 5,2 a pH 8,0. Z nameranych vytazkov vypurifikovaného
flavodoxinu sme vybrali optimalnej$ie podmienky izolacie.
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NADH oxidaza z Thermus thermophilus je homodimér, ktory patri do skupiny flavoenzymov obsahujucich
FMN alebo FAD ako kofaktor.) V nasej praci sme sa venovali izolacii NADH oxidazy a ndslednému $tadiu
Specifickej aktivity a Strukturnej stability enzymu. Enzym sme izolovali v dostatocnej Cistote a s molekulovou
hmotnostou 25 kDa (monomér). Stanovenie Specifickej aktivity a Struktirnej stability je d6leZité nielen pre
zakladny vyskum, ale aj pri dalSom praktickom vyuZiti NADH oxidazy. Merania v roznych podmienkach
prostredia ako pH, teplota a denaturant ndm umoznili sledovat konformacny prechod proteinu z nativnej do
denaturovanej Struktury. Pozorovali sme zmeny fluorescenéného signdlu pomocou prirodzenych
fluorescencnych sond Trp a FAD. Meraniami denaturacie vplyvom pH, teploty a GdnHCI sme zistili, Ze sp6sob
rozbalovania enzymu poukazuje na zlozitost zmien v Struktire spésobenych meniacimi sa podmienkami
prostredia.
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