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ABC transportné proteiny asociované s mnohopocetnou liekovou rezistenciou (MDR) su pritomné
vo vicsine tkaniv, kde okrem lie€iv prendsaju tiez ziviny a metabolity, a preto ich Gplna supresia nie
je najidealnej$im rieSenim. Tu navyse st'azuje prekryvajica sa Specificita transportérov k prenaSanym
substratom a neziaduce ucinky inhibitorov. Hl'adané st preto iné molekuly, ktoré regulujit ABC
transportéry a sucasne su tkanivovo Specifickej$imi. Prikladom st proteiny rodiny ERM, kam radime
ezrin, radixin a moezin, ktoré zabezpecuju membranovu lokalizéciu a funkcénost’ transportérov. Bola
dokazana aj ich asociacia s adhezivnymi molekulami, ¢o otvara prilezitost’ terapii voci metastatickym
nadorom so stcasnym potlacenim MDR. Cielom uvedenej prace bolo preskimat’ vplyv utiSenia
expresie proteinov rodiny ERM prostrednictvom siRNA na regulaciu expresie a aktivity ABC
transportného proteinu BCRP. Efluxnad cinnost' bola analyzovand intracelularnou akumuléciou
hypericinu, ktory je substratom Studovaného proteinu. Na zéklade pozorovania tvorby bunkovych
zhlukov pri praci so suspenznymi liniami, ktoré sa vyznacuju zvySenou expresiou BCRP, praca
overuje taktieZ hypotézu existencie interakcie medzi proteinom BCRP a E-kadherinom (CDHI),
ktort reguluje proteinova rodina ERM. Pre transfekciu boli vyselektované bunkové linie I'udského
kolorektalneho adenokarcindbmu HT-29, pltcneho adenokarcindmu AS549 a suspenzné bunky
Pudského myelomu RPMI-8226 a RPMI-8226/MR20. Zistili sme, ze vetky tri proteiny rodiny ERM
reguluji membranovl expresiu a aktivitu BCRP v bunkach A549, o sa odzrkadlilo na jeho zniZenej
aktivite a zvySenych hladindch substratu v bunkach. Zaujimavym zistenim nasej prace je, Ze samotny
hypericin znizil hladiny fosforylovanych proteinov ERM v bunkdch A549 a sucasne zvysil hladinu
BCRP. Na zéklade dosiahnutych vysledkov konStatujeme, Ze na regulacii proteinu BCRP sa v
bunkovej linii A549 okrem proteinov ERM podielaju aj iné signdlne drahy, ktoré v pripade potreby
ucinne zastupuju ich funkciu s ciel'om zabezpecenia ochrany buniek vo¢i u¢inkom xenobiotik. Praca
navyse prispieva k rozsireniu poznatkov o odliSnej expresii proteinov ERM v nadorovych bunkovych
liniach rézneho histologického povodu a podporuje myslienku, Ze prave proteinova rodina ERM
moze predstavovat’ slubnu cestu veducu k prekonaniu MDR.
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Kaspazy predstavuji proteazy spajané najma S procesom apoptozy — fyziologickym odumieranim
buniek. Zapojenie kaspaz do apoptotickych dejov je dokumentované aj v nervovej sustave najmé
pocas vyvinu, no aj pocas patologickych procesov zahfiajicich poranenia, ischémiu CNS ¢i
neurodegenerativne ochorenia. Zarovenl vSak existuju viaceré prace popisujuce aktivitu kaspdz aj
V neapoptotickych procesoch nervového systému. V minulosti bola na nasom pracovisku v tkanive
miechy potkana pozorovana pocetna populdcia buniek s aktivovanou kaspdzu-3. Pritomnost’ tychto
buniek vyvolala viacero otdzok ohl'adom ulohy kaspazy-3 a apoptézy v spravnom fungovani CNS.
Rozhodli sme sa preto vytvorit’ in vitro model, pomocou ktorého by sme mohli Studovat’ aktivitu
kaspazy-3 pocas apoptdzy nervovych buniek, pricom model by taktiez sluzil ako néstroj pre spravnu
interpretaciu naSich pozorovani. Pre tieto ucely sme vyuzili primarnu bunkovl kultaru pripravenu
z tkaniva miechy P8 potkanov, v ktorej sme indukovali apoptézu pridanim apoptotického induktora
— staurosporinu. V prvom kroku sme skumali vplyv staurosporinu na nervové bunky. Zistili sme, Ze
vo vacsine buniek nasho modelu dochadza k indukcii apoptdzy a k aktivacii efektorovych kaspaz-3/-
7 (aC3/7) po 4 hodinach. Po 7 hodinach sme v porovnani saC3/7" populaciou pozorovali
signifikantny narast annexinV" buniek. Ten mohol byt spdsobeny pritomnostou inych foriem
bunkovej smrti, pocas ktorych je mozné pozorovat’ faloSne pozitivny signal pre tento apoptoticky
marker. V d’alSich analyzach aktivity kaspazy-3 sme sa preto rozhodli pracovat’ s intervalmi 0 az 7
hodin po indukcii apoptdzy. Pritomnost aC3 pocas apoptézy sme v naSom modeli porovnali
S poStiepenou formou proteinu PARP-1 (cPARP), ktory sme vybrali po selekcii z viacerych
apoptotickych markerov. Zistili sme, ze k signifikantnému narastu pocetnosti aC3* a cPARP*
populacii dochadza v rovnakom intervale — 4 hodiny od indukcie apoptozy. Predpokladame teda, ze
v apoptotickej populécii by mali byt v bunkach pritomné oba markery sucasne, a preto by sme mali
pozorovat’ rovnaké zastipenie aC3* a CPARP™ buniek. Zaujimavé ale je, ze v tkanive miechy sme
pozorovali disproporciu pocas selekcie vhodnych markerov medzi masivnou aC3" populéciou, a len
vel'mi nizkym zastapenim cPARP buniek. Predpokladame preto, ze aC3 v mieche moze participovat
aj v neapoptotickych procesoch, alebo jej aktivita méze byt vyrazne regulovana. Ako ukazuje nasa
analyza expresie génov kodujucich inibitory apoptozy, aktivita kaspazy-3 v tkanive miechy je
pravdepodobne regulovana proteinmi z rodiny IAP, najmé produktom Birc4 génu — XIAP. Pre lepsie
pochopenie ulohy aC3 v CNS je vSak aj do buducna potrebny d’alsi vyskum.
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Reissnerovo vlakno predstavuje glykoproteinovi Strukturu, ktora je produkovand bunkami
subkomisuralneho organu tretej mozgovej komory. Tato Struktira prechadza naprie¢ komorovym
systtmom mozgu az do koncovej oblasti centralneho kanala miechy, kde dochidza k jeho
odburavaniu. V poslednom obdobi sa Reissnerovmu vldknu a subkomisurdlnemu organu venuje
Coraz vicSia pozornost, ked’Ze abnormality vo vyvine tychto Struktir av sekrécii zloziek
Reissnerovo vldkna moézu byt spojené sroznymi ochoreniami, medzi ktoré patri napriklad
hydrocefalus. NaSe predchadzajuce experimenty naznacuji, zZe jednou zo zloziek Reissnerovho
vlakna by mohol byt aj glykoprotein CD31, typicky pre bunky ciev, ktory v tychto Struktirach
doteraz pozorovany nebol. V tejto praci sme sa preto zamerali na identifikdciu a charakterizaciu
Reissnerovho vldkna a buniek subkomisuralneho organu u hlodavcov s vyuzitim technik skenovacej
elektronovej mikroskopie, imunoznaenia a naslednych analyz génovej expresie. Subkomisuralny
organ tvoreny bunkami, ktoré mali na apikdlnom povrchu kritke a malo denzné riasinky bol
lokalizovany dorzokaudélne v tretej mozgovej komore. Z tejto oblasti odstupovala vlaknita Struktura,
morfologicky zodpovedajica Reissnerovmu vldknu, ktord sme nasledne identifikovali aj v limene
centrdlneho kanala miechy, ako CD31" S$truktaru. Produkcia glykoproteinu CD31 bunkami
subkomisuralneho organu bola overena technikou imunoznacenia. V radialne usporiadanych bunkach
subkomisuralneho organu bol glykoprotein CD31 identifikovany v ich apikalnej cytoplazme, ¢o
naznacuje, ze bunky by sa mohli podiel’at’ na jeho syntéze. Pre overenie nasej hypotézy sme izolovali
oblast’ subkomisurdlneho organu pomocou laserove] mikrodisekcie a analyzovali expresiu génu
koédujiiceho CD31 technikou RT-PCR, ktora potvrdila, Ze CD31 je v bunkdch subkomisuralneho
organu exprimovany vo zvySenej miere v porovnani sinymi oblastami mozgu. V porovnani
s potkanom sme CD31 neidentifikovali v Reissnerovom vldkne, ani v bunkach subkomisuralneho
organu mysSi, ¢o naznacuje, Ze by sa mohlo jednat’ o Struktury, ktorych zlozenie méze byt odlisné aj
medzi blizko pribuznymi druhmi hlodavcov.
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Apoptoza hra dolezita ulohu v reguldcii mnohych procesov v organizme pocas embryogenézy
a v postnatalnom obdobi. Pocas svojho vyvoja prebehnt v nervovom systéme dve obdobia s vysokou
mierou apoptdzy: obdobia tzv. proliferacnej a neurotrofickej bunkovej smrti. Prvou vyznamnou
apoptotickou etapou je proliferacnd bunkovd smrt, ked’ dochadza k odumieraniu neuronalnych
prekurzorovych buniek v Case proliferacie v germinélnej zone. Pocas neskorSieho vyvinu apoptoticka
aktivita eSte raz stipne, ato v Case, ked uz postmitotické neurdny inervuji svalové vlakna
a receptory, vtedy nastava faza tzv. neurotrofickej bunkovej smrti. V tomto obdobi existuje krehka
rovnovaha medzi proapoptotickymi a antiapoptotickymi stimulmi, ktord vo vysledku rozhodne, ¢i
neurén spusti programovani smrt, alebo nie. Cielom prace bolo spracovat problematiku
postnatadlneho vyvinu miechy so zameranim sa na apoptézu neurdénov. Na zdklade experimentu
s pouzitim modelu minimalneho poranenia miechy bolo ciel'om overit, ¢i st neurony pocas skorého
postnatdlneho Zivota nachylnejSie na odumieranie prostrednictvom apoptézy v porovnani
s neskor§im vyvinom a dospelostou v pripade patologického stimulu. Po aplikacii modelu
minimalneho poSkodenia miechy sme porovnali poCty prezivajicich neuréonov v zadnych rohoch
miechy u troch vekovych skupin potkanov (7-dilove, 29-dilové a dospelé), ktoré prezivali 24 hodin,
resp. 28 dni po operacii. TaktieZ sme stanovili sme mnoZstvo odumierajticich buniek v akutnej (24
hodin) a subakutnej faze (4 dni) po poraneni. Po¢as vyskumu boli tiez testované metddy automaticke;j
kvantifikécie a segmentécie neuronov. Z kvantifikacnych metdd bol vybraty StarDist, lebo umoziiuje
efektivne segmentovat’ sa prekryvajiice neurony. NaSe vysledky preukazali postupné odumieranie
neurénov a buniek glie u neonatalnych mlad’at v akttnej a subakutnej fdze poranenia v porovnani
s dospelymi zvieratami, u ktorych odumreli neurény pocas prvych 24 hodin od poranenia. AvSak 28
dni po poraneni bol pocet odumretych neurdnov rovnaky vo vsetkych vekovych skupindch. NaSe
vysledky preto nepotvrdili tedriu o zvdcSenom Ubytku neurénov po poraneni u neonatdlnych
potkanov v dosledku narusenia rovnovahy proapoptotickych a antiapoptotickych stimulov.
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