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Partneri Kompetencného centra

o Univerzita Komenského v Bratislave (ziadatel)
- Farmaceuticka fakulta
- Lekarska fakulta
- Prirodovedecka fakulta

o Slovenska akadémia vied
- Virologicky ustav SAV
- Ustav molekularnej fyzioldgie a genetiky SAV
- Ustav molekularnej biolégie SAV
- Ustav experimentalnej endokrinologie SAV

- Ustav experimentalnej onkologie SAV
- Molekularno-medicinske centrum SAV

o Slovenska technicka univerzita v Bratislave
- Fakulta chemickej a potravinarskej technologie
o Onkologicky ustav sv. Alzbety, s.r.o.
o GENETON s.r.o
o BioScience Slovakia, s.r.o
o Glaston, s.r.o. o @ 1
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Strategicky ciel projektu

o vybudovanie kompetencného centra, ktoré spaja
sukromny a verejny sektor a podpora aplikovaného
vyskumu a vyvoja v oblasti molekularnej mediciny

v tomto centre.
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Strucna anotacia projektu

o Realizacia projektu umozni zvysenie efektivnosti a urovne
excelentného vyskumu a vyvoja v Slovenskej republike
v oblasti molekularnej mediciny a biomediciny a urychli
translaciu a transfer poznatkov zo zakladného vyskumu do
aplikacnej roviny.

o Zaroven podpori uzku spolupracu medzi vyskumnou
a priemyselnou sférou a posilni rozvoj biotechnologickych
subjektov s komerénym potencialom, ktory sa v buducnosti
moze pretavit do pokroku v kvalite zdravia a starostlivosti
o zdravie.
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Dosiahnuté vysledky

o Zriadenie Kompetencného centra a stavebné prace suvisiace s modernizaciou jeho
priestorov - predpokladany termin ukoncenia stavebnych uUprav je september 2014.

o Definovanie internych pravidiel spoluprace pri ochrane dusevného vlastnictva a

transferu technoldgii - pripraveny dokument na pripomienkovani u partnerov
projektu

o Napredovanie vyskumnej prace v aplikovanom vyskume a vyvoji v oblasti genomiky;,
proteomiky, metabolomiky a bioinformatiky.

o Diseminacia vysledkov na zahrani¢nych a domacich konferenciach:
- FEBS Sevilla 2012
- FEBS Petrohrad 2013
- 3rd Biotechnology World Congress Dubaj 2014
- EMBO Conference Zirich 2014
- FEBS EMBO Pariz 2014
- SSIEM Annual Symposium Innsbruck 2014
- 30th International Sympozium on Chromatography Salzburg 2014
- XXIV. Biochemicky zjazd Bratislava 2014
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Dosiahnuté vysledky: Aktivita 3.1 Vyskum a vyvoj

v oblasti genomiky

o WWP1: Genomicka analyza zavaznych dedicnych ochoreni v populacii
Slovenska

Pokracovalo sa v genetickej analyze génov zodpovednych za cysticku fibrézu, fenylketonuriu,
myotonicku dystrofiu, neurofibromatdzu typu 1, glykogendz a diabetu typu 1

Ziskané vysledky sa podrobili softvérovej analyze na identifikaciu variantov. Identifikované varianty sa
analyzovali pomocou softvéru a databazy mutacii na urcenie, ¢i sa jedna o kauzativhu mutaciu alebo
o neskodné polymorfizmy

Uskutocnila sa analyza génu MC4R, zodpovedného za niektoré formy obezity

o WP2: Vyuzitie genomiky v molekularnej onkoldgii a virolagii

Pripravili sa vzorky odvodené z nadorovych buniek mimikujice nadorové mikrosprostredie

a analyzovali sme ich fosforilany statatus u vybranych génov

Analyzovali sa vysledky mikroarray génového profilovania, kde sme porovnavali nadorové bunky
ovplyvnené s triptolidom (TTL) a neovplyvnenymi bunkami

Analyzovali sa expresie génov asociovanych s fenotypom kmenovych buniek na subpopulaciach

ziskanych sortovanim pomocou prietokového cytometrického ¢ L
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Dosiahnuté vysledky: Aktivita 3.1 Vyskum a vyvoj
v oblasti genomiky

o WP3: Génova terapia na modulovanie angiogenézy

- Zaviedol sa novy model infekéného ochorenia — infekcie mocovych ciest

pomocou uropatogénnych E. coli, na testovanie nami planovanej génovej
terapie

- Riesila sa in vitro priprava plazmidov vhodnych pre baktofekciu a alternativnu
génovu terapiu

o WP4: Studium genomickej variability vybranych druhov patogénnych
baktérii a virusov

- Testovala sa geneticka variabilita bakterialnych izolatov Cronobacter
z klinického materialu a z potravin pomocou metdédy MLST a PCR-serotypizacie
- Studoval sa ostrov termorezistencie z viacerych kmeriov rodu Cronobacter,
a E. coli a vplyv modifikujucich génov na hladinu
termorezistencie
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Dosiahnuté vysledky: Aktivita 3.2 Vyskum a vyvoj
v oblasti proteomiky

o WP2 - Produkcia, izolacia a purifikacia znamych a novych proteinov
= Vyvoj novych expresnych systémov
- realizacia experimentov pri priprave novych expresnych systémov -
pripraveny expresny vektor s dualnou regulaciou heterologickej

expresie rekombinantnych proteinov, experimentalne overenie
heterolognej expresie vybranych génov v tomto systéme

- priprava expresného vektora s PG doménou CAIX proteinu a jeho
expresia v E. coli vo fuzii s tioredoxinom

Purifikacia heterologickych proteinov
- optimalizacia FPLC purifikacie extracelularnej ekto domény H|sTag

CAIX proteinu, jeho separacia od tioredoxinu L ° —Ir
~ A
pomocou Specifickej proteazy X :1'!:'::!! L
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Dosiahnuté vysledky: Aktivita 3.2 Vyskum a vyvoj
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v oblasti proteomiky

o WP3 — Molekuldrna a biochemicka charakterizacia a strukturna analyza

proteinov
Klonovanie vybranych génov patogénnych mikroorganizmov

- naklonovali sme gény orfl a orf] z ostrova termotolerancie
pritomného u niektorych kmenov Cronobacter a inych enterobaktérii

Optimalizacia expresie vybranych génov a ich purifikdcia
- heterologicka expresia uvedenych génov v E. coli BL21 (DE3) aich

purifikacia (Specificitu proteinov Orfl a Orf) sme potvrdili metddou
Western blotu na zaklade pritomnosti histidinovej kotvy).

- optimalizacia heterologickej expresie a purifikacia

. s ’ . ‘,‘( /
rekombinantného 2-protrombinu v E. coli S ° o
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Dosiahnuteé vysledky: Aktivita 3.3 Vyskum a vyvoj
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v oblasti metabolomiky

o WP1 - Vyskum, vyvoj a aplikacia chemickych analytickych metdd a

biosenzorov na rychlu a véasnu diagnostiku vybranych DMP

Tandem MS pre skrining a diagnostiku DMP na Slovensku

tandemova hmotnostna spektrometria sa v sucasnosti vyuziva jednak na
selektivny skrining, jednak na celopopulacny novorodenecky skrining

vybranych dedi¢nych metabolickych portuch (DMP)
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Dosiahnuté vysledky: Aktivita 3.3 Vyskum a vyvoj
v oblasti metabolomiky

Novorodeneckym skriningom sa vyhladavaju v populacii najma:

- Poruchy metabolizmu aminokyselin a poruchy cyklu mocoviny
- Poruchy metabolizmu organickych kyselin — organické acidurie
- Poruchy mitochondriovej oxidacie mastnych kyselin a karnitinového cyklu

o Vysetrenie sa robi po odbere krvi na Standardizovany odberovy papier 72
hod po narodeni (novorodenecky skrining) alebo podla potreby. Odber sa
odosiela na diagnostické pracovisko vacsinou postou
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Dosiahnuté vysledky: Aktivita 3.3 Vyskum a vyvoj
v oblasti metabolomiky

V pripade patologického nalezu u novorodenca sa robi "recall":

1. novorodenec sa musi vysetrit klinicky
a) opakovany odber suchej kvapky krvi,
b) odber vzoriek dalSieho biologického materialu (potvrdenie alebo

vylucenie DMP a dalSie diagnostické testy)

2. urgentna cielena terapia (na zaklade celého komplexu analyz pri potvrdeni

suponovanej DMP, niekedy aj skor

3. pacient sa nelieci, ak islo pri skriningu o falosSne pozitivny

o Prietokova tandemova hmotnostna spektrometria (FIA-MS/MS) je
Standardne pouzivana a nepostradatelna metoda pre rychlu profilaciu
acylkarnitinov v suchej kvapke krvi.
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Dosiahnuté vysledky: Aktivita 3.3 Vyskum a vyvoj
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v oblasti metabolomiky

@)

PROBLEM - STANDARDNYM POSTUPOM NEZISTITELNE !
Rovnaky markér pre viac poruch
Interferencie markérov s inymi latkami

Vysledkom absencie chromatografickej separdcie mézu byt vyznamné
interferencie, nejednoznacnost ACC profilu a tym faloSne pozitivne
vysledky, kedZe sa nerozlisuju jednotlivé izoméry ACC markérov, izobary
a pripadné kontaminanty.

RIESENIE - HPLC-MS/MS metéda umozZfiuje rozlidenie jednotlivych
izomérov ACC markérov a ostatnych interferentov
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Dosiahnuté vysledky: Aktivita 3.3 Vyskum a vyvoj

v oblasti metabolomiky

=  C3karnitin m/z 274
Marker pre: - Propionova aciduria
-  Metylmalonova aciduria
Tieto dve ochorenia sa povazuju za FIA-MS/MS nerozlisitelné.
Pri metylmaldénovej acidurii by mal byt zvyseny metylmalonylkarnitin C4DC, m/z 374

Podla dostupnych udajov nie vzdy je u pacientovs MMA hodnota C4DC stanovena FIA-
MS/MS zvysend nad limit.

Metylmalonyl karnitin Sukcinyl karnitin
O O o
~ = " | Karn
O _LKarn o

o i -

CH, | |l||| ;
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Sukcinylkarnitin sa vo vzorkach SKK zdravych kontrol nachadza voci metylmalonyl
karnitinu v nadbytku, koncentracia MMK je u zdravych jedincov velmi nizka az
nedetekovatelna.

HPLC-MS/MS m/z 374
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Dosiahnuté vysledky: Aktivita 3.4 Vyskum a vyvoj v oblasti
bioinformatiky

Anotacia bakteriofagovych gendmov
Bolo sekvenovanych pat bakteriofagov infikujucich kmene rodu
Cronobacter a bola urCena organizacia gendmu.
Bola uréena pribuznost so sekvenciami genémov v databazach na urovni
DNA a proteinov.
Boli urcené gény zodpovedné za hostitelsku Specificitu.
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Dosiahnuté vysledky: Aktivita 3.4 Vyskum a vyvoj v oblasti
bioinformatiky

o Optimalizacia neinvazivnhej metody urcovania trizomie T21 na zaklade
NGS dat

o Navrh neinvazivnej metddy urcovania pohlavia plodu na zaklad NGS dat
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