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Uplatnenie vysledkov projektu

Komplexny interdisciplinarny vyskum v ramci projektu priniesol vyznamné vysledky s
uplatnenim a presahom vo viacerych oblastiach vyskumu a praxe. Detailnym preStudovanim
cytomorfoldgie a ultrastruktury réznych kmenov patogénnych a potencialne patogénnych
amfizoickych menaviek a ich molekularnou identifikaciou boli zistené vyznamné informacie
dblezité najma pre presnu identifikaciu izolatov vyuzitelnu v klinickej praxi. V pripade
klinickych izolatov bola po ich identifikacii nastavena adekvatna terapia veduca k zlepSeniu
stavu ochorenia u vSetkych infikovanych pacientov. Boli tiez ziskané originalne data o
rozSireni a diverzite potencialne patogénnych environmentélnych kmeriov amfizoickych
améb z vybranych biotopov a vnutornych organov vybranych bezstavovcov, dolezité z
epidemiologického hladiska.

Specificka a $tandardizovana terapia zavaznych protozoarnych ochoreni spdsobovanych
amfizoickymi amébami — primarnej amébovej meningoencefalitidy, granulomatézne;j
amébovej encefalitidy, diseminovanych a kutannych infekcii, amébovych keratitid nebola
doposial vyvinuta. V ramci rieSenia projektu ziskané udaje z testovania cytotoxického u&inku
potencialne amebicidnych zlu€enin, rastlinnych extraktov, fytochemikalii a ich derivatov na
klinickych izolatoch amfizoickych menaviek rodu Acanthamoeba smeruju k praktickému
vyuzitiu a aplikacii vo vyvoji novych terapeutik proti akantamébovym infekciam
(granulomatézna amébova encefalitida, diseminované a kutanne infekcie, akantamébova
keratitida). V niektorych pripadoch bola zistena aj vysoka antineoplasticka a antimikrobialna
aktivita, €o otvara moznosti vyvoja novych terapeutik v dalSich oblastiach medicinske;j
praxe.

Definovanie mechanizmu cytotoxického ucinku identifikovanim cytomorfologickych zmien po
aplikacii zlu€enin je vyraznym prinosom k objasneniu mechanizmov ich u€inku a prispieva k
nasmerovaniu vyvoja novych lieCiv. Zistené rozdiely v citlivosti pouzitych izolatov na
aplikované zlu€eniny upozoriuju na doleZitost’ nastavenia adekvatnej terapie v klinickej
praxi, ktoru bude potrebné Specifikovat podla jednotlivych pripadov. V tomto zmysle je
vyznamna aj zrealizovana molekularna identifikacia genotypov izolovanych kmeriov.
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Originalne nové zistenia o architekture steny cyst akantaméb prispievaju k vyvoju stratégii
proti akantamébovym infekciam so zameranim na inhibiciu syntézy celul6zy.

Ziskané udaje maju praktické vyuZitie v humannej medicine, najma v nasmerovani vyvoja
novych lieCiv za u€elom terapie ochoreni spésobovanych amfizoickymi menavkami ako aj v
preventivnych opatreniach na zabranenie vzniku a Sirenia ochoreni spdsobovanych tymito
patogénmi. Uplatfuje sa tak prepojenie vedecko-vyskumnej experimentalnej ¢innosti a
praktického vyuZzitia ziskanych poznatkov najma v oblastiach epidemiologie, diagnostiky
amébovych infekcii v klinickej praxi, terapeutickych postupov infekcii amfizoickymi
menavkami a preventivnych opatreniach na zabranenie vzniku ochoreni. Niektoré zo
ziskanych vysledkov su aplikované aj v pedagogickom procese o ¢om svedci publikovanie
vysoko8kolskej uebnice klinickej parazitologie.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v slovenskom jazyku
(max. 20 riadkov)

Stanovené ciele projektu boli splnené. Boli ziskané originalne a komplexné vysledky v
oblasti vyskumu potencialnych amebicidnych zluc¢enin s perspektivou vyuZzitia ako lie€iv
akantamébovych infekcii, vratane vysledkov metaanalyz su€asnych poznatkov o
terapeutikach a biologicky aktivnych rastlinnych zloZkach. Boli pripravené a vyselektované
extrakty z vybranych organov viacerych druhov rastlin (Cotinus coggygria, Mentha piperita,
Mentha longifolia, Mentha villosa, Origanum vulgare, Artemisia glabella, Lycopus exaltatus,
Lycopus europaeus, Tanacetum spp., Lycium sp., Calendula sp.), vratane identifikacie a
kvantifikacie bioaktivnych zli€enin v extraktoch a definovania ich antineoplastického a
antimikrobialneho ucinku. Pripravené boli 2 derivaty kyseliny rozmarinovej, ktora je
vyznamnou zloZkou tychto extraktov. Bol definovany cytotoxicky efekt a dynamika
amebicidneho uc&inku sérii vybranych potencialne amebicidnych zlu€enin (zwitteribnovych a
katidonovych tenzidov, rastlinnych extraktov, derivatov fytochemikalii) na klinickych izolatoch
rodu Acanthamoeba. VSetky z celkovo otestovanych 43 zlucenin (29 alkylfosfocholinov, 3
stilbazéliové soli, 2 fytochemikalie a ich 6 derivatov — fosféniovych soli, metronidazol a
dalSie 3 fosfoniove soli) a 7 rastlinnych extraktov prejavili inhibi¢ny u¢inok na mnozenie
patogénnych izolatov akantaméb. Vysoka amebicidna, ale aj antibakterialna, antimykoticka
a antineoplasticka aktivita niektorych zlu¢enin nasvedCuje ich terapeutickému potencialu a
buducemu moznému vyuzitiu v klinickej praxi. Zaznamenané cytomorfologické zmeny
buniek akantaméb po aplikacii zlu€enin su prinosom k objasneniu mechanizmu ucinku
testovanych zlu€enin. Zistené rozdiely v citlivosti izolatov akantaméb na amebicidne
zlu€eniny upozornili na potrebu zvySenej pozornosti pri nastaveni adekvatnej terapie v
klinickej praxi.

Boli zistené nové vyznamné udaje o cytomorfoldgii akantaméb, najma o architekture a
formovani vysoko rezistentnej steny cyst, platné pre cely rod Acanthamoeba, vratane prvych
udajov o aktivite mikrotubularnych sieti u nezrelych cyst a aktivite filamentézneho aktinu v
neskorych fazach encystacie. Encystacia akantaméb bola v takomto rozsahu preskimana
po prvykrat. Bola formulovana hypotéza, ze klastre intramembranovych partikul na
cytoplazmatickej membrane predstavuju komplexy, formujuce celulézové mikrofibrily.

Boli ziskané nové udaje o morfoldgii a ultrastrukture nedostatone definovanych genotypov
patogénnych a potencialne patogénnych amfizoickych menaviek z environmentalneho aj
klinického materialu, vratane molekularnej identifikacie 9 novych klinickych izolatov z
uzemia Slovenska. Identifikacia, nové opisy a rieSenie taxonomickych otazok su prinosom
pre vedecky vyskum ako aj klinicku prax. Ziskané udaje o diverzite a rozSireni potencialne
patogénnych kmeriov (Thecamoeba quadrilineata, Vermamoeba vermiformis,
Acanthamoeba spp., Sappinia sp. a dalSich) su vyznamné z epidemiologického hladiska.
Noveé udaje o vhodnych kultivacnych médiach su vyuzitelné v praxi na izolaciu kmenov z
réznych biotopov. V priebehu rieSenia projektu bolo realizovanych 13 diplomovych prac (6
uspesSne ukonéenych obhajobou) a 6 dizertaénych doktorandskych prac (2 uspesne
ukon&ené obhajobou), podfa planu bolo vytvorené postdoktorandské miesto pre jednu z
doktorandiek po uspeSnom ukonceni Studia.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia ciel'ov projektu v anglickom jazyku
(max. 20 riadkov)

The set goals of the project were met. Original and comprehensive results have been
obtained in the research field on potential amoebicidal compounds with a perspective on
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their use as drugs for infections caused by acanthamoebae, including the results of meta-
analyses of current knowledge about therapeutics and biologically active plant components.
Extracts from selected organs of several plant species (Cotinus coggygria, Mentha piperita,
Mentha longifolia, Mentha villosa, Origanum vulgare, Artemisia glabella, Lycopus exaltatus,
Lycopus europaeus, Tanacetum spp., Lycium sp., Calendula sp.) were prepared and
selected, including the identification and quantification of bioactive compounds in the
extracts, and definition of their antineoplastic and antimicrobial effect. Two derivatives of
rosmarinic acid, which is an important component of these extracts, were prepared. The
cytotoxic effect and dynamics of the amoebicidal effect of series of selected potentially
amoebicidal compounds (zwitterionic and cationic surfactants, plant extracts, phytochemical
derivatives) on clinical isolates of the genus Acanthamoeba were defined. All of the total 43
compounds tested (29 alkylphosphocholines, 3 stilbazolium salts, 2 phytochemicals and
their 6 derivatives - phosphonium salts, metronidazole and other 3 phosphonium salts) and
7 plant extracts showed an inhibitory effect on the multiplication of pathogenic
Acanthamoeba isolates. The high amoebicidal as well as antibacterial, antimycotic and
antineoplastic activity of some compounds indicates their therapeutic potential and future
possible use in clinical practice. Recorded cytomorphological changes of cells of
acanthamoebae after application of the compounds are helpful in elucidating the mechanism
of action of the tested compounds. The observed differences in the susceptibility of
Acanthamoeba isolates to amoebicidal compounds highlighted the need for caution in
setting up adequate therapy in clinical practice.

Significant new data valid for the whole genus Acanthamoeba have been detected on the
cytomorphology of acanthamoebae, in particular on the architecture and formation of the
highly resistant cyst wall, including the first data on microtubular network activity in immature
cysts and filamentous actin activity in late encystment stages. The encystment of
acanthamoebae was examined to this extent for the first time. The hypothesis that clusters
of intramembranous particles on the cytoplasmic membrane represent complexes forming
cellulose microfibrils has been formulated.

New data were obtained on the morphology and ultrastructure of insufficiently defined
genotypes of pathogenic and potentially pathogenic amphizoic amoebae from environmental
and clinical material, including molecular identification of 9 new clinical isolates from
Slovakia. Identification, new descriptions and solutions of taxonomic issues are beneficial for
scientific research as well as clinical practice. The data obtained on the diversity and
distribution of potentially pathogenic strains (Thecamoeba quadrilineata, Vermamoeba
vermiformis, Acanthamoeba spp., Sappinia sp. and other species), are important from an
epidemiological point of view. New obtained data on suitable culture media can be used in
practical isolation of strains from various habitats. During the project, 13 diploma theses (6
successfully completed) and 6 doctoral dissertations (2 successfully completed) were
realized. According to the project plan a postdoctoral position was created for one of the
doctoral students after successful completion of her studies.
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