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Nazov pracoviska, na ktorom bol projekt rieSeny

Biomedicinske centrum SAV - Virologicky ustav

Nazov a stat zahrani¢éného pracoviska, ktoré spolupracovalo pri rieSeni

V projekte sme nemali zahrani€nu spolupracu.

Udelené patenty/podané patentové prihlasky, vynalezy alebo uzitkové vzory, ktoré su
vysledkami projektu

Zatial nie su vystupy duSevného vlastnictva. V pripade zaujmu od vyrobcu TF mame v
plane pripravit Standardny operaény postup pre validovanu inovovani metodiku stanovenia
biologickej aktivity TF.

Najvyznamnejsie publikacie (knihy, élanky, prednasky, spravy a pod.) zhriiujuce
vysledky projektu — uved'te aj publikacie prijaté do tlace

- Kempova V., Zatovi¢ova M., Kajanova I., Jelenska L., Klimko L., Kopacek J. Zelnik V.
(2020) Obstacles and limitations of transfer factor biological activity assay design. Acta Virol.
64(3):271-275. doi: 10.4149/av_2020_303

- Zuniga-Navarrete F., Zavala-Meneses SG, Zelnik V, Kopacek J., Skultety L (2001) Initial
proteomic characterization of IMMODIN, commercially available dialysable leukocytes
extract. Chem. Pap. doi: 10.1007/s11696-020-01467-w

Uplatnenie vysledkov projektu

Jednym z cielov projektu bol vyvoj inovovanej metodiky sledovania biologickej aktivity
transfer faktora (TF). Nami vyvinutéd metodika je zaloZena na teste proliferacie buniek Jurkat
vnimavych na uginok TF. Metodika umozfiuje meranie flurescenéného signalu v realnom
Case, o mOzZe byt vyuZité nielen pre koncové stanovenie aktivity TF ale aj pre Studie
kinetiky posobenia TF na cielové bunky. Tuto novu metdédu stanovenia biologickej aktivity
TF a jeho komponentov sme Uspesne pouzivali vo viacerych experimentoch uskutonenych
v ramci realizacie vyskumnych aktivit projektu. Uspe$né zavedenie tejto inovovanej metody
do praxe je zavislé od zaujmu finalneho odoberatela — farmaceutickej spolo¢nosti
produkujucej komercné preparaty TF a jeho ochote nahradit metodu vo svojej registracnej
dokumentacii pripravku. V takom pripade bude potrebné metédu plne validovat a rieSitel
projektu je pripraveny vypracovat relevantny Standardny operacny protokol a ostatné
dokumenty.
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Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v slovenskom jazyku
(max. 20 riadkov)

Hlavnymi cielmi projektu boli detailnejSia charakterizacia viac-zlozkového
imunostimula¢ného lie€ivého pripravku transfer faktora (TF), vplyv jeho pésobenia na
molekularnej Urovni a vypracovanie inovovanej metédy stanovenia jeho biologickej aktivity.
Studiom diferencialne exprimovanych génov metédami micro-array sa nam podarilo
identifikovat bunkové signalne drahy vrodenej imunity, ktoré ovplyviuje pdsobenie TF. Z
uzSie selektovanych diferencialne exprimovanych génov sme sa sustredili na gén IFl44
kodujuci protein indukovany interferonom 44, ktory je malo prebadany protein zahrnuty v
drahach vrodenej imunity. Novo vyvinutou metddou kvantitativnej RT-PCR sa nam podarilo
potvrdit rozdielnu expresiu génu IFl44 v réznych bunkovych systémoch (lymfoidné bunky
Jurkat, THP-1, HL60) vratane ex-in vivo kultivovanych periferalnych krvnych
mononuklearnych bunkach od zdravych donorov, ktoré boli vystavené pdsobeniu TF.
Zlozenie komeréne dostupného preparatu TF bolo detailne analyzované proteomickymi
metodami. Napriek komplexnému zlozZeniu tychto preparatov TF bolo mozné identifikovat
fragmenty proteinov, ktoré boli spoloéné pre viaceré preparaty TF. Proteomické analyzy
preparatov TF, ktoré identifikovali proteiny zahrnuté v drahach vrodenej imunitnej
odpovede, su v sulade s vysledkami micro-array analyz diferencialnej expresie génov a
identifikovanymi drahami suvisiacimi s odpovedou na pdsobenie TF.

Vysledky projektu boli zatial publikované vo dvoch vedeckych pracach v domacich
karentovych ¢asopisoch registrovanych v databazach Web of Science a PubMed.

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

The main objectives of the project were a more detailed characterization of the multi-
component immunostimulatory drug transfer factor (TF), the impact of its action at the
molecular level and the development of an innovative method for determining its biological
activity. By studying differentially expressed genes by micro-array methods, we were able to
identify cellular innate immune signalling pathways that are affected by the action of TF.
From the down-selected differentially expressed genes, we focused on the IFI44 gene
encoding the interferon 44-induced protein, which is a less characterized protein involved in
innate immune pathways. The newly developed quantitative RT-PCR method confirmed the
differential expression of the IFI44 gene in different cell models (Jurkat lymphoid cells, THP-
1, HL60), including ex-in vivo cultured peripheral blood mononuclear cells from healthy
donors exposed to TF. The composition of a commercially available TF preparation was
analysed in detail by proteomic methods. Despite the complex composition of these TF
preparations, it was possible to identify protein fragments that were common to several TF
preparations. Proteomic assays of TF preparations identified proteins involved in innate
immune response pathways and the results are consistent with the results of micro-array
analyses of differentially expressed genes and with identified pathways associated with the
TF response.

The results of the project have been so far published in two scientific papers in domestic CC
journals registered in the Web of Science and PubMed databases.
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