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Uplatnenie vysledkov projektu

Odhalenie nového bunkového procesu, v tomto pripade mechanizmu transportu a sekrécie
materialu do extracelularneho priestoru, obohacuje nase vedomosti a napomaha posuvat
hranice poznania v ich komplexnosti. Napriek tomu, Ze sa jedna o projekt zakladného
vyskumu, problematika ma nesporné praktické implikacie v buducnosti, obzvlast v
medicine. Poruchy apokrinnej sekrécie najma jej exacerbacia su diferencialnym
diagnostickym znakom u celého radu dermatogénnych nadorov ale aj tumorov mliecnej
Zlazy Ci slinnych Zliaz. Dosial vSak pre tieto klinické pripady nejestvovalo vysvetlenie a
najma nebola znama suvislost danej diagnézy s apokrinnou poruchou. Identifikacia prvych
génov zapojenych do kontroly apokrinného vylu€ovania dava opodstatnenu nadej na
postupné objasnenie priCin onkogénneho ochorenia a jeho suvis s poruchou apokrinného
procesu. Hoci gény odhalené v tejto suvislosti boli najdené u Drosophila, je nutné zdéraznit,
Ze vinna muska je univerzalnym a Siroko pouzivanym modelovym organizmom, a va¢sina
nami objavenych protein-kddujucich génov ma svojho ortoléga aj u cicavcov vratane
Cloveka. Dosial u Drosophila melanogaster bolo zistenych viac ako 900 tzv. OMIM-
spriahnutych dedi¢nych ochoreni, a experimentalna praca na tomto modelovom organizme
zasadnym spdsobom prispela k dblezittmu poznaniu Ci osvetleniu desiatok z nich. NaSe
experimenty zatial viedli k odhaleniu asi troch desiatok génov ovplyviiujucich apokrinnu
sekréciu u Drosophila, a fenotypicka analyza vratane pilotnych Studii interakcii génov jasne
preukazala, Ze nimikddované proteiny su sucastou osobitej signalnej drahy. Postupné a
désledné rozSifrovavanie vzajomnych interakcii medzi identifikovanymi lokusmi a
prislusnymi proteinmi dava opodstatnenu nadej na najdenie kfuc¢ovych suvislosti s inymi uz
znamymi drahami zapojenymi do inych bunkovych procesov a na vysvetlenie viacerych
patogenéz.

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

NajdélezitejSie vysledky z rieSenia projektu mozno zhrnut' do nasledujucich bodov: (1)
odhalenie 29 génov kontrolujucich apokrinnu sekréciu; (2) ur€enie funkcie apokrinného
sekrétu ako imunokompetentnej exuvialnej tekutiny; (3) proteomicka analyza apokrinného
sekrétu; (4) najdenie evolu¢nych vztahov a konzervacie apokrinného procesu v ramcicelej
skupiny Diptera (Brachycera); (5) odliSenie transcytozy od transsudacie; (6) geneticka a
funk&na disekcia signalnej drahy apokrinnej sekrécie od exocytézy a od apoptdzy; (7)
najdenie novych organel (collector saccules); (8) podmienenost mohutnosti apokrinnej
sekrécie od koevolucie niektorych merokrinnych faktorov.

Povazujeme za potrebné konstatovat, Ze pocas rieSenia sa vyskytli zdrzania a posuny
spbsobené jednak Covid pandémiou a karanténnymi opatreniami, ale tiez
nepredvidatelnymi okolnostami, ktoré sa nedaju naplanovat' pri takomto type projektu.
Hlavnym ciefom projektu bolo identifikovat gény zodpovedné za kontrolu apokrinnej
sekrécie a tento zamer bol nielen splneny ale aj prekroCeny, ked zvazime pocet takto
odhalenych génov. Celogenomicky skrining, ktory sme zvolili (vyuZzitie deficienénych kitov,
dele¢ného mapovania, RNAI a identifikacia apokrinnych promaétorov) bol nad o€akavanie
uspesny, pretoze umoznil v priebehu rieSenia projektu postupne identifikovat’ takmer 30
novych a dosial nepoznanych génov. Napriek tomu, Ze gendm Drosophila je kompletne
sekvenovany, vacsina z nich patri do kategoérie tzv. CG-génov t.j. génov bez dosial znamej
funkcie alebo fenotypu. CG-gény boli v ramci genomového projektu najdené resp.
predikovaneé in silico. Az na$ skrining niektoré z tychto CG-génov odhalil ako regulatorov Ci
efektorov apokrinnej sekrécie, a pre viac ako polovicu z nich mame k dispozicii konfirmacné
transkriptomické udaje o ich unikatnej tkanivovo- a temporalne-Specifickej expresii iba v
prepupalnych slinnych Zlazach, kde sa proces apokrinnej sekrécie odohrava. Uspesnost,
najma vytaznost, naSho skriningu v kombinacii s inymi objektivnymi prekazkami
(spominané pandemické opatrenia) spdsobila, Ze niektoré pévodne planované experimenty
(subklonovanie vacésiny identifikovanych génov do transformadnych a expresnych vektorov
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najma pre ucely protein-proteinovych interakénych Studii) sa nestihli uskuto&nit’ v plnom
rozsahu, avSak tieto ciele sa naplfaju priebezne aj v su€asnosti, s ddbrazom na publikovanie
rozpracovanych rukopisov.

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

Crucial achievements of the project can be summarized as follows: (1) uncovering 29 genes
involved in the control of apocrine secretion; (2) identifying function of the apocrine
secretion; (3) proteomic analysis of apocrine secretion components; (4) determining
evolutionary relationships and conservation of apocrine process within entire Muscomorpha
dipterans (Brachycera); (5) discrimination between transcytosis and transudation; (6)
genetic and mechanistic dissection of apocrine secretion signaling pathway from exocytosis
and apoptosis; (7) finding new organelle (collector saccules); (8) dependence of the
robustness of apocrine secretion on the coevolution of specific merocrine factors.

It should be emphasized that in the course of project implementation we experienced some
delays due to Covid pandemics and subsequent shifts in the plan of experiments. In
addition, some temporal shifts in the experiments were caused also by unforeseen events
and unexpected directions of some results. The main goal of the project to identify genes
responsible for apocrine secretion was not only met but we believe it was also extended
over original plans, when considering number of uncovered new genes. Whole genome
screening we chose (deficiency kits, deletion mapping, RNAi and identification of apocrine
promoters) was extremely successful and led to identification nearly 30 new and previously
unknown genes. Even though Drosophila genome is completely sequenced, great majority
of discovered genes fall into the category of CG genes that were originally predicted only by
in silico methods. It was our screen that identified several of these CG-genes as regulators
or effectors of apocrine secretion. For about half of them we posses also confirmatory
transcriptomic data evidencing their tissue- and developmentally-specific expression in
prepupal salivary glands, where and when the process of apocrine secretion takes place.
Significantly greater proportion of genomic screen than originally planned and anticipated
caused some shifts in proposed experiments towards more genes to be identified, and thus
molecular subcloning of cDNA of newly recovered genes was delayed, and some of the
germline transformations and protein-protein interactions studies were not completed.
However, currently we not only continue in fulfilling these plans, but we are also completing
several manuscripts dealing with above described data.
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