Pracovisko a vyskumny zamer fakulty
Ustav lekarskej a klinickej biochémie a Labmed, .d&JS LF v Kosiciach

Podiel pracoviska na vyskumnom zamere fakulty

STRUKTURALNA DYNAMIKA A MOLEKULOVE INTERAKCIEV ZIV  YCH
SYSTEMOCH POD VPLYVOM ENDOGENNYCH A EXOGENNYCH FAKT OROV

Taziskovy smer: Onkologicky, Metabolomicky

SpracovaliM. Marekova, J. Guzy, P. Urban

Obsah

1. SUCASNY STAV PROBLEMATIKY ..ottt ettt 1..
2. VLASTNY PRINOS K SW@CASNEMU STAVU PROBLEMATIKY ...covoovieiririreie e 3
3. ZDOVODNENIE A ANALYZA REALNOSTI VEDECKYCH CIEOV .......cooveveeeee. 4
4. VEDECKE CIELE .....uiiiiiiii ettt ettt st eteses et e ete et s saesnestastesnessreesen e 5
5. KONKRETNY NAVRH POSTUPU NA DOSIAHNUTIE VEDECKYCHCIELOV......... 5
6. INFRASTRUKTURA VYSKUMU NA PRACOVISKU ......oiioeeeieriieeeeeeeee e 7
7. POTENCIALNY SPOL@ENSKY PRINOS ......oooiiieeeeeee ettt 7

Projekty rieSené na Ustave su realizované v ramchtéiastkovych orientacii, a preto je
¢lenenie na podkapitoly:

A. Fluorescertna spektralna charakterizacia komplexnych zmesi

B. VyuZzitie molekulovo-biochemickych metdd pri diagnoske ochoreni

C. Studium ovplyvnenia biochemickych funkcii subcelulénych &astic (finkom
cudzorodych latok

1. SUCASNY STAV PROBLEMATIKY

A. Fluorescertna spektralna charakterizacia komplexnych zmesi

Fluorescencia patri medzi najuniverzalnejSie apoifhlivejSie metody Stadia Zivej hmoty a
procesov v nej prebiehajdcich. Ide o neinvazivrtdau interakcie svetla s hmotou.égia molekul
pritomnych v Zivych systémoch po interakcii so elreiu energiou je schopna sekundarne sama
produkova vlastné svetlo (fluorescencia, fosforescencidjomnalyzou dostavame bohaté informacie
o ich Strukture a jej zmenach, dynamike a chemickiterakciach kicovych molekul v bunkéach
Zivych systémov. Toto je podstatou mnohych novodbbydiagnostickych metod. Vyvoj
fluoresceinych znaiek, sond a v poslednom obdobi aj tzv. biosenzovgtvara predpoklady na
eSte intenzivnejSie uplatnenie fluoresggreh technik v diagnostike.

V¢asna detekcia tumorov a kancerogénnych procesooguu fluorescemych spektier ma dnes
dominantné postavenie najma pri karcindbmochkawého mechura vyuZivajuc pritommiosyseliny
aminolevulovej (ALA) ako markera v kombinécii sol&tnym typom fluorescénej endoskopie.
Vyhodné skenovanie autofluorescencie povrchov kmteocou 3-D matrice fluoresaarého spektra
umoziuje objektivne identifikova Iézie a kozné tumoryVelmi efektivne je aj diagnostické
uplatnenie  sofistikovanych fluoresemych technik v gynekolégii. Casté je  StGdium
autofluorescencie cervikalneho tkaniva najma poptéziach a dysplaziach. Emisné fluorescen
spektrum tu umailje vypracova efektivne diagnostické algoritmyEndogénna fluorescencia
normalneho a maligneho tkaniva paZzeraka meranditpougondy s optikou sklenenych vidkien
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ukazala zhodu s klasickym bioptickym vySetrenilgmTsa stalo redlne stanovenie diagnézy bez
biopsie.Vyznamnou obla®u uplatnenia luminiscénych spektier je dokaz vzniku aduktov DNA a
genotoxickych latok - biomarkerov a indikatorovzika vzniku rakoviny. Ide najma o tzv. PAH
(polyaromatic hydrocarbons). Takymto sp6sobom bmahitorovani napr. aj prisludnici armady USA
v konflikte v Kuvajte v roku 1991Autofluorescencia je vSeobecne vyhodn& na rozéSearmalnych

a kancerdznych buniek.

DalSie aplikacie fluorescénych a luminiscetnych technik vo vdeobecnej biochémii st také
rozsiahle, Ze ich len stfme vymenujeme, napr. biologické membrany, apoptéxaativny stres,
Studium mitochondrii a \mych radikalov, enviromentalnych biomarkerov, nel@generativnych
ochoreni, kvalitativna a kvantitativna identifikédiekov a drog.

B. Vyuzitie molekulovo-buiochemickych metdd pri diggnostike nadorovych ochoreni

V poslednych rokoch doSlo k vyraznému pokroku vhapeni molekuldrnych mechanizmov,
veducich k vzniku nadorov a ich metastazovania.e@kaktivacie protoonkogénov, nekontrolovana
proliferacia buniek taktiez vyZaduje likvidaciu reiynych regulénych drah alebo génov, ktoré ich
koduju. V ostatnych rokoch boli identifikované dggny suvisiace s genetickou predispoziciou
k rakovine prsnikov a ovarii, BRCA1 a BRCAZ2.

Tento objav viedol k zvySeniu zaujmu lekérskej ymosti 0 molekulové metddy detekcie
predispozicii¢o viedlo k narastu genetickych vySetrenid®ISim génom, u ktorych bola dokazana
suvislos' s rakovinou ovarii patri CA125/Mucl6. Senzitivishto markera bola zniZzena o050 %
u pacientok v ranych Stadiach ovarialneho karcinérauySena hladina CA125 bola taktiez
detekovana pri endometri6ze, adenomyéze, ochofenpmene, pankreatitide, peritonitide a pri
mnohychdalSich procesoch. Okrem CA125, ktorého hladina gmitorovana v pripadoch rodinnej
anamnézy a rizikovych skupin Zien, pripadne prdosianie UspeSnosti tiby ¢i relapsu prakticky
neexistuje marker, ktory by bol Specifickejsi di#Si pri skriningu karcindbmu ovérii. Dosiahlo sa
nieka’ko d'ubnych vysledkov napriklad pri Stadiu kalikreinavSak ani v kombinacii s CA125 tieto
markery nesfiiaju pozadované parametre pre globalny skrining.

Z faktu, Ze rakovina vajmikov, tak ako mnohéfalSie typy karcindmov, je zavisla od
angiogenézy, mozeme predpokladexistenciudalSich vhodnych biomarkerov &shujucich sa
procesu angiogenézy nadorového tkaniva. Hladingligeh nadorovych vaskularnych markerov pre
skrining rakoviny vajénikov musia vykazowua vyrazne odliSnd hladinu expresie v priebehu
prirodzenej fyziologickej angiogenézy Zenskych ogjpkénych organov oproti karcinogenéze. Tieto
podmienky sfhajd: adlican, COL11A1, GMP6B a DR6, ktoré vykazajli — 350 nasobné zvy3enie
expresie pri karcinomeorpus luteumendometria a placenty. Ako producenti tychto reesk sa
ukazali nielen endotelidlne bunky nadoru, ale aku#arne leukocyty a populécie perivaskularnych
buniek.

C. Stadium ovplyvnenia biochemickych funkcii subcellarnych &astic (inkom
prirodnych a cudzorodych latok

Biologicky aktivne molekuly (antioxidanty, antibike,, prirodné latky flavonoidného charakteru)
zasahuju do biochemickych proces@asto nezndmym mechanizmom. Kim je najg vhodny model
Zivého systému na baze subcelularnydfastic (najmd mitochondrii) s moZiios ¢o
najjednoduchsieho vyhodnotenia biologickych a béwmsttkych efektov nezndmych latok.

Zamerali sme sa nha Studium biologickéh&inku stobadinu [(-)cis-2,8-dimetyl-2,3,4a,5,9b-
hexahydro-14-pyrido(4,3b)-indol, ktory bol pre sgprotektivne &inky experimentalne testovany
voéi oxidatnému stresu. Kardioprotektivnetidky stobadinu su vysledkom jeho antioxidéch
vlastnosti, zaloZzenych na pyridoindolovej Struktémelekuly. V neskorSich pracach bola pozothos
sustredend na monitorovanie protektivneho efektibastinu pdas oxid&nych procesov v nervovom,
resp. v mozgovom tkanive. Vplyv stobadinu za podiwkehemoreologie po celkovej ischémii mozgu
psov popisal Pomfy a kol.. ZniZzenu peroxidaciudiipi v homogenatoch mozgového tkaniva zajacov
pozorovala Luké&ova a kol.. Stefek a kol. za podmienok alloxanodukovanej peroxidacie lipidov
pozoroval protektivny efekt stobadinu. Zname sk Gidaje o radioprotektivnom efekte stobadinu.
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Vychadzajuc z udajov o kardioprotektivnych viastiamh tejto latky, pokuasili sme sa
na experimentdlnom modeli definovaného Zivého systé mitochondriach myokardu zajacov a v
krvi - Studova& mechanizmus tohtocinku poin vivo aplikacii stobadinu v davke 2 mg/kg vahy. NaSe
vysledky ukazali, Ze stobadin-hydrochlorid podavawmylavke 2 mg/kg Zivej vahy znizuje
kardiotoxicky efekt izoproterenolu (1 mg/kg) ta poukazuju znizené hodnoty enzymovych aktivit
AST, CPK, LDH a ALT.Dalej sme Studovali vplyv stobadirim vivo na respiraciu, hladiny ATP,
malondialdehydu (MDA) a superoxiddizmutazy (SODnkochondriach myokardu. Aktivity AST,
CPK a LDH v krvi po aplikacii stobadinu boli sigikéintne zniZzené. Dychanie a aktivita SOD boli
inhibované v srdcovych mitochondriach, zhtim hladina MDA bola zvySena a nedoSlo k zmene
aktivity ATP. Na zaklade uvedenych vysledkov ngbaivrdeny kardioprotektivny efekt stobadinu pri
ochrane mitochondrii myokardu. Ochranna uloha stivhapri kardiovaskularnych ochoreniach je
pravdepodobne oVa komplexnejSia a prebieha na Urovni celého orgauniz

V buducnosti sa chceme zaméra Stadium vplyvu najméa prirodnych antioxidantavskupiny
flavonoidov (kvercetin dalSie) a syntetickych chalkdnov na oxidé procesy v mitochondriach.
Flavonoidy tvoria skupinu viac ako 4 000 prirodiaevyskytujucich latok, ktoré s pritomné prevaZzne
v potravinach rastlinného pévodu. Mnohé znich majiiokd Skélu biologickych dinkov,
antioxida&né vlastnosti nevynimajuc. Antioxitlay efekt flavonoidov je zaloZeny na ich schopnosti
vychytava® vorné radikaly, donory vodika, zhd@®a singletového kyslika, alebo chelatotvorné
metaloiony. Jednym z najviac rozSirenych prirodniyatonoidov je kvercetin, ktory sa nachadza vo
ve’kom mnoZstve v ovoci a v zelenine. Preto chcemeeransvoju pozornas na Studium vplyvu
quercetinu na oxiday stres. Chalkdny su syntetické latky so Strukigpodobnou flavonoidom. Ich
ucinok moéze by jednak protektivny ale aj prokancerdzny. Studigohto latok je zaujimavé najma
s oifadom na moznosti ich vyuZitia v protirakovinovepigi.

2. VLASTNY PRINOS K SUCASNEMU STAVU PROBLEMATIKY

A. Fluorescertna spektralna charakterizacia komplexnych zmesi

Dlhorocné skusenosti s luminisagrymi  technikami na pracovisku viedli k rozpracowani
i vlastnému vyvoju Spkovych technik pre potreby biochemického, biologiod, biofyzikalneho a
farmakologického vyskumu s realnymi diagnostickywyistupmi. Bol vyvinuty unikatny postup
vyuZzitia synchrénnych fluorescé&mych spektier pre nio ale aj iné biologické tekutiny, ktory z&uwje
okamzitt identifikaciu exogénnych aj endogénnyctologickych zloZiek. Systém umbdje vytvara
trojrozmerné fluorescéné matrice a spracowarafickl definiciu zloZenia néo za normalnych a
patologickych podmienok.

Vyznamnou obla®u s pokréilymi poznatkami je aplikacia pdtacového vyhodnocovania
proteindrie po elektroforetickej separéacii proteil®DS-PAGE). Kombinécia tejto techniky a 3-D
synchronnych fluorescénych spektier je novym prvkom v diagnostike neftopd@okroky v tejto
oblasti boli dosiahnutédiaka aktivnej spolupréaci s Klinikou pre deti a dor&spokrcgilom Stadiu je
fluorescexiné monitorovanie dynamiky biologickych membran mitondrii pri roznych endogénnych
a exogénnych vplyvoch (napr. toxickeé latkygiig). Mechanizmus reakcie biologickych membran na
takéto vplyvy je selektivne Specificky pre jediadl latky ¢i fyzikalne efekty.V spolupraci s Il.
Gynekologicko-porodnickou Klinikou je rozpracovandiagnostické vyuZzite fluoresc&mého
fingerpritu pri diagnostike réznych gynekologickyatalignit.

B. Vyuzitie molekulovo-buiochemickych metdd pri diggnostike nadorovych ochoreni

Stanovenie expresie vaskularnych markerov (VM) vif@ae] krvi pacienta patri k menej
za’azujucim vySetreniam, ktoré méze doporhpodrobne diagnostikovgednotlivé typy karcinbmov
prsnika, ovéari a nimvého mechudra. DoterajSie Studie detegovali pritmhnVM priamo v
postihnutom tkanive, periférnej a pripadne umbifik@ krvi na malom péte pacientov. Zistili
vyrazne zvySenu hladinu expresie génov pre dankemnana rozdiel od zdravych jedincov.
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Existuje uUzky vZah medzi hladinou angiogenézy a tvorbou metastaprigade nadorového
bujnenia méze ki angiogenéza spustend poruchou rovnovahy medzogémiymi aktivatormi a
inhibitormi. Preto je dblezité potvittalebo vyvrati korelaciu zmeny hladin mRNA vybranych génov
zWashujucich sa neoangiogenézy na molekulovej Urovnin®@Zstvom odpovedajlcich proteinov v
periférnej krvi pacientov.

Detekcia TVM je mozZzna vysoko citlivymi metédami rekililovej diagnostiky. V siasnosti
sledujeme expresiu génov (DR6, GPM6B) v periférkmji gynekologickych pacientiek a nase
vysledky naznéuju zvySenu hladinu ich expresie. Planujeme sledlayaxpresiu inych TVM (napr.
FOXM 1, anexin 2) v spolupraci s Urologickou kliaik Pre sledovanie hladin mRNA prislusnych
génov vyuzijeme RT-PCR. Vo vzorkadch so zvySenopresiou mRNA nasledne stanovujeme
hladiny prislusnych proteinov metédou Western Blot.

C. Stadium ovplyvnenia biochemickych funkcii subcellarnych &astic (inkom
cudzorodych latok

V oblasti Studia oxidativneho stresu sme zistilbtpktivny @&inok stobadinu a kvercetinu na
izoproterenolom, resp. daunorubicinom poSkodeny kargb Zaznamenali sme signifikantny
protektivny @inok stobadinu tak na poSkodeny myokard ako i adihl{y enzymov AST, CK a LDH.
Uvedeny efekt sme Studovali aj na subcelularneyniroteda na mitochondriach. Sledovali sme
respiraciu mitochondrii a enzymové aktivity SOD @RA&zy. Na arovni mitochondrii sa protektivny
Gcinok stobadinu nepotvrdil.

Dalej sme Studovali vplyv kvercetinu na daunorulininposkodeny myokard. Efekt na Grovni
mitochondrii bol potvrdeny ako protektivny tym, dledovana respiracia a enzymové aktivity (ATP-
aza, glutation peroxidaza a glutation reduktdzg)asaplikacii kvercetinu vracali k norme.&&alSom
sme sa zamerali na Stadium efektu kvercetinu nacptamolom poskodenu qm#. Efekt sme
sledovali na p&novych mitochondriach.

3. ZDOVODNENIE A ANALYZA REALNOSTI VEDECKYCH CIE LOV

Fluorescetiné fingerprinty moéu maju realny diagnosticky vystup v nefrolégi, gholégii a
uroldgii. Bude pokréova’ aj v monitorovani menej beznych telovych tekufipr. slzy, pot,
exsudaty) vo wahu ku konkrétnym diagnézam na zistenie ich mokého mechanizmu s
diagnostickym prinosom preime, kozné lekarstvo, onkolégiu, ale aj internd rogdi ¢i chirurgiu
(napr. identifikacia kyseliny 5-hydroxyindoloctoyé&tora je markerom akutnej apendicidy).

Pribudne aplikacia fluorescendievivos pokusmi na klinickom materiali, napr. pri mandvani
kvality transparentnosti So3oviek; identifikaciaekeincer6z pokozky (fluorescara identifikacia
nadorovych buniek). Polktava’ sa bude v aplikacii fluorimetrickych techniik vitro na graficka
definiciu telovych tekutin (m krv, slzy, cervikalny hlien a in€) a ich diagrioké vyuZitie.

Prinos modernych biochemicko-molekulovych metdoisgm v moznosti potvrdenia detekcie a
presnejSej charakterizacie Stadia rakoviny neirwsmhi fluorescetinymi vySetrovacimi metédami
telovych tekutin s moznésu praktického vystupu pri rutinnom vySetreni vepehu preventivnych
prehliadok.

Stadium oxid&ného stresu bude zamerané na vyskum vplyvu vybhamgmobiotik (napr.
chalkény) na izolované srdcové atagoveé mitochondrie. Nasledne sa chceme zathegastudium
antioxid&nych vlastnosti niektorych prirodnych latok (flaeaiov) a syntetickych latok
pozorovanych na Grovni mitochondrii. Stadium chceemizova sledovanim dynamiky a futkej
schopnosti mitochondrii. Meranim respiracie, hladaktorych enzymov (ATP-aza, SOD, GR, GPX)
a sledovanim poskodenia DNA. Sledovanie fumdsti mitochondrii chceme potvedpouzitim tak
fluorescexinych analyz ako aj histologicky.
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4. VEDECKE CIELE

A. Fluorescertna spektralna charakterizacia komplexnych zmesi

— vypracovanie grafickej definicie (fluores¢e matrice, fingerprinty) biologickych materialov
a diagnostika prekanceroznych stavov na zaklade&pgch fluorescetnych meranin vivo
v Uzkej kooperacii s klinickymi pracoviskami;

— vypracovd algoritmy vyhodnocovania fluoresagych matric biologickych materialov pri
konkrétnych fyziologickych a patologickych stavoch;

— aplikacia fluorescamych technik v diagnostike vivo (napr. gynekoldgia, urolégia);

— spresiova’ fluoresceiny monitoring subcelularnych procesov s prihliadmuba biologicku
membranu aich dynamiku pri norméalnych a patologibk stavoch s vyuZitim sel&kych
sond.

B. VyuZitie molekulovo-buiochemickych metdd pri diggnostike nadorovych ochoreni

— overit a potvrdi pouZitie novych vybranych tumor vaskularnych maoke (TVM)
Specifickych pre rézne onkologické ochorenia (ngpgnekologické, urologické);

— sledovanie expresie 3Specifickych génov pre pregnaji&enie Stadia, uUspe3nosti di®y
pripadne regresiu tumorov;

— korelacia vysledkov merani fluores¢egich matric a sledovanie vysledkov zmien expresie
TVM umozni monitoring vplyvu terapie a odhalenieipadnej recidivy,éo prispeje ku
skvalitneniu Zivota pacientov a presnejSej progratereni.

C. Stadium ovplyvnenia biochemickych funkcii subcellarnych &astic (inkom
prirodnych a cudzorodych latok

— preStudové antioxida&ny efekt vybranych flavonoidov komplexne na celgamizmus a s
pouzitim réznych metodickych postupov, najma flseestnych spektier;

— zamerd sa na cieleny vyber takych flavonoidov a chalkgridaré budu vykazovanajv&sie
antioxidané &inky;

— latky s najvyraznejSimi antioxidaymi vlastnogami podrobime podrobnejSej analyze s
cielom charakterizowalcinok antioxidantu komplexnejsie.

5. KONKRETNY NAVRH POSTUPU NA DOSIAHNUTIE VEDECKYCH
CIELOV

A. Fluorescertna spektralna charakterizacia komplexnych zmesi

Pre rychly postup je doélezité pristrojové a metkélizazemie pracoviska. Zariadenie LS 55
umoznuje rohli nadStandardné luminiscare, fluorescetné, fosforescame, bioluminiscetné a
chemiluminiscetiné merania biologickych tekutin, buniek, tkanivktych povrchov (sliznice, koZza
a podobne).

Fluorescetiné spektra typu synchronnej fluorescencie, poleiézfluorescencie, zhaSania (time
resolved) fluorescencie s vysokou presionosa citlivogou, v Sirokom spektralnom rozsahu 200 - 900
nm spracované vykonnym gitacom do trojrozmernej podoby umafu intramolekularny pdtad na
dynamiku chemickych a fyzikalnych procesov v binmeanolekulach, biologickych membranafj

5



Pracovisko a vyskumny zamer fakulty

Ustav lekarskej a klinickej biochémie a Labmed, .d&JS LF v Kosiciach

bune&nych organelach, jednotlivych bunkéch i celych tkaoh. Mikroperfazne zariadenie uninge
Studova a simulovd normalne i patologické procesyvitro. Pouzivané metddy:

— trojrozmernéexcita’né a emisnéspektrd s vysokym rozliSenim — tosanie pritomnosti
prirodnych fluoroférov v biologickych materialoch;

— trojrozmerné synchronne fluorescéné spektravo forme vrstevnicovych méptzv
synchronny fluoresceény fingerprint (3-D SFF), (priorita pracoviskayhodné zvlag na
analyzu komplikovanych zmesi (telové tekutiny, fakwlogické a kozmetické pripravky,
uréenie originality a kontrola kvality produktu, Stadi stability biologickych materialov);

— anizotropia - meranigolarizacie fluorescencie- interakcie biomakromolekudl s inymi
molekulami (interakcie receptorov a signal. molekalechanizmus interakcie antigén -
protilatka," rozb&ovanie a zbiovanie" molekul proteinov a nukleovych kyselin, j@m
mechanizmy enzymovej katalyzy, molekul. dynamikal.bimembran, transport cez
membrany, interakcie na membranach;

— fosforescencia- zh&Sanie fluorescencie time resolved fluorescence Trojrozmerny
pcocitatovy zdznam "odoznievania - zhaSania" fluoregného signalu (v mikro- az
milisekundach). Aplikacia - jemna charakteriza@holia fluoroférov v bunkach a
bune&nych organelach - tenie jeho polarity, pH, typu interakcie;

— chemiluminiscetné merania- Stadium jemnych mechanizmov a energetiky nigkto
biochemickych reakcii;

— aplikacia fluorescetnych zndiek (fluorescence labeling) a ich interakcie naphuskami,
bunkovymi organelami, vnatrobuérgym Struktirami;

— moznos fluorescedného skenovania (synchrénne spektra) pevnych povrgukoZky,
vnutornych sliznic - unikatne metédylvei véasného diagnostikovania prekancer6znych
stavov zndme doteraz len z vojenského vyskumu USA;

— pouZitie Standardnej vysokéiinej kvapalinovej chromatografie (HPLC) na
frakcionaciu malych mnoZstiev biologického materiglotrebného pre blizSiu
identifikaciu molekul;

— praktickd moznas kombinovania menovanych spektralnych fluoregogoh technik s
pozorovanim pod mikroskopom, HPLC technikoa detekciou TVM metédami na
molekulovej arovni.

B. VyuZitie molekulovo-buiochemickych metdd pri diagmostike naddorovych ochoreni

Biochemicko-molekulové metodiky su véaisnej dobe najpresnejSimi a najcitlivejSimi metddam
sledovania skorych patologickych zmien:

— na sledovanie zmien rdéznych typov karcindbmov naviranRNA pouzivame Klasicku
metddu PCR (v blizkej dobe prejdeme na presneggiltime PCR) v kombinacii s gélevou
elektroforézou;

— pri sledovani hladin proteinov odpovedajiucich skiyna génom pouzivame vertikalnu
elektroforézu s naslednym prenesenim separovanyokeipov z polyakrylamidovych
gélov na nitrocelul6zovd membranu pouZzitim Semi\fgstern blot techniky;

— po prenose detegujeme Specifické proteiny vazbqrimgarnymi a sekundarnymi
protilatkami, ktoré suU konjugované s peroxidazou.vattifikujeme snimanim
a vyhodnotenim intenzity chemiluminiséeho signalu.

C. Stadium ovplyvnenia biochemickych funkcii subcellarnych &astic &inkom
cudzorodych latok

Vytycené vedecké ciele chceme realizbtak pomocou metdd rutinne pouzivanych na naSom
pracovisku ako aj zavadzanim novych metdd a postude o metddy:
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— izolacie mitochondrii z réznych organov s mozimas rozsirenia naralSie subcelularne
Castice, biologické membrany, celé bunky a pod.;

— vyuzitie mitochondrii ako definovaného Zivého systiéna testovanie interakcii latok
sledovanim ich vplyvu na respiraciu pomocou oxymajetr

— sledovanie poskodenia DNA pomocou metody COMET ABSA

6. INFRASTRUKTURA VYSKUMU NA PRACOVISKU

— Luminiscerény spektrophotometer Perkin Elmer LS 5 atestom pre GLP) vybaveny
fluorescexnymi polarizatormi, pridavnym zariadenim pre bi@hkiku, optickym viaknom na
meranie v exteréri pristroja. Jedna sa o unikatrigtrpj jediny na Slovensku, aj v strednej
Eurépe.

— Perkin Elmer Fluorescence Spectrometer Model 3009 starSi pristroj po rozsiahlej
modernizacii a dodatmom napojeni na @itat. Aplikaciou vlastného meracieho
a vyhodnocovacieho softwaru ,Spektro” pre unikdtnerescetiné techniky sa stal Sfliovym
pristrojom . Bude sluZiako doplnkové zariadenie.

— Oxymeter s mikroprocesorom

— Ultracentrifdga sltzi na pripravu a izolaciu subcelularnyelstic, najma mitochondrii

— Automatizovany (péitacom riadeny) pristroj na stanovenie rozpustnosti pgeh latok -
origindlne zariadenie na stanov. disdcitonstant, konstant stability komplexoligandov s
kovmi v Zivych systémoch (Potenciometrické zariaelapojené s meranim rozpustnosti)

— Automaticky analyzator aminokyselin starSie zariadenie v Stadiu modernizacie

— HPLC (Shimadzuy} UV/VIS a fluorescetny detektor

— PCR cykler TECHNE TC/300@Barloworld Scientific ) pristroj pre klasicki PCR

— G-BoxChemi (Syngene) - dokumentay systém so zabudovanym transiluminatorom
a moznosou fotenia chemiluminiscencie chladenou kamerou

— Trans-Blot SD RNA/DNA blottingBiorad) — pristroj na blotovanie z gélov na NC membranu

— Elisa

— Ostatné doplnkové vybavenie presné analytické vahy, elektroforetické zanmae gélova
chromatografia, spektrofotometre, pH-metre, teratgstzariadenie na pripravu ulfistej vody

7. POTENCIALNY SPOLO CENSKY PRINOS

A. Nové, presné, rychle a diahlivé algoritmy diagnostikovania ochoreni (napnkaogickych,
metabolickych) fluorescénou profilovou analyzou telovych tekutin. Ziskani#alSich
poznatkov o detailnych molekulovych mechanizmocterakcii latok v Zivych systémoch,
najma v biologickych tekutinach, by mohlo prigplevcasnému zachytu réznych patologickych
stavov.

B. Prinos spdiva v moZnosti detekcie roznych faz karcinomov zif@mej krvi pacientov
pouzitim neinvazivnych vySetrovacich metdd, s mazrpraktickym vystupom pri rutinnom
skriningu v priebehu Standardnych odberowgsopreventivnych prehliadokalej chceme
prispie’ k lepSiemu monitoringu vplyvu terapie a k skordieaahaleniu pripadnej recidiviyo
moZe prispi€ k skvalitneniu Zivota pacientov a presnejSej paagnochorenia.
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C. Dosiahnuté vysledky rieSenia vedecko — vyskumnyloh rispeju k rozSireniu poznatkov na
arovni Studia mitochondrii.



