Univerzita Pavla Jozefa Saférika v KoSiciach, Srobarova 2, 041 80 Kosice

Struktura Gdajov pre vyskumno-vyvojovu infrastruktiru narodného vyznamu

1. Nazov vyskumnej infrastruktury: Specializované laboratérium proteomiky

2. Akronym: -

3. Webstranka: http://www.upjs.sk/lekarska-fakulta/ustav/lekarska-a-klinicka-
biofyzika/vyskum/

4. Zakladné udaje o vyskumnej infrastrukture:

Doba budovania: 2009 - 2015

Typ: sustredené na jednom mieste

Kontaktna osoba: doc. RNDr. Jan Sabo, CSc., jan.sabo@upjs.sk

Priemerny pocet uzZivatelov za rok — slovenski vedecki pracovnici - 25

Priemerny pocet uZivatelov za rok — zahraniéni vedecki pracovnici z inych $tatov EU -

2

Priemerny pocet uzivatelov za rok — zahraniéni vedecki pracovnici mimo clenskych

StatovEU -0

Zoznam projektov z Opera¢ného programu Vyskum avyvoj, ktoré prispeli

k vytvoreniu, resp. modernizacii vyskumnej infrastruktury:

1. Centrum excelentnosti pre vyskum faktorov ovplyviiujlicich zdravie so
zameranim na skupinu marginalizovanych a imunokompromitovanych osob
(CEMIO) / 26220120058 / 748 476,00 EUR

2. Budovanie infrastruktiry v centre excelentnosti (SEPO Il) / 26220120039 /
849 828,00 EUR

3. Centrum excelentnosti pre elektromagnetické polia v medicine (CEEPM) /
26220120067 /1926 771,00 EUR

4. Centrum vyskumu inovativnych terapeutickych postupov molekularnej
mediciny (MOLMED) / 26220220163 / 401 976,00 EUR

5. Siet excelentnych pracovisk pre onkolégiu (SEPO 1) / 26220120024 / 15 925,00
EUR

6. Vyskumné centrum aplikovanej biomedicinskej diagnostiky (BIODIAG) /
26220220143 /290 295,00 EUR

7. Kompetencéné centrum pre vyskum a vyvoj v oblasti diagnostiky a terapie
onkologickych ochoreni (DIGONKO) / 26220220153 / 87 973,00 EUR

8. Probiotické mikroorganizmy a bioaktivne latky naturalneho povodu pre
zdravsiu populaciu Slovenska (PROBIO) / 26220220104 / 26 398,00 EUR

5. Podrobnejsie udaje o oblasti ¢innosti:

Opis a predmetu Cinnosti

Vedecka cinnost v Specializovanom laboratériu proteomiky je zamerana na
kompletny proteomicky vyskum vzoriek laboratérnych linii humannych buniek,
primarnych kultdr z tkaniv pacientov, telovych tekutin a tkaniv pacientov. Ustav je
kompletne vybaveny pristrojmi pre pripravu vzoriek bunkovych linii (pocinajuc
kultivaciou, sledovanim buniek v redlnom ¢ase — kontrola rastu a morfoldgie,
magnetickou separaciou buniek), réznych telovych tektutin (krv, mo¢, mozgovo
miechovy mok, sliny) ako aj tkaniv (s moznostou digitalizacie obrazov preparatov). Pri
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ziskavani exozomov zo vzoriek mocu je vyuZivana ultracentrifugacia s hustotnym
gradientom. V sucéasnosti v Specializovanom laboratériu proteomiky sa uskutocnuju
proteomické analyzy leukocytov pacientiek v Stvrtom Stadiu karcindmu prsnika pred
chemoterapiou a po jednotlivych chemoterapeutickych cykloch, ako aj ich
nadorovych tkaniv (vzorky pochadzaju z Vychodoslovenského onkologického ustavu),
mezenchymadlnych kmenovych buniek (MKB) izolovanych z choriénovej membrany
(vzorky pochdadzaju z Gynekologickej kliniky LF UPJS), MKB izolovanych z kostnej
drene pacientov s ischemickou chorobou koncatin (vzorky pochdadzaju z Kliniky
popalenin a rekonstrukénej chirurgie, Nemocnica Saca a.s.), slin (vzorky pochéadzaju
z| Stomatologickej kliniky LF UPJS), trombocytov a mozgovomiechového moku
suicidalnych pacientov (vzorky pochdadzaju z Psychiatrickej klinika UNLP), mocu
pacientov infikovanych papiloma virusom (HPV) (vzorky pochdadzaju z gynekologickej
kliniky UNLP), plazmy a leukocytov pacientov s reumatoidnou artritidou (vzorky
pochadzaju z I. Internej kliniky UNLP) a juvenilnou artritidou (vzorky pochdadzaju
z Kliniky deti a dorastu LF UPJS). V $pecializovanom laboratériu proteomiky sa okrem
klinickych vzoriek sucasne sleduju aj vplyvy cytostatik a ich ré6znych kombinacii na
laboratérnu liniu karcindmu prsnika MCF7. Proteomicka analyza ziskanych vzoriek je
vykonavand bottom up pristupom avsak je moziny aj pristup top down pomocou
MALDI TOF/TOF. Subeine su vyuzivané postupy zahriiujice dvojrozmernu gélovu
elektroforézu (pripadne diferencidlnu gélovu elektroforézu) alebo viacrozmerné
nanoHPLC pripadne separacie peptidov podla ich izoelektrického bodu v roztoku a ich
naslednd separdcia pomocou nanoHPLC. Po gélovej separacii su rozseparované
proteiny zdetegované a spoty automaticky vyrezané. Identifikacia rozseparovanych
proteinov je po digescii v gély vykonand pomocou MALDI TOF/TOF MS. Druhy pristup
vyuziva nanoHPLC separaciu pripadne 2D nanoHPLC separdaciu zmesi peptidov a ich
naslednu detekciu pomocou MALDI TOF (online spojenie so spoterom) alebo ESI MS
na hmotnostnom spektrometri idnova pasca (s moznostou ETD fragmentacie —
vyuzivanej pri detekcii post-translacnych modifikdcii). NajucinnejSim vyuzivanym
proteomickym nastrojom je spojenie separacnej techniky - offgel fokusacie peptidov
v roztoku (12 az 24 frakcii z jednej vzorky) nasledované separdciou na Cipe (C18)
a detekciou pomocou hmotnostného spektrometra s vysokym rozliSenim QTOF MS.
Vsetky namerané data su spracované a nasledne archivované pomocou kompletného
proteomického softvéru Proteinscape spojeného s vyhladdvacim algoritmom
MASCOT (in house server). Specializované laboratérium proteomiky sidliace na Ustav
lekarskej a klinickej biofyziky LF UPJS taktieZ spolupracuje s Technickou univerzitou
v KoSiciach, konkrétne s Katedrou pocitacov a informatiky na Fakulte elektrotechniky
a informatiky na vyvoji vlastnych softvérov pouzivanych pri label free kvantifikacii
proteinov a ndslednej vizualizacii nameranych dat.
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Klaéové slova charakterizujice vyskumnu oblast

proteomika, metabolomika, hmotnostna spektrometria, proteiny, peptidy, bunkové
linie, elektromagnetické polia

Zdovodnenie unikatnosti/strategickej dolezitosti pre Slovensku republiku



Specializované laboratérium proteomiky je vybavené najmodernej$ou pristrojovou
technikou so skusenym persondalom v oblasti proteomickych analyz. Zberom
a vyhodnotenim proteomickych dat zosumarizovanych analyzou krvi, mocu,
mozgovomiechového moku ako aj slin jednotlivych pacientov je mozné vyclenit
skupinu proteinov, ktoré mozu sluzit ako indikatory zmien organizmu v suvislosti so
zaCinajucim ochorenim v Case, kym eSte nie su zretelné klinické prejavy ochorenia.
Tato analyza je vhodna aj na sledovanie Ucinku terapie nasadenej na ochorenie na
molekularnej urovni, ¢o poskytuje moznost nastavenia liecby priamo na imunitnu
odpoved pacienta (personalizovana medicina). Takato lie¢ba minimalizuje negativne
vedlajsie ucinky a tym znizuje naklady na celkovu terapiu.

e Priradenie vyskumnej infrastruktury k jednej, alebo viacerym oblastiam
Specializacie z pohl'adu dostupnych vedeckych a vyskumnych kapacit RIS3 SK:

1. biotechnoldgie a biomedicina (primarna oblast)
2. informacno-komunikacné technoldgie (sekundarna oblast)

e Schopnost realizovat aktivity, priradené k jednej, alebo viacerym rozvojovym
tendencidm Specializacie z pohl'adu dostupnych VaV kapacit RIS3 SK:

1. technoldgie so zameranim na Specidlne chemické a farmaceutické substancie

6. Udaje o ¢innosti a o otvorenom a nediskriminaénom (open access) pristupe k jej sluzbam

e Zoznam a struény popis vyskumnych sluZieb, ktoré mdie poskytovat vyskumna
infrastruktura:

o nazov vyskumnej sluzby: Kultivdcia buniek v kontrolovanej atmosfére
s moznostou kultivacie priamo pod fluorescenénym mikroskopom

o popis vyskumne;j sluzby:
Kultivacia buniek v kontrolovanej atmosfére s moznostou kultivacie priamo pod
fluorescenénym mikroskopom - umoziuje kultivaciu buniek a ich manipulaciu
v kontrolovanych atmosférach (simuldcia in vivo), typizacia buniek pomocou
fluorescenénych farbiv a ich online monitoring.

o ndzov vyskumnej sluzby: Sledovanie buniek v realnom ¢ase

o popis vyskumnej sluzby:
Sledovanie buniek v redlnom case - umoziiuje analyzu bunkovej proliferacie,
kontrolu rastu buniek a zmien morfoldgie, pozorovanie adhézie buniek a zmien
ich tvaru a analyzu cytotoxicity sprostredkovanej latkami v redlnom ¢ase. Systém
taktiez umozniuje kontinudlne sledovanie reakcii buniek na rbézne podnety
meranim elektrickej impedancie.

o ndzov vyskumnej sluzby: Systém na magneticku separaciu

o popis vyskumnej sluzby:
Systém na magnetickd separdciu - umozfiuje magnetickl separaciu buniek,
idedlny na separdciu buniek, bunkovych organel, a molekdl mRNA rézneho
povodu ako animalneho, tak aj rastlinného, vynimkou nie su ani r6zne baktérie
a virusy. Bunkovy separator je uréeny na separaciu buniek s vysokou cistotou.

o ndzov vyskumnej sluzby: Multidimenzionalna (pripadne diferencidlna) gélova
elektroforéza

o popis vyskumnej sluzby:



Multidimenziondlna (pripadne diferencidlna) gélova elektroforéza — umoziuje
separaciu proteinov v dvoch dimenziach (podla hmotnosti a ich izoelektrického
bodu) a ich izolaciu pre naslednu detekciu (s moZnostou semikvantifikacie
pomocou optickej hustoty).

o nazov vyskumnej sluzby: Ultracentrifugacia

o popis vyskumne;j sluzby:
Ultracentrifugdcia — umoZniuje Cistenie vzoriek, ziskanie exozémov z mocu
a zénovu centrifugaciu pomocou hmotnostnych gradientov.

o nazov vyskumnej sluzby: Multidimenzionalna separacia pomocou kvapalinovej
chromatografie s moznostou frakcionacie vzorky

o popis vyskumne;j sluzby:
Multidimenzionalna  separdcia pomocou  kvapalinovej chromatografie
s moznostou frakcionacie vzorky — umoznuje separaciu peptidov (aj proteinov)
na zaklade rozlicnych interakcii v koléne s moznostou zakoncentrovania vzorky,
jej frakcionacie a naslednej online detekcie pomocou hmotnostnej
spektrometrie.

o ndzov vyskumnej sluzby: LC — MS analyza vzoriek s ESI resp. MALDI ionizaciou

o popis vyskumnej sluzby:
LC — MS analyza vzoriek s ESI resp. MALDI ionizaciou — umoznuje identifikaciu
izolovanych proteinov (pripadne malych molekdl — metabolitov) na zaklade
ziskanych hmotnostnych spektier.

o nazov vyskumnej sluzby: Bioinformatické spracovanie dat

o popis vyskumne;j sluzby:
Bioinformatické spracovanie dat — umoZfuje spracovanie nameranych
proteomickych dat a ich vyhodnotenie, identifikdcia proteinov — MASCOT,
EASYPROT ako aj sledovanie vplyvu na Urovni signalnych drah.

e Zoznam unikatnych zariadeni/funkénych celkov s kipnou jednotkovou cenou nad
150 tisic EUR bez DPH, ktoré su sucastou vyskumnej infrastruktary:

Vyskumnd infrastruktira Specializovaného laboratéria proteomiky:

o Hmotnostny spektrometer MALDI TOF/TOF Ultraflextreme, Bruker,2010
spojeny so spotterom Proteineer FC Il, Bruker, 2010 a nanoHPLC RSLC nano,
ThermoFischer, 2005 — Pristroj umozniuje bottom up ako aj top down
proteomicku analyzu ako aj MS imaging

o Hmotnostny spektrometer Amazon Speed ETD, Bruker, 2012 spojeny
s nanoHPLC RSLC nano, ThermofFischer, 2012 — Moznost identifikacie
posttranslaénych modifikacii pomocou ETD fragmentdcie, moznost MSn
analyzy

o Hmotnostny spektrometer 6538 Ultra High Definition Accurate Mass,
Agilent,2012 spojeny s nanoHPLC Agilent 1260, Agilent, 2012 — MozZnost
separacie peptidov na Cipe a ich MS identifikdciu s vysokym rozliSenim (40
000)

o Hmotnostny spektrometer QQQ 6460, Agilent,2012 spojeny s HPLC Agilent
1290, Agilent, 2012 — pristroj vyuZiva Jet Stream technoldgiu ionizacie, vhodny
pre ultrastopové kvantitativne analyzy



Invertovany fluorescenény mikroskop Nicon Eclipse Ti-E, Nicon, 2014 -
Pristroj disponuje fluorescenénymi filtrami v rozsahu 390 - 590 nm s 1
farebnou digitalnou kamerou 5 Mpix a systémom pre ziskanie a spracovanie
obrazu z mikroskopu, 1 monochromatickou chladenou kamerou s rozliSenim
minimalne 1,5 Mpix pre pozorovanie fluorescencie, s inkubacnou komorou
s definovanou atmosférou a riadiacou jednotkou.

Laboratéorium ultracentrifugacie — umoZiuje zonovu gradientovu
ultracentrifugdciu vyuzivanu na rozdelenie analytov do frakcii na zdklade ich
hmotnosti. Sada ultracentrifug: stolova ultracentrifiga OPTIMA MAX-XP,
Beckman Coulter, 2013 salova ultracentrifiga OPTIMA L-100 K, Beckman
Coulter, 2013, vysokorychlostnd salova centrifiuga Avanti J30L, Beckman
Coulter, 2013, stolova ultracentrifuga Allegra 64R, Beckman Coulter, 2013
Laboratérium kultivacie buniek — umoznuje kultivaciu a pracu s bunkami —
CO2 inkubdtory, HERAcell 150i, Thermo,2014, HERAcell Heraeus,
2007,lamindrne boxy Telstar Cytostar 2006, Telstar Bioultra 2014, Thermo
Herasafe KSP,2014, systém magnetickej separacie buniek MACs cell
separation, Miltenyi Biotec, 2014, pocita¢ buniek MUSE, Merck, 2014, systém
sledovania buniek v redlnom case xCelligence RTCA DP, ACEA Biosciences,
Inc., 2014, disti¢ vzduch PlasmaAir T2006, Airinspace, 2014, zariadenie na
digitalizaciu prepardtov Panoramic desk scanner, 3dHistech, 2014,
Laboratérium  gélovej elektroforézy -  umoiiuje separaciu
proteinov/peptidov na zaklade ich molekulovej hmotnosti a ich pl —
Spotcutter EXQuest, Biorad, 2012, Laser Scanner Pharos FX, Biorad 2012, Mini
PROTEAN cell, Biorad 2010, Agilent 3100 offgel fractionator, Agilent
Technologies, 2014, densitometer GS-800, Biorad, 2007



