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Vo vedecko-vyskumnej oblasti dosahuju zamestnanci vysledky, ktoré su publikované v renomovanych
karentovanych ¢asopisoch o kvalite ktorych vypoveda aj cita¢ny ohlas na ne (prehlad publikacnej
¢innosti pracovnikov). Mnohé aktivity boli ocenené a st realizované mnohé podujatia nielen pre
zamestnancom a doktorandov ustavu.

Realizacia doktorandského $tadia v Studijnom programe klinicka biochémia, vyraznou mierou
ovplyviiuje a skvalitiuje vedecko-vyskumnu pracu a vyraznou mierou prispieva K profesijnému rastu
Zamestnancov.

Projekty rieSené na ustave su realizované v ramci ¢iastkovych orientacii, a preto je nasledujuci
text ¢leneny na podkapitoly (kompletny prehl’ad projektov rieSenych na tstave) podl'a vedecko-
vyskumného zamerania.

A. Vyuzitie molekulovo-biochemickych metod pri diagnostike vybranych ochoreni

B. Fluorescen¢na spektralna charakterizacia komplexnych zmesi

C. Stidium téinku vybranych prirodnych/syntetickych latok a ich vplyv na biochemické
funkcie organizmu (aj na subcelularnej urovni)

1. SUCASNY STAV PROBLEMATIKY

A. Vyuzitie molekulovo-biochemickych metéd pri diagnostike vybranych ochoreni

V poslednych rokoch doslo k vyraznému pokroku v pochopeni molekulovych mechanizmov vzniku
mnohych ochoreni. Stanovenie jednotlivych molekulovych markerov pri réznych typoch ochoreni,
cielene zameriava pozornost’ vyskumu nielen na detekciu zmien expresie vybranych regula¢nych génov,
ale @ na identifikaciu prislusnych molekul miRNA, ktoré st pre dané ochorenie charakteristické.
Nasledné detailnejSie skimanie regulécie transkripénych mechanizmov umoznuje lepSie porozumenie
vzniku, progresie daného ochorenia, pripadne monitorovanie tspesnosti lieCby.

Jednou z oblasti vyuzitia molekulovo-biochemickych metod je detekcia skorych §tadii roznych typov
gynekologickych malignit (karcindm prsnika, vajecnikov, tela a krcka maternice). Okrem zakladnych
markerov ako BRCA1/2 a CA125/Mucl6 (realativne nizka Specificita), existuju d’al$ie biomarkery,
vacsinou asociované s neoangiogenézou nadoru, ktorych hladina expresie sa vyrazne odliSuje
v priebehu fyziologickej angiogenézy oproti karcinogenéze. Medzi spominané markery patria aj
Adlican, COL11A1, GMP6B a DR6, ktoré vykazuju 10 — 350 nasobné zvySenie expresie pri karcinome
7Itého telieska, endometria a placenty. Okrem endotelidlnych buniek nadoru su tieto markery
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produkované aj vaskularnymi leukocytmi a populaciou perivaskularnych buniek. Najnovs$ie studie
detekcie endometriozy ako prekancer6zy karcindomu endometria uteru, ale aj samostatného nadoru tela
maternice sa zameriavaju na sledovanie transkripénej aktivity génov zapojenych do procesov adhézie
buniek a regulacie apoptdzy. Jednym z vhodnych markerov je B-katenin, ktory ovplyviuje regulaciu
transkripcie génov zapojenych do Wnt signalnej drahy a adhézie buniek. Pri aktivacii Wnt signalizacie
dochadza k defosforylacii B-kateninu a jeho akumuléacii v cytoplazme, ¢o ma za nasledok jeho
translokaciu do jadra, kde posobi ako transkripény faktor viacerych génov (napr. metaloproteinaz 2 a 9,
vaskularneho endotelového rastového faktora — VEGF). Dosial’ vSak Ziaden marker (zo séra pacientiek)
vzniku a progresie endometriézy nie je dostatoCne senzitivny a Specificky, a preto sa vyuZitie
molekulovych metod javi ako jedna z moznych a perspektivnych ciest zachytu endometridézy ako
prekancerdzneho stavu, resp. pri diagnostike nadoru maternice.

Druhou oblastou vyuzitia molekulovo-biochemickych metdd je sledovanie vzniku a progresie
maligneho melanomu (MM). MM je jednym z najagresivnejSich druhov rakoviny. Primarne vznika z
pigment produkujucich buniek melanocytov, ktoré sa vyznaCuju Specifickymi mechanizmami
prezivania. Posobia hlavne proti viacerym karcinogénnym faktorom, vratane UV Ziarenia a Vysoko
reaktivnych medziproduktov melanogenézy. KIucové postavenie v metabolizme melandému ma
transkripény faktor asociovany s mikroftalmiou (MITF, Microphthalmia Associated Transcription
Factor), ktory stoji v centre transkripcnej regulécie od embryonalneho vyvoja normalnych melanocytov,
cez ich diferenciaciu, udrzanie identity aZz po preZivanie nielen normalnych, ale aj nadorovych
melanocytov. Expresia tohto transkripéného faktora v melanocytoch je aktivovana niekolkymi
signalnymi cestami, pricom blokovanie jeho expresie, alebo funkcie moze znamenat’ poruchu v regulacii
antiapoptotickych mechanizmov. MITF taktiez ovplyviuje aktivitu matrixove] metaloproteinazy 14,
ktora je zodpovedna za zmenu tvaru melanocytov a za zvySenie ich pohyblivosti a invazivity. Medzi
d’alsie faktory ovplyviiujice vznik a progresiu MM patri aj detekcia polymorfizmov receptora vitaminu
D3 (VDR). Gén pre VDR sa nachadza na chromozome 12q12-14 a obsahuje 2 prométorové oblasti, 8
kodujicich exénov a 6 nekodujucich exénov. Promotorové oblasti umoziuju syntézu viacerych
Specifickych izoforiem finalneho transkriptu, z ktorych niektoré vplyvaji na vznik MM. K najviac
popisanym polymorfizmom s réznou dizkou patria rs10735810, rs1544410 a rs731236. Analyza
expresie VDR a jeho polymorfizmov moze poskytnut’ informacie vyuzitelné pri lieCbe melanomu
pomocou vitaminu D a jeho analogov,

V neposlednom rade sa molekulovo-biochemické metddy pouzivajh aj pri neinvazivnej diagnostike
urotelidlneho karcinomu (UC). Pri vzniku agresivnej formy UC bola dokazana pritomnost’ $pecifickych
MiRNA (miRNA-96, 135b a 940) v moci ako aj v plnej krvi pacientov. Detekciou a analyzou tychto
MIRNA je mozné uréit’ jednotlivé §tadia nadoru mocového mechura, ¢o moze prispiet’ ku skvalitneniu
diagnostiky skorych $tadii ochorenia pred objavenim sa samotnych priznakov. Stanovenie $pecifickych
miRNA sa za¢ina vyuzivat’ aj pri detekcii a monitorovani progresie aneuryzmy hrudnej aorty (TAA).
Délezita tGlohu v patofyziologii TAA mobzu zohravat’ miRNA-19b, miRNA-302D a miRNA-340,
ktorych hladiny expresie boli signifikantne zvySené u pacientov saneuryzmou hrudnej aorty.
Predchadzajtice Studie ukazali, Zze miRNA-19a a 19b st ¢lenmi klastra miRNA17-92, ktory reguluje
expresiu proteinov extracelularnej hmoty, ako napr. rastového faktora spojivového tkaniva a
trombospondinu 1. Pri vzniku a progresii TAA dochadza k patologickej remodelécii extracelularneho
matrixu (ECM), apoptdze buniek hladkého svalstva a zniZeniu elasticity ciev. Jednou z hlavnych drah
zapojenych do vzniku TAA je signalizicia sprostredkovana angiotenzinom 2 indukovanym TGF-b.
Znizend hladina tohto rastového faktora naopak redukuje expresiu MMP a zabraiiuje tym dilatacii aorty
a progresii aneuryzmy. U pacientov, ktori podstipili chirurgicku reparaciu aneuryzmy, bola v aortickom
tkanive zistend zvysena expresia IL-6 a interferonu ¢ (INF-c). ZvySena expresia IL-6 vedie k akumulacii
a indukcii monocytov/makrofagov, o vedie k aktivacii chemotaktického mechanizmu cez monocytovy
chemotakticky protein 1 (MCP-1: Monocyte Chemotactic Protein-1). Takto aktivované makrofagy
produkujt proinflamac¢né cytokiny, chemokiny a ROS v stene ciev, ¢im dochadza k vzniku lokalneho
zapalu a zmenam ECM. Infiltrujuce leukocyty urychl'uji patogenézu produkciou MMP, ktoré su
schopné degradovat’ dolezité komponenty steny aorty, vratane elastinu a kolagénu.

KedZe je hladina expresie Specifickych miRNA v zdravom tkanive pomerne stala, jej zmeny
Vv priebehu patogenézy s vyuzitelné aj pri detekcii a monitorovani progresie neurodegenerativnych
ochoreni ako napr. roztrisena skler6za (SM: skler6za multiplex). SM je chronické zapalové ochorenie
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centralneho nervového systému, ktorého mechanizmus vzniku a priebehu na molekulovej trovni nie je
uplne objasneny. Bola objasnena tloha T lymfocytov exprimujicich molekuly CD40 (bunky Th40).
Tieto lymfocyty zohravaji hlavnt ulohu pri réznych autoiminnych ochoreniach. St hlavnym miestom
syntézy IL-17 a INFgama. Taktiez dochadza k dysregulacii syntézy miRNA (napr. miR-223, miR-15b)
vo vzorkach krvi aj mozgovomiechového moku (CSF). Tento komplexny experimentdlny pristup
prispieva K rozsireniu a skvalitneniu poznatkov o progresii, pripadne recidive ochorenia. Mohol by tak
upresnit’ prognosticki informaciu pre lekdra aj pacienta a nasledne prispiet k zjednoduSeniu
diagnostiky, ¢i sledovaniu priebehu liecby SM.

B. Fluorescen¢na spektralna charakterizacia komplexnych zmesi

Fluorimetria patri medzi najuniverzalnejsie a najspolahlivej$ie metody Stiidia zivej hmoty a procesov
vV nej prebiehajucich. Ide o neinvazivnu metddu interakcie svetla s hmotou. VacSina zivych systémov
obsahuje molekuly, ktoré st po interakcii so svetelnou energiou schopné sekundarne emitovat’ Ziarenie
(fluorescencia, fosforescencia). Jeho analyzou dostavame bohaté informacie o Struktire, zmenach,
dynamike a chemickych interakciach kIi¢ovych molekul v bunkach zivych systémov, co je podstatou
mnohych modernych diagnostickych metéd. Vyvoj fluorescenénych znaciek, sond a v poslednom
obdobi aj tzv. biosenzorov vytvara predpoklady na este intenzivnejSie uplatnenie fluorescenénych
technik v diagnostike. Prikladom uplatnenia chemoluminiscencnych metod je dokaz vzniku aduktov
DNA, ktoré mézu zohravat’ ulohu biomarkerov alebo indikatorov expozicie genotoxickym latkam, ktoré
vyznamne zvySuju riziko karcinogenézy.

Vyznamnym sa javi vyuZzitie fluorescencie v diagnostike prekanceréznych 1ézii a tumorov, napriklad
Vv urologii, gynekologii, ¢i gastroenterologii, ale aj v inych medicinskych odboroch. Fluorescencia
protoporfyrinu IX po indukcii kyselinou aminolevulovou sa v kombinacii s endoskopickym vySetrenim
uspesne vyuziva pri lokalizacii a vizualizacii karcinomov mo¢ového mechura. Prirodzena fluorescencia
kolagénu a koncovych produktov glykacie pri skenovani 3D fluorescennych matric povrchov koze
umoziuje blizSie identifikovat’ kozné 1ézie a tumory. Vel'mi efektivne je aj diagnostické uplatnenie
sofistikovanych fluorescencnych technik v gynekologii. Prirodzena fluorescencia cervikalneho tkaniva
sa Studuje predovsetkym v suvislosti s pritomnost’ou intraepitelialnych neoplazii a dysplazii. Podobne
aj endogénna fluorescencia normalneho a maligneho tkaniva paZeraka snimana v priebehu
endoskopického vysetrenia ukazala zhodu s klasickym bioptickym vySetrenim. LepS$ia vizualizacia
modze vyrazne skvalitnit’ informaciu o vel’kosti a rozsahu 1ézie nevyhnutna pre naslednu liecbu.

Dalsie aplikicie fluorescenénych a luminiscenénych technik vo vseobecnej biochémii su také
rozsiahle, Ze ich len struéne vymenujeme, napr. Stidium biologickych membran, apoptdzy, oxidativneho
stresu, mitochondrii a volnych radikalov, environmentalnych biomarkerov, neurodegenerativnych
ochoreni, kvalitativna a kvantitativna identifikacia liekov a drog.

C. Stidium i¢inku vybranych prirodnych/syntetickych latok a ich vplyv na biochemické
funkcie organizmu (aj na subcelularnej irovni)

Poznanie mechanizmu tvorby reaktivnych foriem predovsetkym kyslika (ROS) a dusika (RNS)
zohrava dolezitt ulohu tak pri posudzovani fyziologickych, ako aj patologickych dejov prebiehajucich
Vv organizme. Redoxnou rovnovahou regulované fyziologické procesy su citlivé na nadmerna produkciu
ROS z endogénneho alebo exogénneho zdroja. Ich dblezitost’ je zdoraznena narusenim rovnovahy pri
réznych ochoreniach suvisiacich s oxida¢nym stresom. Zmeny v redoxnej regulacii st podkladom
patofyziologickych dejov spojenych s procesom starnutia (napr. skracovanie telomér) a mnohych
ochoreni (napr. rakovina, diabetes mellitus typu 1, ateroskler6za, neurodegenerativne ochorenia,
reumatoidna artritida, HIV infekcia, ischemicko-reperfizne poskodenie, obstrukéné spankové apnoe).

Zatial ¢o nizke hladiny ROS st bunkami vel'mi dobre tolerované, vysoké hladiny indukuji oxida¢ny
stres. Pri fyziologickych hladinach posobia reaktivne formy dusika a kyslika (RNOS) ako redoxni
poslovia vo vnutrobunkovych signalnych drédhach a regulacii. Aktivacia vnutornych signalnych drah
vedie k aktivacii transkripénych faktorov, ktoré reguluju expresiu $pecifickych génov nevyhnutnych pre
zabezpecenie rdznych funkcii. Nadprodukcia méze ovplyvnit’ funkcie bunky posSkodenim nukleovych
kyselin, oxidaciou proteinov, peroxidaciou lipidov a viest az k bunkovej smrti podporou vnatornych
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apoptotickych drah. SkutoCnost’, ¢i v ddsledku RNOS ddjde k poskodeniu Struktar, ¢i sa buda
aktivizovat’ obranné mechanizmy alebo budi RNOS poésobit’ ako signalne molekuly zavisi od
rovnovahy medzi ich produkciou a vychytavanim na spravnom mieste a V spravnom case.

Utinnt  inaktivaciu zabezpeGuje antioxidaény obranny systém, ktory zahffia enzymatické
antioxidanty ako superoxiddizmutaza, kataldza, glutationperoxidaza, glutationreduktaza, glutation-S-
transferaza ale aj neenzymové nizko molekularne metabolity ako napriklad glutation, tokoferol,
karotenoidy a flavonoidy. Antioxidaény systém je ovplyvneny celym radom dalSich faktorov
a okolnosti (napr. prijem exogénnych anti - alebo pro-oxida¢nych latok, prijem, transport a viazanie
kovov do organickych zlii¢enin v organizme).

Sledovanie produkcie RNOS vplyvom vybranych latok a adaptivnej odpovede buniek endogénnymi

antioxidantami patri v sucasnosti medzi nastroje vediice k poznaniu mechanizmov u¢inku vybranych
latok, ktoré tak moézu byt cielene vyuzité v prevencii alebo liecbe.

2. VLASTNY PRINOS K SUCASNEMU STAVU PROBLEMATIKY

A. Vyuzitie molekulovo-biochemickych metéd pri diagnostike vybranych ochoreni

Stanovenie expresie nadorovo cievnych markerov (TVM: Tumot Vascular Marker) v periférnej krvi
pacienta patri k menej zatazujucim vySetreniam, ktoré méze dopomdct’ diferencialne diagnostikovat’
jednotlivé typy karcinomov (napr. zenského reprodukéného systému). DoterajSie Studie detegovali
zvySenu hladinu expresie génov pre dané markery priamo v postihnutom tkanive, periférnej a pripadne
umbilikalnej krvi na malom pocte pacientov. V pripade nadorového bujnenia méze byt angiogenéza
spustena poruchou rovnovahy medzi angiogénnymi aktivatormi a inhibitormi. Preto je d6lezité potvrdit’
alebo vyvratit’ korelaciu zmeny hladin mRNA vybranych génov zacastiiujucich sa neoangiogenézy na
molekulovej urovni s mnozstvom odpovedajicich proteinov v periférnej krvi pacientov. Existuje uzky
vzt'ah medzi hladinou angiogenézy a tvorbou metastaz. Detekcia TVM je mozna vysoko citlivymi
metédami molekulovej diagnostiky. V sucasnosti sledujeme expresiu génov (DR6, GPMG6B)
v periférnej krvi gynekologickych pacientiek a nase vysledky naznacuju zvySent hladinu ich expresie.
Pri $tadiu vzniku a progresie maligneho melanému je naS vyskum zamerany na sledovanie
transkripéného mechanizmu MITF, detekciou zmien expresie jednak samotného MITF, ako aj
efektorovych proteinov tejto signalnej drahy ako napr. MMP14 a GLI2 z krvi pacientov. Sucasne
sledujeme vyskyt jednotlivych polymorfizmov receptora vitaminu D, asociovanych so zhorSenou
prognézou ochorenia. Stidium a detailné pochopenie regulacie signalnej drahy MITF méze prispiet k
vyvoju novych diagnostickych postupov, vyuzitelnych nésledne aj pri monitorovani pacientov s
malignym melanomom.

Pri sledovani vzniku a progresiu urotelialnych nadorov sa zameriavame aj na detekciu a analyzu
pritomnosti Specifickych miRNA (MiRNA-96, 135b a 940). Na zaklade analyzy interakcie DNA/protein
chromatinovych  komplexov — pomocou  $pecifickej metédy  chip-gQRT-PCR  (chromatin
imunoprecipitation capture quantitative real-time PCR) overujeme prepojenie transkripénej aktivity
prislusnych génov s tvorbou/pritomnostiou transkripéne aktivneho euchromatinu, alebo transkripcne
neaktivneho heterochromatinu pri karcindme mocového mechura. Vysledky dosiahnuté pri rieSeni
projektu roz§iria poznatky o progresii, pripadne recidive ochorenia, ¢0 by mohlo prispiet’ ku skvalitneniu
prognostickej informacie pre lekara aj pacienta a nasledne mézu byt vyuzité pri v€asnej, neinvazivnej
diagnostike karcindmu mocového mechura.

Stadium vzniku a progresie aneuryzmy hrudnej aorty (TAA) je zamerané na detekciu expresie
Specifickych miRNA ako napr. miRNA-19b, miRNA-302D a miRNA-340. Predchadzajtce Stadie
ukazali, ze miRNA-302D reguluje transkripciu transformujuceho rastového faktora B (TGF-B). Sucasne
sledujeme zmeny expresie vybranych génov ako napr. TGF- B, zapalovych interleukinov IL-6 a 10, ako
aj matrixovych metaloproteinaz 2 a 9. Doteraz bola funkéne popisand len vel'mi mala ¢ast’ molekul
miRNA, ktoré st exprimované v kardiovaskuldrnom systéme. Identifikacia d’alsich miRNA a nésledna
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analyza ich cielovych funkcii by mohla poskytnit inovativny pohlad nielen na mechanizmus
kardiovaskularneho vyvoja, ale aj na jeho funkcie/dysfunkcie.

Pri sledovani progresie skler6zy multiplex (SM) porovnavame expresiu vybranych Specifickych
miRNA (miR-223, miR-15b) vo vzorkach krvi (resp. cerebrospinalnej tekutine) pacientov, a nasledne
korelujeme hladinu expresie plazmatickych miRNA so stupiiom ochorenia pacienta. Vo vzorkach
pacientov so SM taktieZ sledujeme zmeny expresie zapalovych markerov (IL-1beta, IL-6, IL-17, TNF-
alpha, IFNgamma), jednak na urovni mRNA, metédou gRT-PCR ako aj na Grovni proteinov metédou
biochip immunoassay. Naslednym vyuzitim vysledkov vyskumu bude mozné potvrdit’ a urcit’ incidenciu
a jednotlivé stadia SM.

B. Fluorescenc¢na spektralna charakterizacia komplexnych zmesi

Dlhoro¢né sktsenosti s luminiscenénymi technikami na pracovisku viedli k prepracovaniu
a vlastnému vyvoju metodik pre potreby klinického, biochemického, biologického, biofyzikalneho,
farmakologického, ale aj potravinarskeho vyskumu. Biologické tekutiny su komplexné zmesi
obsahujuce obrovské mnozstvo latok. Spektralna analyza endogénnej fluorescencie zohl'adniuje nielen
pritomnost’ a kvantitu fluoreskujucich latok, ale aj mnohé iné vplyvy akymi st napr. polarita, pH, ¢i
pritomnost’” zhaSacov. Zmeny v metabolizme nddorovych buniek predbiehaji histologicko-
morfologické nddorové prejavy. Detekcia zmien biochemizmu este pred nastupom prejavov ochorenia
tak moze vyznamne ovplyvnit' liebu a prognoézu ochorenia. Vysoko citlivé snimanie fluorescencie
dokaze v mnohych pripadoch odlisit’ pritomnost, alebo nepritomnost’ zmien a na zaklade nich odlisit’
biologicky material zdravého a chorého. Biologickou tekutinou prvej vol'by na fluorescencnu spektralnu
analyzu na pracovisku je mo¢ (neinvazivny, takmer neobmedzene opakovatelny odber, reflektuje
metabolické pochody a regulaciu homeostazy). Na analyzu moc¢u bol vyvinuty vlastny unikatny postup,
ktory vyznamne prispieva k detekcii a identifikdcii zmien spésobenych exogénnymi aj endogénnymi
zlozkami. Systém Specifickych synchronnych fluorescenénych merani umoznuje vytvarat’ trojrozmerné
fluorescencné matrice, ktoré graficky definujii zloZenie mocu za normalnych aj patologickych
podmienok. Okrem mocu st na pracovisku skiisenosti aj so snimanim endogénnej fluorescencie d’alsich
biologickych tekutin, akymi st plazma, likvor, sliny, plodova voda ¢i synovialna tekutina, pricom kazda
ma svoje Specifika.

Vdaka dlhodobej aktivnej spolupraci s viacerymi klinickymi pracoviskami (napr. Klinika pre deti
a dorast, Gynekologicko-porodnicka klinika, Vychodoslovensky onkologicky ustav, Klinika plastickej
a rekonstrukcnej chirurgie, Interna klinika) je k dispozicii pomerne rozsiahla databdza nameranych
spektier. Spracovavanie a vyhodnocovanie nameranych dat sa realizuje prostrednictvom vlastnych
softvérovych aplikacii vytvorenych v spolupraci s Fakultou elektrotechniky a informatiky Technickej
Univerzity v Kosiciach. Medzi aplikaciami celkovej fluorescencnej spektralnej analyzy na naSom
pracovisku su predovsetkym vcasna diagnostika nadorovych ochoreni réznych organov (napr. karcindém
prsnika, karciném krcka a tela maternice, karcindm vajeénikov, maligny melandém), ale aj oblickové
ochorenia, &i degenerativne ochorenia kibového aparatu. Bohaté skiisenosti na pracovisku st aj v oblasti
monitorovania zmien nativnej fluorescencie a polarizacie v mitochondridlnych membranach pri
réznych endogénnych a exogénnych vplyvoch (napr. toxické latky, lie¢iva). Mechanizmus reakcie
biologickych membran na takéto vplyvy je selektivne Specificky pre jednotlivé latky ¢i fyzikalne efekty.

C. Stidium u¢inku vybranych prirodnych/syntetickych latok a ich vplyv na biochemické
funkcie organizmu (aj na subcelularnej urovni)

V ramci doterajsich in vitro, in vivo aj humannych stadii bolo prevednych niekol’ko experimentov
scielom zistenia organovo S§pecifickej odpovede, sivisu medzi miestom tvorby a pdsobenia
izoenzymov. In vitro Stidie boli zamerané na schopnost’ indukcie alebo vychytavania RNOS vybranymi
rastlinnymi extraktami, ¢i huminovymi kyselinami. Zarovenn sme sledovali schopnost’ indukcie
oxida¢ného stresu selektivne pripravenymi Struktirami cyklickych derivatov chalkonov. Ciel'om bolo
objasnenie mechanizmov uéinku v organizme, ako aj vyhladanie selektivne pripravenej Struktary
s vyrazne cytotoxickym pripadne cytoprotektivnym uc¢inkom, ktory by bol vhodny pre dalsi vyvoj
farmakologicky ucinnych pripravkov. V in vivo stadiach nase vysledky prispeli k objasneniu u¢inku
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kyseliny retinovej Vv prenatalnom obdobi nielen na vyvin miechy ale aj redoxny stav pecene,
mechanizmu G¢inku melatoninu pri nitrozoureou indukovanej mamarnej karcinogenéze, ¢i udrzaniu
oxidacnej stability polynenasytenych mastnych kyselin v organizme pri ich dlhodobom prijme vplyvom
rastlinnych extraktov. V humannej $tadii Se-AOX (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02026856) bol
sledovany efekt podavania pentahydratu seleniCitanu sodného pacientom so systémovou zapalovou
reakciou, sepsou, tazkou sepsou a septickym Sokom, s cielom upravy podmienok silného oxidacného
stresu a zlepsenia ich prezivania.

3. VEDECKE CIELE - ZDOVODNENIE A ANALYZA

A. Vyuzitie molekulovo-biochemickych metéd pri diagnostike vybranych ochoreni

Prinos modernych biochemicko-molekulovych metdd spociva v moznosti detekcie a presnejsej
klasifikacie Stadia rakoviny neinvazivnymi vySetrovacimi metodami telovych tekutin s moznostou
praktického vystupu pri rutinnom vySetreni v priebehu preventivnych prehliadok. K verifikacii
vysledkov dosiahnutych napr. fluorescenénymi analyzami prispeje korelacia s klinicko-biochemickymi
stanoveniami (napr. cytokinov, CA), analyzou nukleovych kyselin (napr. miRNA) identifikaciou
interakcie DNA/proteinov a sledovanim koncentracie Specifickych proteinov.

Pri rieSeni tejto problematiky je mozné:

— izolovat’ §pecialne MiRNA z biologického materialu a analyzovat’ ich s moznostou vyuzitia pri
Klinicko-biochemickej diagnostike vybranych ochoreni (napr. karcinom mocového mechura,
roztrusena skleroza);

— overit vyznam stanovenia novych vybranych tumor vaskularnych markerov (TVM) $pecifickych
pre rozne onkologické ochorenia (napr. gynekologické, urologické);

— sledovat’ expresiu S$pecifickych génov (napr. asociovanych so zapalom, zapojenych do
angiogenézy) pre presnejsie urenie Stadia a progresie ochorenia, ¢i tspesnosti liecby vybranych
ochorent;

— stanovit’ aktivitu vybranych metaloproteinaz, ktoré koreluji so zvySenou invazivitou nadorovych
buniek maligneho melanému, alebo st zapojené do remodelacie steny aorty pri progresii
aneuryzmy hrudnej aorty;

— sledovat’ transkripéné mechanizmy jednak analyzou pritomnosti transkripéne aktivneho
euchromatinu, ako aj identifikaciou interakcie DNA/proteinov.

B. Fluorescen¢na spektralna charakterizacia komplexnych zmesi

Pracovisko pokracuje v S$tandardnych metodach analyzy fluorescenénych fingerprintov
mocu, zdokonal'ovani postupov vedtcich K identifikacii patologickych znakov vo fingerprintoch a
Vv rozsirovani aplikacii fluorimetrickych technik in vitro na diagnostické vyuZitie.

Bude sa pokracovat’ aj v monitorovani menej beznych telovych tekutin (napr. slzy, pot, exsudaty,
cervikalny hlien) vo vztahu ku konkrétnym diagndézam na zistenie ich molekulového mechanizmu s
diagnostickym prinosom pre o¢né, kozné lekarstvo, onkologiu, ale aj internt medicinu ¢i chirurgiu
(napr. identifikacia kyseliny S5-hydroxyindoloctovej, ktora je markerom akutnej apendicitidy).
Planujeme aplikovat’® fluorescenciu in vivo na klinickom materiali, napr. pri monitorovani kvality
transparentnosti SoSoviek, identifikacii prekancerdz pokozky. Pri rieSeni tejto problematiky je mozné:

— vypracovanie grafickej definicie (fluorescencné matrice, fingerprinty) roznych biologickych
materidlov na zaklade Specialnych fluorescencnych merani v uzkej kooperacii s klinickymi
pracoviskami;

— vypracovat’ exaktné algoritmy vyhodnocovania fluorescenénych matric biologickych materialov
pri konkrétnych fyziologickych a patologickych stavoch;
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— aplikovat fluorescen¢né techniky v klinicko-biochemickej diagnostike vybranych ochoreni (napr.
rakoviny s akcentom na skoré S§tadia ochorenia a prekancerdzne stavy) gynekologickych,
urologickych, neurologickych a inych;

— spresiiovat’ fluorescenény monitoring subcelularnych procesov so zameranim na biologicku
membranu a ich dynamiku pri normalnych a patologickych stavoch s vyuzitim selekénych sond.

C. Stidium Géinku vybranych prirodnych/syntetickych litok a ich vplyv na biochemické
funkcie organizmu (aj na subcelularnej irovni)

Stadium oxidaéného stresu planujeme zamerat’ na vyskum vplyvu vybranych latok na funk&nost
mitochondrii (napr. srdca, pe¢ene). Stadium bude realizované dynamickym meranim respiracie, aktivity
vybranych enzymov (napr. ATP-aza, SOD, GR, GPX), sledovanim pomeru fluoreskujucich kofaktorov
(napr. NADP/NADPH, NAD/NADH) a stanovenim miery poskodenia DNA (napr. Comet Assay). Ciele
Stadia prirodzenych latok obsiahnutych vo vyzive a ich vplyve na organizmus nadvézuju na vysledky
predoslého vyskumu a vychadzaju z potreby medicinskej praxe.

Posudenie schopnosti eliminacie reaktivnych foriem kyslika latkami s antioxida¢nymi vlastnost'ami
predstavuje vyuziteIny potencial nielen v profylaxii alebo priamo v lie¢be stavov spojenych
s oxida¢nym stresom, ale aj pri znizovani zavaznosti neziaducich ucinkov lie¢by. Pri rieSeni tejto
problematiky je mozné:

— Studovat’ antioxidacny efekt vybranych prirodnych a syntetickych latok (komplexne na cely

organizmus a s pouzitim roznych metodickych postupov);

— zamerat sa na cieleny vyber takych latok, ktoré budi vykazovat najvéacsie antioxida¢né u¢inky;

— latky s najvyraznejSimi antioxidacnymi vlastnostami moézu byt podrobnejSie analyzované s

cielom charakterizovat’ ucinok komplexne;

— §tadium LDL a HDL frakcii vo vztahu k vybranym ochoreniam (napr. kardiovaskularne

ochorenia, obezita, metabolicky syndrém);

— skamanie vplyvu réznych prirodnych latok (rastlinného povodu, syntetickych) na antioxida¢nu

a respiracnu aktivitu mitochondrii réznych tkaniv.

4. NAVRH POSTUPOV NA DOSIAHNUTIE VEDECKYCH CIELOV

A. Vyuzitie molekulovo-biochemickych metdd pri diagnostike ochoreni

Biochemicko-molekulové metodiky st v sucasnej dobe najpresnejS$imi a najcitlivej$imi metodami

sledovania skorych patologickych zmien:

— na sledovanie zmien expresie génov pri roznych typoch ochoreni na trovni mRNA pouzivame
gRT-PCR v kombinacii s gélovou elektroforézou;

— pri sledovani hladin proteinov odpovedajicich skiimanym génom pouzivame vertikalnu
elektroforézu s naslednym prenesenim separovanych proteinov z polyakrylamidovych gélov na
nitrocelulézovih membranu pouzitim Semi-dry Western blot techniky;

— na detekciu zmien expresie Specifickych miRNA pouzivame Real-time PCR cyklér s vysoko
citlivym analyzatorom topenia oligonukleotidovych fragmentov;

— na stanovenie pritomnosti transkripéne aktivneho euchromatinu a sledovanie interakcie
DNA/proteinov pouzivame metédu Chip qRT-PCR.

— pri sledovani zmien expresie na Urovni proteinov vyuzivame imunometéodu Biochip ELISA
Array.

B. Fluorescen¢na spektralna charakterizacia komplexnych zmesi

Pre rychlu diagnostiku je dolezité pristrojové a metodické zazemie pracoviska. Zariadenie LS 55
umoziuje robit’ nadstandardné luminiscenéné, fluorescencné, fosforescencné, bioluminiscenéné a
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chemiluminiscen¢né merania biologickych tekutin, buniek, tkaniv a telovych povrchov (sliznice, koza
a podobne).

Fluorescencné merania st vysoko reprodukovatel'né a citlivé. Luminiscencny spektrofotometer LS
55 dovol'uje stanovenia v Sirokom spektralnom rozsahu (200 - 900 nm). Okrem beznych excitacnych
a emisnych spektier umoziuje navyse snimanie spektier so synchronnym posunom monochromatorov,
ktoré este viac zvySuju rozliSovaciu schopnost’ a selektivitu nameranych udajov, d’alej meranie
polarizacie a anizotropie biologickych systémov. Komplexna fluorescen¢nd charakterizacia vzoriek tak
poskytuje ucelenejsi pohl'ad na dynamiku fyzikalno-chemickych procesov pocas rdznych stavov v
biomakromolekulach, biologickych membranach, bunkovych organelach, jednotlivych bunkach i
celych tkanivach. V kombinacii so simulaciou mikroperfizie rozSiruje moznosti in vitro Stadia
fyziologickych aj patologickych procesov pocas ischémie a hypoxie. Pouzivané metody:

— trojrozmerné excitacné a emisné spektra s vysokym rozlisenim — zist ovanie pritomnosti nativnych
fluoroférov v biologickych materidloch;

— trojrozmerné synchronne fluorescencné spektra vo forme vrstevnicovych mdp, tzv. synchronny
fluorescenény fingerprint (3D SFF), (priorita pracoviska) — pre vysoky rozliSovaci potencial
zvl4st’ vhodné na analyzu a rozliSovanie komplikovanych zmesi (telové tekutiny, farmakologické
a kozmetické pripravky, uréenie originality a kontrola kvality produktu, stadium stability
biologickych materialov);

— anizotropia - meranie polarizacie fluorescencie — studium interakcie biomakromolekul s inymi
molekulami (interakcie receptorov a signalnych molektl, mechanizmus interakcie antigén -
protilatka, "rozbalovanie a zbalovanie" molekul proteinov a nukleovych kyselin, detailné
mechanizmy enzymovej katalyzy, molekulova dynamika biologickych membran, transport cez
membrany, interakcie na membranach; jemna charakterizacia okolia fluoroférov v bunkach a
buneénych organelach - ur€enie jeho polarity, pH, typu interakcie;

— Chemiluminiscencné  merania - §tGdium  detailnych ~ mechanizmov  a energetiky
niektorych biochemickych reakcii;

— aplikdcia fluorescencénych znaciek (fluorescence labeling) a ich interakcie napr. s bunkami,
bunkovymi organelami, vnitrobunkovymi §truktirami;

— moznost’ fluorescencného skenovania (synchronne spektra) pevnych povrchov pokozky a sliznic
- unikatna metoda véasného diagnostikovania prekanceroznych stavov;

— pouzitie Standardnej vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC) s UV/VIS
a fluorescencnou detekciou na frakcionaciu biologického materialu potrebného pre exaktnejsiu
identifikaciu molekul;

— prakticka moznost’ kombinovania menovanych spektralnych fluorescenénych technik s d’al$imi
zobrazovacimi (napr. ~ mikroskopia),  separaénymi  (napr. @ HPLC,  elektroforéza),
imunonologickymi (napr. ELISA), izolaénymi a molekularno-genetickymi metédami (napr. PCR,
Western blot, elektroforéza).

C. Stidium w¢inku vybranych prirodnych/syntetickych latok a ich vplyv na biochemické
funkcie organizmu (aj na subcelularnej irovni)

Vytycené vedecke ciele chceme realizovat’ tak pomocou metdd pouZivanych na naSom pracovisku
ako aj zavadzanim novych metdd a postupov. Ide o metody:

— klinicko-biochemické analyzy metabolitov (napr. glukdza, mocovina, kreatin), enzymov (napr.
SOD, ALP), proteinov (napr. Hsp, cytokiny);

— 1izolacie mitochondrii z r6znych organov s moznostou rozsirenia na d’alSie subcelularne castice,
biologické membrany, celé bunky a pod.;

— vyuzitie mitochondrii ako definovaného zivého systému na testovanie interakcii latok sledovanim
ich vplyvu na respiraciu pomocou Klarkovej kyslikovej elektrody;

— sledovanie poskodenia DNA pomocou metody Comet Assay.
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5. INFRASTRUKTURA VYSKUMU NA PRACOVISKU

Prehl’ad pristrojového vybavenia ustavu:

e Luminiscencny spektrophotometer Perkin Elmer LS55 (S atestom pre GLP) — vybaveny
fluorescencnymi polarizatormi, pridavnym zariadenim pre biokinetiku, optickym vldknom na
meranie v exteriéri pristroja.

e Perkin Elmer Fluorescence Spectrometer Model 3000 — starsi pristroj po rozsiahlej modernizacii
a dodatocnom napojeni na pocitac. Aplikaciou vlastného meracieho
a vyhodnocovacieho softwaru ,,Spektro* pre unikatne fluorescencéné techniky sa stal Spickovym
pristrojom. Sluzi ako doplnkové zariadenie.

e Randox Monza RX — polo-automaticky biochemicky analyzator umoziuje stanovenie Sirokého
spektra klinicko-biochemickych parametrov z krvného séra, plazmy, moc¢u a CSF pacientov

e Quantimetrix LipoPrint — elektroforetické delenie lipoproteinov, ktoré umoznuje identifikovat’
a urcit’ percentudlne zastupenie aterogénnych subfrakcii v krvi pacientov

e Becker Coulter Optima MAX-XP — ultracentrifiiga slizi na pripravu a izolaciu subcelularnych
Castic, najma mitochondrii

e Automatizovany (pocitacom riadeny) pristroj na stanovenie rozpustnosti pevnych ldtok -
originalne zariadenie na stanov. disocia¢. konstant, konstant stability komplexoligandov s kovmi
v zivych systémoch (Potenciometrické zariadanie spojené s meranim rozpustnosti)

e HPLC (Shimadzu) — UV/VIS a fluorescencny detektor

e PCR cykler TECHNE TC/3000 (Barloworld Scientific ) - pristroj pre klasicka PCR

¢ Real-time BIORAD CFX96 — pristroj na kvantifikaciu génovej expresie s pridavnou hlavicou na
meranie teplotného gradientu primérov na klasickia PCR

e Qiagene Rotor-Gene Q — Real-time PCR cyklér s vysoko citlivym analyzatorom topenia
oligonukleotidovych fragmentov — pristroj na kvantifikaciu génovej expresie

e ROCHE LightCycler® 480 Instrument Il — kvalitativna aj kvantitativna detekcia nukleovych
kyselin, skenovanie mutacii a SNP analyza

e Randox evidence investigator-Biochip Array — immunoassay, SNP genotypizacia, sledovanie
génovej expresie, detekcia patogénov a mutacii

o Elisaimunoanalyzdtor Dynex DS2 — automaticky pipetovaci a vyhodnocovaci systém ELISA na
kvantifikaciu $pecificky zna¢enych proteinov

e Syngene G:Box system — detekény a dokumentaény systém na vizualizaciu a vyhodnotenie
chemiluminiscen¢ného a UV signalu, s moznost'ou fotenia chladenou kamerou

e Biorad Trans-Blot SD — zariadenie na prenos DNA/RNA/proteinov zo separaéného gélu na NC
membranu

o Spektrofotometer NanoDrop 2000c — Spektrofotometer schopny merat’ v oblasti 190 — 840 nm
v objeme vzorky 1 —2 ul vhodny na meranie koncentracie izolovanych nukleovych kyselin, alebo
proteinov

o Fluorescencny spektrofotometer NanoDrop 3300 — Inovativny fluorescencny spektrofotometer
na kvantifikiciu mikroobjemovych vzoriek, minimalne parametre: rozsah vinovych dizok 300 -
750 nm, meranie absorbancie v malych objemov (0,5 — 1 pl)

o Hansatech Oxygraph Plus (Clarkova kyslikovd elektréda) — zariadenie na meranie respiracie

o Ostatné doplnkové vybavenie — napr. presné analytické vahy, elektroforetické zariadenia, gélova
chromatografia, spektrofotometre, pH-metre, termostaty, zariadenie na pripravu ultracistej vody

6. POTENCIALNY SPOLOCENSKY PRINOS

A. Prinos spoéiva v moZnosti detekcie roznych faz karcindmov vyuzitim telovych tekutin (napr. krv,
moc¢) pacientov za pouzitia neinvazivnych vySetrovacich metdd (napr. klinicko-biochemicka
analyza krvi, izolacia a analyza NK, proteinov), s moznym praktickym vystupom pri rutinnom
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skriningu v priebehu $tandardnych odberov pocas preventivnych prehliadok. Dalej mozu tieto
Stadie prispiet k lepSiemu monitoringu vplyvu terapie a K skorSiemu odhaleniu pripadne;j
recidivy, o moze skvalitnit’ Zivot pacientov a upresnit’ prognozu ochorenia.
Vysledkom $tadia by mali byt nové, presné, rychle a spolahlivé algoritmy diagnostikovania
ochoreni (napr. onkologickych, metabolickych) fluorescen¢nou profilovou analyzou telovych
tekutin. Ziskanie d’alSich poznatkov o detailnych molekulovych mechanizmoch interakcii latok
Vv zivych systémoch, najma v biologickych tekutinach, by mohlo nasledne prispiet’ k véasnému
zachytu roznych patologickych stavov.
Dosiahnuté vysledky poznatkov na urovni §tudia reaktivnych foriem kyslika a dusika, ako aj
antioxidantov aich tloha v mnohych fyziologickych procesoch (napr. udrziavanie redoxnej
homeostazy, regulovana produkcia mediatorov a senzorov, reguldcia adhézie buniek,
amplifikacia imunitnej odpovede, apoptoza) prispeju k rozsireniu poznatkov o RNOS a mézu byt
cielene vyuzité v prevencii €i liecbe vybranych ochoreni (napr. aterosklerozy).
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