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Laboratérium mikroskopickych analyz

Pristrojové vybavenie

Ultramikrotom LEICA EM UC7 Invertny fluorescencny mikroskop LEICA
DMI 6000B s kamerou DCF 345 FX

Transmisny elektronovy mikroskop JEM-
2100 JEOL - —




Transmisna elektronova mikroskopia

Transmission electron
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Transmisna elektronova mikroskopia
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Transmisna elektronova mikroskopia
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Zdroj:
http://www.vcbio.science.ru.nl/en/image-
gallery/electron/

Zdroj:
https://www.journals.elsevier.com/the-
cell-surface/news/the-cell-surface-a-new-
interdisciplinary-journal-on-cell-wal

https://www.sciencesource.com/archive/-
$52476251.html#/SearchResult&I TEMID=5524
76251

Zdroj:
http://www.austincc.edu/rlewis3/model.html
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Zdroj: https://bionews-
tx.com/news/2014/08/07/utmb-experts-
battling-ebola-in-labs-and-on-the-front-lines/

Zdroj: http://dr-
monsrs.net/2015/05/20/introduction-to-art-and-
science/mito/

Zdroj:
https://www.gettyimages.co.uk/det
ail/photo/transmission-electron-
micrograph-showing-high-res-stock-
photography/128619942

Zdroj: https://academic.oup.com/jmicro/article/61/6/343/1989282



MozZnosti vyuzitia transmisnej elektronovej mikroskopie vo
vyskume




Transmisna elektronova mikroskopia a nanocastice

a) 25 nm nanocastice Au
b) 15 nm nanocastice Au
¢) 5 nm nanocastice Au
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Zdroj: https://www.fs.fed.us/research/highlights/highlights_display.php?in_high_id=301



Transmisna elektronova mikroskopia a
bionanotechnolégie

Zdroj: https://www.omicsonline.org/impact-of-gold-nanoparticle-concentration-on-their-cellular-uptake-by-mc3t3-e1-mouse-osteocytic-cells-as-analyzed-
by-transmission-electron-microscopy-2157-7439.1000118.php?aid=2473

Zdroj: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2621238/



Transmisna elektronova mikroskopia a kvalita potravin

Ultrastruktura margarinu Homogenizované mlieko Ultrastruktura sfahacky
Zdroj: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213329113000026
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Lactococcus lactis subsp. Cremoris v plnotu¢nom syre Cheddar
Zdroj: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4332360/



Transmisna elektronova mikroskopia a
Schizosachcaromyces pombe

kontrastna Ia

'i«;’;‘ 4‘

~ mitochondria

o




Fluorescencna mikroskopia

Princip

- osvetlenie fluorescencnych
molekul v testovanej vzorke do
vyvola excitaciu elektronov do
vysSieho energetického stupna

a vyziari sa svetlo

- Emitované Ziarenie je oproti
povodnému  posunuté do

dlhgich vinovych dizok.

Zakladné komponenty

fluorescencného mikroskopu
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Zdroj: https://www.molecular.abbott/us/en/vysis-fish-knowledge-center/microscope-filters




Fluorescencna mikroskopia

Fluorescencia na bunkovej tirovni

Zdroje fluorescencie:
- Fluorescencia tvorena proteinmi
- Fluorescencia tvorena malymi molekulami

Prvy fluorescencny protein ,,GFP“ bol izolovany v roku 1960 z meduzy vedcom Osamu Shimomura.
PocCas dalSich rokov, ako stupol zaujem vedcov o vizualizaciu réznych komponentov bunky, bola
vytvorend celd paleta fluorescencnych proteinov modifikovanim GFP ( ako napr. red fluorescent protein,
cyan fluorescent protein, yellow fluorescent protein a pod.).

Panel fluorescenénych proteinov

Malé molekuly, ako napr. DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) sice nie su proteiny, napriek tomu, su
schopné produkovat fluorescenciu. DAPI vizualizuje DNA tak, Ze prejde cez bunkovi membranu a naviaze
sa na DNA. Pripadne sa malou molekulou oznaci protilatka, Specificky sa viazuca na Studovany protein.



Moznosti vyuZzitia fluorescen¢nej mikroskopie vo vyskume

Vyuzitie

- patri ku klu€ovym technikdm v odvetviach ako je
imunoldgia, patoldgia, mikrobioldgia, cytogenetika,
ale aj v klinickej diagnostike, lokalizacia posSkodenia

buniek, tkaniv a organov

- v biologickych vedach - na zviditelnenie
fluorescencne  oznacenych proteinov, sledovanie
segregacie chromozémov, proteinovu interakciu,

biohemickych dejov

Struktura cytosleketu cicavéej bunky: Jadro (DAPI), mikrotubuly (FITC),
mikrofilamenty (TRITC)
Zdroj: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Microscopy.jpg

Myeloid cells (green) redevelope the severity of multiple sclerosis by chemical
signals that boost inflammation and attract autoimmune T cells (red) to the
central nervous system.

Zdroj: https://medicalxpress.com/news/2015-11-innate-immune-modulates-
severity-multiple.html



Laboratorium spektroskopickych analyz
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Laboratorium spektroskopickych analyz

Spektrofotometer UV/VIS —
ultrafialovo-viditelna spektroskopia

Spektrofotometer



Laboratorium spektroskopickych analyz

Spektroskopia:

» Vyuziva interakciu elektromagnetického
ziarenia s latkou (atémami, molekulami,
ionmi) na  kvalitativne  pripadne
kvantitativne stanovenie jej vlastnosti

alebo na studium fyzikalnych procesov

Measurement of optical absorption

7%

Monochramator Detector

Sample
Exit slit

Source ! Dispersion
device

Entrance
slit

Basic principle - split white light into component wavelengths
using a dispersive element (e.g. a grating or prism). Measure how
efficiently the different wavelengths are absorbed.



Laboratorium spektroskopickych analyz

Vyuzitie spektroskopickych metod:

» analyza markerov oxidativneho poskodenia buniek

» antioxidacna kapacita buniek

» biochemické parametre, hormonalny profil a rastové faktory v biologickych tekutinach
zivocCichov i Cloveka

» stanovovanie obsahu vybranych latok v surovinach a potravinach rastlinného povodu




Laboratorium spektroskopickych analyz

= koncentracia hypofyzarnych peptidovych hormoénov (FSH, LH, prolaktin)

= koncentracia pohlavnych steroidnych horménov (testosterdn, progesterdn,
androstendion, 17-beta-estradiol) a ich prekurzorov (DHEA-S)

= koncentracia rastovych faktorov (IGF, TGF alfa, TGF beta) a ich receptorov

= aktivita pecenovych enzymov (AST, ALT, GGT, ALP)

= zdkladné biochemické parametre krvi, moCu i semennej plazmy

= paramete redoxného statusu (katalaza, redukovany glutation, proteinové karbonyly)

= horkost vo vybranych druhoch piva, sladiny a mladiny pri r6znom technologickom spracovani
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Laboratorium genetickych analyz




Co je microarray?

* genomicka technoldgia, ktorda umoznuje rychly, simultanny skrining genomickej
DNA pre r6zne sekvencné varianty, vyuzivajuca DNA Cipy /mikrocipy

 Mikroskopické sklicka - DNA Cipy - subor nasyntetizovanych mikroskopickych
DNA spotov prichytenych na solidnom povrchu (sklo, kremikovy podklad,
nitroceluldza..)
 DNA spot — pikomoly (10 12 molov) Specifickych DNA sekvencii
= DNA préby, oligonukleotidy, gény
Skli¢ko
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* Fluorescencne znacenad cielova sekvencia, ktora sa naviaze na prébu vykazuje
fluorescencny signal — génovu aktivitu v sledovanom genetickom materidli



Princip a postup DN A microarray

e hybridizacia skimanej nukleovej kyseliny so Specifickymi hybridizacnymi prébami
kovalentne viazanymi na urcity nosic (nitroceluloza, sklo..)

priprava vzorky a skenovanie a

remyvanie hybridizacia , ,
7nacenie ST v analyza dat
lzolacia mRNA premyvacia zmieSanie zmesi a TT_
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Microarray ‘

v iX
k

vyhody nevyhody

v’ paralelnd analyza tisicov génov naraz X analyza len preddefinovanych génov
(analyza mikrobidlnych komunit, (sekvenéna homoldgia, splicingové
komplexné biologické procesy...) varianty)

v" Viac-farebna hybridiza¢na detekcia X vznik neSpecifickych artefaktov pri
hybridizacii
v kvantitativne porovnanie mnozstva X nepriame meranie relativnej
cielovej sekvencie koncentracie (kinetika hybridizacie)

v' vysoka $pecificita (nepordzne
povrchy)

v' vysoka senzitivita

v" jednoduchd a rychla analyza dat
(bioinformatické databazy)



Microarray - aplikacie

medicina — SNP, regulacia
expresie, patofyziologia ¢ tickv orf |
chordb armaceuticky priemyse

komparativna a
evoluc¢na genomika

profilovanie

génovej expresie microarray

T

toxikologia

Al
-

environmentalna klinicka mikrobioldgia,
mikrobioldgia

identifikacia patogénov

polnohospodarstvo a
mikrobiolégia potravin



vyhody Next Seg500 (lllumina)

ENERN

NGS - next generation sequencing

rychla (sekvencia celého gendmu za
menej ako 1 den)

ucinng,

nizko-nakladova sekvencéna platforma

vysoka presnost (sekvenovanie oboch
koncov DNA fragmentov)

paralelné sekvenovanie niekolkych mil.
fragmentov DNA

schopnost detegovat indely (inzercie,
delécie baz v gendme)

kvantitativna detekcia genetickych
variacii

produkuje velké mnozstvo DNA reads
(10% 109)

odstranuje PCR duplikaty (vytvorené
pocas pripravy kniznice DNA)

2 x 150 DNA reads / ¢itani
do 400 mil. ¢itani / 120 Gb
1,2 dna



NGS - oblasti vyskumu a stadia

AAA 4 A
MRNA mMIiRNA
Transkriptomika

Analyza génovej expresie
Sekvenovanie celkovej
RNA,

MRNA,

Sekvenovanie miRNA

RNA editing

Detekcia génovej fuzie,
izoforiem, SNP, splicingové
varianty
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* Bisulfidové sekvenovanie
* CHIP sekvenovanie
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* Celogenémové
sekvenovanie

Genomika
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* Sekvenovanie exozoémov

« De novo” sekvenovanie

* Cielové sekvenovanie

* Analyzy SNP, zriedkavych
variantov, vybranych sig.
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NGS - aplikacie

medicina — klinicky skrining,
onkolégia, infekéné ochorenia

evolucna genomika o
farmaceuticky priemysel,

rastlinna viroldgia,

deefe epidemioldgia

génovej
expresie

e

metagenomika,
environmentalna
mikrobiolégia

klinickd mikrobioldgia,
identifikacia neznamych patogénov

polnohospodarstvo a
mikrobioldgia potravin



Laboratorium genetickych analyz - aktualny vyskum a budice

» Sledovanie genetickych variant a polymorfizmov alergénov génov (RFLP
metdda a PAGE)

» Transkriptomicka analyza Salatu siateho (salinita prostredia) (spolupraca s FBP,
FAPZ SPU, UKF)

oooooo
phga se

RNA Isolatio

Analyza ddt (120 Gb)

= optimalizacia a dobudovanie infrastruktiry genetickych laboratorii
= analyza génovej expresie (RT-PCR a microarray)
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