


CENTRUMBIOVIECSAV

Tato publikaciavzniklas OA S 2D 1 y 0 § NB S yhretaddmi vyskumu
@ & dzO N @ labbratstiachCentrabiovied Slovenskepkadémievied v Bratislave
Jednoduchym spdsobom LINJA o f yAIOOER OR 2 RB ¥ ¢2G N @hbtyp\s
Nahliadnetetak do sveta r6znych biofyzikalnychmetod ako je konfokalnaa
elektréonova mikroskopia,meranie elektrickychsignalovna arovni bunky alebo
jednej bielkoviny 6 &ledovanie interakcii medzi molekulami Z molekularne
biologickychmetdd tu najdeteprincipi A & U gddmyidstibielkovinvo vzorke,
a ( A §pOznate ako funguje a t / metdda a farbenie biologickych vzoriek
pomocouprotilatok. Jednouz metdd je aj LJ2 6 N (irhodetoaBieneuronalnych
sieti Vo vyskumesa 6 | a@ & dzO Mnddeldvg systémy U nas LJ2 dzO N ¢
napriklad chorioalantoicki membranu @ + 6 EBnibky2 alebo kvasinky b + C
vyskumsazapisahj do histériekozmickepiologie

Verime,0 $ N U tyshtd Sranokbude pre vasrovnakozaujimavéa zabavnéako
je pre nasy | @raca Ak by ste mali zaujemLJ2 | N&n&tt) ako tieto metddy
vyzeraji o y' I O kléh@ ga chcete o nich R2 T @ Sviad, § U dz6wi&a a
LINE R yhajdeteréay | QvBb@vejstranke https://cbv.savsk/pre-zvedavych

zakolektivautorov
Zuzana- SO MR Y PO 2


https://cbv.sav.sk/pre-zvedavych/

q

Na y I O 2pMcovisku sa venujeme skiimaniu dejov, odohravajlcichsa v
OA @2 6 MIEbK & daik 2PGeKvapivoblizko ma k 6 £ 2 dadbgratbrny potkan
aleboY &.®a potkanochaY @ O Ada V0K O SIS dz8 & thiom, ako funguje
y | @M. A niekedydokoncaani nepotrebujemezviera,a (i I nérk bunky, ktoré
Y 2 OS YIS & (i 20/hddrych podmienkachvo ¥ Ul T® 2avisiod toho, 6 2
chcemed | ¢ YAkdgkimamejednotlivé bielkoviny,potrebujemez buniek@ & 6 N
len niektortich 6 | .&\Kkkavenujememolekularnymdejom, LJ2 & indmibdnka
Ak skiimamedeje na bunkovejdrovni, potrebujemeorganzol @A S Maptiklad
srdce alebo mozog Ak skimame 6 2sa deje v celom tele (krvny obeh,
hormonéalnezmeny,spravaniezvierata podobne) potrebujemezvieraceléaO A. &

BIELKOVINY ey BUNKY =—p ORGNY — ZVIERATA

Sudvahlavnéddvody,LINBsév@nujerre biologickémuwyskumu

1. Prvym dévodom je, O $hceme@ S R &K fliguje O A &ganizmus] S je
zdravy Vednyodbor popisujucideje v zdravomorganizmesanazyvdyziologia.

2. A druhym dévodomije, O § S érganizmusnefungujespravne,chcemel A &
LINB ¥ & Fistime6 apokazilo,Ys O S K & §bsdb,akym tito poruchu
Y | LINJeda K Uk ¥hbdbyliek alebot A S Yedryodbor popisujcideje v zle
fungujucomorganizmesanazyvgoatofyziologia.



H EKTROFYZIQEICKBMETODY

Elektrofyziologissazaoberaelektrickymipradmi, ktoré i S 6y O®l¥.a 2 Oy
steu doktoralLJ? 6 K& @ 2 ERGikeboEEGPodtymito zahadnymikratkamisa

skryva vysledny elektricky prad

namerany z

celeho srdca (EKG,

elektrokardiogrampleboz mozgu(EEGelektroencefalogram)

EKGc¢ na obrazku je q]ektricky signal
zdravého srdca Y I ORngsoky OLJA O
predstavujejedenuder srdca

Elektricky signal je 4 § 68QS i | €'0K

pradov, ktoré (i S & gez tisice
bielkovinovychmolekul tzv. ibnovych
kanalov, pritomnychv { I O [R&h&
bunke daného orgdnu Pomocou

metody patchclamp vieme I Y S NJ

elektricky prad G S 6 ¢&2 Ajednu
bunkualebozmenunapatianajednej
bunkeo | | @dotéricial)

\/V\[\/\/\ﬁ 100 pv

250 ms

1nA

10 ms

prud cez
jednu
srdcovu
bunku:

0

al 6yé
potencial na
neuréne:

30 mV

2ms

_r —

Vkladanimbielkovindo umelejlipidovejmembranyviemel Y S Wlekttickyprad
i S 6 éejddnu jedinG bielkovinu ¢ i6Gnovy kanal Typickypriebeh pridu cez

jedeniénovykanalvyzeratakto:

I A ) R

200 ms

Takychtaiénovychkanalovie @ S W¥Stirithov 2 | &jdiich poruchazodpovedna
zanejakiul + @I obofohu, ako st poruchy srdcovéhorytmu, cystickafibroza,

epilepsisca@ S R'F UON OK



PATCHCLAMP

Patchclampje met6da,pomocouktorej viemeY S Ntbklibnov cezidnovékanaly
v membrane bunky Tok i6nov vieme T | T y I YakoyeleKiticky prad alebo
zmenu napétia pri vzniku a O N N¥&rfcNu Merania prebiehaji v uzavretom
elektrickomobvode,ktoréhoa ¢ 6 | j& tetadabunka Nameranieelektrickych
zmien na @2 y | merGb&ge bunky LJ2 dzO N dve dMektrody @2 v | I¢2
uzemnem a umiestnendvo vodnomroztoku a vnutornd ¢ umiestnenav tenkej
sklenenejpipete, naplnenejroztokomaa 1 I LIA OdoyriiaSuBly V mieste
pevnéhospojeniapipety amembranysavytvoripodtlakomdierkav membrane

Pretrhnutim membrany vznikne
vodivé spojenie, ktoré dzY 2 O

pipeta __lls zaznamenavanie odpovedi

iony 5 , o 1~ signal bunky na nami vyslanésignaly

§ e ' 1 25rf2g Brud ] pre_ch_adzaju,m med2|

‘;{ 5 elektroda elektrédami je _snimany cez
Y 2 pipetovy —— . I 23 Af do2192 @ N uThktd |
oo roztok ~ — Uzemnenie viemel 1T y I Y &ynetgpy U
W\ oot pradovych alebo y I LINU 2
K SN odpovedi bunky ako sa | 1 6y

S kanal potencidly, vépnikové alebo

draslikovéprudy.
ASNRI 1 6y é Q&pnikové prady neurénov draslikovy prud
potenciélov na neuréne pri rdznych napétiach v granularnych bunkach

20 mV
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METODABLM

V membranachbuniek sa nachadzajlionové kanaly, ktoré dzY 2 O zpdzéhgd
nabitych 6 | & (IGNo®) cez membranu Na skdmanie i6novych kanéalov z
vnatrobunkovychmembran, ktoré sa U | OriheBaji metédou patch-clamp, sa
LJ2 dzOnst@olaumelejlipidovejmembrany(BLM bilayerlipid membrang.
Principtejto metédyjel I t 2rafrghéseni lonovykanal %lipid
ionového kanala z bunkovej membrany do
umelej BLM, ktora sa vytvori z lipidov v /%
miniatirnom otvore v stene LINS L} Z0 | &
jednej strany BLM sa pridaji uzavretéd | & ,‘ 1
bunkovych membran (napt mikrozomy),
ktoré obsahuju skimanéiénove kanaly Po
splynuti vhodného mikrozomu s BLM Mikrozomy s i6novymi kanalmi
Y OSY BT yI Y $séchdtiliobov cez izolujeme z tkaniva expert
zabudovany iénovy kanal LJ2 dzO ihib¢h Y mentalnehol @A S Tkhnlidsa
elektréd zapojenyctdo meraciehopristroja najskor rozmixuje a potom sa
centrifuguje(viacnajdetev 6 I &
BLM met6da meracia komora: Centrifugacia)Centrifugaciotpri
réznych rychlostiach vieme z
rozmixovaného tkaniva 1 N a ]
LINBE 6 A & (nferyitBany s
ibnovymi kanalmi, ktoré nés

lipidova
membrana

iony

| meracipristroj |

@© ©

= A =l ., .,

S LINB L I8l zaujimaju

a2 a4

L | ©

© § © zaznam pradu cez i6novy kanal v
S B BLM,ktory preskakujezo zatvoreného

0ZOMY et ety do otvorenéhostavu:

—

otvoreny stav
b e sl ) 1 My ey s <C
- i - CINL LU I ) L] o

zatvorenystav ms




BIOSENZORY

Opakovanépohybyvo fyzike2 T y | 6 di® @mifySa & &o endpr hojdanie
nakK 2 2 R algajlk@itaniemolekil Kmitanied & dzO Na@pki iiedanipomocou
kremennych mikrovah Na @ S Utenki a 6 A &ziatg vrstvu na kremennom
1 NE Ga ¥ k ® AHiofeckptory, ktoré vedia O LIS O AyF Ad\(iGné tUby
molekudl Kremenny] NE Kiriitd stojouvlastnoufrekvenciou(frekvencia=LJ2 6 S
kmitov za 1 sekundu) Ak sa na bioreceptoryy | @ Antolekdry, prejavi sa to
1y N OBefvinciekmitania, ktora je zaznamenan& LJ2 6 NRomdcdutejto
metodyviemed | § Y44jomnévazbymedzibioreceptormia inymi molekulami

vzorka bioreceptor prevodnik signal

BiosenzonsalJ2 dzO Napi-n&djagnostikuv
zdravotnictve, kontrolu potravin 6 AdzNB S
pritomnosti patogénov Jednym z prvych
biosenzorov bol glukomer na stanovenie
hladinyglukozyv krvi.

frekvencia

glukomer

pumpa (T T i R
I

| vzorka

|vektorovy analyzétor
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CENTRIFUGACIA

Pri priprave vzoriek pre rézne typy experimentov (napriklad pri BLM metode
alebo pri praci s biosenzormi)je 6 | &pbt&bné 2 R R $d setth s | duniek
Napriek tomu, O Sunky st také malé, O Sch vidime len v mikroskope s
R2 a0 Gi2@ N & O8eyhplod Eebaz rozmixovanéhatkaniva alebo buniek
(homogenat) 2 RR S6 A &uniek ako si jadra, mitochondrie alebo
endoplazmatickéetikulum. + & dzO Nn@to deBtrifugaciu

Skumavkys homogenatomsu dzf 2 O

Jomogenat v NE O,,KAf S 2 Ow fotore centrifigy, ktora je vlastne
g /\”‘2 0 SYAS gdstredivka, podobne ako | 2 f 2
= £ O®R Binkk klesniv dosledku
pdsobenia odstredivej sily na dno
: skimavieNE O K ks ZIOKIESA U .
z S o A ) -
= , 6A8GSyAS YAUFO y
> v hustothom gradiente: :
K mikrozomy s rozpadnuté

i6novymi kanalmi mitochondrie <{

. celé —

Pre dosiahnutierozdeleniabunkovychd | & U N anitochondrie

ktoré maji podobniK Y2 (i a3 Wrisa a U K
@& dzOgitéfligaciav hustotnomgradiente

Ten sa vytvori s LJ2 dzO fozigkwhustého ako sirup. Jednotlivé s | &pditdm
vidimea LJf tv@iladihachs rdznouhustotou.

Centrifagy, ktoré vediaR 2 & A Ivisykgtld2 6 Biit @@njinGtu sa nazyvaju
ultracentrifgy V takej ultracentrifigeje Y 2 O 8 &zbrilyNE O K £ 1BG0002
2 (i} && linatu a odstredivé zrychlenie dosahuje I G600 000-n&sobok
I NI DA (dryéhiérgals, ktoré nas LINR U k RedridPe porovnanie,bubon v
LING éali 3 BNO K £ LANGA(bZA 6ROQ i $ Bagnihatu.



geminio

POLYMERAZOMA9 £ ! VAREAKCIA

SkratkuPCRIzNJ pozh&ez obdobiapandémie Skryvasazaz 2 palymerazova
NB U I reakafpolymerasechainreaction), ktord & £ gayA Yy 2 OybiddejS
6 I ®DKAzovzorky Y S je vzorkymalo, @ ¥ | tgjto reakciisi vybranad - BNA
vieme Y | Yy 20GA1 (2 LININZRUA | 28pyNSmé Tedeli 6 ST LIS 6AYERE A
LINN { 2. PgRreakdia LJ2 dzOe @ biochemickaverziu kizlao 3 S Yézy |
pribehuo HarryPotterovi V1 | O Rgksazdvojnasobl y 2 O &ybrérejs I a
genetickejinformacie

//
-
//
\ - | = -
\ / - — -
skopirované -
2vlaknova DNA  rozpletené tseky z -
vldkna DNA rozpletenej
DNA - -
//
DNA
6ra0 5blz 10281 vyt & - dze,

RO22yt 420SYyAS LkR6Gdz gasS| 2

V PCReakciiprebehney A S | @K ibyzasebou Y | Odglkdusobsahuijetri deje,
J¥ | KGokym je nakoncicyklu2x viacisekovDNAakonal | & Ackkiu adktoto
LJ2 1 NJtypida@48 cyklov Zaten & | savybranylisekDNAY | Yy 2IKDING €
1 000 000 000 000-krat (bilibnkrat) Taktoy | Yy 2 Q<ekfy BNA, ktoré nas
zaujimajuy & bder U fskEir@anénymi metddamimolekularnejpioldgie



WESTERBLOTANALYZA

A & U 2pdtbnyhast bielkoviny vo vzorke (naprikladv bunkéach, tkanivacha
podobne)sarobiv dvochkrokoch Prvykrok je rozdeleniebielkovinLJ2 RAZ U 3
pomocougeélovejelektroforézy Druhykrok je preneseniebielkovinz gélu natzv.
blotovaciumembranua naslednadentifikaciabielkovinpomocouprotilatok.

V elektrickom poli sa bielkoviny ~ zmes bielkovin ele:gl'gke
pohybuiju ¥ I 1 | zapornému \30 _ 3
elektrickému naboju, ktory ziskavaji 5209954 —» [500.09
aF I Qhémikéliina,zyvaneiSDSVZ NG ol so <
molekuly  bielkovin Y Sy OAtBIE 3 AS02 z Loop 0
NE OK{ Sa& @dhguju v husto Ol NJZQ_‘ z -
| 23 A S Ul IPYRNDG AQII2&6 +
preto bielkoviny vo vzorke rozdelia
L2 RAB U] 2a A o
elektrické
pole
elekroda [T - V druhom kroku sa ku gélu
fAf ONIJ 6 }/é LI LIS NI L‘JN‘y\ b|(ﬁO@NIa membl‘éna
” a posobenim elektrickeho
blotovacia membréana poU Isa bielkoviny prenesliz
At 0N} 6y & LI LA SN gélunamembranu
elektroca [N
4 drahy pre 4 vzorky
Na membrane_ sa bielkoviny det_el,<u1u Kﬁﬁ. ?zl- Y 2 dz
pomocou protilatok. Y I O Fptotilatka bielkovinou

R2 1t @IS OANRIO] @yNBOyf &
bielkoviny | Ul R bigkdvinu vidime na
membraneakopruh.




Y

t NN { 2 ¥ yoabzétiu vybranej bielkoviny v tkanivovychrezochYs OS Y
& 1 g Yomdcouimunohistochemickéhd y I 6. & tahivakonzervovanéhw
parafine alebo hlboko zmrazenéhosa pripravia tkanivové rezy, hrubé len

Yy A S | rgikdbmétrov

vy I 6 rgbieBa pomocou vazby O LIS O A Fpkindatngcld iotilatok na
bielkoviny, ktoré st predmetom O (i §. FPlirharne protilatky sa T @A RA i
naviazaninsekundarnyctprotilatok, ktoré obsahujuR S G S { § V' Gv/zodaje

Y 2 OKS Ry padil svételnymalebo F £ dz2 NB & Bikrgskogoin.J2 R U
LI2 dzORASIiSSe] ¢y $3 &

IMUNOHISTOCHEMICKIETODA

[ hodnotenie vzoriek]

(2/ I 6 Sydbrazenievielkoviny |

[ priprava vzoriek ]

dS G S 11661 |

.
sekundarna
protilatka /" \ 7N\
b 1. | primarna
bielkovina ¢’ & g7 & g ' protilatka
tkanivo

Imunohistochemickd y | 6 Sayde 31zGne @h vo
vyskumeale aj v medicinepri diagnostikea skriningu
r6znychochoreni
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Biele svetlo (napt &4 f Yy S WSRO WS 1 fna Gbydihy Y I ORabe
zodpovedéasvetlo s dzNB MldoodR T O. N@ldaré chemickélatky st schopné
L2 K f Q@tdtzND WndovejR T QP é O hd s G drbaauR T O Tehtdz
javnazyvaméluorescencia

KONFOKWLNAMIKROSKOPIA

https://science.howstuf
. ‘ fworks.com/nature/clim

. ate-
weather/atmospheric/d

" e . oublerainbows
.:-M rare-nim

Pomocoutakychto chemickychlatok vieme I y | dytrdhé bunkové O (i NHz]
naprikladjadro, mitochondrie, bielkovinya podobne h T y I by s OS 'Y
L2 T 2 N® @R {Udz2 NB & Gnikypskope Konfokalny mikroskop je druh
Tf dz2 NB & @ifrgskopuy Kk@om Ot | dptickémutrikuR2 { + O3 2%
nakonkrétnurovinuvo vzorke,6 NZ¥skameoptickyrez

http://labman.phys.
utk.edu/phys222cor
e/modules/m7/dispe
rsion.html

KonfokalnymikroskopdosahujeN2 T f NrozSafie@®| 600nm.



YI O&énjel f 2 (xSagra a elektrénovéhoobalu
Podobne ako planéty okolo Sinka obiehaju elektrény
6 6 A SNF Sokolo atdmovéhojadra Jadrojel f 2 O
z proténov a neutrénové O & tha@iré 3 dzf A BN Wao
sanachadzad | &uvijgd®, tymje atdbm Ul QONT y ¢
vplyvana elektrény vo svojomokoli.

V elektronovommikroskpelLJ2 dzO Nt@ges Stychlychelektrénovzacielenyna
vzorku Vzorka(napr bunky)je zaliatav epoxidovejO A @ habezanana rezy s
hribkou menej ako 100 nm. Lipidové membrany aj proteiny treba pred
zobrazovaninv elektrénovommikroskopea 2 T y K & © (aédividmi (osmium,
uran, zlato),abybolo Y 2 OVJ8 1 2 Neediyv Blektronovomt ¢ P K Katosy
akouhlikalebovodiky SR 2 Riz @dz| # & 63 & @lekirddovyd § Rozptyl
elektronovéhof ¢ Gald) | O |jali@dk je zaznamenanypo prechode vzorkou,
takyto spbsob zobrazovanianazyvame transmisna elektronova mikroskopia
(TEM)w 2 T f NlBKE¢hdvéhomikroskopuje menejako 1 nm. Toje minimalne
200-krat N 6 R ISt KO B1§ KorBokalny mikroskop PomocouTEMvidime
detail drobnych O NXzy (mprNdranach a bunkovych 6 I & 0 &Ko GK
mitochondrie, svalovevlakna @S Wtotginy, chromozomyd y 2 DDNA) &ebo
dokoncaajvirusovés | 4.0 A OS

mitochondrie




Ve t h 2 ¢ MGDELOVANIE

Nervova sustavaje @S UlY A 2 Gysténeé
Pochopenie jej fungovania @& O Rdz2 S
LJ2 NB | teviul 65&4Adeje najednotlivych
arovniach

+ & LI 6 imddél§vanie nam dzY 2 Oz dz2 S e,6npod mikroskopom
f S L@odhépeniefungovaniacelejnervovej

sustavy Zakladom prace @é LJ2 6 (i 2 @%
neurovedcaje dobry model, ktory musi§ 2 m
Y I 2 LINB &y Srait pébrotany jav.
Nasledne Y& OSedec Y Sy Arbzne  10cm oblastimozgu
parametrealebod f S Rakdsla tdeniaich
hodnoty pri réznych simulaciach Takto
R2 1 t2®& @ pdnétivdljavy alebo na
druhej strane @& (i GroWERptédpoklady,

nervovysystém

lcm neuralnesiete

ktoré neskdroveri pomocouexperimentuv 1 mm mikroobvody
laboratoriu
model SNAF F16yeOk LiegsyoHm neurény
neurénu na neuréne
z experimentu 10 pm dendrity

JJ”N,R 1 pm synapsy
L

100 ms z modelu .
MJ 1nm signalnedrahy
A 1pm iGnovékanaly
obrazokprevzatya upraveny zdroj
https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1002489

20 mv



https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1002489
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KVASINK YO VEDE

Z, X A s

Kvasinkyd O SdobPeroznameakoR N2 CSeith jdnobunkovéorganizmyktoré
sapridavajudo cestaaby vykyslo,alebo sa pomocounich vyrabajualkoholické
napojeakonaprikladpivoalebovino.

Vlaboratoriusad | A.22zON@ @igaryle ooUl @20 ag YSyOA
ako nahradal f 2 OA drgac ONOHINT G203 1S T T205yNY al
nizmov  Mnohé  zékladné
biologickeprocesyprebiehajuv T
OA @26 Mﬁ)@(chp@d()bnea pd
preto je Y2O0ydga | dzi26 Yy A LTYZOZO”‘Y
prvotné pokusy na jedno -
duchych  organizmoch ¢
kvasinléch a neskor vysledky \
2gSNA 0 t 2 OA (oBy2 oNOKV""k”°'a

nizmoch ako su rastliny N e
OA 02 APBK 2.0 S | mitochondria

Vyhodou kvasiniekje, O $a s nimi Ul K |
pracuje st lacnéa rychlosaN2 I Ygdd O
@S U L& @ Kmidig@dybuniek).

Kvasinky je Y 2 O Y\S laboratéru rozne
geneticky dzLINJ aZnatledne @ & xlGko
GtovaNE zna vyrobu vybranych bielkovin
alebo inych zaujimavychbiologickychlatok,
pripadne na vyrobu biopaliv V. mnohom
vediad &ndpomocnéako énastrog, 6 Hz@a
testovanie @S U SKy22 O & {id6ghych
genetickychmutacii alebo zistenie funkcie a

kvasinky vypestované v laboratoriu vlastnostibielkovin



