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Nézev diplomové prace: Automatické monitorovani uvolnéni Metridia luciferazy

z geneticky modifikované bunécné linie.

Diplomova préce se zabyva automatickym monitorovanim uvolnéné Metridia luciferazy
z geneticky modifikovanych bunék v redlném case. BEhem prace byla pouzita jiz diive
optimalizovand metoda pro monitorovani pfirozeného prebytku luciferdzy z bunck.
Zaroven byl testovan toxicky uc¢inek Zlu¢ovych kyselin (chenodeoxycholové
a deoxycholové) na zmény permeability bunééné membrany. Béhem experimentu byly
pouzity jaterni epitelidlni bunky, které byly modifikovany Metridia luciferdzovym
plazmidem. Po této genetické modifikaci byly bunky schopny syntetizovat aktivni enzym
Metridia luciferazu. Tento enzym vykazuje po reakci se substratem koelenterazinem
luminiscenci. Emitované zafeni bylo nasledné detekovano v pritokové cele
spektrofluorimetru pii vinové délce 485 nm. Méfeni bylo provedeno za pomoci sekvencni
injek¢ni analyzy, kterd byla propojena pies pratokovy systém s 3D tiSt€nou celou, jenz
obsahovala insert s testovanou monovrstvou bunék. Toto propojeni umoZnilo
automatické monitorovani uvoliiovani luciferazy po obou stranach bunééné monovrstvy.
Vzorky byly odebirany sttidaveé z apikalniho a bazalniho kompartmentu vzdy s odstupem
30 minut po dobu 3 az 10 hodin. Ovlivnéni permeability bunééné membrany se projevilo
zvySenim chemiluminiscenéniho signdlu, ktery byl zplsoben zvySenym uvolnénim
luciferazy z bunék. Uginek kyselin chenodeoxycholové a deoxycholové o koncentraci

0,01 mg/ml se projevil primérné v rozmezi po 1,5 hodin€ az 5 hodinéch.



